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@ Resumen:

Microdispositivo de separacion y extraccion selectiva y
no invasiva de particulas en suspensiones polidispersas,
procedimiento de fabricacién y sus aplicaciones.

La presente invencion describe un microdispositivo de se-
paracion y extraccion no invasiva y selectiva de particulas
en suspensiones polidispersas mediante el uso estraté-
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gico de ultrasonidos, flujo laminar y efectos de onda es- 12
tacionaria establecidos en un canal realizado en micro-
tecnologia en un chip. Este dispositivo tipo lamda cuartos 190

modificado permite canalizar y separar las particulas en
un flujo interior del canal del sustrato sin tocar las pare-
des del dispositivo, por lo que son menos dafadas. Este
microdispositivo puede utilizarse en el campo de la bio-
medicina y/o biotecnologia para la separacién y concen-
tracion de células, preferentemente humanas, Utiles para
procedimientos de investigacién y médicos de diagndstico 175
y tratamiento.
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DESCRIPCION

Microdispositivo de separacién y extraccion selectiva y no invasiva de particulas en suspensiones polidispersas,
procedimiento de fabricacién y sus aplicaciones.

Sector de la técnica

La presente invencion se refiere a un dispositivo en el que se combinan microtecnologia y ondas ultrasénicas como
método no invasivo para realizar separacion selectiva y extraccion de particulas en suspensiones polidispersas, con-
teniendo microelementos con diferentes caracteristicas fisicas (tamafio, densidad o compresiblidad) y para cualquier
nivel de concentracion, siendo sus aplicaciones principales en el campo biomédico y biotecnoldgico.

Estado de la técnica

Durante la dltima década se han propuesto diversas técnicas para manipulacién o separacidon de particulas en
suspension en diversos campos de aplicacién tecnoldgica, entre los cuales se destaca la biotecnologia y la medicina. La
separacion de particulas es de especial interés en la actualidad médica para aplicaciones relacionadas con donaciones
de sangre, procesos de didlisis y andlisis de laboratorio, asi como reciclado y/o lavado de sangre tras operaciones
quirdrgicas.

La aplicacién de ondas acusticas estacionarias sobre suspensiones produce efectos de conduccion de las particulas
hacia determinadas zonas de equilibrio relacionadas con la distribucién de nodos y mdximos de presion acustica que
establece la onda estacionaria generada en el medio. Sobre cada particula se ejerce una fuerza de radiacién primaria
inducida actsticamente, cuya magnitud varia proporcionalmente a la frecuencia de operacién. El camino que debe
recorrer una particula sometida a esta fuerza para alcanzar la posicién de equilibrio acistico mds préxima es menor
cuanto menor sea la distancia entre nodos y maximos de presion actstica. Estos estdn definidos por la longitud de
onda, que es inversamente proporcional a la frecuencia actstica. Por ello, es mds sencillo desde el punto de vista
tedrico concentrar particulas a frecuencias mas elevadas.

Este mecanismo de conduccién no invasiva es ampliamente conocido en la disciplina de los ultrasonidos y ha
dado lugar durante la dltima década al desarrollo de un nimero de intentos para manipulacién y/o separacién de
particulas. Se han propuesto diversas técnicas usando este fendmeno para separar particulas de un liquido u otro fluido.
Tipicamente el fluido circula a través de un conducto o canal en el que se establece una onda acustica estacionaria
transversal a la longitud del canal. De acuerdo a ello, las particulas se desplazan para formar bandas de concentracién
a lo largo de las posiciones de equilibrio de la onda dentro de estos conductos.

= En la reciente patente WO 2007/044642 A2, “DEVICE AND METHOD FOR COMBINED MICROFLUIDIC-
MICROMAGNETIC SEPARATION OF MATERIAL IN CONTINUOUS FLOW” (Ingber Donald, Xia Shannon, Tom
Hunt, Peter Westervelt), se presenta un dispositivo de separacion celular en flujo continuo basado en la aplicacién de
campos magnéticos. El principio de operacién es completamente diferente al de la presente invencidén, ya que no
se basa en la aplicacion de energia mecdnica sino electromagnética y, a diferencia de la presente invencion, es una
tecnologia invasiva que requiere la insercién de microparticulas inorgdnicas ajenas a la suspension a tratar. Estas,
susceptibles al campo magnético, se adhieren y arrastran a determinadas células de la suspension, conduciéndolas
magnéticamente hacia los lugares de equilibrio pre-seleccionados. Por tratarse de un método invasivo, la viabilidad
de las células separadas se ve parcialmente alterada para la realizacion de estudios posteriores, una vez extraidas del
medio. Estas dos caracteristicas del dispositivo hacen la patente fuertemente diferente al de la presente invencion,
aunque ambas coincidan en la utilizacién de doble lecho de flujo en régimen laminar con una interfase.

= En la publicacion J. Statis. Mech.: “THEORY AND EXPERIMENTS”, 2006, “CONTINUOUS PARTICLE
SIZE SEPARATION AND SE SIZE SORTING USING ULTRASOUND IN A MICROCHANNEL” (Sergey Kapish-
nikov, Vasily Kantsler, Victor Steingberg) se presentan dos dispositivos para la separacién y clasificacion de particulas
y células en suspension mediante ultrasonidos. El primero de ellos es un resonador conocido como “lamda medios”
(siendo lamda la longitud de onda actstica), en el que se establece una onda estacionaria con un nodo de presion en el
centro del canal, hacia donde las particulas son conducidas y concentradas durante la aplicacién del campo acustico,
y a lo largo del cual contintian su circulacién hasta alcanzar la salida. De este modo, la suspensién enriquecida de
particulas concentradas ultrasénicamente abandona el dispositivo a través de un canal central de salida, mientras el
resto de la suspension lo hace mayoritariamente por otros dos canales laterales de salida dispuestos simétricamente
respecto al central. En el dispositivo no es posible realizar una separacion absoluta de las particulas colectadas acus-
ticamente respecto al resto de elementos presentes en la suspension, los cuales circulan distribuidos uniformemente
en todo el espacio que permite el canal. Al no estar afectados por el campo ultrasénico su disposicién espacial no
se ve alterada durante la aplicacién acustica, de manera que abandonan el dispositivo por los tres canales de salida,
aunque mayoritariamente lo hagan a través de los canales laterales. Esto se debe a que por el canal central se produce
una salida masiva de las células concentradas ultras6nicamente. Para lograr una separacion selectiva, denominada por
los autores como “clasificacién celular”, el articulo presenta también el desarrollo de un resonador “lamda cuartos”
en el que el ancho del canal es aproximadamente un cuarto de la longitud de onda y el nodo de presién se establece
junto a una de las paredes laterales del canal, hacia donde son conducidas y colectadas las células seleccionadas. A
diferencia de la presente invencion, este dispositivo requiere la utilizacién de dos transductores ultrasénicos colocados
a ambos lados de la seccidn del canal de tratamiento, externos al mismo, paralelos y enfrentados, emitiendo trenes de
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onda temporales con un desfase variable. Este dispositivo, siendo el mas parecido al de la presente invencién, muestra
importantes diferencias que, en su caso, provocan ciertas restricciones de actuacion, tales como la imposibilidad de
aplicacién de onda continua, asi como limitaciones fisicas sobre la zona de actuacién, determinadas por el espacio
contenido entre las dos fuentes de emisién ultrasénica y por la disposicién geométricamente simétrica de los canales
de entrada y salida respecto al canal central de tratamiento, limitando fuertemente la zona de actuacion ultrasénica. A
diferencia de la presente invencion, este dispositivo lamda cuartos trabaja en torno a f=4 MHz y presenta importantes
restricciones tanto en el volumen de tratamiento, cuya seccion es inversamente proporcional a la frecuencia (aproxi-
madamente 4 veces inferiores a las de nuestra invencién), como en la precisioén exigida en las medidas del canal, como
consecuencia de lo anterior.

= En la patente WO/2002/072236) PARTICLE SEPARATION (ERYSAVE AB, JONSSON Henrik, LAURELL
Thomas, ALLERS Mats, PERSSON Hans), se describe un dispositivo para separar materia particulada (especialmente
para tratamientos de soluciones de sangre) en un dispositivo resonante con un nimero elevado de nodos de presién
acustica para la formacién de multiples bandas de concentracién de particulas. Se trata de un dispositivo muy dife-
rente al de la presente invencién en cuanto al disefio y actuacion. El campo actistico se ejerce sobre una cdmara de
tratamiento bien diferente a los canales resonadores lamda medios o lamda cuartos, con dimensiones muy superiores
a las de éstos para permitir el establecimiento de una onda estacionaria con distribucién espacial de mdltiples nodos y
maximos de presion acustica.

= En la patente europea EP1365849, también publicada como patente Americana U.S. Pat. US6929750, US
2004069717 y W002072235, “DEVICE AND METHOD FOR SEPARATION”, (LAURELL Thomas, ALLERS
Mats, JONSSON Henrik, PERSSON Hans), se describe un dispositivo de microfluidica para separaciéon ultraséni-
ca en resonadores de media longitud de onda dispuestos en paralelo formando una estructura de distribucion espacial
conocida como “array”. Cada uno de estos elementos contiene un canal resonador “lamda medios” en el que se proce-
de a una conduccién y coleccién actstica de ciertas células hacia el centro del mismo. Como en los demds resonadores
de este tipo, al final del proceso se logra una suspension enriquecida de las células afectadas acusticamente, pero no
constituye un proceso de extraccién de las mismas con respecto al resto de la suspensidn, sino una recoleccién en alta
concentracion a través del canal central de salida. El dispositivo estd realizado sobre un sustrato de Silicio, de eleva-
do coste, habitual en este tipo de micro-dispositivos. La patente contempla un aumento del volumen de tratamiento
acustico mediante la ubicacion en paralelo de miultiples canales de actuacién ultrasénica. Cada uno de estos elementos
constituyentes del panel de dispositivos conformando lo que se conoce técnicamente como un “array’ contiene una en-
trada Unica por la que se introduce la suspension y tres canales de salida, uno central por el que desaloja la suspensién
enriquecida de las particulas previamente colectadas (eritrocitos) y dos canales laterales dispuestos simétricamente,
por los que circula el resto de la suspensién. Aquellos elementos no afectados por la fuerza de radiacién permanecen
distribuidos homogéneamente en la muestra y abandonan el dispositivo por cualquiera de los tres canales de salida,
incluyendo (aunque de forma minoritaria) el canal central por el que desalojan los eritrocitos de forma masiva.

= En la patente WO 00/04978 CONCENTRATION OF PARTICLES IN A FLUID WITHIN AN ACOUSTIC STAN-
DING WAVE FIELD, (CEFAI Joseph BARROW; David Anthony; COAKLEY William Terence; HAWKES Jeremy
John, se describe un dispositivo para manipulacion de particulas suspendidas en un fluido. Contiene un conducto a lo
largo del cual circula la suspensién, asi como un transductor ultrasénico y un reflector para el establecimiento de una
onda estacionaria perpendicular a la direccién de flujo en el canal. El dispositivo es un resonador “lamda medios”,
con la formacién de una banda sencilla de particulas en el centro del conductor. La distancia entre el transductor y el
reflector es inferior a 300 micras, correspondiendo a una frecuencia de resonancia de la cdmara de tratamiento y no a
la del transductor ultrasénico. El dispositivo contempla una variacion para esta distancia, y con ella, de la frecuencia
de tratamiento, de acuerdo a las tolerancias de construccién del dispositivo y de la naturaleza de la suspension a tratar.
Las particulas de la suspension son colectadas y conducidas a través del nodo de presion acustica hacia una salida del
dispositivo ubicada en un canal lateral, por donde la suspension enriquecida de éstas abandona el dispositivo. Mientras
tanto, el resto lo hace a través de otro canal de salida dispuesto con otra orientacion.

= En WO 98/50133 (WO 1998/050133) PARTICLE MANIPULATION, (COAKLEY William Terence; HAWKES
Jeremy John, BARROW David Anthony CEFAI Joseph) se describe un dispositivo para llevar a cabo la manipulacién
de particulas en suspension, consistente en un conducto con dimensiones equivalentes a un nimero determinado de
semi-longitudes de onda, por el que circula la suspension y en el que se establece una onda estacionaria perpendicular
a la direccién del flujo. En esta cdmara de tratamiento se establece una onda estacionaria con multiples nodos y
maximos de presion acustica para la formacién de bandas de células colectadas acusticamente, paralelas, separadas
media longitud de onda y perpendiculares a la direccién de circulacién.

= En IBM, technical disclosure bulletin vol. 25, No. 1, June 1982, page 192/193, se describe un separador de flujo
continuo por ultrasonidos para plasmaféresis. El dispositivo consta de dos transductores montados ortogonalmente,
cada uno con un reflector y un volumen de tratamiento entre ambos donde someter una suspensién diluida a una onda
acustica estacionaria. Se trata de una cdmara de tratamiento bien diferente a la de la presente invencién, tanto en la
forma de la transduccién como en la cdmara de tratamiento.

= En JP 06241977 A se describe un dispositivo para medicion de particulas finas en base a la actuaciéon de una
onda ultrasOnica estacionaria, inducida acusticamente mediante un haz ultrasénico en combinacion con una fuerza
electrostatica para proceder a la concentracion y separacién de particulas de diferentes tamaiios. En el centro de la
cdmara de tratamiento se genera un nodo de presion, hacia donde las particulas son conducidas y concentradas.
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= En EP0773055A2 (1996) (YASUDA K, SAITAMA H G, UMEMURA S, HUDRIOHI S) se describe un disposi-
tivo y método para manipulacién acustica de particulas basado en la interaccion de varios haces ultrasénicos generados
por diversos transductores ubicados estratégicamente. En una cdmara se somete la suspensién a un proceso de levi-
tacién acustica mediante un campo ultrasénico generado por la interaccion de varios haces generados por multiples
fuentes ultrasénicas dispuestas en contacto directo y/o indirecto con el medio.

= En WO 93/19367A2 se describe un método y dispositivo de aglomeracion acustica consistente en un tubo con-
teniendo una muestra liquida y un transductor ultrasénico acoplado para generar una onda estacionaria perpendicular
al tubo, concentrando asf las particulas en maltiples bandas transversales a lo largo de las cuales sedimentan tras la
aplicacién ultrasénica. El documento se basa en la patente Americana U.S. Pat. Nos. 5,665,605 y 5,912,182.

= En JP 07 047259A se describe un aparato para transportar pequefias particulas en suspension. El dispositivo
contiene miltiples elementos generadores de ondas ultrasénicas dispuestos en un panel bidimensional de transductores
sobre dos superficies planas, entre las cuales se deposita la solucién a ser tratada.

Descripcion de la invencion
Breve descripcion

Un aspecto de la invencién lo constituye un microdispositivo de separacion y extraccién no invasiva y selecti-
va de particulas en suspensiones polidispersas, en adelante microdispositivo de la invencion, caracterizado porque
comprende, integrados en un chip-sustrato de material acisticamente blando, los siguientes componentes:

a) un sistema de microcanales de flujo de distribucién espacial asimétrica de las ramas de canalizacién de salida
desde el canal central de tratamiento (110) que comprende (ver Figura 1):

i un camino o lecho por el que fluye la suspensién de partida (150), que incluye un canal de entrada (160)
para el suministro y otro de salida (170) por donde abandona el dispositivo, en paralelo con

ii. un camino o lecho por el que fluye el fluido puro (124) al que se extraeran las particulas seleccionadas (al
que se denomina lecho del fluido colector), incluyendo un canal de entrada o suministro (162) y otro de
salida (180), que forman

iii. un canal central de tratamiento (110) donde la suspensién de partida y el fluido puro estdn separados por
una interfase frontera de lineas de corriente en régimen laminar definida por las dimensiones transversales
del canal y que se bifurca al final de su recorrido (175) en dos canales de salida mencionados (170) y (180),
donde el ancho del canal resonador presenta una relacion con la longitud de onda inversamente proporcional
a la frecuencia acustica, y donde la profundidad del canal de tratamiento (250 ym)- que conforma junto al
ancho su seccién transversal- es sensiblemente inferior a un cuarto de la longitud de onda acustica,

Y.
b) un actuador o transductor ultrasénico en una de sus paredes laterales (190)

- externo y paralelo al canal central de tratamiento (110), que transmite la energia acustica al microcanal de tra-
tamiento a través del sustrato y del material en el que estd desarrollada la canalizacién, capaz de establecer una onda
estacionaria en el interior del canal de tratamiento entre sus paredes laterales, produciendo un nodo de presién a una
distancia de la pared reflectora de aproximadamente 1/3 y 2/3 del ancho del canal, respectivamente, y de producir un
gradiente de presiones generado acusticamente en el interior del canal central con un efecto de conduccién de ciertas
particulas dentro del mismo hacia la region de equilibrio acustico definida en el nodo, donde la fuerza de radiacién se
anula, y

- cuya actuacion incluye no sélo el canal central de tratamiento sino también la zona de bifurcacion hacia los dos
microcanales de salida con el objeto de aumentar al maximo la eficiencia de separacidn selectiva y extraccion.

Una realizacion particular de la invencion lo constituye el microdispositivo de la invencidn, en el que los materiales
constituyentes del chip-sustrato, preferentemente un epoxy de resina SU-8 sobre el que se realiza el canal y el sustrato
acrilico PMMA “Polimetacrilato de Metilo”, presentan una impedancia actstica de 3.3 MRayls, y donde el transductor
ultrasénico b) consiste en una pequefia ceramica piezoeléctrica, preferentemente, un dispositivo de la marca PZT?26.

Otro aspecto de la invencién lo constituye el proceso de fabricacion del microdispositivo de la invencidén, en
adelante proceso de fabricacién del microdispositivo de la invencién, basado en la técnica de fotolitografia de acuerdo
al disefio descrito en la Figura 1 y que comprende las siguientes etapas (ver Figura 10):

a) Deposicion y definicién de una capa polimérica fotodefinible, sobre la superficie de un sustrato indepen-
diente (oblea 1),
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b) Deposicién y definiciéon de una capa polimérica fotodefinible SU-8 sobre la superficie de un sustrato inde-
pendiente (oblea 2) recubierto con un material antiadherente,

c) Sellado de la oblea 1 y la oblea 2 enfrentado dichas obleas por la cara que contiene el material polimérico
fotodefinible, y

d) Retirada de la oblea recubierta con material antiadherente.

Asi, otro aspecto de la invencién lo constituye el uso del microdispositivo de la invencién, en adelante uso de la
invencioén, en un procedimiento, de separacion no invasiva selectiva, lavado y/o clasificacién de particulas en suspen-
siones polidispersas.

Otro aspecto mds particular de la invencién lo constituye el uso de la invencién en el que las particulas consisten en
células pertenecientes, a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencion, al siguiente grupo: virus, priones,
células procariotas (bacterias, levaduras, hongos, algas, etc.) y eucariotas.

Una realizacién mds particular de la invencién lo constituye el uso del microdispositivo de la invencién para
la separacién y aislamiento selectivo de células eucariotas, preferentemente células humanas, y mas preferentemente
células tumorales, células sanguineas (hematies, plaquetas, macréfagos y linfocitos), células troncales o células madre,
ya sean somadticas o embrionarias, u de otro tipo presentes en fluidos corporales, como por ejemplo: sangre, orina,
liquido cefalorraquideo o presentes en otros tipos de muestras bioldgicas provenientes de biopsias.

Descripcion detallada

Se ha desarrollado un microdispositivo para separacion y extraccion ultrasénica de particulas y células en suspen-
si6n mediante un resonador ultrasénico de tipo “lamda cuartos modificado” con caracteristicas singulares. En concreto,
presenta una configuracién geométrica peculiar, tanto en cuanto a las dimensiones del canal central de tratamiento,
como a la distribucion espacial asimétrica de los canales de flujo de entrada y de salida de las muestras con respecto al
canal central de tratamiento. Los inventores también han encontrado la importancia de esta dltima caracteristica, que
refuerza la efectividad de separacién, como se describird més adelante.

La presente invencion se basa en que los inventores han observado que la aplicacién de una onda de activacién
generada por un transductor en paralelo con respecto a un canal central de tratamiento produce en el mismo una onda
estacionaria perpendicular a la direccién del flujo, con un nodo de presidn ubicado en una posicién intermedia entre el
centro del canal y la pared reflectora, en la zona ocupada por el lecho del fluido puro y que ocupa la longitud del canal
de tratamiento afectada actsticamente.

El dispositivo es activado mediante un actuador o transductor ultrasénico, por ejemplo, una pequefia cerdmica
piezoeléctrica de area rectangular (190 de la Figura 1). Una de las caracteristicas de la invencion es que la fuente de
ultrasonidos estd dispuesta en contacto perpendicular con el chip, transmitiendo la energia ultrasénica en una direccién
perpendicular a éste. El elemento piezoeléctrico es pegado parcialmente en una de sus superficies metalizadas a uno de
los cantos exteriores del chip del microdispositivo, en particular al canto mds préximo al canal central de tratamiento
realizado en el chip, y paralelo al mismo (110 de la Figura 1). De esta manera transmite la energia actstica a través
del chip hacia el canal, en cuyo interior se establece una onda estacionaria perpendicular a la direccién del flujo.

Entre las paredes laterales del canal se genera un gradiente de presion acustica, con el establecimiento de un nodo
ubicado en una posicién intermedia entre el centro del canal de tratamiento y la pared reflectora, en la zona ocupada
por el lecho del fluido puro a lo largo de toda la longitud del canal afectada acusticamente. Este nodo de presién se
produce a una distancia de la pared reflectora de aproximadamente 1/3 del ancho del canal y a 2/3 de la pared opuesta,
respectivamente. Asi, la distribucion de presiones establecida en esta direccion perpendicular al flujo de las muestras
a lo largo del canal origina una fuerza de radiacién que actia de forma especifica sobre cada particula en suspension,
perpendicularmente a la direccion de flujo. Sin embargo, su efecto de conduccion queda limitado solamente a aquellas
particulas con cierto tamafio, densidad o compresibilidad que, susceptibles a las condiciones actsticas aplicadas y
seleccionadas en cada caso segtn el tipo de aplicacién concreta, son aceleradas por accién de dicha fuerza.

La ubicacién estratégica de esta zona de equilibrio acustico que constituye el nodo de presion, en el lecho del
fluido puro, obliga a las particulas arrastradas actisticamente a atravesar la interfase de separacién entre los dos medios
fluyentes, abandonando asi la suspensién para ser colectadas en el fluido puro, también denominado a partir de ahora
fluido colector, desde donde son extraidas a través de uno de los canales de salida.

Los inventores también destacan la gran importancia de esta ubicacion estratégica del nodo, relativamente alejada
de la pared reflectora, pues representa una innovacion respecto a los resonadores “lamda cuartos”, en los que dicho
nodo se ubica junto a la pared reflectora (Figura 2). De esta forma se evitan problemas de adherencia de las particulas
a dicha pared y se favorece su circulacién concentrada hacia la salida del canal, evitando asi problemas de atasco.
Ademds, este nodo de presion ocupa una longitud a lo largo del canal similar a la del actuador ultrasénico (longitud
ocupada por la cerdmica piezoelétrica).
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Otra novedad que presenta la presente invencién se refiere a la disposicién asimétrica de los canales de entrada y
salida desde el canal central de tratamiento, permitiendo al sistema de transduccién ultrasénica ejercer su influencia
a través del chip sobre una zona del canal mas amplia de la habitualmente afectada en este tipo de separadores. Esta
ordenacidn espacial estratégica amplia las posibilidades de ubicacion de la fuente de ultrasonidos (drea de pegado de la
cerdmica piezoeléctrica) sobre el chip-sustrato, y con ella la zona de actuacion en el canal de tratamiento, incluyendo
la zona de bifurcacién hacia las dos ramas de salida. En esta region, de geometria diferente al resto del canal, la fuerza
de radiacion resultante estd dirigida hacia la salida del canal por donde el fluido colector de particulas abandona el
dispositivo, aumentando notablemente la eficiencia de separacion selectiva.

Esta ampliacion del drea de actuacion acustica asegura la salida de las particulas seleccionadas por el canal deseado,
optimizando la eficacia de separacion y extraccion de las mismas desde su medio inicial, la suspension.

Otra caracteristica de esta invencidn es la frecuencia de tratamiento ultrasénico, de 1 MHz, inferior a las habituales
en este tipo de microdispositivos (normalmente trabajan a partir de 2 MHz, la mayorfa por encima de este valor). Sin
embargo, esta frecuencia puede variar, escalando oportunamente las dimensiones transversales del canal central de
tratamiento, las cuales han de variar proporcionalmente a los cambios producidos en la longitud de onda (inversamente
a la frecuencia acustica). De esta forma, frecuencias bajas permiten manejar mayores volimenes de tratamiento. Sin
embargo, para frecuencias inferiores a 500 kHz el umbral de cavitacién actstica (consistente en la generacién en
el medio de microburbujas con fuertes y rdpidos efectos de implosion) es también inferior al de frecuencias mas
elevadas. Por ello, el rango de variabilidad de la energfa actstica para generar conduccién ultrasénica sin provocar
dafios en los micro-elementos en suspension estd mds restringido. Ademads, debe tenerse en cuenta que la fuerza
de radiacién aumenta linealmente con la frecuencia acustica, por lo que los beneficios de volumen que reporta la
utilizacion de dispositivos resonantes a bajas frecuencias tienen como contrapartida un mayor gasto energético. Con
el microdispositivo de esta invencién se ha realizado una aplicacion de ultrasonidos a una frecuencia inferior a las
habituales, en concreto a 1 MHz, para la que, sin embargo, el umbral de cavitacién actstica es elevado, poniendo de
manifiesto su viabilidad y permitiendo un volumen de tratamiento al menos dos veces mayor que en los dispositivos
pensados para resonar a2 MHz. Asi, la invencidn aporta dos ventajas relacionadas con este parametro acustico respecto
a los micro-dispositivos existentes resonantes a frecuencias mas elevadas; éstas se refieren a un aumento del volumen
de tratamiento, recién mencionado y, en consecuencia, a una disminucién en las restricciones asociadas a la precisién
en el ajuste de las medidas (paredes de canalizacion fundamentalmente).

Otra novedad del microdispositivo de la invencién es el material sobre el que estd realizado, un chip integrado
integrado por dos materiales acoplados en paralelo: PMMA (Polimetacrilato de Metilo) utilizado como sustrato base
constituyente del fondo de los canales (con un espesor de aproximadamente 900 um) y una ldmina de epoxy fotode-
finible SU-8, dispuesta sobre el sustrato anterior (con un espesor de 330 um), en el que se realiza la canalizacién. En
este sentido, no se han usado especiales reflectores o similares para las paredes del canal central de tratamiento y, por
el contrario se ha confirmado un buen comportamiento del material SU-8, que en el microdispositivo constituye las pa-
redes laterales del canal de tratamiento, actuando como reflector actstico y validando su utilizacién sin requerimientos
especiales de reflectores o similares. Asi pues, se ha validado experimentalmente el material polimérico SU-8 como
elemento reflector para el establecimiento de la onda estacionaria en el interior del canal y la aplicabilidad ventajosa
de estos materiales acrilicos actisticamente blandos. Ademads, se ha encontrado un buen comportamiento acustico del
material que constituye la base de los canales, PMMA, como transmisor de la energfa ultrasénica con caracteristicas
acusticas parecidas a las del SU-8 y buen acoplamiento mecanico-acustico al mismo. Se trata de dos materiales poli-
méricos de facil manipulacién y bajo coste. Ambos materiales presentan una impedancia acustica baja (no superior a
tres veces la del agua y al menos 5 veces inferior a la de los metales) y permiten una f4cil manipulacién de los mismos
para la elaboracién de los canales, ademads de la evidente ventaja de abaratamiento frente a otros sustratos habituales
en este tipo de microdispositivos, como es el Silicio, mucho mds rigidos desde el punto de vista actistico y més caros.
En conjunto, aportan interesante ventajas econdmicas.

El modelo utilizado para la experimentacion en el Ejemplo 1.2 es un modelo de microparticulas de poliestireno
de tamafios y densidades que mimetizan las caracteristicas fisico-acusticas de dos tipos de células: eritrocitos y cé-
lulas tumorales exfoliadas en sangre periférica, fluyendo inicialmente juntas en un fluido asimilable al plasma san-
guineo.

Se destaca la elevada eficacia de separacidn selectiva y extraccion de las particulas de mayor didmetro obtenida en
la experimentacion realizada con el dispositivo de la invencién (Ejemplo 1). Este comportamiento repetitivo se debe a
la actuacioén individual de la fuerza de radiacion actstica sobre cada particula, independiente de su concentracién en la
suspension. La eficacia de actuacion es vdlida tanto para concentraciones elevadas como para el caso de suspensiones
extremadamente diluidas, para las que otras técnicas de separacidn presentan fuertes caidas de sensibilidad y eficacia
de actuacion.

En resumen, de todas las novedades descritas, se destaca la sencillez y efectividad que presenta el microdispositivo:
sencillez tanto por la fuente de ultrasonidos (consistente en una cerdmica piezoeléctrica), como por la geometria del
canal de tratamiento y sus bifurcaciones de entrada y salida, asi como los materiales en los que se realiza el chip
del dispositivo: un sustrato de PMMA que constituye la base de los canales y el epoxy SU-8, en el que se realiza la
canalizacién, asi como por la eficacia de resultados.
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Por lo tanto, un aspecto de la invencién lo constituye un microdispositivo de separacién y extraccidén no invasiva
y selectiva de particulas en suspensiones polidispersas, en adelante microdispositivo de la invencidn, caracterizado
porque comprende, integrados en un chip-sustrato de material actisticamente blando, los siguientes componentes:

a) un sistema de microcanales de flujo de distribucion espacial asimétrica de las ramas de canalizacion de salida
desde el canal central de tratamiento (110) que comprende (ver Figura 1):

i. un camino o lecho por el que fluye la suspensién de partida (150), que incluye un canal de entrada (160)
para el suministro y otro de salida (170) por donde abandona el dispositivo, en paralelo con

ii. un camino o lecho por el que fluye el fluido puro (124) al que se extraerdn las particulas seleccionadas (al
que se denomina lecho del fluido colector), incluyendo un canal de entrada o suministro (162) y otro de
salida (180), que forman

iii. un canal central de tratamiento (110) donde la suspension de partida y el fluido puro estdn separados por
una interfase frontera de lineas de corriente en régimen laminar definida por las dimensiones transversales
del canal y que se bifurca al final de su recorrido (175) en dos canales de salida mencionados (170) y
(180), donde el ancho del canal resonador presenta una relacién con la longitud de onda inversamente
proporcional a la frecuencia acustica, y donde la profundidad del canal de tratamiento (por ejemplo, 250
um)- que conforma junto al ancho su seccién transversal- es sensiblemente inferior a un cuarto de la longitud
de onda actstica,

Y,
b) un actuador o transductor ultrasénico en una de sus paredes laterales (190)

- externo y paralelo al canal central de tratamiento (110), que transmite la energfa acustica al microcanal de tra-
tamiento a través del sustrato y del material en el que estd desarrollada la canalizacién, capaz de establecer una onda
estacionaria en el interior del canal de tratamiento entre sus paredes laterales, produciendo un nodo de presién a una
distancia de la pared reflectora de aproximadamente 1/3 y 2/3 del ancho del canal respectivamente, y de producir un
gradiente de presiones generado acuisticamente en el interior del canal central con un efecto de conduccién de ciertas
particulas dentro del mismo hacia la regién de equilibrio acustico definida en el nodo, donde la fuerza de radiacién se
anula, y

- cuya actuacién incluye no sélo el canal central de tratamiento sino también la zona de bifurcacién hacia los dos
microcanales de salida con el objeto de aumentar al maximo la eficiencia de separacidn selectiva y extraccion.

Tal como se utiliza en la presente invencion el término particula en “suspensiones polidispersas” se refiere a
una suspension con particulas de diferentes caracteristicas fisicas (tamafo, densidad o compresibilidad, entre otras),
comprendiendo microelementos inorganicos u organicos, tales como células, preferentemente células eucariotas, mas
preferentemente humanas, microorganismos u otro tipo de microelementos presentes en fluidos biolégicos con pard-
metros del mismo orden.

Tal como se utiliza en la presente invencién el término “chip de materiales actisticamente blandos” se refiere a
materiales cuya impedancia es mucho menor a las que presentan otros materiales o medios como los metales o cristal
(al menos, 5 veces inferior), y, fundamentalmente, que no supera en tres veces la impedancia de los medios liquidos
(habitualmente delimitada en un rango de variabilidad oscilante generalmente, salvo excepciones, entre 0.8 MRayls y
2.6 MRayls). El concepto “blando” queda, pues, referido a la relacién de impedancias entre el material que constituye
las paredes del canal de tratamiento y los fluidos circulantes por el interior del mismo, pero con suficiente capacidad
de producir reflexiones de la onda acistica para el establecimiento de ondas estacionarias.

Asi, cualquier material blando, preferentemente un material acrilico, con propiedades acusticas parecidas al SU-
8 o similar a otros elementos plasticos, puede ser utilizado como material para la elaboracién del chip- sustrato del
microdispositivo de la invencién en el que realizar la canalizacién, por su similitud en la transmisién de energia
acustica a través del mismo y respuestas andlogas de reflexion en las paredes del canal.

Una realizacion particular de la invencion lo constituye el microdispositivo de la invencidn, en el que los materiales
constituyentes del chip-sustrato, preferentemente un epoxy de resina SU-8 sobre el que se realiza el canal y el sustrato
acrilico PMMA “Polimetacrilato de Metilo”, presentan una impedancia actstica de 3.3 MRayls, y donde el transductor
ultrasénico b) consiste en una pequefia cerdmica piezoeléctrica, preferentemente, un dispositivo de la marca PZT?26.

Otro aspecto de la invencién lo constituye el proceso de fabricacion del microdispositivo de la invencidén, en
adelante proceso de fabricacién del microdispositivo de la invencién, basado en la técnica de fotolitografia de acuerdo
al disefio descrito en la Figura 1 y que comprende las siguientes etapas (ver Figura 10):

a) Deposicion y definicién de una capa polimérica fotodefinible, sobre la superficie de un sustrato indepen-
diente (oblea 1),
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b) Deposicién y definicién de una capa polimérica fotodefinible SU-8 sobre la superficie de un sustrato inde-
pendiente (oblea 2) recubierto con un material antiadherente,

c) Sellado de la oblea 1 y la oblea 2 enfrentado dichas obleas por la cara que contiene el material polimérico
fotodefinible, y

d) Retirada de la oblea recubierta con material antiadherente.

La elaboracién del presente microdispositivo es facilmente ejecutable por un experto en la materia con el conoci-
miento y disefios indicados en la presente invencién y con el estado de la técnica actual (véase documentos citados).
Adicionalmente, es posible mejorar el disefio del microdispositivo de la invencién con la introduccién de canales va-
cios adicionales ubicados estratégicamente en torno al canal central para minimizar las pérdidas de la energia acustica
transmitiéndose a través del sustrato PMMA del chip y del material SU-8. Estos elementos adicionales podrdn ser
facilmente incorporados al disefio del dispositivo de la invencién repitiendo los pasos b), ¢) y d) del procedimiento de
elaboracion del dispositivo y afiadiendo dos canales cerrados con aire debajo del canal central y paralelo al mismo (ver
mas adelante). La Figura 11 muestra un disefio donde un canal relleno de aire es colocado tanto debajo como al lado
del canal fluidico de tratamiento donde se produce la separacién. De esta manera la sefial de ultrasonidos utilizada
para la separacién queda confinada en el lugar deseado, minimizando las pérdidas.

Por otro lado, el microdispositivo de la invencién también puede ser fabricado mediante técnicas de estampacién
en caliente combinadas con un proceso de pegado posterior, de la forma siguiente (ver Figura 12):

a) Preparacion de un molde en el que se incluyen los disefios de canales deseados,

b) Moldeado del sustrato a utilizar usando el molde obtenido en a), mediante la accién de presién y/o tempe-
ratura, y

c) Sellado del sustrato mediante el pegado con otro material plastico bajo la accion de presion y/o temperatura

y/o activacién superficial por plasma de oxigeno.

Por otro lado, el rango de frecuencia aplicable al microdispositivo de la invencidn tanto para suspensiones or-
gdnicas como inorgdnicas es amplio, aunque deben tenerse en cuenta ciertas consideraciones para las suspensiones
orgdnicas, como se explica a continuacién. Una variacién en la frecuencia ultrasénica implica un proceso de escala-
miento en las dimensiones del dispositivo. Dado que el funcionamiento del microdispositivo se basa en el modelo de
resonador acustico en la direccién del ancho del canal, las caracteristicas espaciales asociadas a esta dimension lateral
del microcanal de tratamiento han de ser variadas inversamente proporcional a la variacién de la frecuencia acustica.
Aunque la fuerza de radiacién inducida sobre cada microelemento de la suspension es directamente proporcional a la
frecuencia, debe tenerse en cuenta la disminucién del umbral energético de cavitacidn acistica en el caso de suspen-
siones orgdnicas a bajas frecuencias (del orden de los kHz), con el fin de evitar dafios celulares. Este fenémeno no
deseado se ve favorecido a frecuencias bajas, por lo que habria limitaciones de aplicacién de la invencién por debajo
de los 500 kHz. Por el contrario, el incremento de la frecuencia aumenta linealmente la magnitud de la fuerza de
radiacién y permite una disminucién de los niveles de energia acustica necesarios para generar conduccion selectiva
por ultrasonidos. Por esta razén, casi todos los dispositivos desarrollados hasta el momento trabajan entre 2 MHz y 5
MHz. Como contrapartida, el aumento hasta estas frecuencias implica una disminucién escalada de las dimensiones
laterales del canal de tratamiento, que ha de variar proporcionalmente a los cambios inducidos en la longitud de onda
acustica, encareciendo los procesos de realizacién de estos dispositivos por el compromiso con la precisién de los
mismos.

Los resultados obtenidos con este modelo permiten aplicar el dispositivo en el &mbito de la separacién y aislamiento
de particulas, con importante aplicaciones en la separacién y aislamiento de células, preferentemente humanas, en
procedimientos de diagndstico y tratamiento, por ejemplo, tratamiento celular o de terapia génica, de enfermedades
en mamiferos, preferentemente seres humanos.

Asi, otro aspecto de la invencidn lo constituye el uso del microdispositivo de la invencién, en adelante uso de la
invencidn, en un procedimiento, de separacién no invasiva selectiva, lavado y/o clasificacion de particulas en suspen-
siones polidispersas.

Otro aspecto mds particular de la invencién lo constituye el uso de la invencién en el que las particulas consisten en
células pertenecientes, a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencion, al siguiente grupo: virus, priones,
células procariotas (bacterias, levaduras, hongos, algas, etc.) y eucariotas.

Una realizacién mds particular de la invencién lo constituye el uso del microdispositivo de la invencion para la
separacién y aislamiento selectivo de células eucariotas, preferentemente células humanas, y mds preferentemente
células tumorales, células sanguineas, células troncales o células madre, ya sean somdticas o embrionarias, u de otro
tipo presentes en fluidos corporales, como por ejemplo: sangre, orina, liquido cefalorraquideo o presentes en otros
tipos de muestras bioldgicas provenientes de biopsias.
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Procedimientos o aplicaciones concretas biomédicas, ya sean en su vertiente de diagnéstico o de tratamiento, donde
se puede utilizar el microdispositivo de la invencién se relaciona con donaciones de sangre, plasmaféresis, procesos
de didlisis y andlisis de laboratorio, asi como reciclado y/o lavado de sangre tras operaciones quirdrgicas, donde se
precisan la separacion y concentracién de determinados tipos de células, por ejemplo hematies y plaquetas.

Otro ejemplo lo constituye el uso del microdispositivo de la invencién en un procedimiento de diagndstico y/o
tratamiento de enfermedades humanas para la separacion selectiva y extraccion de células danadas o alteradas de
pacientes, las cuales pueden ser reparadas ex vivo y administradas de nuevo al paciente.

Un campo concreto de aplicacién biomédica es la oncologia, donde se puede utilizar como una herramienta de
valor diagnéstico y prondstico para reproducir la separacion selectiva y extraccion de células tumorales circulantes
en sangre periférica (CTC) de pacientes oncoldgicos con tumores sélidos con diferente origen tisular y en diferentes
estadios de la enfermedad.

La utilidad clinica demostrada hasta la fecha de la cuantificacién del nimero de células tumorales circulantes en
sangre periférica se centra en los siguientes aspectos:

e Factor pronéstico independiente en cancer de mama y de préstata metastatico (Cristofanilli M, Budd GT, Ellis
MJ, Stopeck A, Matera J, Millar MC, Reuben JM, Doyle GV, Allard WJ, Terstappen LW, Hayes DF. Circulating
tumor cells, disease progresion, and survival in metastatic breast cancer N Engl J Med 351:8, 2004) (Moreno
JG, Milelr MC, Gross S, Allard WJ, Gomella LG, Terstappen LW. Circulating tumor cells predict survival in
patients with metastatic prostate cancer. Urology; 65(4):713-718; 2005).

e Seguimiento de la respuesta a los tratamientos quimioterapicos en pacientes oncoldgicos con enfermedad avan-
zada (Cristofanilli M, Mendelsohn J, et al. Circulating tumor cells in breast cancer: advanced tools for tailored
therapy. Proc Natl Acad Sci USA 103(46):17073-17074; 2006).

Los sistemas de andlisis utilizados en estos estudios se basan en la separacién inmunomagnética positiva con
anticuerpos monoclonales y posterior andlisis por microscopia de fluorescencia. Estas aplicaciones han obtenido la
aprobacién de la Food and Drug Administration (FDA) para su uso en la prictica clinica en EEUU.

La generalizacion de ambas aplicaciones a otros tipos de tumores estd actualmente en pleno desarrollo. Asimismo,
existen estudios preliminares que indican la potencial utilidad del andlisis del nimero de CTC como marcador tem-
prano de recidivas en céncer colorrectal (Soto JL, Garrigos N, Gallego J, Guaraz P, Garcia-Bautista M, Castillejo A,
Gomez A, Casado-Llavona C, Rodriguez-Lescure A, Carrato A. Toward a circulating tumor cell analysis as an early
marker for relapse in stage Il and III colorectal cancer patients. Eur J Cancer Supplements. 3(2):187; 2005).

Una de las grandes ventajas que presenta el dispositivo motivo de la presente actuacién, es la posibilidad real,
no solo de separar eficazmente las CTC; lo cual permite su facil contaje; sino el hecho de poder disponer de dicha
poblacion celular aislada y en estado viable para ulteriores andlisis; tanto descriptivos a nivel genético y de perfiles de
expresion génica; como de estudios de comportamiento funcional ex vivo. Hasta la fecha, este es el tinico dispositivo
conocido capaz de ofrecer dicha posibilidad con tan elevada eficacia.

El concepto de las CTC como biopsia asequible y no invasiva del tumor, presenta aqui el valor afiadido de la posi-
bilidad de caracterizar funcionalmente el comportamiento de dichas células con respecto a su sensibilidad/resistencia
al arsenal terapéutico disponible como sistema de seleccién personalizada de los tratamientos mds eficaces para cada
paciente.

La utilidad clinica real y potencial del dispositivo es por tanto de una gran trascendencia dentro de la practica
clinica ofreciendo una informacién muy valiosa para un mejor manejo de un paciente con distintas enfermedades.

Descripcion de las figuras
Figura 1

Esquema en perspectiva (2D) de los elementos y forma de actuacion-conduccion sobre las particulas en suspension
del microdispositivo de la invencion

El microdispositivo comprende un chip que incluye un sustrato base sobre el que se asienta un material polimérico
(100) que contiene un sistema integrado de 4 microcanales (160, 162, 170 y 180), centrados en torno a un canal central
de tratamiento (110), dos de ellos en cada extremo del mismo, situados de forma no simétrica o asimétrica, tanto para
la entrada como para la salida de dos medios que circulan en paralelo en régimen laminar a lo largo del canal central
de tratamiento (110). Uno de estos medios es la suspension (150) de la que se van a extraer ciertas particulas (101) y
el otro es un liquido puro (124) que se introduce por su canal de entrada (162) que actuard como colector ultrasénico
de las particulas (101). El dispositivo lleva integrado un transductor ultrasénico (190) en una de sus paredes laterales,
paralelo al canal de tratamiento acustico. El canal central (110) se bifurca al final de su recorrido (175) en dos canales
de salida (170 y 180), donde se produce el proceso de separacion final, saliendo las particulas seleccionadas (101) por
el canal de salida (180), mientras que el resto de la suspension con las particulas restantes (122) sale por el canal (170).
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Figura 2
Esquema de la actuacion del campo actistico en el interior del canal de tratamiento

Un transductor ultrasénico (190) pegado un una de sus superficies metalizadas al canto del chip, que incluye
dos materiales poliméricos (uno con la canalizacién y otro que constituye el sustrato sobre el que se asienta acoplado
mecanicamente) genera una onda de ultrasonidos y la transmite a través del chip acrilico al canal central de tratamiento.
El ancho del canal “w” es algo mayor que un cuarto de la longitud de onda actstica y permite el establecimiento
de una onda estacionaria en dicha direccién dentro del canal con un nodo de presién ubicado a una distancia de
aproximadamente w/3 respecto a una de sus paredes laterales, la cual actda como reflector.

Figura 3

Fotografia del prototipo dispositivo con el chip y la cerdmica piezoeléctrica transductora integrados en una pieza de
montaje para la insercion-extraccion de los fluidos

La fotograffa 3.a muestra el dispositivo desde arriba y la figura 3.b muestra de canto la estructura del chip, con los
dos materiales poliméricos acoplados mecdnicamente.

Figura 4
Fotografia y esquema del chip de PMMA

La fotografia 4.a muestra los micro-canales realizados y la ubicacion de la cerdmica piezoeléctrica pegada en el
canto del chip. La figura 4.b muestra un esquema de la seccién transversal del chip, constituido por dos materiales
poliméricos SU-8 y PMMA.

Figura 5
Fotografias microscopicas del interior del canal

En el interior del canal se aprecia la ocupacion de los dos medios en el mismo, la suspension circulando por la
seccién izquierda del canal y agua en la mitad derecha, en ausencia de la aplicacién ultrasénica. La suspension esta
constituida mayoritariamente por pequefias particulas de poliestireno con didmetros de 6 micras en alta concentracién
y algunas mas grandes con didmetros de 20 micras circulando en muy baja concentracién (Cv < 1%). En la fotografia
de la Figura 5.a) se observa la distribucidn transversal de los medios para bajas velocidades de circulacién, permitiendo
la visualizacién parcial de particulas de 6 um. La resolucién de las imagenes es de 1.17 um/pixel. Por el contrario,
la imagen de la Figura 5b), correspondiente a una velocidad de circulacién mayor, no permite dicha distincion, pero
muestra una diferencia de tonalidad en el contraste luminoso de ambos medios.

Figura 6

Fotografia microscopica del comportamiento de conduccion individual de cada particula de 20 um hacia el nodo de
presion actistica en el interior del canal

La particula situada en la parte superior del canal se encuentra en el principio de la zona del canal afectada por
el actuador ultrasénico y experimenta un desplazamiento lateral, perpendicular a la direccién del flujo, menos intenso
que la particula ubicada en la parte inferior de la fotografia, plenamente afectada por el campo acustico y, por ello,
arrastrada mds intensamente. Por esta razén, dicha particula se encuentra ubicada en la posicién del nodo de presion
mientras que la particula superior todavia no lo ha alcanzado en el tiempo de adquisicién del fotograma.

Figura 7

Fotograma de particulas de 20 um

Imagen correspondiente a un fotograma de dos particulas de 20 um circulando muy lentamente a lo largo del canal
central en el nodo de presion, posicionadas en el nodo de presidn acustica, separado de la pared reflectora.
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Figura 8
Filmacion de la separacion-extraccion de las particulas

Resultados experimentales en una filmacion del proceso de separacion-extraccion de las particulas seleccionadas a
través de las canalizaciones de salida. El primer fotograma (8.a) muestra en ausencia de ultrasonidos la salida natural
de las particulas de 20 um junto al resto de la suspensién por el ramal izquierdo a partir del canal central, siguiendo
el lecho de flujo por el que circulaba. Los fotogramas de (8.b), (8.c) y (8.d) muestran la salida selectiva de estas
particulas, separadas de la suspension, por el canal de salida del fluido puro-agua, una vez conducidas y colectadas
acusticamente en el nodo de presion, ubicado en el lecho del fluido puro (semi-seccidn derecha), a lo largo del cual
contintian su circulacién hasta abandonar el canal central de tratamiento. Todos estos fotogramas corresponden a una
misma pelicula. La velocidad de circulacién de las particulas en estas secuencias es de 2.4 mm/s a lo largo del canal.

Figura 9
Proceso de extraccion de las particulas de 20 um a través del canal de salida

Se observa la extraccion de las particulas por el canal de salida de la derecha tras la conduccién ultrasénica in-
dividual para una velocidad de circulacién extremadamente baja, de aproximadamente 0.06 mm/s, que permite una
visualizacién clara y cuantificacién de su comportamiento actstico. En los fotogramas consecutivos (9.a) a (9.d) se
aprecia claramente la eficacia del tratamiento ultrasénico de separacion selectiva, en el que todas las particulas con
diametros de 20 um abandonan el dispositivo a través del canal de salida del fluido puro colector, mientras que el resto
de las suspension, conteniendo las pequefias particulas de 6 um, circulando por su “cauce” izquierdo, sale a través del
canal correspondiente.

Figura 10

Esquema del proceso de fabricacion del microdispositivo de la invencion usando un material fotodefinible como
material estructural

a) Deposicion y definicion de una capa polimérica fotodefinible sobre la superficie de un sustrato independiente,
b) Deposicién y definicién de una capa polimérica fotodefinible sobre la superficie de un sustrato independiente re-
cubierto con un material antiadherente, c¢) Sellado de la oblea 1 y la oblea 2, y d) Retirada de la oblea recubierta con
material antiadherente.

Figura 11

Diserio microdispositivo de la invencion donde canales cerrados en sus extremos y rellenos de aire son dispuestos
estratégicamente respecto al canal central para minimizar la pérdida de energia en el proceso de transmision a través
del sustrato. a) Chip visto desde arriba, b) Seccién transversal del chip.
Figura 12
Esquema del proceso de fabricacion de microdispositivo de la invencion usando la técnica de estampacion caliente

a) Preparacion de un molde en el que se incluyen los disefios de canales deseados, b) Moldeado del sustrato a
utilizar usando el molde obtenido en a), mediante la accién de presién y/o temperatura, y c) Sellado del sustrato
mediante el pegado con otro material plastico bajo la accién de presion y/o temperatura y/o activacion superficial por
plasma de oxigeno.
Ejemplos de la invencion
Ejemplo 1
Fabricacion y uso del microdispositivo de separacion y extraccion de particulas

1.1.- Fabricacion de un prototipo del microdispositivo de la invencion

En el prototipo presentado en la Figura 4, el material estructural utilizado para la realizacién de los canales flui-
dicos ha sido el polimero fotodefinible SU-8, acoplado mecdnicamente a un sustrato de PMMA, que constituye el
fondo de los canales del dispositivo. Este material presenta propiedades muy convenientes para la fabricacién de dis-
positivos debido a su alta definicién (dentro del orden del micrometro), verticalidad en las paredes reveladas [ref2],

biocompatibilidad [ref3], ancho rango de espesores [ref1] y posibilidad de pegado de varias capas consecutivas [ref4].
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El procedimiento de fabricacién de este prototipo del dispositivo de la invencién utilizado y de acuerdo con el disefio
de la Figura 1 es el siguiente (ver Figura 10):

a) Deposicion y definicién de una capa polimérica fotodefinible, sobre la superficie de un sustrato indepen-
diente (oblea 1),

b) Deposicién y definicién de una capa polimérica fotodefinible SU-8 sobre la superficie de un sustrato inde-
pendiente (oblea 2) recubierto con un material antiadherente,

c) Sellado de la oblea 1 y la oblea 2 enfrentado dichas obleas por la cara que contiene el material polimérico
fotodefinible, y

d) Retirada de la oblea recubierta con material antiadherente.

El prototipo del microdispositivo se ha disefiado y fabricado de tal forma que comprende un chip (100) con un
sistema integrado de 4 microcanales (160, 162, 170 y 180), centrados en torno a un canal central de tratamiento (110),
dos de ellos en cada extremo del mismo, situados de forma no simétrica, tanto para la entrada como para la salida de
dos medios que circulan en paralelo en régimen laminar a lo largo del canal (110) (ver Figuras 1, 2, y 3). Uno de estos
medios es la suspension (150) de la que se van a extraer ciertas particulas (101) y el otro es un liquido puro (124) que
actuard como colector ultrasénico de las particulas (101).

Como se observa en la fotografia de la Figura 4, el dispositivo lleva integrado en uno de sus laterales un actuador
o transductor ultrasénico (190), consistente en una pequefia cerdmica piezoeléctrica de drea rectangular de PZ26
resonante en su modo “thickness” (espesor) a 1 MHz, parcialmente pegada en una de sus superficies metalizadas al
espesor del chip constituido por SU-8 y el sustrato PMMA en uno de sus bordes laterales y ocupando parcialmente su
espesor y dispuesta paralelo al canal de tratamiento. La fuente de ultrasonidos esta dispuesta en contacto perpendicular
con el chip, transmitiendo la energia ultrasénica en una direccién perpendicular al mismo, de manera que la transmisién
de la energia acustica al medio dentro del canal se produce perpendicularmente a la direccion del flujo.

Mis concretamente, el ancho del canal es de 390 + 4,6 um (1,06 veces el cuarto de la longitud de onda para 1
MHz). El nodo de presién se encuentra localizado a una distancia de 117 + 4,6 um de la pared reflectora, en la zona
ocupada por el lecho del fluido puro, ajeno a la suspension. Asi, el canal tiene una seccién transversal de 0,0975 mm?
y una longitud que puede variar libremente, aunque en el ejemplo concreto de la invencién es de 1 cm. De esta forma,
el volumen del canal es de 0,975 mm?.

1.2.- Uso del microdispositivo de la invencion para la separacion de microparticulas que mimetizan células

Para el control microfluidico del microdispositivo de la invencidon se usé una bomba de inyeccién de presion
constante con capacidad de aplicacién simultdnea sobre tres jeringuillas de diferentes volimenes (entre 10 uL y 110
mL) para controlar el flujo de ambos medios en cada una de las entradas (160 y 162). La suspension (150) y el fluido
colector (124) fueron inyectados simultdneamente con la misma presién mediante jeringuillas del mismo volumen (5
mL cada una) a través de estas entradas (160 y 162), respectivamente.

La separacioén ultrasénica de las particulas seleccionadas y su conduccién al nodo de presion, en el lecho del fluido
colector (124), fueron monitorizadas en tiempo real usando filmaciones de resolucién microscépica con una cdmara
CCD acoplada a un conjunto de lentes dpticas con una resolucién de 1,17 um por pixel digital. El ancho del lecho de
flujo ocupado por la suspensién se mantuvo en torno a 1/2 del ancho del canal (110).

El modelo utilizado para la experimentacién en este ejemplo es un modelo de microparticulas de poliestireno de
tamafios y densidades que mimetizan las caracteristicas fisico-acusticas de dos tipos de células: eritrocitos y células
tumorales exfoliadas en sangre periférica, fluyendo inicialmente juntas en un fluido asimilable al plasma sanguineo.

Las caracteristicas fisico-actsticas de este fluido, tales como su densidad y velocidad de propagacién acustica,
son descritas en la literatura (Cousins CM, Holownia P, Hawkes JJ, Limaye MS, Price CP, Keay P, Coakley WT,
Plasma preparation from whole blood using ultrasound. Ultrasound Med Biol 26:881-888, 2000), asi como las de los
eritrocitos (Duck F A, Physical properties of tissue: a comprehensive referente book, Academia London, 1990, Haider
L, Snabre P, Boynard M, Rheology and ultrasound scattering from aggregated red cell suspensions in shear flow,
Biophysical Journal, Vol. 87, 2322-2334, 2004). Por el contrario, la inexistencia de referencias bibliograficas sobre
estas propiedades para las células tumorales circulantes en sangre periférica, obligd a determinar dichos datos de forma
indirecta mediante el desarrollo de un modelo experimental de induccién. Para ello, se recurrié a la caracterizacién
acustica de dos medios liquidos utilizados habitualmente en laboratorios oncoldgicos para separacién celular por
centrifugacién y gradiente de densidad: Ficoll® y otro medio liquido no definido técnicamente pero utilizado en un
dispositivo experimental denominado Oncoquick®, muy eficaz en la separacién de células tumorales por su densidad,
sobre el cual las células tumorales exfoliadas en sangre periférica permanecen flotando [Rosenberg R, Gertler R,
Friedrichs J, Fuehrer K, Dahm M, Phelps R, Trovan S, Nekarda H, Siewert JR. Comparision of two density gradient
centrifugation systems for the enrichment of disseminated tumor cells in blood. Cytometry 49; 150-158. 2002].
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A partir de las medidas de densidad y velocidad de propagacién del sonido en ambos medios liquidos se derivé
el margen de variabilidad posible para la densidad de las células tumorales: 1,030 gr/cm® < p(células tumorales) <
1,055 gr/cm?, con un grado de incertidumbre inferior a un 5% del valor minimo. A partir de estos datos, y teniendo en
cuenta la dependencia aproximadamente lineal para microelementos biolégicos, se pudo realizar una estimacién de su
compresibilidad, seleccionando, para este ejemplo, particulas con una densidad de 1,05 gr/cm?®, como representativas
de las células tumorales.

Una vez caracterizadas las células tumorales con este modelo experimental, fueron mimetizadas por particulas de
poliestireno con didmetros seleccionados de 20 um. Aunque el rango de variabilidad de estas células es muy amplio
(se puede definir entre 10 y 40 um) se eligi6 este tamafio como un valor standard.

Asi, se procedi6 a la introduccién y andlisis de suspensiones acuosas “bi-dispersas”, es decir, conteniendo dos
poblaciones de particulas, de 6 y 20 micras de didmetro respectivamente en diferentes concentraciones y sometidas a
los ultrasonidos en el dispositivo. Los resultados de separacion selectiva y extraccién de las particulas grandes pueden
verse claramente en la Figuras 6, 7, 8 y 9.

Los resultados de separacion selectiva de las particulas de 20 ym fueron positivos para todas las pruebas realizadas,
para diversas velocidades de flujo de las muestras inyectadas a través del canal central de tratamiento (en un rango
de variabilidad entre y 0,06 mm/s y 1,4 mm/s), siempre dentro del régimen laminar requerido en la microfluidica.
Se usaron suspensiones acuosas bidispersas: con diferentes concentraciones volumétricas de particulas pequenas (6
pm), no cuantificadas, de particulas grandes con didmetros de 20 um en muy baja concentracion, siempre inferior
al 1%. Todos los experimentos se realizaron a la frecuencia determinada por el ancho del canal, estratégicamente
determinado en funcién de la frecuencia resonante de la ceramica piezoeléctrica PZ26, de 1 MHz. Como fluido puro
se utiliz6 siempre agua desionizada.

Mis concretamente, en el canal central se introdujeron en paralelo los dos medios: una suspensiéon (150) de la
que extraer particulas de ciertas caracteristicas (101) (concretamente, particulas de didmetro de 20 um y densidad de
1,05 gr/cm?) y un fluido liquido (agua desionizada) (124), a través de dos canales (160 y 162), ambos con la misma
seccion (0,049 mm?) e integrados en el chip de la invencién, cada uno de los cuales ocupa la mitad de la seccién del
canal central (110). Los dos medios fluyen a lo largo del canal (110) en paralelo y en régimen laminar en sus lechos
correspondientes: el fluido puro que colectard las particulas (101) en un lecho de flujo (124) y la suspensién en el lecho
(122) que ocupa la otra parte de la seccion del canal (110), manteniendo estable la interfase que los separa (120). Este
comportamiento se observa en las imagenes de la Figura 5 para dos velocidades de flujo continuo (0,06 mm/s y 1,4
mm/s respectivamente). Tras recorrer la longitud del canal (110) ambos medios se separan en el punto de bifurcacién
(175) hacia dos canales de salida (170 y 180), por los que abandonan el dispositivo. Cuando la suspension (150) fluye
por su lecho (122) dentro del canal (110), aquellas particulas de un determinado tamafio y densidad (101) contenidas
en la misma experimentan una fuerza de radiacién debido al establecimiento de una onda estacionaria generada en el
canal (110) por el transductor piezoeléctrico (190) ubicado externamente.

Para voltajes de alimentacion 15 volts aplicados al transductor ultrasénico desde un generador de sefial continua,
las particulas de 20 um (101) experimentan una fuerza de radiacién y son rdpidamente conducidas perpendicular al
flujo continuo de la suspensién a lo largo del canal (110) por la accién del los ultrasonidos hacia el nodo de presion,
ubicado en la zona ocupada por el fluido puro (agua) (124) (Figura 6), a lo largo del cual continuaron su circulacién
hacia el final del canal (Figura 7), abandonando de forma diferenciada el dispositivo por el canal de salida (180)
inmersas en dicho fluido (124) y separadas del resto de la suspensién en la que se encontraban antes de la aplicacién
ultrasénica.

Por el contrario, las particulas pequefias de 6 um contenidas en la suspensién (107) en alta concentracién, no son
afectadas por el campo acustico y no experimentan ningtin arrastre actstico, dado que la fuerza de radiacion ejercida
sobre ellas es mucho menor por ser proporcional a la potencia ctibica del radio, tres veces inferior al de las grandes
(101). De esta manera, las particulas se mantienen circulando en la suspensién por su lecho inicial de flujo sin desviar
sus trayectorias. Finalmente, abandonan el dispositivo por el canal de salida de la suspension.

Las Figuras 8 y 9 presentan dos colecciones de fotogramas consecutivos en los que se aprecia claramente la
circulacién de las particulas de 20 um una vez extraidas ultrasénicamente de su suspension y arrastradas y colectadas
en el fluido colector hacia el punto de bifurcacién del canal central, desde donde abandonan el dispositivo a través del
canal (180), separadas de su medio inicial. Dada la anchura del canal (110), algo mayor a un cuarto de la longitud
de la onda acustica establecida en su interior, la formacién del nodo de presion actstica se produce en una posicién
intermedia entre la pared del reflector y la interfase (120), aproximadamente en una posicién correspondiente a 1/3
-2/3 de la anchura del canal (110) respectivamente. Las particulas (101) tenderdn a concentrarse en la posicién nodal
de la onda estacionaria desde el momento en que durante su circulacién a lo largo del canal (110) entran en la zona
activa del campo actstico.

El resto de componentes de la suspension (150) no son afectados por el campo actstico, no cruzardn la interfase
(120) entre los dos medios (150 y 130) y mantienen su circulaciéon fluyendo en su lecho correspondiente (122) a
lo largo del canal microfluidico (110), hasta alcanzar el punto de bifurcacién (175), a partir del cual abandonan el
dispositivo a través del canal-ramal de salida (170).
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Se destaca la elevada eficacia de separacion selectiva y extraccion de las particulas grandes de 20 um obtenida en
la experimentacion realizada con el dispositivo de la invencidn.

Como ejemplo, en experimentos en los que las muestras eran inyectadas en el canal de tratamiento mediante
jeringuillas de 5 mL y una velocidad de circulacién de las mismas en el canal de 1,4 mm/s (12 minutos para el vaciado
de 1 mL) no se encontraron resultados negativos de actuacidn, en los que particulas grandes de 20 ym desalojasen el
dispositivo por el canal de salida de la suspensién, sino que eran continuamente conducidas hacia el fluido colector,
por cuyo canal de salida desalojaban.

Un andlisis cualitativo de visualizacién de las muestras recogidas a la salida de los dos canales (170) y (180)
confirma la eficacia de separacion selectiva y extraccion de las particulas de 20 um de la suspension en la que se
hallaban inmersas antes del tratamiento ultrasénico. El liquido recogido durante 1 minuto del canal por el que desaloja
la suspension (170) sometida a la onda acustica no contiene particulas de 20 um y, sin embargo, presenta una presencia
muy elevada de particulas mds pequefias, con didmetros de 6 um. Por el contrario, el liquido recogido a la salida del
canal (180) contiene particulas de poliestireno de 20 um que, como se observa previamente en el canal central (110)
y en la zona de bifurcacién (175) son separadas actisticamente de su suspension inicial y extraidas al fluido colector
(124), abandonando el dispositivo por el canal (180).

Estos experimentos se realizaron en condiciones de muy baja concentracién para las particulas de 20 ym, muy in-
ferior al 1% de su concentracién volumétrica, simulando situaciones reales de células tumorales exfoliadas en sangre.
Este comportamiento repetitivo encontrado en esta poblacion de particulas para diferentes concentraciones (siempre
por debajo del 10%) se debe y se explica por la actuacién individual de la fuerza de radiacién actistica sobre cada
particula, independiente de su concentracién en la suspension. La eficacia de actuacién es valida tanto para concentra-
ciones elevadas como para el caso de suspensiones extremadamente diluidas, para las que otras técnicas de separacién
presentan fuertes caidas de sensibilidad y eficacia de actuacion.
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REIVINDICACIONES

1. Microdispositivo de separacién y extraccién no invasiva y selectiva de particulas en suspensiones polidispersas
caracterizado porque comprende, integrados en un chip-sustrato de material actisticamente blando, los siguientes
componentes:

a) un sistema de microcanales de flujo de distribucion espacial asimétrica de las ramas de canalizacion de salida
desde el canal central de tratamiento (110) que comprende (ver Figura 1):

i un camino o lecho por el que fluye la suspension de partida (150), que incluye un canal de entrada (160)
para el suministro y otro de salida (170) por donde abandona el dispositivo, en paralelo con

ii. un camino o lecho por el que fluye el fluido puro (124) al que se extraeran las particulas seleccionadas (al
que se denomina lecho del fluido colector), incluyendo un canal de entrada o suministro (162) y otro de
salida (180), que forman

ii. un canal central de tratamiento (110) donde la suspensién de partida y el fluido puro estdn separados por
una interfase frontera de lineas de corriente en régimen laminar definida por las dimensiones transversales
del canal y que se bifurca al final de su recorrido (175) en dos canales de salida mencionados (170) y (180),
donde el ancho del canal resonador presenta una relacion con la longitud de onda inversamente proporcional
a la frecuencia acustica, y donde la profundidad del canal de tratamiento -que conforma junto al ancho su
seccidn transversal- es sensiblemente inferior a un cuarto de la longitud de onda aciistica,

Y,
b) un actuador o transductor ultrasénico en una de sus paredes laterales (190)

- externo y paralelo al canal central de tratamiento (110), que transmite la energfa actstica al microcanal de tra-
tamiento a través del sustrato y del material en el que estd desarrollada la canalizacién, capaz de establecer una onda
estacionaria en el interior del canal de tratamiento entre sus paredes laterales, produciendo un nodo de presién a una
distancia de la pared reflectora de aproximadamente 1/3 y 2/3 del ancho del canal, respectivamente, y de producir un
gradiente de presiones generado acisticamente en el interior del canal central con un efecto de conduccién de ciertas
particulas dentro del mismo hacia la regién de equilibrio acistico definida en el nodo, donde la fuerza de radiacién se
anula, y

- cuya actuacién incluye no sélo el canal central de tratamiento sino también la zona de bifurcacién hacia los dos
microcanales de salida con el objeto de aumentar al maximo la eficiencia de separacion selectiva y extraccion.

2. Microdispositivo segtn la reivindicacién 1 caracterizado porque el material acusticamente blando del chip-
sustrato es un material cuya impedancia no supera en tres veces la impedancia de los medios liquidos, en un rango de
variabilidad oscilante entre 0.8 MRayls y 2.6 MRayls.

3. Microdispositivo segtn la reivindicacién 1 caracterizado porque el material actisticamente blando del chip-
sustrato es un material acrilico.

4. Microdispositivo segtin la reivindicacion 1 caracterizado porque el material acrilico es un epoxy de resina SU-
8 sobre el que se realiza el canal y el sustrato acrilico es PMMA “Polimetacrilato de Metilo”, presentan una impedan-
cia acustica de 3.3 MRayls, y donde el transductor ultrasénico b) consiste en una pequefa cerdmica piezoeléctrica,
preferentemente, un dispositivo de la marca PZT26.

5. Procedimiento de fabricacién del microdispositivo segun las reivindicaciones 1 a la 4 mediante técnica de XXXX
de acuerdo al disefio descrito en la Figura 1 y que comprende las siguientes etapas (ver Figura 10):

a) Deposicion y definicién de una capa polimérica fotodefinible, sobre la superficie de un sustrato indepen-
diente (oblea 1),

b) Deposicién y definicién de una capa polimérica fotodefinible SU-8 sobre la superficie de un sustrato inde-
pendiente (oblea 2) recubierto con un material antiadherente,

c) Sellado de la oblea 1 y la oblea 2 enfrentado dichas obleas por la cara que contiene el material polimérico
fotodefinible, y

d) Retirada de la oblea recubierta con material antiadherente.
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6. Procedimiento de fabricacion del microdispositivo segin las reivindicaciones 1 a la 4 mediante la técnica de
estampacion en caliente combinadas con un proceso de pegado posterior, que comprende las siguientes etapas:

a) Preparacion de un molde en el que se incluyen los disefios de canales deseados,

b) Moldeado del sustrato a utilizar usando el molde obtenido en a), mediante la accién de presién y/o tempe-
ratura, y

c) Sellado del sustrato mediante el pegado con otro material plastico bajo la accion de presion y/o temperatura

y/o activacién superficial por plasma de oxigeno.

7. Uso del microdispositivo segtin las reivindicaciones 1 a la 4 en un procedimiento de separacién no invasiva
selectiva, lavado y/o clasificacién de particulas en suspensiones polidispersas.

8. Uso del microdispositivo segtin la reivindicacidon 7 caracterizado porque las particulas consisten en células,
preferentemente, virus, priones, células procariotas (por ejemplo, bacterias, levaduras, hongos y algas) y células euca-
riotas.

9. Uso del microdispositivo segin la reivindicacion 8 caracterizado porque las células eucariotas son, preferente-
mente células humanas, mds preferentemente células tumorales, células sanguineas, células troncales o células madre,
ya sean somdticas o embrionarias, u de otro tipo presentes en fluidos corporales, como por ejemplo: sangre, orina,
liquido cefalorraquideo o presentes en otros tipos de muestras bioldgicas.

10. Uso del microdispositivo segin la reivindicacién 9 caracterizado porque dicho procedimiento de separacion de
células eucariotas tiene por objeto el tratamiento de enfermedades humanas pertenece al siguiente grupo: donaciones
de sangre, plasmaféresis, procesos de didlisis y andlisis de laboratorio, asi como reciclado y/o lavado de sangre tras
operaciones quirurgicas.

11. Uso del microdispositivo segtin la reivindicacion 9 caracterizado porque dicho procedimiento de separacion de
células eucariotas tiene por objeto el diagndstico y prondstico de cancer en seres humanos para la separacion selectiva
y extraccién de células tumorales circulantes en sangre periférica (CTC) de pacientes oncolégicos.

12. Uso del microdispositivo segtin la reivindicacién 9 caracterizado porque dicho procedimiento de separacion de
células eucariotas tiene por objeto el diagndstico y/o tratamiento de enfermedades humanas para la separacién selectiva
y extraccion de células dafiadas o alteradas de pacientes, las cuales pueden ser reparadas ex vivo y administradas de
nuevo al paciente.

13. Uso del microdispositivo segun la reivindicacion 9 caracterizado porque dicho procedimiento de separacién

de células eucariotas tiene por objeto el aislamiento de células madre humanas o animales provenientes de distintos
tejidos o fluidos.
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