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DESCRIPCION
Sistema de medicién y proceso de medicién de multiples caracteristicas biofisicas de las células
Campo de la invencion

La presente invencién esté relacionada con un sistema de medicién utilizado para caracterizacion biofisica de células
y con un proceso para medir caracteristicas biofisicas de células.

Antecedentes de la invencion

En el campo de las ciencias biomédicas, ha habido una gran demanda de soluciones para determinar las
caracteristicas biofisicas de células individuales. Las caracteristicas biofisicas de las células proporcionan informacién
util para identificar una relacion entre la célula y una determinada enfermedad, como el cancer.

Por otro lado, una mezcla de células que tienen diferentes caracteristicas biofisicas solo produce los resultados
promediados, haciendo que sea dificil identificar cambios especificos de enfermedades que se encuentran solo en
regiones subanatémicas o tipos de células especificas.

La publicacién de patente japonesa No. 2016-099219 describe un sistema de deteccion para detectar una reaccion de
una molécula dentro de un canal microfluidico bajo la influencia de un determinado reactivo. Segun este sistema, la
reaccion de una molécula se puede observar mediante manipulaciones directas de la molécula usando unas pinzas.

También se han conocido pinzas disefiadas para capturar una célula individual entre sus puntas planas. Véase Nicolas
Lafitte, Hervé Guillou, Momoko Kumemura, Laurent Jalabert, Teruo Fujii, Hiroyuki Fujita y Dominique Collard,
"Integrated MEMS platform with silicon nanotweezers and open microfluidic device for real-time and routine
biomechanical probing on molecules and cells,” 352 Conferencia Internacional Anual del IEEE EMBS, Osaka, Japoén,
3-7 de julio de 2013, paginas 148-151.

Estas pinzas se introducen en el canal microfluidico a través de una abertura conformada en una pared lateral del
canal microfluidico para capturar y manipular directamente una célula o molécula entre las pinzas. Sin embargo, para
hacer esto, las pinzas existentes requieren un posicionamiento preciso con relacion al canal microfluidico. Este
proceso de posicionamiento puede ser muy dificil y considerarse una carga cuando se desea aumentar el rendimiento
del sistema (el nimero de objetos que puede caracterizar el sistema durante un cierto periodo de tiempo).

Por lo tanto, un objeto de la presente invencién es proporcionar un sistema de medicién que proporcione
caracterizaciones eficientes de células individuales y haga posible aumentar facilmente el rendimiento del sistema.

El documento US 2014/0128285 ensefia un sensor capacitivo electrostatico para caracterizacion biofisica de células
individuales que esta integrado en un chip microfluidico. Todo el sensor esta sumergido en fluido.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencién es proporcionar un sistema de medicién que proporcione
caracterizaciones eficientes de células individuales y haga posible aumentar facilmente el rendimiento del sistema.

Compendio de la invencion

De acuerdo con una realizacién de la invencién, se proporciona un sistema adaptado para medir multiples
caracteristicas biofisicas de células de acuerdo con la reivindicacion 1.

De acuerdo con una realizacion, el sensor puede ser un sensor programable adaptado para obtener selectivamente
una o mas caracteristicas biofisicas de la célula individual.

De acuerdo con una realizacion, el chip microfluidico puede estar provisto ademas de al menos un canal microfluidico
adicional dispuesto en paralelo con el canal microfluidico.

De acuerdo con una realizacion, el sensor puede estar adaptado para obtener caracteristicas biofisicas de la célula
individual estimulando mecanica y/o eléctricamente la célula individual en el canal microfluidico.

De acuerdo con una realizacion, el sensor puede estar adaptado para obtener caracteristicas biofisicas de la célula
individual estimulando quimica y/o biolégicamente la célula individual en el canal microfluidico.

De acuerdo con una realizacién, el sensor puede estar adaptado para obtener caracteristicas biofisicas que incluyen
al menos una de entre tamafio, rigidez, tiempo de recuperacién de forma, viscosidad e impedancia eléctrica y/o
dependencia de la frecuencia de las caracteristicas biofisicas.

De acuerdo con una realizacion, el sistema de medicién puede comprender ademas unos medios de recogida en
comunicacioén de fluido con la salida del canal microfluidico.
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De acuerdo con una realizacion, el sistema de medicién puede comprender ademas unos medios de clasificacion para
clasificar las células que fluyen en el canal microfluidico, dependiendo de las caracteristicas biofisicas de las células
obtenidas por el sensor.

De acuerdo con una realizacion, el chip microfluidico puede estar provisto ademas de al menos un canal de derivacién
que sale del canal microfluidico y aguas abajo con relacion al sensor.

De acuerdo con una realizacion, los medios de clasificacion pueden comprender una valvula adaptada para dirigir la
célula al canal de derivacién o aguas abajo del canal microfluidico, dependiendo de las caracteristicas biofisicas de la
célula.

De acuerdo con una realizacion, el sistema de medicion puede comprender ademas un depdsito en comunicacion de
fluido con el canal de derivacion.

De acuerdo con una realizacién, los medios de clasificacién pueden estar adaptados para clasificar las células
comparando las caracteristicas biofisicas de la célula con un umbral.

De acuerdo con una realizacion, el umbral puede ser programable.

De acuerdo con una realizacién no cubierta por la invencion reivindicada, se proporciona un proceso de fabricacion
del sistema de medicion. El proceso comprende: aplicar un patrén de mascara correspondiente a la forma del canal
microfluidico y a la forma de la parte estacionaria y la parte mévil del sensor; y conformar la forma del sensor junto
con el canal microfluidico.

Otro objeto de la invencién esta relacionado con un proceso de medicién de multiples caracteristicas biofisicas de
células de acuerdo con la reivindicacién 13.

De acuerdo con una realizacion, el proceso comprende ademas estimular quimica y/o biolégicamente la célula en el
canal microfluidico.

De acuerdo con una realizacion, el proceso comprende ademas clasificar las células que fluyen en el canal
microfluidico dependiendo de las caracteristicas biofisicas de las células obtenidas por el sensor.

Las caracteristicas biofisicas de la célula pueden incluir al menos una de entre tamafio, rigidez, tiempo de recuperacion
de forma, viscosidad e impedancia eléctrica, y/o dependencia de la frecuencia de las caracteristicas biofisicas.

Breve descripcion de las figuras
Se describiran con mayor detalle realizaciones de la invencion con referencia a los dibujos adjuntos, en los cuales

La Figura 1 es un diagrama esquematico que muestra una configuraciéon ejemplar de un sistema de analisis
celular que incluye un sistema de medicion de acuerdo con una realizacion;

La Figura 2 es una vista esquematica que muestra un sistema de medicién de acuerdo con una realizacion;

La Figura 3 es una vista ampliada que muestra un sensor del sistema de medicién y parte de un canal
microfluidico cercano;

La Figura 4 es una vista en seccion transversal que muestra esquematicamente el sistema de medicion;

La Figura 5 es una vista esquematica que corresponde a la Figura 2, pero que muestra el sistema de medicién
en funcionamiento;

La Figura 6 es una vista ampliada correspondiente a la Figura 3, pero que muestra el sistema de medicién en
funcionamiento;

Las Figuras 7A a 7D muestran caracteristicas biofisicas ejemplares que pueden obtenerse mediante el sistema
de medicion;

La Figura 8 muestra una relacién ejemplar entre las caracteristicas biofisicas de una célula y la probabilidad de
que sea una célula madre cancerosa;

Las Figuras 9A a 9E muestran configuraciones ejemplares de un elemento sensor del sistema de medicion;
La Figura 10 es un diagrama esquematico que muestra un sistema de medicién de acuerdo con otra realizacion;

La Figura 11 es un diagrama esquematico que muestra un sistema de medicién de acuerdo con otra realizacion
mas;
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La Figura 12 ilustra un proceso de fabricacion de un elemento sensor de un sistema de medicién de acuerdo con
una realizacién no cubierta por la invencion reivindicada;

La Figura 13 muestra un patron de mascara que puede usarse para fabricar el elemento sensor de acuerdo con
el proceso ilustrado en la Figura 12; y

La Figura 14 muestra el elemento sensor producido de acuerdo con el proceso ilustrado en la Figura 12 usando
el patrén de mascara mostrado en la Figura 13.

Descripcion detallada de realizaciones de la invencion

La Figura 1 muestra un sistema de analisis celular 100 que incluye un sistema de medicién 10 de acuerdo con una
realizacion de la presente invencién. El sistema de andlisis celular 100 también incluye unos medios de adquisicion
de células 120 y un sistema analizador 140.

Los medios de adquisicion de células 120 tienen funciones de adquirir células individualmente a partir de mezclas de
células. Las mezclas de células pueden ser mezclas de células y tejidos heterogéneos complejos, que incluyen, pero
no estan limitados a, cualquier mezcla multicelular compleja, como por ejemplo cultivos celulares complejos,
diseminaciones celulares, secciones de tejido (por ejemplo, tejidos cerebrales), biopsias liquidas, células disociadas
de biopsias soélidas. Los medios de adquisicion de células 120 también pueden usarse para adquirir células de
poblaciones homogéneas con el fin de analizar células individuales. En este ultimo caso, el sistema de analisis 100
puede usarse para comprender la variabilidad de las células individuales entre células genéticamente o
morfolégicamente similares o idénticas.

Los medios de adquisicion de células 120 pueden estar configurados para aspirar y recoger una célula individual de
mezclas de células generando vacio, como se describe en la patente de Estados Unidos N® 8,797,644. Por ejemplo,
las células de interés se colocan directamente debajo de la punta de una unidad capilar desechable (DCU) y se aplica
un impulso de vacio preciso para recoger las células individuales deseadas e introducirlas en el cilindro de la DCU
(véase Kudo LC, Vi N, Ma Z, Fields T, Avliyakulov NK, Haykinson MJ, Bragin A, Karsten SL. Novel Cell and Tissue
Acquisition System (CTAS): microdissection of live and frozen brain tissues. PLoS One. 2012;7(7):e41564. doi:
10.1371/journal.pone.0041564. Publicaciéon electrénica del 24 de julio de 2012. PMID: 22855692). La muestra
adquirida puede transferirse a un recipiente para su uso posterior en el sistema de medicién 10, o introducirse
directamente en el sistema de medicion 10.

Los medios de adquisicion de células 120 pueden emplear microdiseccion por captura laser (LCM), que utiliza un laser
para separar y recoger células individuales. Los medios de adquisicién de células 120 también pueden emplear la
técnica de clasificacion de células asistida por fluorescencia (FACS) que utiliza una etiqueta fluorescente especifica
para identificar células individuales. Los instrumentos de clasificacién de células asistida por fluorescencia son capaces
de separar una suspension heterogénea de células en fracciones purificadas en base a las propiedades de
fluorescencia y dispersion de la luz. Dicho en pocas palabras, las células a analizar se ponen en suspensién y se
inyectan en el sistema de medicién 10.

Alternativamente, las células se pueden capturar directamente de un portaobjetos de microscopio o de una placa de
Petri, o recogerse simplemente por pipeteado. Se pueden usar otros tipos de dispositivos para aislar y recoger células
individuales.

El sistema de medicién 10 incluye un sensor 30 adaptado para obtener una o mas caracteristicas biofisicas de las
células adquiridas por los medios de adquisicion de células 120. El sistema de mediciéon 10 también puede incluir unos
medios de clasificacion 40 y unos medios de recogida 60.

Los medios de clasificacion 40 con capaces de clasificar las células individuales, dependiendo de sus caracteristicas
biofisicas. Las células clasificadas se recogen mediante los medios de recogida 60 para garantizar que las células
clasificadas no se mezclen con otras células.

El sistema analizador 140 realiza analisis adicionales de las células recogidas segun sea necesario. Por ejemplo, las
células se someten a anadlisis molecular, que incluye, pero no esta limitado a, sintesis de ADNc, analisis de
micromatrices, aplicaciones proteémicas, secuenciacion de nueva generacion (NGS), etc.

De acuerdo con la realizacion, el sistema de medicién 10 esta configurado como un sistema integrado que incluye un
canal microfluidico a través del cual se suministran las células y un sensor que obtiene caracteristicas biofisicas de
las células dentro del canal microfluidico.

Haciendo referencia a las Figuras 2 a 4, se describira la configuracién detallada de un sistema de medicién 10 ejemplar.
La Figura 2 es una vista esquematica que muestra el sistema de medicién 10. La Figura 3 es una vista ampliada que
muestra un sensor 30 del sistema de medicién 10 y parte de un canal microfluidico 14 cercano. La Figura 4 es una
vista en seccion transversal que muestra esquematicamente el sistema de medicién 10.
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El sistema de medicién 10 incluye un chip microfluidico 12 provisto de un canal microfluidico 14. El canal microfluidico
14 tiene una entrada 14a en un extremo y una salida 14b en el otro extremo. El sistema de medicién 10 también
incluye una pluralidad de sensores 30. En la realizacion ilustrada, el sistema de medicién 10 incluye cuatro sensores
30 dispuestos a lo largo del canal microfluidico 14.

Como se muestra en la Figura 4, el chip microfluidico 12 incluye una placa base 13 hecha de vidrio o silicio y una capa
de proteccion 15 dispuesta en una superficie superior 13a de la placa base 13. La capa de proteccion 15 puede estar
hecha de polidimetilsiloxano (PDMS). La capa de proteccién 15 tiene, en una superficie orientada hacia la placa base
13, una ranura 15a que se conforma de una manera conocida, por ejemplo, mediante fotolitografia y estructuracion.
La estructuracion se puede realizar mediante moldeo. El canal microfluidico 14 esta definido entre la ranura 15a y las
paredes laterales 15b de la capa de proteccion 15 y la superficie superior 13a de la placa base 13.

Volviendo a la Figura 2, el canal microfluidico 14 incluye un canal principal 16 alargado y canales de derivacién 18. El
canal principal 16 se extiende entre la entrada 14a y la salida 14b. Los canales de derivacion 18 salen del canal
principal 16 y estan dispuestos aguas abajo de los respectivos sensores 30. En la realizacion ilustrada, cuatro pares
de canales de derivacién 18 estan conformados en una relacion espaciada entre si, y cada par de canales de
derivacién 18 se extiende de forma sustancialmente lateral desde ambos lados del canal principal 16 en direcciones
opuestas.

El chip microfluidico 12 también esta conformado con depédsitos 11 que se proporcionan en los extremos terminales
de los canales de derivacion 18 y en comunicacién de fluido con los canales de derivacion 18 correspondientes.

El chip microfluidico 12 también incluye valvulas 42 como medios de clasificacion 40 para clasificar las células en
funcién de sus caracteristicas biofisicas. Las valvulas 42 se proporcionan inmediatamente aguas abajo de los
respectivos sensores 30. Las valvulas 42 estan configuradas para guiar selectivamente las células ya sea por uno de
los canales de derivacién 18 o aguas abajo del canal principal 16. En consecuencia, las células que tienen ciertas
caracteristicas biofisicas seran separadas de las otras por las valvulas 42.

El sistema de medicién 10 también incluye una unidad de aspiracion 62. La unidad de aspiracion 62 esta dispuesta en
la salida 14b del canal microfluidico 14. La unidad de aspiracion 62 se opera generando vacio a través de una bomba
de vacio (no mostrada) para recoger las células que han alcanzado la salida 14b. También se pueden proporcionar
unidades de aspiracion similares en los depoésitos 11.

Cada uno de los sensores 30 tiene un par de elementos sensores 31 y 32 que se proporcionan en los lados opuestos
del canal principal 16 y estan situados uno frente al otro a ambos lados del canal principal 16. Los elementos sensores
31y 32 tienen brazos 34 que se extienden lateralmente (de forma sustancialmente perpendicular al canal principal 16)
y hacia el canal principal 16. Haciendo referencia a la Figura 4, los elementos sensores 31 y 32 también tienen una
parte de base 36 que esta unida fijamente a la placa base 13 del chip microfluidico 12.

Los brazos 34 se proyectan hacia el interior del canal principal 16 a través de aberturas 14c conformadas en las
paredes laterales 15b de la capa de proteccion 15 que definen el canal principal 16. Las aberturas 14¢ son lo
suficientemente pequefias para evitar que se escape un fluido de dentro del canal principal 16, pero al mismo tiempo,
lo suficientemente grandes para permitir que el extremo de punta de los brazos 34 del sensor 30 se introduzca en el
canal principal 16 a través de la abertura 14c. Los elementos sensores 31 y 32 tienen un tamafio del orden de
micrometros o nandémetros. De esta manera, los elementos sensores (y mas particularmente los extremos de punta
de los brazos 34) proporcionan una interfaz entre fluido y aire en el sistema. De esta manera, ademas de las partes
de los elementos sensores que estan en contacto con la célula dentro del canal microfluidico, el sensor esta dentro
del aire, lo que evita cualquier amortiguacién de sus componentes y proporciona asi una mayor precision de la
medicién.

Al menos uno de los elementos sensores 31 y 32 incluye una parte mévil que se puede mover junto con el brazo 34
con relacion a la parte restante (por ejemplo, la parte de base 36). La parte mévil del elemento sensor 31 0 32 puede
ser accionada electrostaticamente mediante un actuador basado en sistemas microelectromecanicos (MEMS)
conocidos. La parte mévil de los elementos sensores 31 o 32 también puede ser accionada térmicamente o
piezoeléctricamente.

Gracias a la interfaz fluido-aire proporcionada por los elementos sensores, el actuador permanece dentro del aire, lo
que evita cualquier amortiguacion del accionamiento electrostatico.

En consecuencia, los brazos 34 de los elementos sensores 31 y 32 estan configurados para acercarse o alejarse unos
con respecto a otros mediante los actuadores basados en MEMS. Los extremos de punta de los brazos 34 pueden
estar configurados para facilitar la captura de una célula individual y/o la deteccién de la propiedad biofisica de la
célula capturada entre los brazos 34. Uno de los elementos sensores 31 y 32 puede estar configurado como un sensor
pasivo, que esta fijado al chip microfluidico 12. Gracias a los actuadores basados en MEMS, el sensor 30 es capaz de
estimular mecanica y/o eléctricamente células individuales. La estimulacion de las células se puede realizar de
diversas formas. Las células pueden ser sometidas a la medicién de propiedades eléctricas bajo tensidén mecanica o
de propiedades mecanicas bajo estimulacion eléctrica. Para estimular eléctricamente las células, los brazos 34 pueden
ser capaces de actuar como electrodos.
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El sensor 30 puede estar configurado para medir mas de una caracteristica biofisica de las células. El sensor 30 puede
ser programable para obtener selectivamente una o mas caracteristicas biofisicas de las células.

El actuador basado en MEMS puede incluir un actuador de accionamiento tipo peine, un actuador de placa paralela o
un actuador bimorfo. Los actuadores basados en MEMS pueden operarse de acuerdo con un programa para cambiar
un espacio entre las puntas de los brazos 34 de manera controlada.

El desplazamiento de los brazos 34 puede detectarse como diferencia de capacitancia. Se puede usar un sensor
capacitivo conocido para detectar un espacio entre los brazos 34. También se puede usar un sensor piezorresistivo
conocido para el mismo propésito. El espacio entre los brazos 34 puede detectarse en tiempo real.

Los sensores 30 también pueden incluir un elemento sensor basado en MEMS capaz de detectar cambios en las
propiedades mecanicas o eléctricas de células individuales en respuesta al accionamiento de los actuadores basados
en MEMS. El elemento sensor y el actuador basados en MEMS pueden incorporarse en un tnico brazo 34.

Los elementos sensores 31 y 32 se fabrican a partir de sustrato de silicio utilizando técnicas conocidas tales como
grabado con iones reactivos, oxidacién local y grabado anisétropo de una manera similar a la descrita en C. Yamahata,
D. Collard, B. Legrand, T. Takekawa, M. Kumemura, G. Hashiguchi y H. Fujita, "Silicon Nanotweezers With
Subnanometer Resolution for the Micromanipulation of Biomolecules,” J. Microelectromech. Syst., vol. 17, nim. 3,
pags. 623-631, 2008. El proceso de fabricaciéon para conformar el sensor 30 de acuerdo con una realizacion se
describira mas adelante con mas detalles.

Las caracteristicas biofisicas de las células obtenidas por el sensor 30 incluyen, pero no estan limitadas a, rigidez,
tamafio, tiempo de recuperacion de forma, viscosidad e impedancia eléctrica de las células, o cualquier combinacién
de las mismas. Las caracteristicas biofisicas se pueden obtener como variables que tienen cierta dependencia de las
frecuencias de resonancia, las conductividades o las propiedades de amortiguamiento, etc.

Los sensores 30 también pueden proporcionar fenotipado fisico de las células. Las células se pueden categorizar
segln una o mas propiedades mecanicas, eléctricas y/o electromecanicas.

Haciendo referencia ahora a las Figuras 5 y 6, se describira el funcionamiento del sistema de medicién 10.

Las células 70 adquiridas por los medios de adquisicién 120 se introducen en la entrada 14a del canal microfluidico
14 mediante una herramienta conocida, como por ejemplo una pipeta 110. Las células 70 se pueden suministrar al
canal microfluidico 14 consecutivamente a intervalos de tiempo predeterminados.

Cuando una célula 70 que fluye en el canal principal 16 alcanza uno de los sensores 30, el sensor 30 se acciona para
mover el brazo 34 del elemento sensor 31 hacia el otro elemento sensor 32, por ejemplo, como se ilustra en la Figura
6, para capturar la célula 70 entre las puntas de los brazos 34. A continuacién el sensor 30 manipula eléctrica y/o
mecanicamente la célula 70 capturada para caracterizacion de la célula con respecto a su propiedad o propiedades
mecanicas o eléctricas o electromecanicas. De acuerdo con una realizaciéon, medir las caracteristicas biofisicas de la
célula 70 mediante el sensor 30 puede llevar aproximadamente un minuto.

Cuando se completa la caracterizacion, el sensor 30 libera la célula 70, permitiéndole pasar a la etapa de clasificacion.
La valvula 42 guia la célula 70 aguas abajo del canal principal 16 o hacia el canal de derivacién 18, dependiendo de
las caracteristicas biofisicas de la célula.

Por ejemplo, si la rigidez de la célula 70 esta dentro de un cierto rango entre un umbral inferior y un umbral superior,
la valvula 42 dirige la célula 70 aguas abajo del canal principal 16 para una caracterizacién adicional. Cuando la rigidez
de la célula 70 es menor que el umbral inferior, la célula 70 es dirigida a uno de los canales de derivacién 18 en el lado
izquierdo (el lado del elemento sensor 31). Por otro lado, cuando la rigidez de la célula 70 es mayor que el umbral
superior, la célula 70 es dirigida al otro canal de derivacién 18 en el lado opuesto (el lado del elemento sensor 32). Los
umbrales usados para clasificar las células 70 pueden ser ventajosamente programables.

La célula 70 que fluye aguas abajo del canal principal 16 es sometida a caracterizacién mediante otro sensor 30. El
sistema de medicién 10 de acuerdo con la realizacién ilustrada tiene cuatro sensores 30, pero puede tener cualquier
nimero determinado de sensores 30 segun sea necesario. El sistema de medicion 10 puede incluir solo un sensor 30
y una valvula 42.

Cada sensor 30 puede obtener una o mas caracteristicas biofisicas de una célula, dependiendo de la aplicacién
preferida. En consecuencia, el sistema de mediciéon 10 con mas de un sensor 30 puede obtener diferentes tipos de
caracteristicas fisicas de las células 70.

Si una célula 70 fluye a través del canal principal 16 para alcanzar la salida 14b, la unidad de aspiracién 62 aspira la
célula 70 fuera del canal microfluidico 14 para su posterior andlisis mediante el sistema analizador 140 como se
describi6é anteriormente con referencia a la Figura 1. En otra realizacion, las células 70 se pueden recoger directamente
en un tubo de ensayo que esta conectado a la salida 14b del canal microfluidico 14.
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De acuerdo con la realizacién descrita anteriormente, el brazo 34 del elemento sensor 31 se acciona con relacién a la
parte de base 36 que esta unida fijamente al chip microfluidico 12 y con relacién al otro brazo 34 del elemento sensor
32 en el lado opuesto. La integracion de los elementos sensores 31 y 32 con el chip microfluidico 12 elimina la
necesidad de posicionar con precision el sensor 30 con relacién al canal microfluidico 14 cada vez que el sensor 30
se introduce en el canal microfluidico 14. Por lo tanto, el proceso de obtencién de las caracteristicas biofisicas de las
células individuales 70 puede ser mas eficiente, en comparacién con la técnica existente.

Ademas, dado que el sensor 30 es capaz de capturar una célula 70 que fluye dentro del canal microfluidico 14, las
células 70 se pueden suministrar al canal microfluidico 14 una tras otra para su caracterizacion consecutiva. Esto
contribuye a aumentar el rendimiento del sistema de medicién 10.

Ademas, cuando el sistema de medicién 10 incluye una pluralidad de sensores 30 a lo largo del canal microfluidico
14, se pueden obtener diversas caracteristicas biofisicas de las células 70 durante un proceso de medicién continuo.

Ademas, las células 70 se clasifican dependiendo de sus caracteristicas biofisicas, mientras fluyen a través del canal
microfluidico 14. Como resultado, sélo las células 70 que tengan ciertas caracteristicas biofisicas alcanzaran la salida
14b. Por lo tanto, no hay necesidad de medios adicionales para separar las células sometidas a un analisis adicional
de otras.

Las Figuras 7A a 7D muestran ejemplos de los parametros biofisicos de células obtenidos por el sensor 30. La Figura
7A muestra fuerza con respecto a una cantidad de cierre del espacio (un desplazamiento relativo entre los brazos 34
en una direccién de cierre). Una linea continua en la Figura 7A representa una célula que tiene menor rigidez y mayor
tamafo de célula que otra mostrada mediante una linea discontinua. La figura 7B muestra fuerza con respecto al
tiempo. Una linea continua en la Figura 7B representa una célula que tiene una viscosidad mas baja que otra mostrada
por una linea discontinua.

La Figura 7C muestra la amplitud de vibracién con respecto a la frecuencia de resonancia de la medicién mecanica.
La frecuencia de resonancia es mayor cuando la célula tiene mayor rigidez. Por otro lado, el pico de la amplitud de
vibracion a la frecuencia de resonancia depende de la viscosidad. Cuanto mayor es la viscosidad de la célula, mas
pequefio se vuelve el pico a la frecuencia de resonancia.

La Figura 7D muestra la impedancia eléctrica con respecto a la frecuencia de resonancia de la medicién eléctrica. La
linea continua representa una célula que tiene menor resistividad del citoplasma, que tiene menor impedancia. La
linea discontinua corresponde a una célula que tiene una capacitancia de membrana mas baja o, dicho de otra manera,
mayor impedancia.

Existe una conexién bien establecida entre las propiedades biofisicas de las células y una determinada enfermedad.
Por ejemplo, algunos estudios recientes han demostrado claramente que las células cancerosas experimentan
modificacion de tamafio y alteraciones complejas de sus propiedades mecanicas.

Las caracteristicas biofisicas de la célula proporcionan una buena indicacion de la conexién con una enfermedad
potencial. La Figura 8 muestra la diferencia en los parametros biofisicos entre una célula que tiene mayor probabilidad
de ser una célula madre cancerosa y una célula que tiene menor probabilidad. Con una relacién conocida de este tipo
entre las caracteristicas biofisicas de las células y una enfermedad potencial, una persona experta en la técnica
determinaria facilmente valores umbral apropiados para clasificar las células en términos de si se requieren o no
andlisis adicionales de las células.

Las Figuras 9A a 9E muestran diferentes configuraciones del elemento sensor. Las figuras 9A a 9E solo muestran un
elemento sensor 31, pero el otro elemento sensor 32 también puede estar configurado de diferentes maneras. De
acuerdo con una realizacion, los elementos sensores 31 y 32 pueden estar configurados como un dispositivo modular
que puede combinarse con otros. Por tanto, el sensor 30 puede tener un disefio modular.

Por ejemplo, la Figura 9A muestra un elemento sensor 31 que incluye un elemento pasivo flexible 31a disefiado para
entrar en contacto con una célula para establecer contacto eléctrico entre ambos.

La Figura 9B muestra un elemento sensor 31 que incluye una combinacién del elemento pasivo 31a ilustrado en la
Figura 9A y un elemento de accionamiento 31b. El elemento de accionamiento 31b se puede utilizar para accionar el
elemento pasivo 31a para estimulacion mecanica o eléctrica de una célula.

La Figura 9C muestra un elemento sensor 31 que incluye un elemento de deteccién de armoénicos 31c disefiado para
proporcionar estimulacién mecanica de una célula segun la frecuencia de resonancia. El elemento de deteccion de
armoénicos 31c se puede utilizar para obtener las caracteristicas biofisicas de las células que muestran dependencia
de la frecuencia de resonancia.

La Figura 9D muestra un elemento sensor 31 que incluye un elemento de deteccion de desplazamiento 31d. Este tipo
de elemento sensor 31 no tiene unos medios de accionamiento y sélo puede accionarse de forma pasiva.
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La Figura 9E muestra un elemento sensor 31 que incluye un elemento de detecciéon de desplazamiento 31d y un
elemento de accionamiento 31e.

Deberia entenderse que la presente invencién no esta limitada a ninguna combinacién particular de los elementos
sensores. Aunque no se muestran en los dibujos, los elementos sensores también pueden estar disefiados para ser
accionados térmicamente o accionados piezoeléctricamente. El elemento de deteccién también puede tener la forma
de un sensor piezorresistivo.

Aunque los elementos sensores 31 y 32 pueden tener diferentes configuraciones, se pueden fabricar a partir de un
sustrato de silicio de la misma manera mediante un método conocido, por ejemplo, fotolitografia, usando diferentes
patrones de mascara.

La Figura 10 muestra un sistema de medicién 10 de acuerdo con otra realizacién. El sistema de medicién 10 también
tiene un chip microfluidico 12 conformado con un canal microfluidico 14 y una pluralidad de sensores 30 integrados
con el chip microfluidico 12. A diferencia del sistema de medicién 10 mostrado en la Figura 2, el sistema de medicion
10 de acuerdo con esta realizacién no esta provisto de los canales de derivacion 18 y las valvulas 42. Por lo tanto, el
sistema de medicion 10 no tiene una funcién de clasificacién de células, dependiendo de las caracteristicas biofisicas
de las células.

Este tipo de sistema de medicidon 10 se utiliza para realizar manipulacién quimica o biolégica de las células exponiendo
la célula a una solucién que incluye un reactivo bioquimico. En este caso, la solucién se suministra desde la entrada
14a a través del canal microfluidico 14 para asegurarse de que las células de interés puedan caracterizarse bajo la
influencia del reactivo. Por ejemplo, se puede observar la evolucion de las células expuestas al reactivo. Para
caracterizar las células, los elementos sensores 31 y 32 capturan una célula individual entre las puntas de los brazos
de la misma manera que se describié anteriormente con referencia a la Figura 6. La reaccion de la célula se puede
obtener mediante manipulacién directa de la célula ya que las caracteristicas biofisicas de las células cambian en
consecuencia.

Aunque en la Figura 10 se ilustran seis sensores 30 a modo de ejemplo, el sistema de mediciéon 10 puede incluir
cualquier nimero de sensores 30 seglin sea necesario.

De acuerdo con la realizaciéon en la que el sistema de medicién 10 tiene una pluralidad de sensores 30 a lo largo del
canal microfluidico 14, la caracterizacién se puede realizar para mas de una célula simultdneamente. Cuando se
completa la caracterizacion, todas las células se mueven hasta la salida 14b donde son aspiradas fuera del canal
microfluidico 14 por la unidad de aspiraciéon 62. No obstante, de acuerdo con una realizacién, el sistema de medicién
10 también puede estar provisto de un Gnico sensor 30.

La Figura 11 muestra un sistema de medicién 10 similar al mostrado en la Figura 10, pero que tiene un rendimiento
aumentado. Haciendo referencia a la Figura 11, se proporcionan cuatro canales microfluidicos 14 independientes en
paralelo entre si, a modo de ejemplo. Los canales microfluidicos 14 se pueden utilizar independientemente unos de
otros y, por lo tanto, el rendimiento del sistema de medicién 10 se puede aumentar hasta cuatro veces. La configuracion
modular del sistema de medicién 10 hace que sea facil aumentar el rendimiento segin sea necesario combinando un
sistema de medicion con otro.

Ademas, los sistemas de medicién 10 descritos anteriormente pueden estar configurados como un dispositivo modular,
de tal manera que los sistemas de medicién 10 sean compatibles con otros aparatos existentes.

Haciendo referencia a las Figuras 12 a 14, se describira un proceso de fabricacién ejemplar para producir un sensor
30 de acuerdo con una realizacion.

La Figura 12 ilustra un proceso de fabricacion de elementos sensores 31 y 32 de un sistema de mediciéon 10 de
acuerdo con una realizacion. La Figura 13 muestra un patrén de mascara que se puede usar para fabricar los
elementos sensores 31 y 32. La Figura 14 muestra los elementos sensores 31 y 32 producidos usando una mascara
240 mostrada en la Figura 13.

Como se muestra en la Figura 12(a), se proporcionan un objeto multicapa y una mascara 240 para producir los
elementos sensores 31 y 32. Una capa de silicio en bruto 200 esta dispuesta en la parte inferior del objeto. Una capa
de 6xido 210 esta dispuesta en la parte superior de la capa de silicio en bruto 200. En el otro lado de la capa de 6xido
210, se proporciona una capa superior de silicio 220. Una resistencia 230 forma una capa superior del objeto.

Para obtener una forma deseada de los elementos sensores 31 y 32, se proporciona la mascara 240. Como puede
verse comparando las Figuras 13 y 14, la mascara 240 tiene una forma correspondiente a los elementos sensores 31
y 32 y al canal microfluidico 14.

A continuacion, la resistencia 230 se somete a irradiacion a través de la mascara 240 para eliminar parte de la
resistencia 230 de acuerdo con el patrén de la mascara, como se ilustra en la Figura 12(b). A continuacién, se graba
la capa superior de silicio 220 y se retira la resistencia 230 (Figura 12(c})).
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A continuacion se graba la capa de 6xido 210 para dar forma a la capa superior de silicio 220 (Figura 12(d)). En esta
etapa, se le da forma al brazo 34 del sensor 30 asi como a los elementos sensores 31 y 32. Finalmente, se proporciona
una tapa 250 hecha de PDMS en la parte superior de la capa superior de silicio 220, para obtener los elementos
sensores 31 y 32 asi como el canal microfluidico 14 (Figuras 12(e) y 14). Haciendo referencia a la Figura 14, las
porciones sombreadas representan una parte estacionaria unida fijamente a la placa base del chip microfluidico.

En consecuencia, el sensor integrado 30 se modela en la placa base del chip microfluidico 12. La forma del sensor 30
se obtiene con una técnica de micromecanizado que permite tener la parte fija en la placa base y el brazo flexible 34.
Cuando los elementos sensores 31 y 32 y la abertura 14c¢ se fabrican sobre la placa base, los brazos flexibles 34 se
autoalinean con la abertura 14¢ para garantizar la impermeabilidad de la abertura 14¢ y el correcto funcionamiento del
sistema de medicién 10.

Segun el proceso de fabricacion descrito anteriormente, los elementos méviles tales como un actuador y/o sensor y la
abertura lateral 14c del canal 14 se modelan con la misma mascara 240, por tanto estas partes también se autoalinean
como resultado del proceso mostrado en la Figura 12. Por otro lado, la tapa de PDMS 250 se puede colocar
relativamente suelta con relacién a los elementos sensores 31 y 32.

Los sistemas de medicion 10 descritos anteriormente facilitan el analisis especifico de células en el campo de las
ciencias biomédicas. Las posibles aplicaciones incluyen, pero no estan limitadas a, investigacion basica, diagnostico
del cancer, investigacion traslacional, desarrollo de farmacos, estudios moleculares, practica de la medicina, etc.

En oncologia clinica, el perfilado molecular de células tumorales circulantes aisladas (CTC) o poblaciones de células
microdiseccionadas puede generar un mapa global de informacion "6mica" que (en combinaciéon con analisis
morfolégicos y biofisicos) puede proporcionar la base para el diagnéstico, el prondstico y la terapia disefiada a medida
de forma individualizada.

Las células individuales perfiladas (investigacion de células individuales) también proporcionan detalles moleculares
adicionales de los mecanismos de la enfermedad y nuevas capas de datos para identificar y priorizar dianas para
farmacos e hipétesis terapéuticas.
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REIVINDICACIONES
1. Sistema (10) adaptado para medir multiples caracteristicas biofisicas de células, comprendiendo el sistema (10):

un chip microfluidico (12) provisto de un canal microfluidico (14) que permite que fluyan células a través de él,
teniendo el canal microfluidico (14) una entrada (14a), una salida (14b) y una abertura lateral (14c) situada entre la
entrada (14a) y la salida (14b); y

un sensor capacitivo (30) integrado en el chip microfluidico, que tiene un par de elementos sensores (31, 32), estando
adaptado el sensor (30) para obtener caracteristicas biofisicas de una célula individual en el canal microfluidico (14)
manipulando directamente la célula individual mediante los elementos sensores (31, 32) a través de la abertura
lateral (14c) del canal microfluidico (14), donde los elementos sensores (31, 32) incluyen un par de brazos (34) que
se extienden uno hacia el otro, estando dispuestas puntas del par de brazos (34) en aberturas laterales (14c)
conformadas en el lado opuesto del canal microfluidico (14),

comprendiendo el sensor (30) una parte estacionaria y una parte mévil impulsada electrostaticamente que se puede
mover con relacién a la parte estacionaria, estando fijada la parte estacionaria al chip microfluidico (12), estando
dispuesta la parte movil en la abertura lateral (14c¢) del canal microfluidico (14), donde la parte movil comprende al
menos un brazo (34) del par de brazos configurado para acercarse al o alejarse del otro brazo (34),

caracterizado por que

las aberturas laterales (14c¢) y las puntas de los brazos (34) tienen un tamafio seleccionado para crear una interfaz
entre fluido y aire, para permitir que las puntas de los brazos (34) se introduzcan en el canal microfluidico (14) a
través de la respectiva abertura (14c) evitando al mismo tiempo que se escape un fluido de dentro del canal
microfluidico (14).

2. Sistema (10) de acuerdo con la reivindicaciéon 1, caracterizado por que el sensor (30) es un sensor programable
adaptado para obtener selectivamente una o mas caracteristicas biofisicas de la célula individual.

3. Sistema (10) de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, caracterizado por que el chip microfluidico (12)
esta provisto ademas de al menos un canal microfluidico (14) adicional dispuesto en paralelo con el canal microfluidico
(14).

4. Sistema (10) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que el sensor (30) esta
adaptado para obtener caracteristicas biofisicas de la célula individual estimulando mecanica y/o eléctricamente la
célula individual en el canal microfluidico (14).

5. Sistema (10) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que el sensor (30) esta
adaptado para obtener caracteristicas biofisicas que incluyen al menos una de entre tamafio, rigidez, tiempo de
recuperaciéon de forma, viscosidad e impedancia eléctrica, y/o dependencia de la frecuencia de las caracteristicas
biofisicas.

6. Sistema (10) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que comprende ademas
unos medios de recogida (60) en comunicacion de fluido con la salida (14b) del canal microfluidico (14).

7. Sistema (10) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que comprende ademas
unos medios de clasificacion (40) para clasificar las células que fluyen en el canal microfluidico (14), dependiendo de
las caracteristicas biofisicas de las células obtenidas por el sensor (30).

8. Sistema (10) de acuerdo con la reivindicaciéon 7, caracterizado por que el chip microfluidico (12) esta provisto
ademas de al menos un canal de derivacién (18) que sale del canal microfluidico (14) y aguas abajo con relacién al
sensor (30).

9. Sistema (10) de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizado por que los medios de clasificacién (40) comprenden
una valvula (42) adaptada para dirigir la célula al canal de derivacién (18) o aguas abajo del canal microfluidico (14),
dependiendo de las caracteristicas biofisicas de la célula.

10. Sistema (10) de acuerdo con la reivindicacién 8 o 9, caracterizado por que comprende ademas un depésito (11)
en comunicacion de fluido con el canal de derivacion (18).

11. Sistema (10) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, caracterizado por que los medios de
clasificacion (40) estan adaptados para clasificar las células comparando las caracteristicas biofisicas de la célula con
un umbral.

12. Sistema (10) de acuerdo con la reivindicacion 11, caracterizado por que el umbral es programable.

13. Proceso de medicion de multiples caracteristicas biofisicas de células, que comprende:

10
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- proporcionar un sistema (10) de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 12;
- hacer fluir células a través del canal microfluidico (14) entre la entrada (14a) y la salida (14b);

- manipular directamente una célula individual mediante el par de brazos (34) del sensor (30) a través de la abertura
lateral (14c¢) del canal microfluidico (14) para obtener caracteristicas biofisicas de dicha célula individual.

14. Proceso de acuerdo con la reivindicacién 13, que comprende ademas estimular quimica y/o biolégicamente la
célula en el canal microfluidico.

15. Proceso de acuerdo con la reivindicacién 13 o la reivindicacion 14, que comprende ademas clasificar las células
que fluyen en el canal microfluidico (14) dependiendo de las caracteristicas biofisicas de las células obtenidas por el
sensor (30).

16. Proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones 13 a 15, en el que las caracteristicas biofisicas incluyen al
menos una de entre tamafio, rigidez, tiempo de recuperacién de forma, viscosidad e impedancia eléctrica y/o
dependencia de la frecuencia de las caracteristicas biofisicas.

11
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