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DESCRIPCION
Dispositivo de procesamiento de muestras con portaobjetos desmontable
Antecedentes de la invenciéon

En la oncologia moderna, el analisis de biomarcadores es una herramienta indispensable para el diagndstico y
pronostico del cancer. La inmunohistoquimica (IHC) se ha empleado como una herramienta clave para los analisis
de biomarcadores de cancer durante los examenes de patologia habituales para tejidos en laboratorios médicos.
IHC es una técnica aprobada por muchas autoridades locales e internacionales como Food and Drug Administration
para el analisis de biomarcadores en muestras de tejidos y. En general, determinados biomarcadores, que en
realidad son antigenos, se buscan con anticuerpos primarios especificos que tienen afinidad con el biomarcador
objetivo. Mas tarde, los anticuerpos secundarios especificos que se conjugan con una etiqueta y tienen afinidad con
los anticuerpos primarios se usan para el etiquetado especifico. Esta etiqueta es comunmente un marcador
fluorescente o de color, y en el caso de la fluorescencia, la técnica se llama inmunohistofluorescencia (IHF).

Por otro lado, IHC e IHF no se pueden aplicar inmediatamente a los tejidos de la muestra, pero se necesitan algunas
etapas de preprocesamiento. El preprocesamiento comienza con una etapa de fijacion, en la que las muestras
histolégicas sospechosas que se han tomado de pacientes primero se someten a un procedimiento que preserva las
proteinas y antigenos dentro del tejido, asi como la morfologia del tejido. Si bien existen muchas técnicas de fijacion,
la etapa de fijacion se realiza mediante la crio-fijacién, una etapa de enfriamiento muy rapido que implica el uso de
nitrégeno liquido o la fijaciéon de formaldehido. Mas tarde, los tejidos se someten al proceso de microtomia, en el que
se cortan en secciones delgadas (4 um-10 ym) y se inmovilizan en portaobjetos de vidrio convencional. Para su
posterior y prolongada conservacion, las secciones de tejido crio-fijadas (CF) se mantienen congeladas, mientras
que los tejidos fijados con formaldehido se preservan mediante una capa de cera de parafina. Esta ultima se
denomina seccién de tejido "fijada en parafina fijada con formalina (FFPE)". Después de la etapa de fijacion, los
tejidos crio-fijados pueden someterse directamente a un procedimiento de IHC después de llevarlos a temperatura
ambiente, mientras que los tejidos FFPE necesitan un procesamiento adicional. Estos incluyen la eliminacién
quimica de la parafina y otra etapa llamada recuperacion de antigenos'. La etapa de recuperacion del antigeno
ayuda a la recuperacion de los antigenos que se entrecruzaron mediante formaldehido usando diferentes medios,
incluidos el calentamiento y las reacciones enzimaticas. ' La recuperacion de antigenos también se denomina
“recuperacion de epitopos” en muchos recursos. Ademas, si el calentamiento de las muestras esta involucrado
durante la recuperacion del antigeno, también se puede denominar recuperacion del antigeno inducida por el calor o
mediada por el calor.

Ademas del procesamiento manual en los laboratorios, la importancia de la técnica y la necesidad de un diagndstico
habitual ha desencadenado el desarrollo de procesadores de tejidos comerciales para la automatizacion del proceso
de IHC. Estos instrumentos son capaces de procesar una seccion de tejido desde la recuperacion de antigenos
hasta la tincion y se emplean habitualmente en los laboratorios médicos para el diagndstico y prondstico. Para los
instrumentos convencionales, el tiempo de proceso varia de 3 a 24 horas y generalmente son capaces de procesar
multiples portaobjetos.

Larga duracion del proceso

En lugar de avanzar en la técnica, se puede decir que los procesadores de tejido existentes solo automatizan y
paralelizan el proceso manual para mejorar el rendimiento y la reproducibilidad hasta cierto punto. Uno de los
problemas inmediatos es la larga duracién del ciclo de procesamiento. En general, los procesos se ejecutan durante
una noche y se puede obtener un tejido procesado y tefiido no antes del dia siguiente. Este es actualmente un gran
obstaculo de los procesos actuales de IHC, ya que el periodo de tiempo necesario no permite realizar un analisis
durante las intervenciones quirdrgicas. Sin embargo, si la IHC pudiera realizarse durante las intervenciones, los
protocolos de tratamiento quirtirgico se pueden ajustar mediante el uso inmediato del resultado de la IHC. Un
ejemplo muy importante es el diagnostico de cancer y sus etapas de tratamiento posteriores. Cuando un paciente ha
sido diagnosticado con un cancer, el procedimiento habitual es generalmente realizar una biopsia de tejido para el
tejido sospechoso. A continuacion, estas muestras se someten a un analisis de IHC para ver si la sospecha de
cancer es cierta. Si la respuesta es si, entonces se realiza una segunda cirugia para limpiar todo el tumor del
cuerpo, una etapa critica ya que incluso una sola célula cancerosa viva puede crecer nuevamente hasta convertirse
en un tumor. Desafortunadamente, hasta ahora, no se ha presentado una técnica para verificar que el tumor esté
completamente limpio. Por lo tanto, en ocasiones, los pacientes pueden necesitar cirugia o quimioterapia adicionales
para limpiar estas células que pueden haber quedado. Cuando se cuenta, el nimero de cirugias varia de 1 a 3, lo
que aumenta los riesgos, los costos y la ansiedad de los pacientes, asi como una pérdida significativa de recursos
de salud como el tiempo de los médicos y la disponibilidad de salas de cirugia.

El tiempo formal para que un procedimiento se llame intraoperatorio es de menos de 20 minutos. Hasta ahora, solo
se ha introducido un sistema IHC para reducir el tiempo necesario para IHC. Esta tecnologia se basa en un
fenomeno, llamado mecanismo de "ola" y emplea el movimiento articulado "ondulado" de dos portaobjetos
adyacentes, uno de los cuales lleva el corte de tejido (PCT/US2006/015020 y el documento WO/2006/116037). La
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técnica puede reducir el periodo de tincién de los portaobjetos crio-fijados hasta 15 minutos vy, por lo tanto, se puede
llamar intraoperatorio. Por otro lado, estos 15 minutos no incluyen la fijacién, la observacion y el tiempo de formacion
de imagenes, en los que, por una decision, pueden necesitar al menos unos 15 minutos mas, lo que excede la
condicion intraoperatoria. Por lo tanto, la duracion del protocolo de tincién debe reducirse a menos de 5 minutos para
que el proceso total de IHC sea 'intraoperatorio’. Ademas, aunque el procesamiento de tejidos crio-fijados es mas
facil, los tejidos FFPE son mas populares debido a varias razones. Primero, en el procedimiento de crio-fijacion, la
preservacion de tejidos y el archivo son mas costosos debido al equipo necesario. De manera mas sorprendente, los
tejidos crio-fijados muestran falsos negativos o falsos positivos con mas frecuencia que los tejidos con FFPE. Por lo
tanto, FFPE es mas conveniente mientras que la crio-fijacion puede proporcionar resultados mas rapidos. El tiempo
de procesamiento informado para una seccion de tejido FFPE usando un mecanismo de "onda" es de 70 minutos, un
periodo de tiempo cercano al de los procesadores de tejidos automatizados convencionales.

Precision limitada en el analisis cuantitativo

Ademas del aspecto intraoperatorio, la precision de los resultados obtenidos con cualquier tecnologia hasta ahora es
limitada, cuando se trata de casos que requieren un analisis cuantitativo de la expresion de biomarcadores usando el
alcance de la sefial obtenida por inmunohistoquimica, como se requiere durante determinados ensayos. Las
técnicas convencionales pueden producir resultados ambiguos hasta en un 20 % de los casos cuando se requiere
dicho analisis semicuantitativo, y no se puede lograr un resultado de diagndstico final usando solo la
inmunohistoquimica. Por lo tanto, el patron actual es someter estos casos a un andlisis genético subsiguiente
(hibridacién in situ) para lograr un resultado de diagndstico final, afiadiendo un costo y tiempo sustanciales (unos
pocos dias) al proceso de diagndstico.

La inexactitud del analisis inmunohistoquimico cuantitativo tiene su origen en la intensidad de una sefal
inmunohistoquimica, que no es necesariamente proporcional al grado de expresion del antigeno debido a reacciones
de unidén no especificas, asi como a efectos impredecibles de la degeneracion tisular, variaciones en la fijacion
tisular, incrustacion en parafina y recuperacion de epitopos inducidos por calor. La IHC convencional es una
operacién de macroescala, en la que se requieren tiempos de reaccion en el intervalo de 30 minutos a horas para
lograr una exposicion uniforme de los antigenos de superficie a los reactivos bioldgicos y la reproducibilidad del
resultado. Esto se origina a partir de largos tiempos de difusion, la falta de precisién en el control y la dosificacion de
los reactivos, asi como las limitadas velocidades de intercambio de fluidos. Ademas, los largos ensayos y los
tiempos de exposicion de los anticuerpos pueden dar como resultado una adsorcidn significativa y una union no
especifica de los anticuerpos, de manera que la sefal inmunohistoquimica resultante ya no es una funcion lineal de
la concentracion del biomarcador objetivo en el tejido. La puntuacion de estos niveles de expresion de
biomarcadores cualitativos se sometié a menudo a la interpretacion y experiencia del patdlogo.

Sin embargo, si se pudiera asegurar la proporcionalidad entre los niveles de expresion del biomarcador y la sefal
inmunohistoquimica, la sefial inmunohistoquimica sera cuantitativa y la discriminacion entre muestras positivas y
negativas se puede hacer con mucha mayor precision.

De hecho, esta no proporcionalidad entre los antigenos objetivo y la sefial obtenida de un inmunoensayo no solo es
especifica de la inmunohistoquimica diagnéstica o de la inmunohistoquimica en general. Este problema existe en
todas las configuraciones en las que un objetivo inmovilizado esta presente en la superficie y uno o mas reactivos
del detector se unen a este objetivo a una velocidad limitada por la velocidad de difusién de los reactivos del
detector. Estos pueden incluir, pero sin limitacion, inmunocitoquimica, hibridacion de ADN, cuantificacién de ARN,
aptamero y sondas oligoméricas. Ademas, los mecanismos de impedimento estérico también pueden contribuir a
esta no proporcionalidad y comprometen un eventual ensayo cuantitativo.

Requisito para invertir en infraestructura, equipamiento y personal capacitado

Los equipos automatizados de vanguardia tienen algunos otros inconvenientes ademas de los problemas intrinsecos
de la larga duracién del proceso y la precision limitada. Los IHC automatizados comerciales modernos son
voluminosos, se suministran en un banco o se colocan en la parte superior del banco. Por lo tanto, estan lejos de ser
portatiles y de mano. Si bien ser portatil no es un requisito, por ejemplo, para una operacion intraoperatoria, esto
puede aumentar la accesibilidad en lugares remotos en los que falta un entorno de laboratorio o electricidad.

En general, las clinicas con poco presupuesto y las que estan ubicadas en lugares remotos no cuentan con la
infraestructura, el equipo y la experiencia necesarios para poder realizar este tipo de diagnéstico. De hecho, es
extremadamente costoso formar y mantener un laboratorio de este tipo para una clinica de tamafio pequefio, que
requiere una inversion de alrededor de 890. 000 euros (1 millon de CHF) en infraestructura y equipo, y mas de
265000 euros (300000 CHF) por afio para personal capacitado. Por lo tanto, la inversiéon necesaria para formar un
laboratorio que pueda realizar inmunohistoquimica es uno de los principales obstaculos que impiden el acceso de
una gran cantidad de pacientes en todo el mundo a esta tecnologia de diagnéstico.

Un problema importante adicional causado por la estructura actual de un laboratorio dictado por equipos de
vanguardia es el problema de la personalizaciéon, que aparece en particular cuando se usa para nuevos
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descubrimientos de biomarcadores e investigaciones relacionadas. La adaptacion de los equipos de diagnoéstico a
gran escala existentes para su uso con moléculas y biomarcadores recién descubiertos es costosa y consume
mucho tiempo. Esto se origina de la contradiccion entre la flexibilidad requerida en la investigacion y el
descubrimiento y el alcance de la paralelizacion y el rendimiento requerido por un laboratorio de diagndstico central.
Ademas, las instalaciones centrales se resisten a dicha personalizacion porque estan sobrecargadas con el trabajo
de diagnostico actual o dicha personalizacion puede afectar la reproducibilidad posterior. Por lo tanto, las tareas de
investigacion que implican inmunohistoquimica se realizan en general de forma manual. Sin embargo, cuando se
piensa en la gran cantidad de ensayos requeridos para validar los resultados y los requisitos para la reproducibilidad,
el tiempo total necesario para completar dichos estudios puede abarcar unos pocos afos, lo que afecta
significativamente a la investigacion total y a los costos de desarrollo de descubrimiento del biomarcador.

La técnica anterior se puede resumir en 3 secciones diferentes que constituyen (a) dispositivos de laboratorio en un
chip que realizan IHC, (b) procesadores de macro IHC automatizados representados que reducen el tiempo de
proceso y (c) dispositivos de laboratorio en un chip creados para otras aplicaciones con disefios microfluidicos
similares. En este caso, los investigadores resumen estos y ofrecen una comparacion en términos de una figura de
meérito.

Dispositivos de laboratorio en un chip que realizan IHC

Hasta ahora, habia habido algunos enfoques microfluidicos a la IHC para mejorar determinados aspectos de la IHC
convencional, que potencialmente pueden beneficiarse de la disminucion de los tiempos de difusion y la mejora del
control de intercambio fluidico. Algunos de estos tienen como objetivo reducir el tiempo total de analisis y otros
tienen como objetivo realizar IHC multiplex usando multiples canales pequefios paralelos para buscar diferentes
biomarcadores objetivo en ubicaciones desplazadas espacialmente con mayores diluciones de anticuerpos. Sin
embargo, en ninguno de estos estudios hubo una implicacion de que un enfoque microfluidico de como resultado un
aumento en la precision del analisis cuantitativo y una disminucién de los resultados diagndsticos ambiguos
obtenidos por dichos analisis.

El grupo de investigadores ha representado varios dispositivos de laboratorio en un chip disefiados por ingenieria
para IHC para reducir el tiempo de salida. Los investigadores han demostrado un LOC de primera generacion en
PDMS, que permite un analisis relativamente rapido de los tejidos (20 min frente a las 2 h convencionales) [V.
Fernandez-Moreira y col. Analist, no: 135, pp. 42-52, 2010]. Desafortunadamente, este dispositivo mostré una
velocidad de analisis y un area de deteccion limitadas. El sistema no pudo mantener altas presiones, lo que resultd
en un caudal volumétrico operacional maximo de alrededor de 50 nl/s. El engorroso montaje y desmontaje del
sistema (integracion manual) aumenté significativamente el tiempo de analisis y el volumen muerto. Ademas, solo
una parte del corte de tejido podria estar expuesta (menos de un 10 % de la superficie), lo que limita el area de
deteccién de TS.

Mas tarde, los investigadores demostraron un dispositivo de segunda generacion (A. T Ciftlik y col. , Proc. of 14th Int.
Conf. en sistemas miniaturizados para quimica y ciencias de la vida (microTAS '10), pp. 699-701, octubre de 2010)
producido nuevamente en PDMS, aumentando el area y disminuyendo los tiempos de incubacién a 3, 5 minutos. Por
otro lado, este dispositivo sufrid una serie de problemas que comprometen en gran medida la precisidon del analisis
cuantitativo y su comercializaciéon a bajo costo. La baja precision se origina en la reaccion eventual de antigeno-
anticuerpo controlada por difusién que se produce dentro de la camara, lo que también hace que el uso de
fluorescencia resuelta en el tiempo sea indispensable. La estructura de la seccion transversal de la camara y los
canales de microfluidos conectados a ella forman una estructura como se ilustra en la figura 1. En la seccién
transversal, la camara es un rectangulo ancho y poco profundo, y la seccién de tejido forma el lado ancho. Los
canales de microfluidos son tuberias de aproximadamente 50 ym de alto, y estos canales estan conectados a la
camara en los bordes poco profundos en el lado derecho e izquierdo, mas cerca del lado ancho superior, que se
encuentra opuesto a la seccion de tejido. En un disefio de este tipo, cuando se induce un flujo de fluido usando las
entradas y salidas definidas en los lados poco profundos y mas cerca de los bordes anchos superiores, la magnitud
del flujo de fluido es significativa solo alrededor de la superficie superior, mientras que es mucho menor alrededor de
la seccion de tejido. Por lo tanto, el transporte de los reactivos del protocolo IHC a la superficie del tejido aun
depende en gran medida de la lenta difusion de las moléculas desde la superficie superior. Ademas, el disefio
determina que la altura de la camara siempre debe ser mas alta que la altura de los canales de microfluidos, y esta
condicion hace que el papel limitante de la difusidon en el transporte de los anticuerpos sea aun mas significativo.
Este disefio anterior se traduce en una camara que no se puede realizar de menos de 250 ym, lo que aumenta los
tiempos de difusién en un factor de 25, en comparaciéon con una camara de 50 ym de altura (véase el parrafo 0029).
De manera mas sorprendente, el transporte limitado por difusién lenta de los reactivos del protocolo a la superficie
del tejido compromete la proporcionalidad entre la sefal obtenida y el grado de expresion del antigeno en la
superficie del tejido, lo que hace imposible una evaluacién cuantitativa exitosa de la sefial inmunohistoquimica.

El uso de cortos tiempos de incubacion en un sistema de difusion tan limitada (como se describe en el parrafo 0016
y en los documentos citados) solo fue posible cuando se usaron equipos y materiales avanzados de formacion de
imagenes. Debido a estos largos tiempos de difusion, solo una pequefia fraccion de los anticuerpos primarios y
secundarios puede alcanzar la superficie de la seccién del tejido cuando se usan tiempos cortos de incubacion de
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reactivos en el protocolo, y solo fue posible detectar sefhales tan bajas por fluorescencia resuelta en el tiempo. La
fluorescencia resuelta en el tiempo es una técnica de formacion de imagenes avanzada, en la que la excitacion con
fluoréforo y el registro de la emisidn se realizan en periodos de tiempo no superpuestos haciendo uso de anticuerpos
especiales conjugados con marcador de resolucion en el tiempo (lantanidos) que pueden seguir emitiendo mucho
tiempo después de la excitacion. El multiplexado en el tiempo de los procesos de excitacion y emision elimina en
gran medida la sefial de fondo autofluorescente que se origina en el tejido y el material circundante, y hace que se
detecten facilmente cantidades muy pequefias de anticuerpos unidos (primarios y secundarios) en el tejido. Al usar
equipos de formacion de imagenes fluorescentes convencionales y fluoréforos comerciales, no seria posible detectar
esta sefial. Sin embargo, tanto los fluoréforos como el equipo de microscopia para marcadores de resolucion
temporal (lantanidos) son muy caros y no convencionales, y los anticuerpos de diagndstico conjugados no estan
disponibles en el mercado. Como consecuencia, el requisito de microscopia de resolucion temporal constituye otro
obstaculo que impide la implementacion comercial exitosa y de bajo costo de este dispositivo, que, por lo tanto, no
puede funcionar cuando se emplean reactivos de tincion convencionales como fluoréforos y cromogenos.

Ademas de los problemas relacionados con el disefio que se enumeran anteriormente (parrafos 0016-0017 y el
documento citado), también hay una serie de inconvenientes debido al uso de PDMS como material estructural. El
moédulo de PDMS de Young relativamente bajo hace que los canales sean susceptibles a una deformacion
sustancial bajo presiones fluidicas mas altas. Es decir, las caracteristicas de flujo pueden cambiar bajo presiones y
caudales variables de un protocolo. Ademas, en este disefio anterior, el sellado de la seccion de tejido integrada se
realiza usando PDMS que forma las paredes de los microcanales de entrada/salida subyacentes. Nuevamente,
debido al bajo moédulo de PDMS de Young, la fuerza requerida para un mejor sellado del portaobjetos de tejido
puede deformar facilmente estos canales, hasta el punto de que estén bloqueados y el funcionamiento del
dispositivo sea imposible. Estas variaciones en las dimensiones de disefio y los caudales debido a la facil
deformacion de los canales pueden introducir variaciones en la sefial de IHC resultante y, cuando se usan para
diagnostico, pueden comprometer en gran medida la reproducibilidad de los resultados. Ademas, las propiedades
térmicas de PDMS evitan el uso de temperaturas por encima de 70 °C, y PDMS no es quimicamente compatible con
los muchos reactivos, la linea Xileno, que pueden estar involucrados en los protocolos de IHC. Otro inconveniente
de este dispositivo es que solo acepta formas de portaobjetos de seccion de tejido no convencional, lo que
constituye una personalizacién y, por lo tanto, un problema de costo en el problema de comercializacién de esta
estructura como dispositivo de diagndstico.

Para concluir, el sistema descrito en los parrafos 0016-0018 solo mejora el tiempo de protocolo del ensayo
inmunohistoquimico, pero esto a costa del uso de la fluorescencia resuelta en el tiempo, que es un método costoso y
en su mayoria inaccesible en términos de materiales e infraestructura requeridos. Ademas, la minimizacién del
tiempo de ensayo no elimina el transporte de reactivos controlado por difusion a la superficie del tejido, y la
capacidad de realizar el andlisis cuantitativo que se puede hacer con este sistema no difiere de un ajuste
convencional: no es posible cuantificar los biomarcadores de tejido. Por ultimo, pero no menos importante, el bajo
modulo de Young del sistema compromete enormemente la reproducibilidad debido a posibles deformaciones en las
estructuras microfluidicas que forman el sistema.

Otro enfoque presentado en la bibliografia es la llamada plataforma de microfluidos IHC multiplexados (MMIHC) (MS
Kim y col. , Biomaterials, Vol: 32, Iss: 5, pp. 1396-1403, 2011yM. S. Kim y col. PLoS ONE, vol : 5(5): pp. E10441,
2010), que tiene multiples canales pequefios para buscar diferentes marcadores en ubicaciones espacialmente
diferentes. Con un tiempo de respuesta de 90 minutos, el dispositivo ain se encuentra en el intervalo de tiempo de
los procesadores IHC automatizados. Ademas, el dispositivo puede manchar aproximadamente el 1, 5 % del area
TS, lo que es un inconveniente para la generalizacion de la técnica. Aunque los autores han demostrado, para el
caso especifico del cancer de mama, que incluso para esta area pequefia hay aproximadamente un 85 % de
correlacion con un TS totalmente tefiido, que no se puede lograr una correlacion suficiente. También es un trabajo
engorroso realizar este estudio de correlacion para cada caso diferente. Por otro lado, los autores han demostrado
que pueden disminuir las concentraciones de anticuerpos primarios en un factor 10, que es un paso importante para
reducir el consumo de anticuerpos costosos.

Procesadores IHC macroautomatizados comerciales que reducen el tiempo de proceso

Como se introdujo anteriormente, el Unico procesador en el mercado con un tiempo de proceso IHC bajo es el
sistema "onda"(PCT/US2006/015020 y el documento WO/2006/116037). Esta tecnologia se basa en un fenémeno,
llamado mecanismo de "onda", y emplea el movimiento articulado "ondulado" de dos portaobjetos adyacentes, uno
de los cuales lleva el corte de tejido (Celerus Diagnostics). Puede reducir el periodo de tincién de los portaobjetos
crio-fijados hasta 15 minutos y, por lo tanto, puede llamarse intraoperatorio. Por otro lado, estos 15 minutos no
incluyen la fijacion, la observacion y el tiempo de formaciéon de imagenes, en los que, por una decision, pueden
necesitar al menos unos 15 minutos mas, lo que excede la condicion intraoperatoria.

Dispositivos de laboratorio en un chip creados para otras aplicaciones con diseifios de microfluidos
similares

Los dispositivos basados en orificios verticales que aceptan portaobjetos con muestras inmovilizadas se pueden
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encontrar en la bibliografia. Mcneely y col. (PCT/US2002/07113 y el documento WO/2002/072264) introdujo un
dispositivo de este tipo creado para el procesamiento de micromatrices de ADN. En lugar de una camara de area
amplia como es necesario en IHC, este dispositivo de procesamiento de micromatrices de ADN tiene multiples
orificios verticales y una red de canales de microfluidos para suministrar reactivos a cada punto pequefio en el que
existe un elemento de la micromatriz de ADN. También se presentd un dispositivo similar llamado "sonda
microfluidica” (A. Queval y col. Lab Chip, vol: 10, pp. 326-334, 2010y los documentos de patente
PCT/IB2010/052018 y WO/2010/128483) en el que los orificios de microfluidos verticales estan dispuestos dentro de
un punto muy pequefio (100 um en diagonal) para tefir determinados puntos en un tejido o0 monocapa celular, en el
que este cabezal de la sonda se puede mover espacialmente. En otra patente de Delamarche y col.
(PCT/IB2003/005350y el documento WO/2004/050246) se ha introducido un dispositivo para hacer fluir un liquido
sobre una superficie, donde se usan orificios verticales y un espaciador para formar una camara en la superficie.

También estan presentes la hibridacién de ADN adicional (documento US/2006/0003440) y los dispositivos de
secuenciacion (PCT/US2010/047392 y el documento WO/2011/026136) realizados con técnicas similares, que
también consisten en orificios verticales que se conectan a canales de microfluidos con ADN inmovilizado. Adey
(PCT/US02/24616 y el documento WO/2003/015922) ha descrito otro dispositivo que tiene una camara de bajo
volumen para el procesamiento de ADN y ARN con una membrana flexible de desviacion para cambiar la altura de la
camara dependiendo de la aplicaciéon. Kim y col. (PCT/US2008/074865 y el documento WO/2009/029845) también
describen un dispositivo para microfluidos de area amplia, que tiene un orificio de entrada semicircular y una
distribucion uniforme de orificios de salida de forma triangular.

Entre los estudios con orificios de microfluidos verticales, no se ha representado un dispositivo de distribucion de
reactivos de area amplia y uniforme que funcione en tiempos muy cortos con resistividad a alta presién. En ninguno
de los dispositivos y estudios anteriores, hubo una implicacién de que un enfoque microfluidico da como resultado
un aumento en la precision del andlisis cuantitativo de objetivos inmovilizados y una disminucion de los resultados
ambiguos obtenidos por dichos analisis. Ademas, los procesadores IHC de laboratorio en un chip, ya sean
semimanuales, como en el caso de MMIHC en el que solo se realiza la incubacion de anticuerpos primarios en un
chip, pueden teiir solo una proporcién del TS o tienen altos costos de reactivos.

Descripcion de la invencion
La invencion se refiere a un dispositivo y a un proceso como se define en las reivindicaciones.

Se refiere en particular a un procesador de tejidos microfluidico (MTP) para la deteccion precisa de biomarcadores
en inmunohistoquimica clinica. Se forma una camara de gran area (256 mm?) y poco profunda (<100 ym) al sujetar
un portaobjetos de microscopio convencional que lleva un corte de tejido de cancer de mama con una estructura
micromecanizada de vidrio/silicio, que incorpora orificios de acceso para una exposicion rapida y uniforme del corte
de tejido a los biorreactivos de inmunoensayo. Los patrones de flujo microfluidico combinados con la pequefia
longitud de difusidn vertical en la camara poco profunda permiten usar tiempos de incubacion de biorreactivos tan
cortos como 2 min. Esto permitié un analisis cuantitativo preciso al preservar la proporcionalidad entre la cantidad
objetivo de superficie y la sefial resultante.

Disefio de dispositivos microfluidicos

El montaje rapido de los portaobjetos de tejido (TS), que son simplemente portaobjetos de microscopio convencional
con secciones de tejido inmovilizadas, en los canales de microfluidos es muy importante, ya que el tiempo total del
ensayo es un parametro critico. Ademas del montaje rapido, los investigadores concibieron un sistema en el que
necesitaron cambiar solo el TS, mientras que otros aspectos (el circuito de microfluidos) se mantienen sin cambios.
La figura 2 muestra la representacion en seccion transversal del dispositivo que tiene orificios de acceso de
microfluidos ubicados (a) a lo largo de los bordes de la camara de tejido para la entrada y salida de flujo, y (b) en el
centro de la camara para la entrada de flujo y en los bordes de la camara para la salida de flujo. El dispositivo tiene
canales de microfluidos laterales para guiar y preacondicionar el fluido para su entrega al TS, usando una capa
superior de microfluidos y orificios de acceso de microfluidos verticales para acceder a la camara delgada, que se
forma al sellar el TS a la parte del dispositivo del canal de microfluidos usando una junta térica.

A diferencia de los sistemas anteriormente representados, a los que se accede directamente a la camara desde los
lados (véase los parrafos 0016-0019), estos canales de microfluidos estan conectados a la camara de tejidos
mediante orificios de acceso de microfluidos verticales. Esta disposicion permite el ajuste de los parametros del
canal de microfluidos de la capa superior (espesor, estructura, capacidades de retencién de presion, etc. ),
independientemente de la formacién y la estructura de la camara del tejido. Dado que la capacidad de retencion de
presion de la camara de tejido también es determinante para el tiempo de ensayo, el sellado de la cdmara de
microfluidos con el TS es muy critico. En este caso, el sellado se realiz6 mediante una junta térica personalizada
usando moldeo de polidimetilsiloxano (PDMS). Con este disefio, la fuerza de sellado aplicada solo afecta el espesor
de la camara y la capacidad de retencion de presion de la propia camara, y este mecanismo de sellado se desacopla
mecanicamente del resto del sistema microfluidico.
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Ademas, este disefio permite que la altura de la camara sea mucho menor que los sistemas anteriores (véase los
parrafos 0016-0019). En particular, la altura de la camara de tejido solo se determina mediante la seleccion del
espesor de la junta térica con respecto a la muesca de la junta térica y también la fuerza de sellado aplicada al TS.
De hecho, el espesor de la camara es un parametro critico, ya que afecta directamente el tiempo de incubacion de
los reactivos usados en el proceso de IHC, que esta dictado por la difusion lenta de las moléculas de anticuerpo
relativamente grandes. Cuando el dispositivo se integra con el TS, se forma una camara de tejido que tiene un
espesor entre 50 ym y 100 um. Para los anticuerpos de uso comun como las moléculas de IgG antihumana de ratén,
los investigadores han calculado que un tiempo de incubaciéon de 1 minuto requiere una altura de camara inferior a
100 um. Por otra parte, es posible reducir la altura de la camara por debajo de 50 um, pero potencialmente puede
generar un desprendimiento del tejido del TS durante los ciclos de llenado y lavado a alta presién y aumentar las
duraciones de flujo total.

La capacidad de formar dichas camaras de fluido poco profundas es clave para cambiar el mecanismo de transporte
principal de la difusién a la adveccion. Modificar el mecanismo de transporte dominante de los reactivos en la
camara es clave para evitar las reacciones controladas por difusiéon, que comprometen la tincion proporcional de los
objetivos inmovilizados y hacen que los analisis cuantitativos sean inexactos. No solo una altura minima de la
camara, sino también el disefio del orificio de acceso de microfluidos contribuye a una cuantificacion precisa,
dirigiendo el flujo de fluido a la superficie del TS integrado como se muestra en la figura 2. Dicha direccién del flujo
de fluido permite el transporte mediado por adveccion de los reactivos a la superficie del tejido y permite que se
produzcan reacciones inmunohistoquimicas en el régimen controlado por reaccion.

Con el fin de aumentar el area de tincion disponible del dispositivo al 100 %, se debe realizar una gran camara con
dimensiones de 16 mm por 16 mm. Una distribucion uniforme de fluido dentro de dicha camara es critica para
entregar una cantidad igual de reactivo y soluciones de lavado por unidad de tiempo a cada parte del tejido. Por lo
tanto, los investigadores adoptaron una estructura de red de canal de microfluidos distribuida, que iguala el flujo en
toda la camara. La figura 3 muestra una vista desde arriba del canal de red distribuido realizado en la capa superior
y también la disposicion de los orificios de acceso de microfluidos. La disposicién de los orificios de acceso de
microfluidos tiene como objetivo realizar una distribucion uniforme de los reactivos dentro de la camara. Por otro
lado, la estructura de la red de canales de microfluidos distribuidos garantiza la entrega equitativa de reactivos en
toda la camara de tejido. En principio, se puede aumentar el area de la camara a 25 mm por 50 mm
redimensionando la camara, los canales de microfluidos y la disposicion de los orificios en consecuencia.

La figura 4 muestra simulaciones del método de elementos finitos (FEM) de la conveccion en la camara de tejido con
canales de red distribuidos para un caudal de 10 pl/s para una altura de camara de 50 um (COMSOL® Multiphysics).
Esta simulacion sugiere que después de 2, 5 s de lavado con tampédn, la concentracién alcanzada del reactivo
anterior es solo 1072 de su concentracion inicial en el peor de los casos. Por lo tanto, los investigadores no esperan
ubicaciones de superficie muerta que necesiten tiempos de lavado y llenado superiores en orden de magnitud. El
canal de red distribuido funciona de manera efectiva, como lo indican las simulaciones de FEM en la figura 4 solo si
se combina con una camara de tejido que sea lo suficientemente delgada como para ser considerada como
bidimensional. Si bien los trabajos anteriores mostraron estructuras de red de canal de microfluidos similares (véase
los parrafos 0016-0019 y la figura 1), su estructura de seccion transversal impidié el suministro de reactivo
directamente a la superficie TS por adveccion. Es decir, los reactivos se entregaron en la parte superior de la camara
opuesta a la ubicacién de la superficie del tejido, y el transporte de los reactivos a la superficie del tejido estuvo
completamente dominado por la difusién. En contraste, el presente dispositivo, que tiene una camara de tejido
desacoplada mecanicamente y una red de canales de microfluidos conectada a la camara a través de orificios de
acceso microfluidico, demuestra todas las ventajas del transporte advectivo simulado (véase los parrafos 0037-0038
y la figura 8).

La seccion transversal del dispositivo integrado se muestra en la figura 5, en la que el sistema se compone de un
adaptador macromecanizado para una facil integracion y el chip micromecanizado para microfluidos y tinciéon de
tejidos. El dispositivo microfluidico esta integrado permanentemente con la parte del adaptador, mientras que solo
los TS se ensamblan y desmontan entre los andlisis. Esta configuracion es necesaria para acceder al dispositivo de
microfluidos con adaptadores fluidicos comerciales convencionales. Ademas, dicha integracion de la tuberia externa
permite la utilizacion de presiones de fluidos de mas de 20. 000 kpa (200 bar).

Un sistema que pueda realizar un tratamiento secuencial sin contaminacion cruzada entre los reactivos es muy
importante para realizar protocolos de tincién biomédicos de manera confiable. En el caso de los investigadores, se
necesitan ensayos de IHC con 3 reactivos para cada objetivo. Para este fin, se ha realizado una calle de entrada de
microfluidos en la estructura del adaptador, que puede combinar valvulas de retencion de una sola direccion
disponibles en el mercado. Estas valvulas de retencion son vitales para evitar la contaminacion cruzada, asi como
para bloquear el sistema de fluido externo durante el montaje y desmontaje del TS. Durante la operacion, se aplica
presion a la jeringa del reactivo requerido, que abre la valvula de retencion correspondiente y libera liquido dentro de
la camara de tejido, mientras que las otras jeringas se mantienen sin presion, por lo tanto, selladas de la camara de
tejido. Dicha integracion también mejora el rendimiento, ya que los investigadores evitan que se vuelva a llenar el
gran volumen muerto del sistema microfluidico externo en cada reemplazo. Por otro lado, si se realiza la integracion
de valvulas de retencidén miniaturizadas en el dispositivo, los volimenes muertos y los tiempos de flujo se pueden
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reducir mas.
Microfabricacion

En la presente invencion, los dispositivos microfluidicos se fabrican mediante grabado en iones reactivos profundo
de multiples etapas (DRIE) de zanjas microfluidicas y su posterior unidon con una oblea de Pyrex recubierta con
Parylene-C como se ilustra en la figura 6 para lograr mayor precision y presiones de rotura. 1) Se tomdé como
comienzo una oblea de silicona de 10, 16 cm (4 pulgadas) con 2, 5 ym de éxido humedo. 2) Luego se hizo girar 5
um de la fotoresistencia AZ9260, se expuso con la mascara DNC y se desarrollé para formar los canales. El 6xido
debajo se grabo con RIE (Alcatel 601E). 3) Se quitd la resistencia y se realizé una etapa de litografia adicional
usando una fotoresistencia AZ9260 de 5 um (MicroChemicals GmbH, Alemania) y una mascara de camara. Después
de la litografia, la cara frontal esta grabada en DRIE (Alcatel 601E) en dos etapas. Se trataba de formar canales y
camaras a diferentes alturas. Primero, la camara se grabd a una profundidad de 100 um vy la resistencia se retir6. 4)
Después de la retirada de la resistencia, los canales se grabaron a través de la mascara dura modelada en la
primera etapa. La profundidad de grabado ha variado entre 50 y 200 ym dependiendo del disefio. 5) Mas tarde, esta
oblea se une a una oblea de Pyrex recubierta con Parylene de 2 ym mediante un procedimiento de union de
Parylene-C de baja tension. Tenga en cuenta que la unién anddica también se puede usar en esta etapa, pero esto
puede inducir una mayor tension y grietas. 6) Después de la union, se aplicé una etapa de litografia adicional a la
pila unida desde el lado de silicio con una resistencia AZ9260 de 8 ym de espesor. Mas tarde, se realiza una etapa
mas de DRIE hasta que se alcanza la camara, que también se usé para generar muescas para la fijacion de la junta
térica. Finalmente, la resistencia se retira. La fabricacion se finaliza cortando la oblea. La figura 7(a) muestra los
canales de microfluidos en la capa superior del dispositivo después de la fabricacion y el corte. La figura 7 (b)
muestra los orificios de acceso de microfluidos junto con la muesca en la que se coloca la junta térica, ubicada en el
lado inferior del dispositivo.

Los materiales usados y la técnica de microfabricacion en la presente invencién eliminan inconvenientes previos
debido al uso de PDMS. Si ySiO2 tienen un médulo de Young mucho mas alto que el PDMS, lo que hace que los
canales de microfluidos sean resistentes a la deformacién bajo presiones fluidicas mas altas, y permiten la aplicacion
de presiones fluidas de hasta 16 MPa (A. T. Ciftlik y col. Lab Chip, vol: 12 pp. 396 -400). Cuando se comparan, los
sistemas creados con PDMS estan limitados a presiones de alrededor de 0, 7 MPa (M. A. Eddings t col. J.
Micromech. Microeng. , 18, pp. 067001). Por lo tanto, en el disefio de los investigadores, las caracteristicas de flujo
seran estables, incluso bajo presiones y caudales mucho mas altos, lo que podria estar involucrado en un protocolo
IHC. Ademas, gracias a la alta rigidez de los materiales usados y al desacoplamiento mecanico explicado
anteriormente (véase el parrafo 0028), la fuerza requerida para un mejor sellado del portaobjetos de tejido no
impone ninguna restriccion, y los canales de microfluidos permanecen intactos. Por lo tanto, las variaciones en las
dimensiones de disefio y los caudales debidos a la deformacién de los canales siguen siendo insignificantes. Por lo
tanto, es posible una aplicacion de protocolo precisa, y cuando se usa para el diagnéstico, esta precision garantiza la
reproducibilidad. Ademas, el presente dispositivo puede funcionar hasta 200 °C y es mucho mas robusto en términos
de compatibilidad quimica con los reactivos que pueden estar involucrados en los protocolos de IHC. Ademas
acepta las formas de portaobjetos de seccion de tejido convencional, que no requieren ninguna personalizacion, y la
comercializacion de esta estructura como dispositivo de diagnéstico es sencilla con los patrones usados en la
practica clinica. La figura 7 (c) muestra la incorporacién de un patrén TS en el sistema integrado, y la figura 7
(d)muestra el sistema integrado con la camara de tejido formada.

Rendimiento del dispositivo y resultados clinicos
Concentracion del tiempo de respuesta y caracterizacion de la uniformidad

La concentracion se caracterizd mediante el analisis de los perfiles de intensidad de la camara de tejido a partir de
las imagenes obtenidas mediante el software de fuente abierta Imaged. Para el andlisis, los videos con 5 cuadros
por segundo se convierten a escala de grises. Primero, la intensidad de concentracion maxima (MxCI) se encontro
experimentalmente calculando la intensidad media en toda la camara durante un largo tiempo (100 s min) con un
caudal de 40 pl/s. De manera similar, la intensidad de concentracion minima (MnClI) se encontré experimentalmente
después de hacer fluir una solucién tampén PBS. Estos dos valores se usan para normalizar la intensidad registrada
en los experimentos y los valores normalizados se usan como concentracion de reactivo, C, que varia de 0 a 1. Mas
tarde, los investigadores aplicaron las soluciones de reactivo y tampoén aplicadas en forma de onda cuadrada con un
periodo de 16 s y un ciclo de trabajo del 50 %, pero con un cambio de fase de 180°. A partir de los videos
resultantes, se estudio el tiempo de respuesta de los cambios de concentracién en diferentes regiones de la camara
de tejido, asi como el comportamiento promedio. Las curvas de tiempo de respuesta generadas se usan para
evaluar el posible rendimiento de tiempo del dispositivo de los investigadores. Por lo tanto, los investigadores usaron
el ajuste de linea recta en las graficas logaritmicas de C y 1-C. Estos ajustes dan un rendimiento de llenado y lavado
en términos de décadas por segundo (dec/s), un indicador para calcular los tiempos de lavado y llenado requeridos
para una pureza dada de llenado/lavado. Por otro lado, la uniformidad de la concentracién en toda la camara de
tejido se calculd dividiendo la desviacion estandar del histograma de pixeles del area de tincion del tejido a la
profundidad de pixeles de la camara en el instante de llenado y lavado completo.
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Las graficas de las medidas de tiempo de respuesta y uniformidad se dan en la figura 8. La figura 8 (c) muestra la
respuesta de concentracion de diferentes regiones de la camara de tejido ubicadas alrededor de la entrada, el medio
y la salida de la camara, segun se indica. Si bien hay un desfase evidente en la respuesta de concentracion entre la
entrada y la salida, el tiempo total de aplicacién del reactivo es el mismo. Esto es bastante critico para la
reproducibilidad de los resultados, ya que la exposicion prolongada o corta de determinadas regiones del tejido a los
anticuerpos y la tincién puede dar lugar a niveles falsos de expresion del objetivo. Los investigadores también han
observado que la intensidad media en toda la camara es muy cercana a las mediciones en el centro de la camara.
Por lo tanto, para situaciones en las que se necesita un alto aumento 6ptico de una parte particular del corte de
tejido, se puede usar el centro de la camara, ya que el resto de la misma no se puede monitorear de todos modos.
Las graficas logaritmicas de C y 1-C, calculadas promediando la camara de tejido completa se dan en la figura 8 (a)
y (b), en las que se muestra la media de las mejores pendientes del ajuste lineal para los ciclos de lavado y llenado.
Se observa un rendimiento de llenado de -0, 40 dec/s, lo que significa que se necesitan 5 s de llenado para alcanzar
el 99 % de la concentracién de reactivo en el interior de la jeringa. De manera similar, el rendimiento de lavado fue
de -0, 32 dec/s, lo que indica que 7 s de tampon fueron suficientes para disminuir la concentracion por debajo del 1
% del valor inicial. Los investigadores pensaron que la discrepancia entre los dos se debe a la difusion de las
moléculas, lo que favorece el ciclo de llenado pero compromete el lavado. La figura 8 (d) muestra el histograma de
pixeles de la camara en estados llenos, lo que demuestra una falta de uniformidad de concentracion del 2 % en toda
la camara después de 5 s de llenado.

Optimizaciéon del tiempo de incubacion para la deteccién proporcional de biomarcadores en un tejido
canceroso

Habiendo demostrado la respuesta temporal de la camara de microfluidos, los investigadores recurrieron al analisis
de biomarcadores de diagnéstico en tejidos de cancer de mama humano. Sobre la base del analisis anterior, se
debe desarrollar un protocolo secuencial, asi como un tiempo de incubacion 6ptimo que genere imagenes de
fluorescencia con una relacién senal/fondo (SBR) reproduciblemente alta en casos positivos. En este estudio de
optimizacion, los investigadores usaron 7 cortes de tejido HER2/neu positivo con expresion fuerte, que se cortaron
adyacentemente de la misma muestra de tumorectomia, para diferentes tiempos de incubacion (tinc) de los
anticuerpos primarios y secundarios para establecer las condiciones de incubacion, y el tiempo de incubacion se ha
variado logaritmicamente, tomando 2" minutos de incubacion con n = -2, -1, 0, 1, 2, 3 y 4 para evaluar el efecto del
tiempo de incubacion en la sefal resultante de 15 segundos a 16 minutos. Esto se hace junto con el disefio del
dispositivo que sugiere una duracién de difusion de 1 minuto desde el centro hasta la superficie del corte del tejido
después del llenado y el conjunto anterior de tiempos de incubacién constituye casos distribuidos logaritmicamente
en torno al valor tedrico.

La figura 9 muestra la optimizacién del tiempo de protocolo. (a) intensidad de fluorescencia obtenida para cortes de
tejido HER2/neu positivo que se cortaron adyacentemente de la misma muestra de tumorectomia, para diferentes
tiempos de incubacion (tinc) de los anticuerpos primarios y secundarios. (b) relacion sefial/fondo (SBR) con respecto
al tiempo de incubacion, obtenida al tomar la relacion de la sefal y los valores de fondo de (a). La mayor parte de la
SBR se desarrolla linealmente durante los primeros 2 minutos de la incubacién, lo que sugiere que las
inmunorreacciones se encuentran en el régimen cinético en esta escala de tiempo. (c) velocidad de cambio de SBR
por tiempo de incubacién adicional. La velocidad es maxima en tinc= 2 y comienza a disminuir cuando los cortes de
tejido se sometieron a tiempos de incubacion mas largos. (d) estudio del coeficiente de variacion (CV) en el nivel de
valor de la sefial calculado para diferentes regiones en el mismo corte de tejido que expresa el antigeno objetivo. Se
observa una uniformidad de sefal reproducible con un coeficiente de variacién (CV) de alrededor del 2 % para los
tiempos de incubacion (tinc) entre 2 y 8 minutos.

Después de la preparacion del tejido y la recuperacion del antigeno, los protocolos que se muestran en la tabla 1se
aplican a los cortes de tejido, en los que los tiempos de llenado del reactivo y de lavado con tampoén se
seleccionaron como 5 s y 7 s, respectivamente. Siguiendo el protocolo aplicado en el MTP, se extraen los
portaobjetos de los microscopios, los cubreobjetos y la adquisicion de imagenes se ha realizado con un microscopio
de barrido fluorescente. Mas tarde, estas imagenes se usan para obtener los valores de la sefial tomando el
promedio de la intensidad de fluorescencia sobre los pixeles de la imagen que corresponden a las regiones que
expresan HER2/neu ubicadas en la membrana celular de las células cancerosas. De manera similar, los valores de
fondo se obtienen promediando la intensidad de fluorescencia sobre el resto de los pixeles (figura 9 (a). La grafica
de SBR calculada para cada tiempo de incubacion como se muestra en la figura 9 (c), en la que se puede ver que
incluso para el protocolo con n = -2, |la sefal es detectable y el SBR solo mejora de 1, 2 a 1, 90, cuando se aumenta
el tiempo de incubacion 64 veces para el caso HER2/neu. La mayor parte del SBR se desarrolla linealmente durante
los primeros 2 minutos de la incubacion, lo que sugiere que las inmunorreacciones se encuentran en el régimen
cinético (reaccion controlada) en esta escala de tiempo, y luego se controlan por difusién. Los investigadores
también han estudiado el coeficiente de variacion (CV) en el nivel de valor de sefal calculado para diferentes
regiones en el mismo corte de tejido que expresa el antigeno objetivo. Se observa una uniformidad de sefal
reproducible y, aunque disminuye con el tiempo, la CV se estabiliza después den = 1(Figura 9 (d)).

Los investigadores han elegido el protocolo con n = 1(2 minutos de tiempo de incubacion) como protocolo eventual
para usar en el estudio clinico de los investigadores. La razon principal es que paran < 1, se considera que las
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inmunorreacciones se encuentran en el régimen cinético y, por lo tanto, las incubaciones en esta escala de tiempo
daran como resultado sefiales de fluorescencia linealmente proporcionales a la cantidad de antigeno expresado en
los cortes de tejido. A continuacion, la velocidad de aumento de SBR es maxima hasta n = 1y comienza a disminuir
cuando los cortes de tejido se sometieron a tiempos de incubaciéon mas largos y, por lo tanto, el SBR por tiempo de
incubacién se mantiene al maximo cuando se usan = 1. (Figura 9 (c)). Los investigadores pueden concluir que el
protocolo conn=1es el 6ptimo, ya que es aquel en el que las inmunorreacciones se encuentran en el régimen
cinético con la maxima ganancia de SBR y también la CV minima alcanzable en el nivel de la sefial. Eso se traduce
inmediatamente en 4% minutos de tiempo total de protocolo.

Para realizar una comparaciéon técnica cuantitativa del rendimiento con las técnicas anteriores de IHC, los
investigadores disefiaron una figura de mérito, que se define como el area tefida por volumen de reactivo, tiempo de
analisis y costo del reactivo. La tabla 4tabula los resultados, lo que indica una mejora de casi 100 veces en el tiempo
y una mejora general de 1000 veces con respecto a las técnicas convencionales.

En un intento por disminuir el tiempo total gastado por objetivo, los investigares también se han cuestionado la
viabilidad de un protocolo multiplex. Las mezclas de anticuerpos primarios y anticuerpos secundarios se usan para
dirigir a mas de un receptor, lo que a su vez disminuye el tiempo total por objetivo en el ensayo IHC. La tabla 2
muestra el momento de dicho protocolo, que se aplica a nuestros cortes de tejido de cancer de mama. Si bien tiene
el mismo tiempo total, el tiempo por objetivo se ha reducido a la mitad del protocolo no multiplexado. La figura 10
muestra un ejemplo de deteccién de fluorescencia multiple de biomarcadores de cancer de mama receptor del factor
de crecimiento epidérmico humano (HER2/neu) y receptor de estrogeno (ER) usando inmunohistoquimica con el
sistema de los investigadores. Deteccion de fluorescencia multiple de biomarcadores de cancer de mama receptor
del factor de crecimiento epidérmico (HER2/neu) y receptor de estrégeno (ER) usando inmunohistoquimica con
procesador de tejido microfluidico. La deteccidn se realizd con el protocolo optimizado con un tiempo de incubacion
de 2 minutos (n = 1) y usando una mezcla de anticuerpos primarios y secundarios dirigidos contra los antigenos
respectivos. (a)el canal azul significa contratincion nuclear conjugada con DAPI y ayuda a visualizar el nucleo de las
células. (b)HER2 /neu se detectd con anticuerpo monoclonal de conejo antihumano primario y se visualizé con el
anticuerpo secundario de IgG policlonal de cabra anticonejo marcado con Alexa-Fluor 594, representado en este
caso en el canal rojo. (c)el receptor de estrogeno (ER) se detectdé con un anticuerpo monoclonal de ratén
antihumano primario (Clon 6F11) y se visualizé con el anticuerpo secundario de IgG policlonal de cabra antiratén
conjugado con Alexa-Fluor 647, representado en este caso con el canal verde. (d)muestra tres canales juntos. El
ancho de las imagenes corresponde a 600 um y se obtiene al coser 6 por 6 imagenes de alta resolucion usando un
microscopio de barrido fluorescente.

Estudios clinicos

Con el fin de probar el sistema MTP desarrollado en un entorno real, los investigadores han realizado una serie de
reacciones inmunohistoquimicas en un conjunto de 76 carcinomas de mama ductales invasivos recuperados de los
archivos del instituto de patologia. Después de establecer las condiciones experimentales Optimas para
lainmunohistoquimicaHER2/neu en MTP, con tiempos de incubacién para anticuerpos primarios y secundarios de 2
min (n = 1), los investigadores aplicaron su protocolo a los 76 carcinomas de mama ductales invasivos. La
comparacion de los resultados de diagnostico entre IHC convencional y MTP-IHC se muestra en la figura 11. MTP-
IHC produce un 90 % menos de resultados ambiguos en comparacion con IHC convencional, y predice con precision
los resultados de la amplificacion de ISH. La tabla incluida muestra la correlaciéon cruzada de las puntuaciones de
IHC y MTP-IHC convencionales para los 76 casos estudiados. Usando la técnica MTP-IHC, los investigadores no
han producido un solo resultado falso positivo o falso negativo para los casos de puntuacion (0) y (+) y los casos de
puntuacion (+++), respectivamente. Mas importante aun, el nimero de casos de puntuacién ambiguos (++) se redujo
significativamente, de 27 casos a 3 casos (una reduccion de casi el 90 %). 24 de los casos ambiguos de puntuacion
(++) que fueron diagnosticados por la IHC clasica fueron puntuados (0)/+ o (+++) por la MTP-IHC, y en cada uno de
estos 24 casos, la asignacion correspondié al estado de amplificacion génica. Un caso que inicialmente habia sido
diagnosticado como caso (+++) fue reasignado a una puntuacién (++). Por lo tanto, el resultado diagndstico de
HER2/neu se predice con mayor precision cuando se usa MTP-IHC representada en lugar de IHC convencional.

Areas alternativas y prolongadas de uso

La operacion fluidica de la presente invencion no solo se limita a la generacion de un flujo impulsado por presion.
Las etapas inventivas del presente dispositivo (reduccion simultanea del tiempo de incubacién, mantenimiento de las
reacciones del protocolo en el régimen cinético, lo que lleva a la proporcionalidad demostrada entre la sefial de
lectura resultante y la cantidad de antigeno objetivo, y una alta uniformidad gracias al rapido y uniforme intercambio
de fluidos) también se aplican cuando el flujo de fluido es inducido por otros mecanismos de actuacion, que incluyen,
pero no se limitan a, el flujo electrocinético o el flujo inducido térmicamente. Por ejemplo, existen otras invenciones
que emplean flujo electrocinético o inducido térmicamente (documentos WO/2011/102801 y EP 1974 814), sin
embargo, en estos documentos, la etapa inventiva se encuentra en determinadas disposiciones (o disefios, formas,
etc. ) de electrodos especificos que inducen el flujo en si. Dichas reivindicaciones anteriores, por lo tanto, no pueden
limitar el uso de la presente invencion cuando se combinan con otras técnicas para inducir el flujo de fluido dentro de
dichos microcanales y dicha camara de tejido.
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De manera similar, las etapas inventivas del presente dispositivo también se aplican cuando un sistema de control
de temperatura, no limitado a, pero preferentemente realizado por electrodos y sensores integrados (metal o
polimero) y/o al entrar en contacto con un elemento precalentado, se combina dentro del dispositivo microfluidico y
el sistema integrado descritos en la presente invencion. Por ejemplo, existen otras invenciones que emplean
sistemas de control de temperatura integrados y/o afadidos (documento US/2005/009101) en un sistema
microfluidico, sin embargo, en estos documentos, la etapa inventiva se basa en determinadas caracteristicas, disefio
y/o forma de los elementos de calefaccion y deteccidn de los que se compone el sistema de control de temperatura.
Dichas reivindicaciones anteriores, por lo tanto, no limitan el uso de la presente invencién cuando se combinan con
una técnica para realizar el control de la temperatura dentro de dichos microcanales y dicha camara de tejido.

Una aplicacién de ejemplo que requiere control de temperatura es el procesamiento directo de las secciones de
tejido incluidas en parafina y fijadas con formalina (FFPE). El procesamiento de las secciones de tejido FFPE
requiere la eliminacién de cera de parafina (desparafinado), la rehidratacion y las etapas de recuperacion de
antigeno que se deben realizar en el chip. De hecho, esto es posible si se pueden fabricar microcalentadores
(electrodos) en el dispositivo, ya que el procedimiento de recuperacion de antigenos generalmente necesita calentar
los tejidos a alrededor de 95 °C. Los investigadores pueden estimar el tiempo requerido para realizar este
preprocesamiento de muestras en chip en funcion del tiempo conocido requerido para el protocolo de tincion. La
tabla 3 resume un protocolo de recuperacion de antigeno y desparafinado en el chip, lo que sugiere que dicho
preprocesamiento es factible en un periodo adicional de 5 minutos. Por lo tanto, junto con los 2, 5 minutos
requeridos para la tincion, el dispositivo tiene el potencial de realizar el procesamiento completo de las secciones de
tejido FFPE en 7, 5 minutos, mientras que el procesamiento completo mas rapido hasta ahora informado es el
mecanismo de "onda" (PCT/US2006/015020 y el documento WO/2006/116037), teniendo un tiempo de protocolo de
70 minutos.

De manera similar, las etapas inventivas del presente dispositivo también se aplican cuando un sistema de
formacion de imagenes (no limitado a, pero preferentemente, incluye detectores de luz o fuentes, o un conjunto de
detectores de luz, que pueden fabricarse usando tecnologia de microelectronica de silicio) para la formacion de
imagenes de entidades inmovilizadas dentro de la camara se combina con el dispositivo microfluidico y el sistema
integrado descrito en la presente invencion. Por ejemplo, existen otras invenciones que emplean dichos sistemas de
formacion de imagenes (documento WO/2010/148252) en un contexto microfluidico, sin embargo, en estos
documentos, la etapa inventiva se basa en determinadas caracteristicas, disefio y/o forma de estos elementos y/o
estructuras de los que se componen los sistemas de formacion de imagenes. Dichas reivindicaciones anteriores, por
lo tanto, no limitan el uso de la presente invencién en combinacién con una técnica para integrar un sistema de
formacion de imagenes dentro de los microcanales y la camara de tejido.

De manera similar, las etapas inventivas del presente dispositivo también se aplican cuando los componentes
opticos (no limitados a, pero preferentemente, incluyen lentes, objetivos, conjuntos de microlentes, polarizacion y/o
filtros de luz fluorescente, ubicados frente a detectores de luz y fuentes o un conjunto de estos detectores de luz y
fuentes) se combinan con el dispositivo microfluidico y el sistema integrado descritos en la presente invencion. Por
ejemplo, existen muchas otras invenciones que emplean dichos elementos 6pticos (documento WO/2010/148252)
en un contexto microfluidico, sin embargo, en estos documentos, la etapa inventiva se basa en determinadas
caracteristicas, disefio y/o forma de estos elementos y/o estructuras de los que se componen los sistemas 6pticos.
Dichas reivindicaciones anteriores, por lo tanto, no limitan el uso de la presente invenciéon en combinaciéon con una
técnica para integrar elementos Opticos dentro de los microcanales y la camara de tejido.

El dispositivo descrito en la presente invencion demostré ser util para la deteccion inmunohistoquimica de
biomarcadores de cancer, con un poder discriminativo muy mejorado en términos del resultado diagndstico (segun lo
confirmado por la amplificacion de genes) en comparacion con la inmunohistoquimica convencional (Figura 11). Esto
se explica por el tiempo de incubacion significativamente mas corto, lo que permite beneficiarse de la
proporcionalidad que gobierna los primeros minutos iniciales de incubacioén, en los que los anticuerpos se unen a
antigenos de una manera altamente proporcional, con una velocidad de unién constante como funcién directa de las
concentraciones de anticuerpos y antigenos. Por lo tanto, la aplicacién de la presente invencion no se limita a IHC,
sino que se puede usar para cualquier reaccion de superficie que pueda ajustarse para funcionar en el régimen
cinético proporcional para lograr una reaccién que sea linealmente proporcional al alcance de los objetivos que se
inmovilizan sobre un soporte sélido.

El dispositivo descrito en la presente invencidon hace uso de una disposicion arquitectonica inteligente de orificios de
acceso vertical y una red de canales de microfluidos distribuida alrededor de la periferia de la camara (Figura 3) y
alta presion para garantizar un intercambio de bioreactivo rapido, completo y uniforme dentro del bajo volumen de la
camara de incubacién grande (16 mm por 16 mm) pero muy poco profunda (menos de 100 um) que cubre los cortes
de tejido (Figuras 2-8). De esta manera, el periodo de lavado y llenado de los biorreactivos sobre los cortes de tejido
debido al flujo convectivo obtenido se mantiene en un minimo absoluto de 5-7 segundos, mientras que las
condiciones de ausencia de flujo se aseguran durante el periodo de incubacién real. Ademas, los investigadores
observaron que el aumento de la relacién SBR en funcion del tiempo de incubacién es mas predominante durante el
régimen lineal inicial de reaccién limitada (Figura 9 (c)) lo que indica que un corto tiempo de incubacion, en el

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2704 989 T3

presente dispositivo, es en general suficiente para lograr sefiales de lectura suficientemente fuertes sin aumentar
necesariamente las concentraciones de anticuerpos de deteccion.

Un tiempo de procesamiento completo de 10 minutos de los tejidos de FFPE también se adapta bien a la escala de
tiempo de la utilizacion intraoperatoria de la técnica, asi como al uso de un sistema IHC de diagndstico automatizado
y miniaturizado independiente. La disminucion de los volumenes muertos, el aumento de la presion del sistema y la
realizacion de reactivos uniformes y flujos de tampodn sobre las muestras de tejido, ayudoé a reducir el tiempo de
ensayo, que es lo suficientemente corto como para ser considerado como una respuesta inmediata durante la
cirugia. Los cortes de tejido inmovilizados en portaobjetos de vidrio convencional se sujetan mecanicamente a una
estructura microfluidica y se pueden reemplazar en un minuto, que es la Unica etapa de montaje necesaria para
cambiar el TS. La figura de la comparacion de méritos (Tabla 4) puso de manifiesto que la presente invencién puede
demostrar una mejora de 1000 veces en comparacion con las técnicas existentes.

La tecnologia presentada puede transformarse facilmente en una solucion de diagnéstico inmunohistoquimico
completa e independiente mediante la integracion de un microscopio miniaturizado. Por lo tanto, el diagndstico se
puede hacer sin infraestructura adicional, personal capacitado y practicamente sin mantenimiento.

La presente invencion, sin embargo, no se limita a los ejemplos analizados anteriormente.
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REIVINDICACIONES

1. Un dispositivo de procesamiento de muestras bioldgicas y quimicas que comprende

- un dispositivo microfluidico,

- una disposicion de los orificios de acceso de microfluidos en dicho dispositivo microfluidico para inyectar y recoger,
respectivamente, fluido de una camara de microfluidos poco profunda, configurada dicha disposicion de los orificios
de acceso de microfluidos para el transporte advectivo de sustancias fluidas y reactivos dentro de dicha camara de
microfluidos de manera uniforme,

- puertos de entrada y canales de microfluidos formados en el exterior de la camara, conectados los canales de
microfluidos a los orificios de acceso de microfluidos y caracterizados por

- una junta térica de sellado personalizada colocada en un lado del dispositivo microfluidico, configurado el
dispositivo de procesamiento de muestras biolégicas y quimicas de modo que un portaobjetos desmontable que
contiene muestras como entidades inmovilizadas, muestras biolégicas o moléculas puede ponerse en contacto con
el anillo de sellado del dispositivo microfluidico para formar dicha camara de microfluidos y teniendo dicha camara de
microfluidos de area amplia y poco profunda y resistente a alta presion al menos una pared formada por dicho
portaobjetos desmontable.

2. El dispositivo de procesamiento de muestras bioldgicas y quimicas segun la reivindicacion 1, que
comprende medios de generacion de flujo impulsados por presion que induce una diferencia de presion entre
entradas y salidas para crear un flujo de fluido dentro de la camara de microfluidos.

3. El dispositivo de procesamiento de muestras biologicas y quimicas segun la reivindicaciéon 1, que
comprende medios de generacion de flujo electrocinético para crear un flujo de fluido dentro de la camara de
microfluidos, mediante la aplicacion de una diferencia de potencial eléctrico entre dos 0 mas puntos de dicha camara
de microfluidos, dichos canales de microfluidos y dichos orificios de acceso de microfluidos.

4. El dispositivo de procesamiento de muestras bioldgicas y quimicas segun la reivindicacion 1, que
comprende medios de generacion de flujo inducidos térmicamente para crear un flujo de fluido dentro de la camara
de microfluidos mediante la induccion del flujo de fluido mediante la generacién de una diferencia de temperatura
entre dos o mas puntos de dicha camara de microfluidos, dichos canales de microfluidos y dichos orificios de acceso
de microfluidos.

5. El dispositivo de procesamiento de muestras bioldgicas y quimicas segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, que comprende un elemento de calentamiento y un sensor de temperatura para ajustar y
controlar la temperatura del fluido confinado en dicha camara de microfluidos, dichos canales de microfluidos y
dichos orificios de acceso de microfluidos.

6. El dispositivo de procesamiento de muestras biologicas y quimicas segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, que incorpora detectores de luz y fuentes o un conjunto de detectores de luz y fuentes
fabricados con tecnologia de microelectronica de silicio para la formacion de imagenes digitales de entidades
inmovilizadas en portaobjetos de vidrio para la detecciéon de campo brillante o fluorescente.

7. El dispositivo de procesamiento de muestras bioldgicas y quimicas segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, que comprende conjuntos de microlentes, polarizaciéon y/o filtros de luz fluorescente
ubicados frente a detectores de luz y fuentes o un conjunto de estos detectores de luz y fuentes.

8. El dispositivo de procesamiento de muestras biolégicas y quimicas segun una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en el que la altura de la camara es inferior a 100 um.

9. El dispositivo de procesamiento de muestras bioldgicas y quimicas segin una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en el que dichos orificios de acceso de microfluidos para el flujo de entrada y el flujo de
salida estan ubicados a lo largo de los bordes de la camara de microfluidos.

10. El dispositivo de procesamiento de muestras bioldgicas y quimicas segun la reivindicacion anterior, en
el que dichos orificios de acceso de microfluidos comprenden orificios para el flujo de entrada dispuestos a lo largo
de un borde de la camara de microfluidos y orificios para el flujo de salida dispuestos a lo largo de un borde opuesto
de la camara de microfluidos.

11. El dispositivo de procesamiento de muestras biolégicas y quimicas segun una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en el que dichos orificios de acceso de microfluidos son verticales y se extienden entre
un lado superior y un lado inferior del dispositivo microfluidico, orientandose el lado inferior hacia la camara de
microfluidos, formando dichos canales de microfluidos un canal de red distribuida en la parte superior.

12. Un método de procesamiento de muestras bioldgicas y quimicas realizado usando el dispositivo de

procesamiento de muestras bioldgicas y quimicas segun se define en cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
que comprende las etapas de:
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- obtener dichos portaobjetos con entidades en uno o mas lados de forma manual o automatica;

- establecer dicha camara formada incorporando dichos portaobjetos a dicho dispositivo microfluidico de forma
manual o automatica;

- someter las entidades en dichos portaobjetos de forma secuencial a sustancias fluidas o reactivas adecuadas
durante periodos predefinidos y a temperaturas predefinidas;

- someter las entidades en dichos portaobjetos de forma secuencial a sustancias fluidas o reactivas adecuadas
durante periodos predefinidos y a temperaturas predefinidas para la indicacion de la deteccion.

13. Uso de un dispositivo como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, para someter
entidades en la superficie del portaobjetos a una sustancia reactiva o fluida adecuada o cualquier secuencia de
sustancias reactivas fluidas adecuadas durante periodos predefinidos, comprendiendo dicho uso al menos una de
las siguientes operaciones:

i. un proceso histoquimico

ii. un proceso citoquimico

iii. un proceso inmunohistoquimico

iv. un proceso inmunocitoquimico

v. un proceso de inmunohistofluorescencia

vi. un proceso de inmunocitofluorescencia

vii. un proceso de hibridacion in situ

viii. un proceso de hibridacién in situ de fluorescencia

ix. un proceso de recuperacion de antigeno

X. un proceso de recuperacion de epitopos

Xi. un proceso de recuperacion de antigeno inducido por el calor

xii un proceso de recuperacion del epitopo inducido por el calor

xiii. un proceso de grabado o disolucion en parafina

Xiv. un proceso de tincion
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Tablas

Tabla 1 - Momento del ensayo IHC aplicado en el dispositivo microfluidico para los estudios de optimizacion del
tiempo de incubacidon. prAb y sdAb corresponden a los anticuerpos primarios y secundarios, respectivamente.
Para cada biomarcador, se estudian diferentes tiempos de incubacion correspondientesan=-2,-1,0,1,2,3,4

Reactivo Duracién del flujo (s) ;l::ll)_l;ocigz (min) Tiempo de etapa (s)
Tampoén 7 - 7

prAb 5 2 60(2")+5

Tampon 7 - 7

sdAb con etiqueta fluorescente + DAPI 5 2" 60(2")+5

Tampoén 7 - -

Total por agente 31 2™ 60(2™")+31

Tabla 2 - Momento de un ensayo IHC multiplexado aplicado en un dispositivo microfluidico

i o s Tiempo de .
Reactivo Duraciéon del flujo (s) incubacion (min) Tiempo de etapa (s)
Tampon 7 - 7
prAb, + prAb, 5 120 125
Tampon 7 - 7
sdAbl + sdAb2 con etiqueta . -
fluorescente 3 120 125
Tampon 7 7 7
Total 31 240 271
Total por agente sin 16 120 136

recuent. negat.

Tabla 3 - Momento provisional del pre-procesamiento IHC de los TC FFPE aplicado en un dispositivo microfluidico

Tiempo de

incubacién (min) Tiempo de etapa (s)

Reactivo Duracion del flujo (s)

Desparafinado

(Flujo de xileno) 30 . 7
Rehidratacion
i
(DI y etanol) 60 o
Solucién de recuperacion de antigeno 15 45 7
y calentamiento ) )
Recuperacion de antigeno - 120 65
Tampon 30 - -
Total 135 165 300
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Tabla 4 - Comparacion del ensayo IHC convencional y de laboratorio en un chip demostrado anteriormente
con el sistema presente

Tipo de Area Costo por Tiempo Figura de mérito
Sistema  portaobjetos tefiida por Reactivo unidadde  minimo por Area
objetivo reactivo  objetivo (min) /(vol*min*costo)
Convencional  Estandar 100% 1000 2 120 4,15
1* generacion  Estandar 38% 33 10 20 52,34
MMIHC Estandar 1,5% 30-60 0,1 90 10 154 55
"de ola" Estandar 100% 250 to 350 2 15 132,5
" - No -
2% generacion \ 100% 180 10 KL% 158
estandar
Este sistema no
esta Estandar 100% 200 1 2% 2000
multiplexado
Este sistema estd oo g 100% 100 1 14 8000

multiplexado
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