wo 2015/140362 A 1[I I 00 YN 0 0O

(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA EN VIRTUD DEL TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA
DE PATENTES (PCT)

(19) Organizaciéon Mundial de la
Propiedad Intelectual
Oficina internacional

(10) Namero de Publicacién Internacional

(43) Fecha de publicacién internacional _/
24 deseptiombre de 2015\ mg poy WO 2015/140362 Al
(24.09.2015)
(51) Clasificacién Internacional de Patentes: (ES). BARREDA GOMEZ, Angela Inmaculada;
GOIN 21/55 (2014.01) BOI1L 3/00 (2006.01) Pabellon de Gobierno, Avda. de los Castros s/n, E-39005
(21) Niimero de Ia solicitud internacional: Santapder (ES). DiEZ AHEDO, Ruth; Polo Tecnolédgico
PCT/ES2014/070215 De Eibar, ¢/ Iiiaki Goenaga 5, E-20600 Eibar, Guipuzkoa
(ES). OTADUY DEL PASQO, Deitze; Polo Tecnologico de
(22) Fecha de presentacién internacional: Eibar, ¢/ Iﬁakri Goenaga 5, E-20600 Eibar, Guipuzkoa (ES).
21 de marzo de 2014 (21.03.2014) MERINO ALVAREZ, Santos; Polo Tecnolégico de
. ., N Eibar, ¢/ Ifiaki Goenaga 5, E-20600 Eibar, Guipuzkoa (ES).
(25) Idioma de presentacion: espatiol FERNANDEZ LUNA, José Luis; Avda. Cardenal Herrera
(26) Idioma de publicacién: espafiol Oria s/n, Edificio Ifimav 3" Planta, E-39011 Santander
(ES). TALAMILLO CANCELO, Ana; Avda. Cardenal
(71) Solicitantes: UNIVERSIDAD DE CANTABRIA Herrera Oria s/n, Edificio Ifimav 3* Planta, E-39011
[ES/ES]; Pabellon de Gobierno, Avda. de los Castros s/n, Santander (ES).

E-39005 Santander (ES). SERVICIO CANTABRO DE ,
SALUD [ES/ES]; Avda. Cardenal Herrera Oria s/n, (74) Mandatario: VALLEJO LOPEZ, Juan Pedro; Pasco de

Edificio Himav 3" Planta, E-39011 Santander (ES). la Castellana 120, E-28046 Madrid (ES).
FUNDAC,ION INSTITUTO DE INVESTIGACION (81) Estados designados (a menos que se indique otra cosa,
MARQUES DE VALDECILLA, (I!)IVAL) [ES/ES]; para toda clase de proteccion nacional admisible): AE,
Avda. Cardenal Herrera Oria s/n, Edificio Ifimav 3* Planta, AG. AL. AM. AO. AT. AU. AZ. BA. BB. BG. BH. BN
E-39011 Santander (ES). FUNDACION TEKNIKER BR. BW. BY. BZ. CA. CH. CL. CN. CO. CR. CU. CZ.
[ES/ES], Polo tecnolégico de ElbaI', cfIfiaki Goenaga 5, E- DE. DK. DM. DO. DZ ,EC iEE ],EG és Ff GB, GD, GE,
20600 Eibar, Guipuzkoa (ES). CELLBIOCAN, S.L. GIL, GM, GT, HN, HR, HU, ID, IL, IN, IR, IS, JP, KE,
[ES/ES], Avda. Eduardo Garcia, 3, E-39011 Santander KG.KN.KP.KR. KZ. LA. LC. LK. LR. LS. LT.LU. LY
(ES). MA, MD, ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA,
(72) Inventores: MORENO GRACIA, Fernando; Pabellon de NG, NI, NO, NZ, OM, PA, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO,
Gobierno, Avda. de los Castros s/n, E-39005 Santander RS, RU, RW, SA, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV,
(ES). GONZALEZ FERNANDEZ, Francisco; Pabellon SY, TH, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC,
de Gobierno, Avda. de los Castros s/n, E-39005 Santander VN, ZA, ZM, ZW.

[Contintia en la pagina siguiente]

(54) Title: DEVICE AND METHOD FOR DETECTING BIOMARKERS
(54) Titulo : DISPOSITIVO Y METODO PARA LA DETECCION DE BIOMARCADORES

137 138

133 i34 136

131

133 135 139 1310

FIG. 1C

(57) Abstract: The invention relates to a biosensor for detecting the concentration or quantity of at least one biomarker present in a
sample of fluid, said biosensor comprising: a chip (410, 510) having a substrate (411, 518) on which a metal layer has been
deposited, said metal layer having at least one nanostructure (414, 514) designed to produce LSPR when subjected to optical
radiation ot a determined spectral range; and a resonant cavity delimited by two surfaces that act as a mirror, wherein one of the two
surfaces is the metal layer having the nanostructuring (414, 514). The metal layer having at least one nanostructure (414, 514) is
biofunctionalised using at least one biomolecule that recognises the at least one biomarker. In exposing the chip (410, 510) to optical
radiation when the sample is in contact with the chip, the concentration or quantity of the biomarker present in the sample in
measured, by comparing the spectral response of the light at the output of the chip (410, 510) with a previously determined spectral
pattern. The spectral response responds to the combined effect of LSPR in the plasmonic nanostructure (414, 514) and the resonance
of the resonant cavity.

(57) Resumen:
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Un biosensor para detectar la concentracién o cantidad de al menos un biomarcador presente en una muestra de un fluido.
Comprende: un chip (410, 510) que comprende: un sustrato (411, 518) sobre el que se ha depositado una capa de metal con al
menos una nanoestructura (414, 514) disefiada para producir LSPR cuando es sometida a una radiacion éptica de un determinado
rango espectral; y una cavidad resonante delimitada por dos superficies que actian como espejo, donde una de las dos superficies
es la capa de metal con nanoestructura (414, 514). La capa de metal con al menos una nanoestructura (414, 514) estd
biofuncionalizada con al menos una biomoléculaque reconoce dicho al menos un biomarcador. Al exponer el chip (410,510) a
radiacion éptica cuando la muestra estd en contacto con el chip, se mide la concentraciéon o cantidad de dicho biomarcador
presente en la muestra, mediante la comparacién de la respuesta espectral de la luz a la salida del chip (410, 510) con un patrén
espectral previamente determinado. La respuesta espectral responde al efecto combinado de LSPR en la nanoestructura
plasmoénica (414, 514) y de la resonancia de la cavidad resonante.
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DISPOSITIVO Y METODO PARA LA DETECCION DE BIOMARCADORES

CAMPO TECNICO

La presente invencidén pertenece al campo de la deteccién de biomarcadores y, en
particular, a la deteccién de biomarcadores en pacientes diagnosticados con cancer,
basada en la resonancia de plasmones de superficie localizados (LSPR, del inglés
Localized Surface PlasmonResonance).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El desarrollo de metastasis es la principal causa de morbilidad y mortalidad en
pacientes con céancer. Por ello, el desarrollo de métodos que permitan hacer un
seguimiento de la evolucion de la enfermedad y monitoricen la respuesta a los
tratamientos tiene un gran valor clinico, ya que puede orientar al oncélogo a tomar
decisiones que mejoren el curso de la enfermedad tumoral. La identificacion de
biomarcadores como las células tumorales circulantes (CTCs) y los micro-RNAs
(también llamados en adelante miRs) en sangre periférica permite, mediante técnicas

minimamente invasivas, evaluar dichos parametros.

Las CTCs son células epiteliales que se encuentran en la sangre periférica de
pacientes con cancer. La diseminacion de las CTCs por el torrente sanguineo a partir
del tumor primario da lugar al desarrollo de metastasis, siendo ésta la principal causa
de mortalidad en cancer. Uno de los mayores problemas en la deteccion de CTCs es
que se encuentran en nimero muy reducido en la sangre: nétese que en 1 ml de
sangre hay del orden de 1 a 10 CTCs, 10’ leucocitos y 10° eritrocitos. El tamafio de las
CTCs varia entre 10-20 um. Los métodos de deteccion de CTCs utilizados hasta ahora
se basan principalmente en sus aspectos morfolégicos o propiedades fisicas (tamafio,
densidad, carga), en la deteccion de acidos nucleicos, y en la utilizacién de técnicas de
inmunoseparacion. Sin embargo, tanto la deteccion de é&cidos nucleicos como la
separacion exclusivamente por propiedades fisicas o morfolégicas a partir de muestras
de sangre presentan problemas de sensibilidad y/o especificidad.

En la actualidad, el Gnico método que existe en el mercado, aprobado por la agencia
gubernamental de control de alimentos y medicamentos de los EE.UU. (FDA), es el
CELLSEARCH® (CellSearchCirculating Tumor CellSystem), comercializado por
Veridex. CELLSEARCH® estd basado en técnicas de inmunoseparacion, que
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incrementa la especificidad utilizando anticuerpos que reconocen proteinas de la
célula tumoral. Este sistema es complejo, requiere de personal especializado y tiene

un alto precio en el mercado.

Existe un segundo producto comercial - CellCollector™ de GILUPI- para detectar
células raras, tales como CTCs, in vivo. Se trata de una técnica invasiva que se aplica
en el hospital mientras el paciente recibe su terapia y después de la misma.

Swee J.T. et al., en Versatile label free biochip for the detection of circulating tumor
cells from peripheral blood in cancer patients (Biosensors and Bioelectronics 26 (2010)
1701-1705), describe la separacién de CTCs usando un dispositivo microfluidico,
basandose en las diferencias de tamafio y capacidad de deformacién entre células

cancerosas y celulas sanguineas.

A su vez, los miRs son RNAs no codificantes de 15-25 nucleétidos de longitud que
regulan la expresion génica y que estan implicados en multitud de procesos bioldgicos
como proliferacion y diferenciacion celular, apoptosis y desarrollo. La expresion
alterada de los miRs se ha asociado con cancer y otras patologias como diabetes,
obesidad, enfermedades neurolégicas, cardiovasculares o autoinmunes. Hasta la
fecha, se han descrito mas de 1500 miRs en humanos, pudiendo actuar como
oncogenes (por ejemplo, miR-10b, -155, -21, miR-17-92) o como supresores de
tumores (por ejemplo, miR-15, -16, -26a, -126, -335 y miembros de las familias /et-7 y
miR-34). El andlisis de los patrones de expresién de miRs en diferentes tumores ha
permitido caracterizar la “huella de miRs” para diversos tipos de cancer, siendo tal la
especificidad que incluso se puede identificar el tumor primario que origina la
metastasis. Ademas, debido a su gran estabilidad, durante los Ultimos afios se han
identificado miRs en células circulantes de fluidos corporales como sangre, plasma
seminal, suero, saliva y orina, lo que permite su cuantificacién, i.e. niveles de
expresion, de un modo no invasivo, como describen Chen et al. (2008) y Di Leva and
Croce, (2013). Los niveles de expresion de los miRs se correlacionan también con el
estadio del tumor, y por lo tanto se pueden utilizar para estudiar la progresién del
tumor, el pronéstico y la respuesta al tratamiento.

Por otra parte, la plasmoénica es una ciencia relativamente moderna que se asienta en
principios basicos de la oOptica y la fisica de materiales, normalmente en el rango del

visible-infrarrojo cercano (0,4-2um). Su objeto de estudio son los plasmones o
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resonancias plasmonicas: excitaciones colectivas de los electrones cuasi-libres
presentes en los metales conformados a tamafio nanométrico, que en resonancia
constituyen los plasmones superficiales localizados (LSPR). Para aplicaciones que
requieran montajes de reducido tamafio, es aconsejable aprovechar los altos campos
electromagnéticos que se generan en la configuracion LSPR al iluminar estructuras
metalicas nanométricas. El caso de estructuras periddicas (de periodo menor que la
longitud de onda excitadora) con nanoagujeros (usualmente de forma circular y de
diametro menor que la longitud de onda excitadora) constituye un caso de especial
interés, dado que se ha demostrado su facil fabricacién y su alta sensibilidad a
cambios de las propiedades épticas del medio circundante.

La solicitud de patente internacional WO-2011/106057-A2 describe un biosensor
basado en una nanoestructura plasmoénica sobre la que se hace incidir una radiacién
optica (0,4-0,8um). El sensor esta formado por un sustrato y una pelicula metalica
depositada sobre el sustrato. La pelicula metdlica incorpora un conjunto de
nanoestructuras cuyas dimensiones son menores que la longitud de onda del haz de

luz incidente.

Sipova, H. et al.,, en Surface plasmon resonance biosensor for rapid label-free
detection of microRNA at subfemtomol level (Anal Chem. 2010 December 15; 82(24):
10110-10115) describe un método para detectar miRs basado en resonancia de
plasmones de superficie (SPR) mediante una red de difraccion llamada acoplador y
dispersor de plasmones de superficie (SPRCD).

Frolov, L., et al. En Detection of Micro-RNA using LSPR Spectroscopy for Diagnostic
Applications (77" Meeting of the Israel ChemicalSociety, 7-8 February 2012) describe
una plataforma biosensora basada en LSPR para la deteccibn de miRs. La
identificacion de los miRs implica la inmovilizacion de una secuencia de DNA unida a

un grupo tiol y complementaria a la secuencia de miRs que se quiere detectar.

Escobedo C. et al., en On-chip nanohole array based sensing: a review (Lab Chip,
2013, 13, 2445-2463), describe sensores plasmoénicos basados en arrays de nano-
agujeros. También Escobedo, en la solicitud de patente estadounidense US-
2012/0292496-A1, describe un aparato para detectar muestras biolégicas usando una
matriz (en inglés, array) de nanoagujeros y excitacion de plasmones. En concreto, la

técnica de sensado utilizada es la basada en arrays de nanoagujeros con paso a
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través (en inglés, flow-through). Esta técnica implica el paso del fluido portador de las
muestras que se desea detectar a través del array de nanoagujeros. Debido a que las
muestras deben fluir a través de dicho array, esta técnica no es valida para detectar
células de tamario superior al diametro de los nanoagujeros. En otras palabras, la
técnica no es valida para detectar CTCs. Ademas, requiere de la aplicacion de campos
eléctricos externos y elevadas presiones, lo que dificulta la posibilidad de usar “chips”
desechables y faciles de manejar por un operario de hospital no especializado.

La solicitud de patente estadounidense US-2012129192-A describe un detector de
CTCs basado en un sistema de microfluidica y un conjunto de nanoestructuras
funcionalizadas con anticuerpos. Dichas nanoestructuras son nanoagujas de gran
flexibilidad. La deteccion de CTCs se basa en que éstas queden atrapadas por las
nanoagujas. Sin embargo, este sistema puede no ser especifico. Las nanoagujas
estan disefladas para que las células de cierto tamafio queden atrapadas entre ellas.
Sin embargo se corre el riesgo de que otras células diferentes de las CTCs, pero de
tamafo similar (p.ej., monocitos en sangre), también queden atrapadas, o que las
CTCs, debido a su plasticidad, no queden atrapadas, distorsionando el resultado final.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidn trata de resolver los inconvenientes mencionados anteriormente
mediante un sistema para la deteccion de biomarcadores, tales como CTCs o miRs,
que sea simple y de gran especificidad. Por simple se entiende que el sistema sea de
facil manejo, de reducido tamario, que no requiera de personal especializado y que
pueda usarse en la cadena de andlisis clinicos hospitalarios. Por gran especificidad se

entiende que sea selectivo en la identificacion del biomarcador en cuestion.

La invencion se basa en los cambios producidos en una superficie nanoestructurada al
pasar la luz debido al cambio de indice de refraccidén del medio en contacto con dicha
superficie. Es decir, cuando la luz atraviesa una superficie nanoestructurada, se
producen cambios (principalmente desplazamientos) en la frecuencia de resonancia
del plasmén en funcién de la variacién del indice de refraccién del medio. Por tanto,
sirve para sensorizar cualquier cambio en este medio ya sea acuoso, organico o de
cualquier otro origen. Los cambios en el indice de refraccion pueden ser debidos a la
presencia de un biomarcador, tipo CTCs o miRs, no siendo limitativa la invencién a
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este tipo de biomarcador. Para mejorar la sensibilidad de este cambio en el medio se
puede activar (biofuncionalizar) la superficie con cualquier biomolécula ad-hoc para el

biomacardor en cuestion que se esté monitorizando en cada momento.

En un primer aspecto de la invencién, se proporciona un biosensor para detectar la
concentracion o cantidad de al menos un biomarcador presente en una muestra de un
fluido. El biosensor comprende: un chip que comprende: un sustrato sobre el que se
ha depositado una capa de metal sobre la que se implementado al menos una
nanoestructura disefiada para producir resonancia de plasmones de superficie
localizados (LSPR) cuando es sometida a una radiacién optica de un determinado
rango espectral; y una cavidad resonante delimitada por dos superficies que actdan
como espejo en ese determinado rango espectral. Una de las dos superficies que
delimitan la cavidad resonante es la capa de metal con al menos una nanoestructura.
Esta capa de metal con al menos una nanoestructura esta biofuncionalizada con al
menos una biomolécula que reconoce el citado biomarcador, El biosensor esta
configurado para, al exponer al chip a radiacion 6ptica en ese rango espectral cuando
la muestra esta en contacto con el chip, medir la concentracién o cantidad del
biomarcador presente en la muestra, mediante la comparacion de la respuesta
espectral de la luz a la salida del chip con un patrdn espectral previamente
determinado. Esta respuesta espectral responde al efecto combinado de la resonancia
de plasmones de superficie localizados (LSPR) en la al menos una nanoestructura
plasménica y de la resonancia de la cavidad resonante.

En una posible realizacién, el chip comprende un segundo sustrato sobre el que se ha
depositado una capa de metal que consituye la segunda superficie que delimita la
cavidad resonante, estando el biosensor configurado para que, en uso, el flujo de la

muestra pase a través de la cavidad resonante.

En una realizaciébn mas particular, sobre esa capa de metal depositada sobre el
segundo sustrato se ha implementado al menos una nanoestructura disefiada para
producir resonancia de plasmones de superficie localizados (LSPR) cuando es
sometida a una radiacion éptica de un determinado rango espectral.
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En otra posible realizacién, el chip comprende, sobre la otra superficie del sustrato,
una segunda capa de metal que constituye la segunda superficie que delimita la
cavidad resonante, estando el biosensor configurado para que, en uso, el flujo de la
muestra pasa sobre la capa de metal sobre la que se ha implementado al menos una

nanoestructura y que actia como primera superficie que delimita la cavidad resonante.

En otra posible realizacion, el chip comprende un segundo sustrato sobre el que se ha
depositado una capa de metal que constituye la segunda superficie que delimita la
cavidad resonante, estando el biosensor configurado para que, en uso, el flujo de la
muestra pasa sobre la capa de metal sobre la que se ha implementado al menos una

nanoestructura y que actia como primera superficie que delimita la cavidad resonante.

En una realizaciébn mas particular, sobre esa capa de metal depositada sobre el
segundo sustrato se ha implementado al menos una nanoestructura disefiada para
producir resonancia de plasmones de superficie localizados (LSPR) cuando es
sometida a una radiacion éptica de un determinado rango espectral.

Preferentemente, el biosensor comprende, sobre el sustrato, una capa de metal para
facilitar la adhesion de la capa de metal que delimita la cavidad resonante.

Preferentemente, la al menos una nanoestructura es un nanoaguijero.

En una posible realizacién, el chip comprende una pluralidad de arrays de
nanoestructuras diferentes, quedando el biosensor configurado para medir la

concentracion o cantidad de diferentes biomarcadores simultaneamente.

Preferentemente, una dimensién de la al menos una nanoestructura es menor que la
longitud de onda de la luz a la que se expone el chip. En el caso de que la al menos
una nanoestructura sea un nanoagujero, esta dimension es el didmetro del

nanoaguijero.

Preferentemente, el biosensor comprende ademas una celda microfluidica para

inmovilizar los biomarcadores sobre la superficie del chip.
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En una posible realizacion, el biosensor comprende ademas: una fuente de luz para
proporcionar una radiacion éptica de un determinado rango espectral al chip; medios
para hacer llegar la muestra de fluido al chip; medios 6pticos para adecuar la luz
proveniente de la fuente de luz a la iluminacién del chip; medios 6pticos para captar
una sefal optica con informacion sobre la muestra procedente del chip; y medios para
visualizar y analizar la sefial éptica procedente del chip.

En una realizacion preferente, el al menos un biomarcador son células tumorales

circulantes (CTCs).

En un segundo aspecto de la invencién, se proporciona un kit de diagnéstico para
analizar una muestra de un fluido para determinar la concentracion y/o cantidad de al
menos un biomarcador de una enfermedad, que comprende un biosensor como el

descrito anteriormente.

En un tercer aspecto de la invencion, se proporciona un uso del biosensor descrito

anteriormente, para diagnosticar la presencia y/o evolucion de metastasis.

En un cuarto aspecto de la invencion, se proporciona un método para detectar la
cantidad y/o concentracién de al menos un biomarcador presente en una muestra de
un fluido, donde esa cantidad y/o concentracién de al menos un biomarcador es
indicativa de la presencia o ausencia de una enfermedad o de la evoluciéon de una
enfermedad. El método comprende las etapas de: hacer fluir una muestra de un fluido
por un chip que comprende al menos un sustrato sobre el que se ha depositado una
capa de metal sobre la que se ha implementado al menos una nanoestructura, y una
cavidad resonante delimitada por dos superficies que actian como espejo en un
determinado rango espectral, donde una de las dos superficies que delimitan la
cavidad resonante es la capa de metal con al menos una nanoestructura;

someter al chip a una radiacién 6ptica en ese determinado rango espectral, donde esa
radiacién Optica produce resonancia de plasmones de superficie localizados (LSPR)
en la al menos una nanoestructura y resonancia en la cavidad resonante;

determinar la concentracion del al menos un biomarcador presente en la muestra,
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mediante la comparacion de la respuesta espectral de la luz a la salida del chip con un
patron espectral previamente determinado, donde esa respuesta espectral responde al
efecto combinado de la resonancia de plasmones de superficie localizados en la al

menos una nanoestructura plasménica y de la resonancia de la cavidad resonante.

En una posible realizacion, la etapa de hacer fluir una muestra de un fluido por un chip
comprende hacer pasar el flujo de la muestra a través de la cavidad resonante.

En otra posible realizacion, la etapa de hacer fluir una muestra de un fluido por un chip
comprende hacer pasar el flujo de la muestra sobre la capa de metal sobre la que se
ha implementado al menos una nanoestructura y que actia como primera superficie

que delimita la cavidad resonante.

En un quinto aspecto de la invencion, se proporciona un método para diagnosticar la
presencia y/o evolucién de metastasis que comprende aplicar el método para detectar
la cantidad y/o concentracién de al menos un biomarcador presente en una muestra

de un fluido descrito anteriormente.

Las ventajas de la invencién resultaran aparentes a la vista de la descripcién que se

presenta a continuacion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la descripcion y con objeto de ayudar a una mejor comprensién de
las caracteristicas de la invencion, de acuerdo con un ejemplo de realizacion practica
de la misma, se acompafia como parte integrante de la descripcion, un juego de
figuras en el que con cardcter ilustrativo y no limitativo, se ha representado lo

siguiente:

La figura 1A muestra un esquema de un sistema de deteccion de biomarcadores de
cancer, de acuerdo con una realizacion de la invencion. La figura 1B muestra la
incidencia y transmitancia de la luz sobre el chip multiplexado de la invenciéon de
acuerdo con la figura 1A. La figura 1C describe el montaje 6ptico de acuerdo con una
posible implementacion del sistema de la invencion, desde la iluminaciéon hasta la
recogida y el procesado de la sefal. Las figuras 1D y 1E muestran un ejemplo de una

celda microfluidica usada en la invencién.
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La figura 2 ilustra un esquema de una configuracion basica del chip de la invencién.

La figura 3A muestra un esquema del disefio de una nanoestructura, en este caso
nanoagujeros implementada sobre un chip. La figura 3B muestra una vista de una
posible nanoestructura del chip. La figura 3C representa una posible configuracion
multiplexada, es decir, con mas de una nanoestructura con capacidad sensora, en un

mismo chip de la invencién.

Las figuras 4A, 4B, 5A, 5B y 5C muestran diversos disefios del chip, en este caso con
cavidad resonante tipo Fabry-Perot, de acuerdo con posibles realizaciones de la

invencién.

Las figuras 6A y 6B muestran una configuracion en la que el fluido fluye a través de la
cavidad Fabry-Perot creada de acuerdo con las figuras 4A y 4B respectivamente.

Las figuras 7A, 7B y 7C muestran una configuracion alternativa, en la que el fluido
fluye mediante una celda microfluidica sobre la superficie del chip nanoestructurado de
acuerdo con las figuras 5A, 5B y 5C respectivamente.

La figura 8 muestra un esquema de la iluminacion utilizada en las simulaciones

numéricas.

La figura 9 muestra el espectro de transmision obtenido en la simulacion de la

geometria o configuracién basica (ejemplo 1) a partir de la iluminacién de la figura 8.

La figura 10 muestra un ejemplo del campo cercano para la resonancia de 760nm en
la figura 9 (ejemplo 1).

La figura 11 muestra la sensibilidad obtenida (390.71nm/R.l.U.) del chip de la
invencién para la geometria simulada de acuerdo con una configuracién basica

(ejemplo 1).

La figura 12 muestra el espectro de reflexién obtenido en la simulacién del chip de la
invencion con geometria o configuracién con cavidad resonante tipo Fabry-Perot
(figura 5A con el flujo sobre la superficie del chip como se muestra en la figura 7A)
(ejemplo 2).

La figura 13 muestra la variacion del espectro de reflexion con el cambio en el indice

de refraccién de la muestra en la configuracion anterior (ejemplo 2).
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La figura 14 muestra la sensibilidad obtenida (198.57nm/R.l.U.) para la geometria con
cavidad resonante (ejemplo 2). Aunque se aprecia una disminucion de la sensibilidad,
se observa también un estrechamiento de los picos de resonancia, lo cual redunda en

un aumento en el facto de calidad del sistema de deteccién.

La figura 15 muestra el espectro de transmision obtenido para el caso de la geometria
con cavidad resonante tipo Fabry-Perot (figura 4A con la muestra en el interior de la
cavidad, como se muestra en la figura 6A) (ejemplo 3).

La figura 16 muestra en el espectro de transmisién la region de la resonancia que

proporciona valores mas altos de la transmision (ejemplo 3).

La figura 17 muestra la sensibilidad obtenida (489.72nm/R.l.U.) para la geometria con
cavidad resonante y la muestra en el interior de la cavidad (ejemplo 3). Se observa

una mejora sustancial frente a la configuracién basica de chip.

La figura 18 muestra un esquema del modelo usado en una simulacién en la que se ha

modelado la presencia fisica de una o mas CTCs.

La figura 19 muestra la sensibilidad obtenida del chip de la invencién para la geometria
simulada de acuerdo con una configuracion basica y el modelo de la figura 18. Se ha
comprobado que la presencia de dos o mas células produce desplazamientos que

siguen un comportamiento lineal con el nimero de células.

DESCRIPCION DE UN MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION

El sistema o sensor para detectar biomarcadores, preferentemente de cancer, tales
como CTCs y miRs, en un fluido, como por ejemplo la sangre, estd basado en la
resonancia de plasmones de superficie localizados (LSPR). EI fluido es
preferentemente un fluido de pacientes con cancer de colon, mama, pulmoén, préstata
u otros tumores. El sistema sensor basado en nanoestructuras plasmoénicas que se
describe a continuacion aprovecha los formidables efectos (fundamentalmente de
modificacién de las propiedades espectrales y de amplitud de la luz incidente) de la
transmisién/reflexion de Iluz sobre nanoestructuras (preferentemente, pero no
limitativamente, nanoagujeros) combinados con los efectos de cavidad resonante. El
sistema, preferentemente acoplado a un dispositivo microfluidico por donde circula el
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fluido, permite la deteccidén de biomarcadores tumorales con una gran sensibilidad, y
por lo tanto, el seguimiento de la enfermedad y la monitorizacion de la respuesta al

tratamiento.

El sistema biosensor de la invencién detecta la concentracidén (o nimero, en el caso de
que se detecten “elementos” individuales) de un biomarcador presente en una muestra
de un fluido. El sistema atrapa el o los biomarcadores de interés y a continuacién
detecta el cambio de la sefial (principalmente desplazamiento del espectro de la luz
incidente) que estos biomarcadores producen. Finalmente correlaciona este cambio de
sefial Optica con la presencia de biomarcadores (por ejemplo, en el caso de CTCs

nuamero de células y en el caso de los miRs concentracidén en la muestra) detectados.

Ejemplos no limitativos de biomarcadores que el biosensor de la invencion es capaz
de atrapar para posteriormente determinar su concentracion (ya sea contar elementos
individuales, como células, o calcular la concentracion de elementos que no es posible
contar de forma individual), son: células y biomoléculas (proteinas, acidos nucleicos,

tales como miRs, mRNAs y DNAs, entre otras).

En una realizacion preferente, el biosensor es capaz de detectar (atrapar y cuantificar)
la presencia de al menos un biomarcador: las llamadas células tumorales circulantes
(CTCs) o una concentracion minima en el rango de ng/ml de otro tipo de biomarcador,
como puede ser una biomolécula tipo miR, mRNAs, DNA, o proteinas.

En el contexto de esta invencion, se entiende por fluido cualquiera de las sustancias
de la siguiente lista no exhaustiva: sangre y orina. Ambos fluidos, sangre y orina,
pueden haber sufrido un pre-tratamiento o filtrado para eliminar parte de sus
componentes que puedan interferir negativamente en la medida. Otros fluidos que
puedan portar biomarcadores, por ejemplo de cancer, se consideran también fluidos

en el contexto de esta invencion.

Se entiende por “nanoestructura” una estructura cuyas dimensiones se encuentran en
el rango entre 1 y 3000 nm. Con respecto a un sustrato, la nanoestructura puede estar
situada sobre o integrada en el sustrato. Estas nanoestructuras pueden tener formas
diversas, ya sean sobre la capa o capas de metal, tales como columnas, esferas,

triangulos, o integradas en ellas, como agujero, rendija, o cualquier otra forma
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tridimensional. Las nanoestructuras se disponen en el sustrato formando una matriz o
array de nanoestructuras (a lo largo de este texto, se utilizan indistintamente los

términos “matriz” o “array”).

En una realizacion preferente de esta invencién, las nanoestructuras tienen forma de
nanoagujeros. En otras realizaciones pueden usarse nanoestructuras diferentes de los

nanoaguijeros.

La figura 1A muestra un esquema de una posible configuracion del sistema de
deteccion de biomarcadores de la invencién. El sistema 100 es un biosensor basado
en un chip con nanoestructuras plasmoénicas (preferentemente nanoagujeros
distribuidos de forma periddica, pudiendo ser o no simétrica), que comprende una
fuente de luz 111 estable para la iluminacién del chip (biosensor) 110; un medidor o
medios de medicion 112 para visualizar y analizar la sefial Optica producida
(transmitida o reflejada) por el biosensor con informacion sobre la muestra y captada
por una fibra; una fuente de alimentacién y controlador 113 del dispositivo completo;
un sistema periférico 114 que comprende una bomba fluidica para el bombeo de la
muestra a través de una celda microfllidica y medios 6pticos 116 para adecuar la luz
proveniente de la fuente de luz 111 a la iluminacién del chip 110.

El chip 110, que preferentemente es desechable y de bajo coste, esta formado por un
sustrato (usualmente vidrio aunque pueden usarse otros materiales transparentes a la
luz incidente procedente de la fuente 111) sobre el que se han depositado una o varias
capas metdlicas. La capa o capas metalicas comprenden a una o mas superficies que
a su vez comprenden nanoestructuras dispuestas de acuerdo con un patron
predeterminado. En una realizacién preferente, el patrén predeterminado de
nanoestructuras es un patrén periédico. La dimensién de cada nanoestructura sobre la
superficie metalica es menor que la longitud de onda del espectro de una fuente de luz
optica 111 que incide sobre ella (superficie metalica 122), produciendo LSPR en las
nanoestructuras, tal y como esquematiza la figura 1B (la referencia 123 se refiere a la
luz transmitida con efecto LSPR). Cuando el patrén de nanoestructuras es periddico, el
periodo (separacidén entre nanoestructuras) puede ser mayor o menor que la longitud
de onda de la luz incidente. El dispositivo propuesto puede trabajar tanto por reflexion
como por transmision. En el primer caso se analizan las propiedades espectrales de
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la luz reflejada y en el segundo, las de la transmitida. En general, se puede utilizar
cualquier disefio optico que permita llevar la luz procedente de la fuente de luz a la(s)
zona(s) sensora(s) del chip. La figura 1B muestra la incidencia (flecha superior hacia el
chip) y transmitancia (flecha inferior que sale del chip) de la luz sobre el chip, en este
caso multiplexado. El chip 110 esta biofuncionalizado con anticuerpos. Alternando
diferentes areas de nanoestructuras (arrays) sobre el metal de un mismo chip, se
consigue un sistema multiplexado (representado en la figura 1B por los cuadrados en
la superficie del chip). Un sistema multiplexado permite la deteccion de varios
biomarcadores tumorales, biomoléculas y/o estructuras mas complejas (como CTCs),
de forma simultanea. La figura 1B esquematiza también la celda microfluidica 121. Los
detalles del chip se explican mas adelante, en relacién con las figuras 2 a 7B.

Los medios 112 para analizar y visualizar la sefial éptica pueden ser internos o
externos al sistema 100. En una realizacién preferente, son internos. Ejemplos no
limitativos de los medios 112 que pueden usarse son espectrometros,
fotoespectometros, arrays de fotodiodos tipo CCDs (charge-coupled devices), CMOS
(Complementary Metal Oxide Semiconductor) o similares, camaras digitales, PMTs
(Photo Multiplier Tube, tubos fotomultiplicadores) y APDs (Avalanche Photo Diode,
fotodiodos de avalancha). Preferentemente se usa un fotoespectrémetro 112. En una
posible realizacion, el sistema comprende un sensor CCD, que permite obtener un
espectro por cada canal (eje y). La imagen proporciona la informacién espectrométrica
completa. Esto permite recoger la sefal procedente de las distintas zonas sensoras

(nanoestructuras) simultdneamente (chips multiplexados).

En general, se puede utilizar cualquier disefio Optico que permita colectar la luz
transmitida o reflejada en la superficie del chip al sistema de andlisis y visualizacién de
la sefal 6ptica. Un ejemplo de colector de la luz es el objetivo de microscopio junto con
la fibra ptica representada en la figura 1C (138, 1310 respectivamente).

El sistema 100 comprende un sistema 6ptico para la emision del haz de luz excitador y
lectura de la respuesta del biosensor, representado en la figura 1A de forma general
mediante los elementos 111, 112 y 116. En una posible implementacién, el sistema
optico funcionando por transmisién, esquematizado en la figura 1C, estd compuesto

por una fuente de luz 131, un sistema 6ptico de focalizacion del haz de luz excitador
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132, un diafragma de filtrado espacial del haz 133, un sistema éptico de colimacion del
haz 134 y un objetivo de microscopio 135 que focaliza dicho haz sobre un chip,
preferentemente desechable, con una celda microfluidica (ambos esquematizados
juntos y referenciados como 136). La microfluidica sirve para que la muestra fluya por
encima de la(s) zona(s) sensora(s) del chip (nanoestructuras) previamente
biofuncionalizadas para que ésta(s) (la(s) zona(s) sensora(s)) capturen el biomarcador
especifico que se quiere detectar. Este proceso es dinamico. Una vez hecho esto y
limpiado adecuadamente, tiene lugar el proceso de deteccion propiamente dicho, que
es puramente estatico (los biomarcadores, por ejemplo CTCs, se han quedado
anclados al chip. Por la celda microfluidica fluye la muestra a monitorizar que ha sido
bombeada y llega a la celda por un tubo de entrada 137 y es drenada a través de uno
de salida 139. Aunque no se representa en la figura 1C, los tubos 137 139 se
comunican con el sistema periférico 114 de la figura 1A (bombeo de la muestra). La
luz transmitida a través del chip es recogida por otro objetivo de microscopio 138
acoplado a un fibra 6ptica 1310, que, a su vez esta acoplada a un espectrometro o
espectrofotometro 112.La fuente de luz 131 puede proporcionar tanto luz no polarizada
como polarizada o como parcialmente polarizada. La luz procedente de la fuente 131
emite preferentemente en la franja espectral UV y/o VIS y/o IR. En una posible
realizacion, la fuente de luz 131 es una fuente de luz blanca de espectro conocido. Se
pueden introducir filtros interferenciales para acotar el espectro de la luz excitadora o
filtros polarizadores. Como un experto puede entender, no todos los elementos épticos
descritos en relacion con la figura 1C son imprescindibles ni la configuracion de la
figura 1C es la Unica posible. Por ejemplo, es deseable pero no esencial que la luz
llegue focalizada al chip.

El chip110 es preferentemente desechable y de bajo coste. Al ser desechable se evita
el problema de limpiarlo para volver a utilizarlo después de que haya quedado
contaminado por una muestra anterior. Como técnica de fabricacién se utiliza
preferentemente la litografia de nanoimpresion (NIL, del inglés Nanoimprint
Lithography). Esta técnica hace que el chip y por tanto, el dispositivo final- sean
baratos tanto en términos econdémicos como de tiempo de fabricacién. Ademas, debido
a la configuracién del dispositivo (preferentemente alineacién de 6ptica en horizontal
cuando funciona por transmision de la luz, aunque en este caso también podria ser

vertical o en forma de L mediante prismas), el cambio del chip una vez usado es muy
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sencillo y el montaje final del dispositivo (integracion de todos los componentes y
alojamiento en la carcasa final) facilita el cambio del chip desechable, garantizando un
correcto posicionamiento del chip (mejor que en otros dispositivos mas complejos
basados en SPR, por reflexién). Todo esto es igualmente aplicable al caso de la

configuracion trabajando por reflexion.

El sistema microfluidico o celda microfluidica136 (figura 1C) permite inmovilizar sobre
la superficie metalica del chip biomoléculas (proteinas, acidos nucleicos, entre otras) o
células de manera automatica y sin la intervencién humana directa ya que dicha celda
esta alimentada por un sistema periférico 114 (figura 1A). La celda puede tener o no
tener canales microfluidicos integrados en un sistema fluidico alimentado. Ejemplos de
elementos que forman parte de este sistema periférico 114 son bombas y/o véalvulas.
La celda microfluidica esta formada por una lamina de polimero desechable y
componentes reutilizables. La celda fluidica en si misma queda fuera del alcance de
esta invencién. La celda fluidica o microfluidica 121 puede observarse también en la
figura 1B, en la que la celda se representa como una lamina transparente 121 encima
del chip. Aunque no se representan en las figuras 1B o 1C, la celda fluidica 121 136
puede comprender un conjunto de microcanales por los que circula la muestra. Por la
celda microfluidica se hace circular la muestra de fluido (por ejemplo, sangre), que ha
podido ser pretratado (filtrado) o no, que contiene el biomarcador (por ejemplo, las
CTCs) que interaccionara con el ligando o biomolécula con el que se ha funcionalizado
el chip. La celda fluidica puede implementarse de varias formas.

Las figuras 1Dy 1E muestran un ejemplo de celda microfluidica140 utilizada en la
presente invencién. Esta celda 140 se basa en un sistema de flujo de la muestra
colocado sobre la superficie del chip nanoestructurado. Esta configuracién de celda
microfluidica es la usada, por ejemplo, en los chips de las figuras 2, 3C, 5A y 5B. Esta
posible implementacién de celda microfluidica no es limitativa, pudiendo usarse
cualquier otra celda o dispositivo que pueda hacer llegar la muestra a las zonas
sensoras del chip. La figura 1D muestra la parte exterior de la celda microfluidica 140

del ejemplo, mientras que la figura 1E muestra sus elementos interiores.

En su parte externa, la celda 140 esta formada por una carcasa a su vez formada por
una base 153 y una tapa 154. En este caso ambas son de acero inoxidable. La
carcasa comprende también unos conectores microfluidicos 152 que conectan la celda

con el sistema de bombeo mediante tubos micrométricos y unas levas 151 para el
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cierre de la carcasa, asegurando la estanquidad de la celda. Estas levas permiten
diferentes profundidades de microcanales y pozos de alojamiento de la muestra.

En su parte interna (figura 1E), la celda propiamente dicha 140 comprende una lamina
142 de alojamiento para el chip desechable, cuyo espesor es similar al del chip 143.
En este ejemplo, el chip 143 tiene unas dimensiones de 20x20mm. El chip contiene
zonas sensoras (las nanoestructuras). Debido a que el chip tiene varias zonas
sensoras, se trata de un sistema multiplexado. La celda 140 comprende también una
lamina 144, que en el ejemplo es de polietileno, cuyo espesor se adapta a la muestra
que se va a monitorizar. En esta lamina 144 se mecanizan los pozos en donde se aloja
la muestra 1441 y los microcanales 1442 que llevan y recogen la muestra de las zonas
sensoras (pozos). Ambas laminas 142 144 forman el interior de un “sandwich” cuyos
extremos son una lamina 141, que en este ejemplo es de acero inoxidable y tiene un
espesor de 1mm, y una tapa 145 que hace estanco el sistema microfluidico y en este
ejemplo es de pirex.

Alternativamente, la celda se puede basar en un sistema de flujo de la muestra que
permite el paso de la misma a través de una cavidad formada por dos superficies
“espejo” (metalicas) comprendidas en el chip. Esta configuracién de celda microfluidica
es la usada, por ejemplo, en los chips de las figuras 4A y 4B. En este caso (figuras 4A
y 4B), en una implementacién minima, el flujo de muestra puede circular directamente
entre las dos capas delgadas de metal (413 y 414 en la figura 4A y 414 y 414’ en la
figura 4B). Sin embargo, si en esta configuracion Fabry-Perot utiliza un chip
multiplexado, es decir, con varias matrices de nanoestructuras distribuidas en el chip,
entonces es necesario afiadir una celda microfluidica (con sus canales) que lleve la
muestra a cada zona sensora (zonas con nanoestructura). Cualquier otro tipo de
sistema y celda microfluidicos pueden usarse alternativamente, siempre y cuando
posibiliten llevar la muestra de fluido a las zonas sensoras del chip (matriz de

nanoestructuras).

La celda microfluidica confina la muestra en el entorno de las nanoestructuras (por
ejemplo, nanoagujeros) realizados en metal (por ejemplo, oro). Concretamente, la
celda debe confinar la muestra en una distancia no superior a un determinado umbral
del plano de metal. En un ejemplo de implementacién de una realizacién preferente,

en la que se disefa el chip para detectar/contar CTCs, se ha definido ese umbral en
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100 pm del plano del metal, que en el ejemplo es oro.

La celda microfluidica puede proporcionar diferentes funcionalidades. Por un lado,
cuando el chip no esté previamente biofuncionalizado, tiene la funcién de activacién de
la superficie y limpieza de la muestra, y por otro, optimizar la reaccién de
reconocimiento entre anticuerpos y biomoléculas. A través de la celda se pueden
introducir los reactivos para activar la superficie, bloquear la superficie para evitar
uniones no especificas, inmovilizar los anticuerpos y lavar la superficie mediante la

introduccion de un buffer adecuado de limpieza.

Por otro, la misma celda sirve como camara de reaccién (unién biomolécula o ligando
con biomarcador), facilitando la introduccion de la muestra y controlando el tiempo de
reaccion para favorecer la reaccion de reconocimiento con los anticuerpos en un buffer

adecuado de medida.

Otras tareas potenciales de la celda microfluidica son proporcionarlos biomarcadores y
reactivos de activacion adecuados para funcionalizar la superficie del chip, controlar el
paso de la muestra a través de la camara de reaccién asegurando tiempos de paso
adecuado para el reconocimiento molecular. La celda debe permitir de forma
automatica el paso de soluciones de lavado asi como la introduccién de nuevas
biomoléculas (o en general, biomarcadores) con efecto amplificador o buscando una
mayor especificidad.

Para que el biosensor pueda determinar la presencia o ausencia de una determinada
patologia, por ejemplo, metastasis, el biosensor debe detectar los niveles de uno o
varios biomarcadores. Por ejemplo, si el biomarcador presente en la muestra son las
CTCs, la presencia o ausencia de metastasis viene determinada o bien por el nimero
concreto de CTCs presentes en la muestra o bien por la superacion de un determinado
umbral de CTCs en la muestra. En cualquiera de los casos, esto se determina
correlacionando la respuesta espectral obtenida por el biosensor con una respuesta
patron previamente establecida. En otro ejemplo, si el biomarcador presente en la
muestra son miRs, mRNAs, DNAs o proteinas, la presencia o ausencia de patologia
viene determinada por la concentracion del biomarcador en la muestra y, como en el
caso anterior, se toma como referencia una respuesta patrén previamente establecida.
En cualquiera de los casos, es necesario que la muestra de fluido tenga un volumen

minimo (que puede depender del tipo de biomarcador que se esté buscando), es decir,
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es necesario tomar una muestra representativa. En el caso, por ejemplo, de muestras
procedentes de enfermos de cancer, cuando el biomarcador que se va a detectar son
las CTCs, es necesario que el volumen de fluido que forma la muestra sea de entre 5y
10 ml, ya que con menos volumen es dificil detectar células tumorales circulantes en

estadios iniciales debido a su baja concentracion.

Dado que el dispositivo usa como parte del chip metales nanoestructurados
preferentemente con nanoagujeros, al incidir la luz sobre ellos se puede trabajar por
transmisién, que es la opcion preferente. Esto simplifica el montaje Optico
considerablemente, ya que la iluminacién y la deteccién estan alineadas con un eje
comun, pudiendo asi realizar un montaje Optico en configuracion lineal (tanto
horizontal como vertical). Esto proporciona gran versatilidad al dispositivo: menor
tamafio (miniaturizacion del dispositivo), menor dificultad de alineamiento, mayor
robustez (sistema portable), etc., frente a los sensores que trabajan por reflexion
empleando configuraciones tipo Krestschman o equivalente.

La figura 2 ilustra un esquema de una configuracion basica del chip 210. El chip 210
esta formado por un sustrato 211 fabricado de un material dieléctrico convencional. El
sustrato 211 debe ser transparente a la luz, es decir, que no altere la luz cuando ésta
lo atraviese. Preferentemente, sobre este sustrato se coloca una capa fina de un metal
212, que contribuye a la adherencia de la capa superior, que es una fina capa de otro
metal biocompatible 214 (usualmente pero no limitativamente, oro).

El sustrato 211 es un material dieléctrico (ya sea compuesto quimico organico o
inorganico (por ejemplo, vidrio o polimero respectivamente) que sirva de soporte para
la capa final de metal 212 y tenga un porcentaje suficiente de transparencia a la banda
espectral de la fuente de luz excitadora. En general, el sustrato 211 puede ser un
material cuya rigidez permita depositar un metal (por ejemplo, oro) y fabricar las
nanoestructuras. Ejemplos no limitativos de materiales de los que puede fabricarse el
sustrato 211 son: diéxido de silicio, nitruro de silicio, vidrio, cuarzo, fluoruro de
magnesio (MgF»), fluoruro de calcio (CaF,), seleniuro de zinc (ZnSe), germanio u
otros.

Ejemplos de la capa final de metal 212 para mejorar la adhesién del metal sobre el
sustrato son Titanio y Cromo.

La capa de metal que contiene las nanoestructuras 214 es biocompatible y junto con
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dichas nanoestructuras da lugar a los efectos ligados a la generacion de LSPR al
incidir la luz sobre ella. La fabricacidn de las nanoestructuras se realiza mediante
técnicas de nanofabricacion convencionales, como pueden ser FIB (Focus lon Beam),
EBL (Electron Beam Lithography), termal NIL, UV-NIL (Ultra Violet NIL).
Preferentemente se utiliza la técnica termal NIL, que es relativamente barata, para
fabricar chips desechables. La técnica de fabricacion de las nanoestructuras quedan

fuera del alcance de la invencién.

Preferentemente, la capa metélica sobre la que se realizan las nanoestructuras 214 es
de un metal seleccionado del grupo formado por oro, rodio, paladio, plata, osmio, iridio,
platino, titanio, aluminio o cualquiera de sus mezclas. En una realizacion preferida se

utiliza oro o plata y méas preferentemente, oro.

La capa final de metal 212 para mejorar la adhesion tiene de espesor entre 1y 20 nm y
la capa de metal nanoestructurado 213 entre 20 y 300 nm.

Las dimensiones de las nanoestructuras pueden tener un diametro comprendido entre
1 nmy 1000 nm. El periodo de las nanoestructuras, en caso de estructuras periddicas,
o distancia entre los elementos, puede ser igual, mayor o0 menor que el doble de la
dimensién mayor de las nanoestructuras. Preferentemente es igual o mayor que el
doble de la dimensién mayor de las nanoestructuras. La forma de las estructuras
puede ser circular, triangular, rectangular, eliptica o, de forma no limitativa, cualquier
tipo de estructura poligonal, incluyendo rendijas, elipsoides o formas anisotrépicas. Las
dimensiones, forma y demds caracteristicas de las nanoestructuras, asi como el
periodo, se optimizan y fabrican a partir de las necesidades especificas de cada
aplicacion, dependiendo, entre otros factores, del tipo de células tumorales que se
desee contar o, en general, del tipo de biomarcador que sea objeto de deteccién.

El chip se limpia para eliminar compuestos organicos y Oxidos y posteriormente se
lava y se biofuncionalizan las nanoestructuras adecuadamente, para poder detectar y
aumentar la especificidad de deteccion hacia el biomarcador de interés, en funcién del
0 los biomarcadores que se desee detectar. Es decir, para potenciar que el
biomarcador o biomarcadores queden inmovilizados 0 anclados en la zona sensora o
zonas sensoras del chip, éstas se biofuncionalizan con biomoléculas (también
llamadas ligandos o reactivos de activacién) especificas que reconozcan el
biomarcador que se pretenda detectar. Ejemplos de estas biomoléculas son
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anticuerpos, proteinas o sondas de DNA (que reconocen el biomarcador en cuestion).
Por ejemplo, en el caso de que el biomarcador sean CTCs, el chip se biofuncionaliza
con biomoléculas (por ejemplo, anticuerpos) que reconocen las CTCs especificas del
tumor (anti-EpCAM, anti-citoqueratinas, entreotros). En otro ejemplo, en el que el
biomarcador son acidos nucleicos (miRs, mRNAs o DNAs), el chip se biofuncionaliza
con sondas de ADN complementarias a los acidos nucleicos especificos del tumor
bajo analisis. En el caso de proteinas, la biofuncionalizacion se realiza con moléculas
capaces de interaccionar de forma especifica con ellas (anticuerpos, ligandos, otras
proteinas, aptameros).

Ademas, en una realizacién particular, en el caso de que no se pudiese distinguir o no
hubiera sensibilidad suficiente para detectar el tipo de célula que se han adherido al
sensor, se necesitaria un segundo marcador (nanoparticulas biofuncionalizadas) para

distinguirlas.

El chip se puede biofuncionalizar (esto es, activar) tanto dentro como fuera del
dispositivo. Se biofuncionaliza dentro mediante la celda microfluidica.
Alternativamente, se puede biofuncionalizar fuera del dispositivo y adquirir o
comercializar los chips ya biofuncionalizados para la deteccion de una enfermedad en
concreto. De esta dltima forma, el usuario final sélo tiene que colocar el chip ya
biofuncionalizado en el dispositivo y pasarle muestra.

Los chips con superficie metélica nanoestructurados se fabrican preferentemente
mediante la técnica de NIL. Este es un método de alta precision para la fabricacién de
micro y nanoestructuras con una gran resolucién, sobre grandes areas (cm), a un bajo
coste, comparado con otras tecnologias, y con un alto rendimiento de produccion
(trasladable a la industria). La capacidad de fabricacion de nanoestructuras sobre
grandes areas permite tener una mayor zona sensible a la muestra a monitorizar, asi
como varias zonas sensibles (varias nanoestructuras), en un mismo chip. Esto dltimo
combinado con una celda microfluidica disefiada a medida del chip, dota al biosensor
de la capacidad de multiplexado que implica que puede detectar mas de un

biomarcador simultdneamente por chip.

La figura 3A muestra un esquema de la zona nanoestructurada de un chip de acuerdo
con la invencion y la figura 3B muestra una imagen SEM (del inglés Scanning
Electronic Microscopy; Microscopia Electrénica de Barrido) de los nanoaguijeros de la
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figura 3A. El chip ejemplificado esta formado por una capa delgada de oro con
aperturas circulares de simetria cuadrada nanofabricadas en metal. El chip del ejemplo
tiene una superficie de 20x20 mm y estd nanoestructurado con una matriz de
nanoagujeros de 150x150 um, de periodo 350 nm y didmetro 150 nm. Estos valores
pueden modificarse si es necesario para optimizar el disefio del chip.

La figura 3C representa un chip 310 con capacidad de multiplexado, que comprende
varias nanoestructuras 314 sobre la misma lamina metélica (en este caso, de oro) 313,
unido a la celda microfluidica 336. Con este disefio de chip cada nanoestructura se
puede biofuncionalizar con diferentes biomoléculas (anticuerpos, o sondas de DNA,
etc.) dotando al sistema de capacidad de multiplexado.

El principio de medida se basa en el cambio que sufre el espectro de
reflexién/transmision (intensidad reflejada/transmitida en funcién de la longitud de onda
incidente) de la superficie metalica nanoestructurada con nanoagujeros, cuando
cambian las propiedades Opticas del medio que estd en contacto con dicha superficie.
Usualmente, dicho espectro de reflexién/transmisién presenta maximos o minimos
(dependiendo de la configuracién) claramente definidos para ciertas longitudes de
onda resonantes. La condicion de resonancia para superficies metalicas con
nanoagujeros distribuidos periédicamente, es bien conocida. El caracter metélico de la
superficie, la consiguiente generacién de ondas superficiales en las proximidades de
cada nanoagujero y el efecto cooperativo de todos ellos debido a su periodicidad, hace
que los cambios de las propiedades épticas del medio en contacto (usualmente el de
su indice refraccion, n), produzcan desplazamientos espectrales apreciables, AA, de
las resonancias mencionadas mas arriba y modificaciones en la intensidad de su
espectro de transmisién, Al, de los que se puede inferir informacidén de esos cambios.
Los desplazamientos espectrales (en nm) y/o modificaciones en la intensidad
transmitida (en W) debidos a cambios en el indice de refraccion, An, del medio
circundante se suelen cuantificar respectivamente mediante dos parametros de
sensibilidad, AA/An y Al/An, medidos en nm/RIU y W/RIU respectivamente, donde RIU
son las siglas en inglés de Refractive Index Units (Unidades de indice de Refraccién).
En el caso que nos ocupa, los cambios en el indice de refraccion vienen dados por la

presencia o no de biomarcadores en una disolucion patron.

En resumen, si por ejemplo se analiza la luz transmitida (intensidad maxima y posicion
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espectrales) a través de uno de los chips 210 310 funcionalizado por el que pasa una
muestra problema (usualmente sangre) a través de una celda microfluidica 336, se
puede obtener una correlacion entre la modificacion delos parametros espectrales
mencionados de la luz transmitida (respecto de los de la incidente) y las
modificaciones de las constantes Opticas de la muestra problema (su indice de
refraccion) por la potencial presencia de biomarcadores (por ejemplo, CTCs). Esto
hace que el sistema actie como un biosensor altamente sensible y especifico. Es
decir, el sistema es capaz de detectar la concentracion o niveles de biomarcador o
biomarcadores presentes en una muestra por ejemplo procedente de un paciente
enfermo de céancer. En el caso especifico de que el biomarcador sean CTCs, el
sistema es capaz de detectar e identificar el nimero de CTCs o la cantidad minima de
CTCs que se consideren de interés (umbral tipo pasa / no pasa) presentes en la
muestra (fluido). En otros casos, como por ejemplo si el biomarcador es miRs, el
sistema es capaz de detectar la concentracion de miRs. Es decir, el sistema compara
la respuesta espectral del sistema con una muestra problema (células o biomoléculas
a detectar en un buffer liquido) sobre el chip con nanoestructuras y biofuncionalizado y
expuesto a una radiacion éptica, con una referencia (sélo buffer liquido) sobre el chip

en las mismas condiciones opticas (patrén determinado previamente).

La respuesta espectral de referencia se obtiene experimentalmente para cada caso
con una muestra del buffer liquido que contiene las células o las biomoléculas a
detectar y constituye la calibracién del sistema sin muestra o patrén de referencia.
Este patrdbn de referencia es especifico para cada biomarcador. Para los
biomarcadores para los que puede cuantificarse el nimero exacto de elementos, como
es el caso, por ejemplo, de las CTCs, el patrén de referencia puede incluso referirse a
la respuesta espectral de estos elementos individuales (desde 0 hasta un numero
razonable de unidades a partir del cual se puede afirmar con certeza que existe una
patologia -por ejemplo, metastasis-). Alternativamente, el patrén de referencia puede
usarse como sistema binario, de forma que se considera que repuestas espectrales
que gqueden por encima de un cierto umbral corresponden a la presencia de patologia,
mientras que repuestas espectrales que queden por debajo de ese umbral se
considera que corresponden a ausencia de patologia. Para otros biomarcadores para
los que no es viable cuantificarse el numero exacto de elementos, sino su

concentracion, como es, por ejemplo, el caso de miRs, el patrdén de referencia es de
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este Gltimo tipo, de forma que una determinada respuesta espectral se asocia a que la
concentracion o niveles de ese biomarcador ha superado o no un umbral asociado a la
presencia de patologia. En suma, para saber la concentracién de un biomarcador, por
ejemplo miRs, la Unica manera es calibrando el sistema con muestras con
concentraciones conocidas. Se preparan buffers, que son los mismos que los buffers
de medida, con ciertas concentraciones de estos biomarcadores, se obtiene la sefial
en el dispositivo y con eso se hace una curva de calibracion, que sirve de base para
interpretar la sefial que se obtiene cuando se pasa la muestra problema.

En el proceso de deteccién, existe un conjunto de aspectos que es necesario
considerar, ya que pueden hacer que el dispositivo proporcione una respuesta con
poca precision o incluso errénea (falsos positivos). Estos aspectos pueden resumirse
en los siguientes, aunque puede haber otros: presencia de ruido en la sefial detectada,
las resonancias que aparecen en los espectros son habitualmente anchas (maximos
poco definidos) y los desplazamientos de los maximos debido a la presencia de un
nuevo medio son pequerios debido a que los cambios de indice de refraccién son
pequefios. Estos inconvenientes, junto con la necesidad de alta precision en la
medida, hacen que sea necesario encontrar algun elemento/dispositivo/aditamento de
mejora que proporcione una medida mas precisa y fiable. La presente invencién
proporciona una solucion basada en buscar alguna modificacion que haga posible el
estrechamiento de los picos resonantes. De esta forma los maximos del espectro
estaran mejor definidos y los desplazamientos de los mismos, frente al cambio de
sustancias de diferente indice, podran ser medidos con mayor precision. Los
inventores han propuesto un disefio del chip en el que esta presente un resonador
optico, cavidad resonante o cavidad Fabry-Perot (en ocasiones a lo largo de este
texto, referido de forma abreviada como F-P).

Una cavidad resonante esta constituida por una lamina plano-paralela con sus dos
superficies espejadas (dos espejos) (habitualmente el espejado se realiza depositando
materiales metalicos), o dos espejos paralelos altamente reflectantes en el caso de
que el medio entre ellos sea aire. Su funcionamiento esta basado en el fenédmeno
interferencial producido por la superposicién de las ondas multiplemente reflejadas
entre los espejos al ser iluminado por una de sus caras. Habitualmente se trabaja con
la intensidad trasmitida por el interferémetro aunque es perfectamente factible trabajar
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con la reflejada. Como veremos, una u otra tienen ventajas que se veran en lo
sucesivo. Cuando se ilumina la cavidad resonante con un haz policromatico, aquellas
longitudes de onda que satisfacen la condicién de maximo de interferencia, salen a
través de la otra cara con una distribucién espectral que obedece a la funcién de Airy.
Esta funcion presenta un valor maximo de la intensidad y tiene una cierta anchura que
depende del angulo de incidencia sobre la cara de entrada, del factor de reflexién del
espejado de sus caras, del indice de refraccidn del medio que esta colocado entre las
mismas y del espaciado entre ellas. Fijado el angulo de incidencia (normal a la cara de
entrada en las configuraciones propuestas), un factor de reflexion mayor, un mayor
indice de refraccion o una mayor distancia entre caras, hacen que la funcién se
estreche y por lo tanto la posicién de su maximo se pueda determinar con mayor

precision.

Teniendo en cuenta las potencialidades que ofrece una configuracion de una cavidad
resonante, la solucién propuesta es utilizar este tipo de geometrias (es decir, una
cavidad resonante) para salvar los inconvenientes mencionados con anterioridad,
referidos a la deteccion en el microchip descrito. Para poner de manifiesto
conjuntamente las potencialidades de la transmision extraordinaria y las
proporcionadas por una cavidad resonante en una realizacién preferente, una de las
caras ha sido sustituida por una superficie metalica nanoestructurada con
nanoagujeros. Para conseguir la mayor eficiencia (mayor sensibilidad), la cavidad
resonante debe disefiarse de tal forma que la longitud de onda de una de sus
resonancias coincida con la de una de las resonancias plasmoénicas de la superficie
metalica con nanoagujeros. Logrando esta sintonia, se consigue aunar los efectos

cavitarios (estrechamiento de la resonancia) con los de transmisién extraordinaria.

Las figuras 4A, 4B, 5A y 5B muestran varias posibles configuraciones del chip con una
cavidad resonante. Estas implementaciones mejoran la sensibilidad del sistema al
unirse el efecto del LSPR al efecto resonador de la cavidad resonante. Cada
implementacion esta disefiada para un sistema de flujo de muestra diferente. Asi, la
implementacion de las figuras 4A y 4B esta pensada para que el paso de la muestra
(fluido que supuestamente porta biomarcadores) sea a través de la cavidad resonante
(el flujo circula entre los espejos). La implementacién de las figuras 5A, 5By 5C esta
pensada para un sistema de flujo de la muestra colocado sobre la superficie del chip
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nanoestructurado mediante una celda microfluidica (flujo exterior a la cavidad
resonante). Como se ha explicado anteriormente, en la implementacién de las figuras
4A y 4B, la celda microfluidica no es imprescindible salvo que el sistema sea
multiplexado, en cuyo caso es necesaria (la celda) para llevar la muestra a cada zona
sensora. Si, por el contrario, s6lo hay una matriz de nanoestructuras, no es
estrictamente necesaria la presencia de una celda microfluidica. No obstante, en este
Ultimo caso se utiliza preferentemente una celda microfluidica para garantizar que toda

la muestra pase por la matriz sensora y nada se escape.

La descripcién y ejemplos no limitativos de materiales, caracteristicas geométricas,
procesos de fabricacion y demas propiedades del sustrato, capa de metal para mejorar
adhesion, capa de metal biocompatible y estructuras nanométricas,
biofuncionalizacion, etc. indicados en relacion con el chip de la figura 2, aplican a los
chips de las figuras 4A, 4B, 5A, 5B y 5C.

Los distintos elementos (fuente de luz, medios 6pticos de acondicionamiento, medios
de deteccion y andlisis, etc.) descritos en relacion con las figuras 1A-1C pueden
emplearse también en el biosensor que incluye el chip descrito en las figuras 4A, 4B,
5A, 5By 5C.

Como en las implementaciones descritas anteriormente, el chip 410 510 de las
realizaciones de las figuras 4A, 4B, 5A, 5B y 5C esta biofuncionalizado (por ejemplo,
con anticuerpos, con sondas de ADN o con cualquier otro tipo de biofuncionalizacion,
en funcién del biomarcador que se pretenda detectar). Alternando diferentes areas de
nanoestructuras (arrays) sobre el metal de un mismo chip, se consigue un sistema
multiplexado, que permite la deteccion de varios biomarcadores tumorales,
biomoléculas y/o estructuras mas complejas (como CTCs, miRs, mRNAs, DNAs,
proteinas u otras), de forma simultanea. A modo de ejemplo, cada zona sensora
(nanoestructurada) del chip puede biofuncionalizarse con anticuerpos que reconocen
las CTCs especificas del tumor (anti-EpCAM, anti-citoqueratinas, u otros) y/o con
sondas de ADN complementarias a los miRs especificos del tumor bajo analisis.

Como en la figura 2, el chip 410 de la figura 4A comprende un sustrato 411y una capa
de metal nanoestructurado 414 (preferentemente con nanoagujeros), similares a los
descritos en la figura 2. Preferentemente comprende también una capa de metal para
mejorar la adhesién 412. Para formar la cavidad resonante el chip 410 comprende
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también, conjuntamente con las nanoestructuras plasménicas 414 (que hace la funcién
de uno de los espejos), y a una distancia determinada, una capa fina de metal 413 que
hace la funcién del otro espejo, sobre un sustrato 411°. Su adhesion, al igual que en el
caso del chip 210, ha sido preferentemente mejorada mediante una capa fina de metal
412’. La cavidad resonante queda formada por las dos laminas delgadas metalicas
414 413, una de ellas nanoestructurada (la 414). En la figura 4B se muestra una
variante de la configuracion anterior, donde se sustituye el espejo plano (sin
nanoestructuras) 413 por otra superficie metdlica nanoestructurada 414
(preferentemente con nanoaguijeros). La configuracion de la figura 4A es equivalente a
esta Ultima, dado que la imagen de la superficie nanoestructurada superior
proporcionada por la lamina metélica plana, hace las veces de una segunda superficie
metalica nanoestructurada. La ventaja de la configuracion descrita en la figura 4B es
que se pueden disefar independientemente ambas superficies nanoestructuradas
(tamafio de los nanoagujeros y periodo de la red). Sin embargo, presenta el
inconveniente de que su alineamiento es mas critico. En la figura 4B, la cavidad
resonante queda formada por las dos laminas delgadas metalicas nanoestructuradas
414 414°. Tanto la implementacion de la figura 4A como la de la figura 4B pueden
considerarse disefios del chip “ad hoc”, para que el flujo de la muestra a monitorizar
pase a través de la cavidad resonante.

Las figuras 5A, 5B y 5C muestran otras realizaciones del chip, que suponen
alternativas al chip 410 de las figuras 4A y 4B. En este caso la estructura del chip es
compacta. Esto hace que la fabricacion sea mas sencilla, se evita un posicionamiento
mecéanico de alta precisidén, pero a su vez el fluido no pasa por la zona de cavidad
resonante y por lo tanto se pierde, al contrario de lo que ocurre con las configuraciones
de las figuras 4A y 4B, algo de sensibilidad espectral a los cambios de indice de
refraccién de la muestra que ocurren en la cavidad resonante. En la figura 5A, el chip
510 esta formado por un sustrato 511 sobre el que preferentemente se deposita una
capa fina de metal 512 para facilitar la adhesion, sobre el que se deposita a su vez una
capa fina de metal a modo de espejo 513. Sobre este metal 513 se deposita un
sustrato 518 de un material dieléctrico transparente a la luz (es decir, que no altere la
luz cuando ésta lo atraviese) de espesor adecuado que hace de soporte para la
deposicibn de una capa de metal nanoestructurado (preferentemente con

nanoagujeros) 514. Preferentemente, se mejora la adhesion de la capa 514 mediante
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una capa fina 512’de un metal especifico. El sustrato 518 no tiene por qué ser del
mismo material que el sustrato 211 411 511 sobre el que se deposita la capa metalica.
Ejemplos no limitativos de materiales dieléctricos de los que puede fabricarse el
sustrato (polimero) 518 son: 6xido de silicio, nitruro de silicio u otros.

Al igual que en las implementaciones de las figuras 4A y 4B, una variacién del chip de
la figura 5A es la sustitucion de la capa fina de metal 513 que actlia de espejo de la
cavidad resonante, por otra capa fina de metal nanoestructurado 514°, como se
representa en la figura 5B.

La figura 5C muestra otra realizacion alternativa, en la que el chip 510 esta formado
por un sustrato 518 sobre el que preferentemente se deposita, en una de sus
superficies, una capa fina de metal 512 para facilitar la adhesién, sobre la que se
deposita a su vez una capa fina de metal a modo de espejo 513. Sobre la otra
superficie del sustrato 518 se deposita una capa de metal nanoestructurado
(preferentemente con nanoagujeros) 514. Preferentemente, se mejora la adhesion de
la capa 514 mediante una capa fina 512’ de un metal especifico. Como puede
observarse, se trata de una simplificacion de la implementacion de la figura 5A.

En las figuras 5A, 5B y 5C el flujo de la muestra circula sobre la lamina de metal
estructurada 514 exterior de la cavidad resonante. En las figuras 5A y 5C, la cavidad
resonante esta formada por las dos laminas delgadas metalicas 513 514, una de ellas
nanoestructurada (la 514). En la figura 5B, la cavidad resonante esta formada por dos
laminas delgadas metélicas nanoestructuradas 514’ 514.

Las figuras 6A y 6B muestran como el fluido fluye a través de la cavidad resonante
creada de acuerdo con las figuras 4A y 4B respectivamente. Se incluye el sistema
microfluidico que comprende al menos un canal de entrada 612 y otro de salida 613
del flujo de la muestra 611. En este caso, o bien la propia estructura del chip actia
como celda micréfluidica (flujo a través de la cavidad), o bien se afiade una celda
especifica que mejore el monitorizado. Esta opcion es especialmente recomendable

cuando se trata de un sistema multiplexado.

Del mismo modo, las figuras 7A, 7B y 7C muestran el esquema completo de las



10

15

20

25

30

WO 2015/140362 PCT/ES2014/070215

28

configuraciones de las figuras 5A, 5B y 5C, respectivamente. Se incluye el sistema
microfluidico que comprende un canal de entrada 712 y otro de salida 713 del flujo de
la muestra 711. En este caso, el fluido fluye mediante una celda microfluidica sobre la
superficie del chip nanoestructurado.

Las configuraciones tipo F-P de las figuras 4A, 4B, 5A, 5B y 5C permiten obtener un
alto factor de calidad, Q, definido como el cociente entre la frecuencia central de una
resonancia espectral y su anchura a la media altura, Q=w/A®. Un alto valor de Q para
una resonancia significa una mayor definicién espectral 0 mayor monocromaticidad.
En nuestro caso, se trata de producir un estrechamiento de las resonancias

plasmédnicas por acoplamiento con la cavidad resonante.

Si se comparan las implementaciones de las figuras 4A, 4B frente a las de las figuras
5A, 5B y 5C, se concluye que las implementaciones de las figuras 4A, 4B son mas
sensibles (aprovechan mejor el efecto de la cavidad resonante, ya que la muestra esta
en contacto con el efecto LSPR y con la cavidad resonante). Ademas, dado que el flujo
pasa por la cavidad resonante, se puede ahorrar la fabricacion de la celda
microfluidica, como se ha explicado anteriormente. Sin embargo, la fabricacion de las
implementaciones de las figuras 4A, 4B es mas complicada, ya que la separaciéon
entre los dos modulos del chip, -el espacio que queda haciendo de cavidad resonante-
se hace de forma mecanica, lo cual requiere una alta precision para asegurar la
distancia requerida y se dé la resonancia adecuada. A su vez, las implementaciones
de las figuras 5A, 5B y 5C implican una fabricacion méas sencilla, ya que la cavidad
resonante se hace mediante el depdsito de una capa de espesor controlado. Sin
embargo, estas implementaciones son menos sensibles porque la muestra esti en

contacto con el efecto LSPR pero no con la resonancia de la cavidad resonante.

Los plasmones de superficie localizados (LSPR) producidos en la capa metdlica (mas
concretamente, en las nanoestructuras metalicas) como consecuencia de la luz que
incide sobre el chip estan preferiblemente en la franja espectral UV y/o VIS y/o IR. Mas
preferentemente, estan en el rango espectral de 0,6 a 0,8um.

Para el caso preferente de que se desee detectar al menos células tumorales
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circulantes (CTCs), éstas se hallan en nimero muy reducido en la sangre, con una alta
presencia de células sanas, y por lo tanto su deteccién es complicada en fluidos como
sangre u orina. Para identificarlas es necesaria la utilizacién de anticuerpos que
reconozcan especificamente las células del tumor, evitando asi falsos positivos.
Ejemplos no limitativos de anticuerpos que pueden utilizarse para aumentar la
especificidad son anticuerpos especificos de EpCAM y citoqueratinas especificas de
tumor. La inflamacién que acompafa al desarrollo del cancer esta mediada
principalmente por las citoqueratinas producidas por las células tumorales. Por
ejemplo, en relacion con algunas enfermedades relacionadas con la presente
invencion, el cancer colorrectal se caracteriza por un patrén especifico de
citoqueratinas, con niveles elevados de CK-6, -8 y -20; mientras que el marcador de
cancer de mama mas utilizado es CK-19 (tal y como describe Barak et al, 2004). A su
vez, la molécula de adhesion celular epitelial EpCAM es una gliocoproteina de
membrana que se expresa en las células normales epiteliales y que se encuentra
sobre-expresada en la mayoria de los carcinomas. Por esta razén, puede utilizarse

para aumentar la especificidad por las CTCs adheridas a la lamina metalica.

En el caso de los miRs, es muy importante primero determinar los miRs cuya sobre-
expresion indiquen la presencia de un tipo de tumor concreto. Por ejemplo, en relacion
con algunas enfermedades relacionadas con la presente invencion, se han descrito
varios miRs asociados a cancer colorrectal, encontrandose miR-92 y -221 elevados en
este tipo de cancer. Los miRs implicados en el cancer de mama son miR-148b, -376c¢,
-409-3p y -801.

En el caso de que el biomarcador sea un &cido nucleico (miRs, mMRNAs o DNAs) el
chip se activa y se biofuncionaliza con sondas de ADN complementarias a los acidos
nucleicos especificos del tumor bajo analisis. En el caso de que el biomarcador sea
una proteina, la biofuncionalizacién se realiza con moléculas capaces de interaccionar
de forma especifica con ellas (por ejemplo, anticuerpos, ligandos, otras proteinas,
aptameros).

A continuacién se describen en detalle diversas simulaciones que se han llevado a

cabo del biosensor de la invencion, partiendo de chips optimizados, de forma que su
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geometria es la mejor para que consiga una mayor sensibilidad de deteccién.

El chip se ha optimizado mediante métodos numéricos que permiten realizar el estudio
de la distribucién del campo electromagnético generado tanto en las proximidades del
dispositivo como lejos de él en comparacion con la longitud de onda de la radiacion
incidente, del orden de los 600nm. Este ultimo caso es el convencional, ya que
normalmente el objetivo de microscopio de la deteccion 138 (figura 1C) esta colocado
a una distancia del dispositivo mucho mayor que 600nm. El estudio de la distribucion
de campo electromagnético en las proximidades del dispositivo permite hacer analisis
acerca de su sensibilidad. Para todo el estudio numérico, se han usado técnicas para
la resolucion exacta de problemas electromagnéticos, como FDTD (del inglés Finite
Difference Time Domain) y paquetes de software comerciales, como COMSOL®.
Ambos métodos estdn basados en algoritmos de resolucion de ecuaciones
diferenciales por elementos finitos. Para el caso delestudio de la distribucion de campo
electromagnético en las proximidades del dispositivo, se ha analizado la generacién de
“hot-spots” (localizacion espacial de altos valores del campo electromagnético local) y
su distribucidn espacial. Esto resulta de especial importancia dado el bajo nimero de
células tumorales que se prevé estén presentes sobre la superficie sensible (casos
reales). Para la situacion convencional, se determind la seccion eficaz espectral
(dependiente de la longitud de onda de la radiacién incidente) de extincion (el
dispositivo funciona por transmision, es decir, se detecta la intensidad de luz
transmitida a través del dispositivo y la seccion eficaz espectral de extincién es el
parametro que determina esto), se han estudiado las resonancias plasmoénicas y su
eficiencia a través de su factor de calidad definido por Q = w/Aw, donde Aw es la
anchura espectral de la resonancia a frecuencia w. Para todo el céalculo numérico
anterior, se ha tenido en cuenta la configuracion del montaje 6ptico descrito en la
figura 1C y que se ha detallado previamente. En este montaje, tanto la iluminacién
como la coleccién de la luz transmitida se realizan, respectivamente mediante dos
objetivos de microscopio 135 y 138 de aperturas adecuadas. Esto supone que la
iluminacién del dispositivo se lleva a cabo con un haz de extension espacial limitada
mediante un objetivo de microscopio 135. En las simulaciones numéricas también se
ha tenido en cuenta esto mediante el uso de iluminacion con haz gaussiano
(distribucion espacial de campo eléctrico que de forma matematica se puede describir

con una funcién gaussiana) y se ha recolectado la energia electromagnética de la luz
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transmitida dentro del angulo de apertura del objetivo del microscopio colector 138.

El biomarcador elegido para la simulacién ha sido CTCs. Las CTCs y el fluido “buffer”
que las porta han sido simulados como sigue:

El principio de funcionamiento del biosensor es la modificacién de su respuesta
espectral cuando el indice de refraccion del medio que toca la zona sensora del
dispositivo cambia (modificacion de una resonancia plasménica en cuanto a su
intensidad, posicién y anchura espectrales). Esto ocurre por la presencia de cualquier
sustancia biolégica inmersa en un buffer de referencia que altera el indice de
refraccion de este ultimo (CTCs en las pruebas, aunque ocurre igualmente para
cualquier material biolégico inmerso en un buffer). La modelizacion del cambio de
indice de refraccion se ha realizado usando modelos bien conocidos de medios
efectivos, basados en teorias consolidadas como la de Maxwell-Garnet. Se ha
trabajado con un volumen patrén de buffer (50000 um?®) y células de volumen medio de
1400 um® (el radio medio de una célula CTC esta entre unas 5 y 10 micras y
representa en torno al 3% del volumen total analizado) con indices de refraccién de
1,33 y 1,4 respectivamente. Los datos Opticos han sido obtenidos de la literatura y son
conocidos para un experto en la materia. Asi se puede demostrar que la presencia de
una de estas células en ese volumen implica una variacion de indice del buffer en su
tercera cifra decimal. En concreto, se ha estimado que el indice del buffer de
referencia de 1,33 pasa a tener un valor efectivo de 1,332. Una célula en el buffer
cambia el indice “efectivo” de éste menos que si hay dos células, dos células lo
cambian menos que si hay tres células, etc., por lo que a partir de una curva de
calibracién del dispositivo, se puede estimar el numero de CTCs presentes en la
muestra. Lo mismo ocurre con los miRs. Si la concentracion de estos aumenta (o de

un biomarcador en general), mayor variacion de indice.

Se ha partido de una configuracion base como la mostrada en la figura 2, formada por
una lamina de Au de 60 nm de espesor, depositada sobre un sustrato de vidrio 211.
En la lamina de Au se crea una estructura peridédica de nanoagujeros circulares de
180nm de diametro y con un periodo is6tropo de 500nm. En estas condiciones, la
muestra a analizar (en estado liquido) se pone en contacto con la capa de
nanoagujeros 213 de la nanoestructura mediante un sistema microfluidico (como el

sistema microfluidico 137 de la figura 1C) y se ilumina mediante un sistema éptico
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131-135. El fluido y las CTCs se han modelado de acuerdo al modelo de medio
efectivo indicado en el parrafo anterior. La luz transmitida se recoge con otro sistema
optico 136-1310, como se indica en la figura 1C y se analiza su espectro, en concreto
uno de los picos de transmision en torno a 760nm. Estos picos de transmisién, longitud
de onda de resonancia, son espectralmente sensibles a las propiedades épticas de la
muestra en contacto con la nanoestructura, en particular, a su indice de refraccion.
Variaciones de éste producen modificaciones en la estructura espectral del
mencionado pico (altura, anchura y posicion espectrales). En particular, se define un
parametro de sensibilidad S como el cociente entre la modificacion de la posicion
espectral del pico en nm, AA, con respecto a la variacién del indice de refraccion, An,
de tal forma que S=AMAN. El comportamiento electromagnético de la configuracién
base se ha simulado numéricamente mediante software comercial denominado
COMSOL® que es capaz de resolver problemas electromagnéticos de este tipo
mediante elementos finitos (REF). Con la configuracion basica mencionada antes, se
consiguen sensibilidades del orden 400nm/RIU. Esto significa que una variacion de
una unidad en el indice de refraccion de la muestra a analizar, produce una variacion

en la posicion del pico de transmision de 400nm hacia longitudes de onda mas largas.

A continuacién se analiza una configuracién como la mostrada en la figura 5A (figura
7A) (configuraciéon de cavidad resonante F-P), trabajando en reflexion, para una
nanoestructura con las caracteristicas de la configuracion base, se obtiene una
sensibilidad del orden de 200nm/RIU. Esta disminucion no implica que la configuracion
sea menos sensible, porque se puede aumentar modificando adecuadamente el
periodo y/o el diametro de los nanoagujeros. Por ejemplo, modificando el periodo a
600nm, la sensibilidad crece a 700nm/RIU). Con esta configuracién se obtienen dos
ventajas importantes. La primera es que se analizan minimos de reflexion casi nulos,
en vez de maximos de transmision como en la configuracién base. Es bien conocido
en Optica que, en una distribucién espacial de energia conseguida mediante un
dispositivo interferencial, el factor de visibilidad aumenta a medida que el valor de los
minimos interferenciales tienda a cero. La segunda ventaja es que la anchura
espectral de los minimos de reflexiéon en la configuracion de espejo es sensiblemente
mas pequefa que la de los maximos de transmision en la configuracion base, esto es,

aumenta el factor de calidad Q.

Por tanto, las configuraciones tipo cavidad resonante de las figuras 4A y 5A permiten
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obtener un mayor, Q. Un alto valor de Q para resonancia significa una mayor definicion
espectral o mayor monocromaticidad. Esto es consecuencia del estrechamiento de las
frecuencias de resonancia de los plasmones en su acoplamiento con la cavidad. En
concreto, para los datos de la nanoestructura base, la anchura se reduce a la mitad,
duplicando el factor de calidad Q.

Seguidamente se ha mantenido la configuracién de cavidad resonante F-P pero se ha
hecho que la muestra pase por dentro de la cavidad, como en la figura 4A (figura 6A).
En este caso, la sensibilidad aumenta considerablemente, dado que a la sensibilidad
de la nanoestructura a cambios del indice de refraccion de la muestra se afiade la de
las resonancias de la cavidad que también se ven afectadas por esos cambios. Esto
es debido a que ahora la muestra forma parte del medio intracavitario. Esto no ocurria
en la configuracion analizada anteriormente (figura 5A). Sin embargo, ademas de las
ventajas ya resefadas anteriormente, presenta las de su facilidad de fabricacién y
montaje estable en un dispositivo de uso por parte de personal no especializado.

Conclusiones similares a las descritas con anterioridad pueden obtenerse con
variantes de las configuraciones previas como las mostradas en las figuras 4B y 5B
(figuras 6B y 7Bb). Estas representan una configuracién equivalente de una superficie
nanoestructurada enfrentada a un espejo (objeto y su imagen a través del espejo
plano 413 o 513). Las configuraciones de las figuras 4B y 5B presentan la ventaja de
poder cambiar los pardmetros de las dos nanoestructuras independientemente, con la
consiguiente ventaja de optimizacion del dispositivo en cuanto a la sensibilidad que
presenta.

Aunque hemos procedido a utilizar la teoria de medio efectivo (ya que esa teoria es de
aplicacion mas general para cualquier tipo de medio biolégico a analizar) con el fin de
valorar la sensibilidad del dispositivo en nanémetros/RIU, para el caso de CTCs, se ha
procedido a realizar una serie se calculos donde especificamente se ha simulado la
presencia fisica de una o mas CTCs. Cada una de éstas se ha modelado como un
paralelepipedo de dimensiones adecuadas para representar una CTC deformada y
pegada a la superficie nanoestructurada y con un volumen equivalente al 3% del
volumen del buffer liquido. Un esquema de la situacion experimental analizada se
muestra en la Fig. 18 (configuracién basica), donde se aprecia el sustrato 1811, la
capa metdlica nanoestructurada 1814 (con aire 1816 entre las nanoestructuras) y
sobre ella una CTC (paralelepipedo) 1817 de indice de refraccidén 1,4, inmersa en el
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liquido buffer 1819 de indice 1,33. La simulaciéon muestra que la presencia de la célula
en el buffer produce un desplazamiento del pico de transmisiéon equivalente a una
modificacién del indice de refraccion de 1,33 a 1,332, como se ha estimado
previamente. Esta configuracion nos ha permitido también analizar el efecto de la
proximidad de la célula a la superficie nanoestructurada, mostrando la mayor
sensibilidad cuando la célula esta completamente pegada y disminuyendo a medida
que se separa de aquélla. Finalmente, se ha comprobado que la presencia de dos o
mas células produce desplazamientos que siguen un comportamiento lineal con el
nimero de células (Fig. 19) y que se puede calibrar en nm/RIU con las simulaciones

que se muestran mas abajo.

Basandonos en la teoria de medio efectivo, a continuacién se describen en detalle

algunas de las simulaciones realizadas, asi como sus resultados.

EJEMPLO 1: Configuracion bésica

En primer lugar se ha simulado una configuracién minima formada por periodos (chip
basico para la simulacién) de la geometria inicialmente estudiada correspondiente a
una estructura de nanoagujeros distribuidos periédicamente de forma bidimensional
con periodos iguales en las dos direcciones. Se han perforado nanoagujeros de radio
90 nm en una lamina delgada de oro de espesor 60 nm. Dicha capa metélica esta
depositada sobre un sustrato dieléctrico de vidrio de indice de refraccion 1,50. Por
encima de la lamina de nanoagujeros se encuentra depositado el liquido problema
correspondiente a la muestra a analizar cuyo indice de refraccion puede variar desde
1,33 (buffer sin material biol6gico) hasta 1,34 (buffer con material biol6gico en distintas
cantidades) con pasos de 0,002.

Como se muestra en la figura 8, la estructura se ha iluminado con una onda plana
polarizada a lo largo del eje X, la cual se propaga en la direccién —Z. Esto significa que
la luz lo primero que se encuentra es la zona de la muestra a su paso por el dispositivo

simulado.

Haciendo uso del software comercial COMSOL se ha estudiado el espectro de
transmisién para longitudes de onda comprendidas entre 400-800 nm (figura 9).
Fundamentalmente, nos fijamos en la parte del espectro cuyas longitudes de onda son
mayores que el periodo de la red. En este caso, 500 nm. Asi mismo se ha estudiado el
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campo cercano para las longitudes de onda en las que aparecen las resonancias. Un
ejemplo se muestra en la figura 10 para la resonancia de 760 nm mostrada en la figura
9.

Como se ha comentado antes y siguiendo con los modelos de medios efectivos, se ha
ido modificando el indice de refraccién del medio a monitorizar encima de la lamina
metalica. Esto simula la presencia de CTCs o la concentracion de otros elementos
biol6gicos, como los miRs. Determinando la posicién espectral de la resonancia de
760 nm (ver figura 9) en funcion del indice de refraccién del medio a monitorizar, se ha
conseguido la sensibilidad del dispositivo descrito (figura 11): 390,71 nm/R.I.U.

EJEMPLO 2: Configuracion cavidad resonante F-P, espectro de reflexién

A continuacion se ha estudiado y simulado una nueva geometria en la que se
incorpora una gruesa capa de oro debajo del sustrato de vidrio con el fin de obtener
resonancias tipo F-P entre la capa nanoestructurada y la superficie de la capa de oro,
que son las que forman la cavidad resonante. Se fij6 el espesor del vidrio en 380 nm
para conseguir una resonancia de la cavidad. Con esta configuracion, el dispositivo
funciona por reflexion. La muestra se sitia exteriormente a la cavidad resonante en
contacto con la matriz de nanoagujeros. De esta forma podemos comprobar como
cambia el espectro y como consecuencia, la sensibilidad con respecto a la

configuracion anterior al introducir el efecto de cavidad resonante.

En la figura 12 se muestra un ejemplo del espectro de reflexion de la configuracién
simulada. Es de destacar que al trabajar por reflexion las resonancias se muestran en
forma de minimos en lugar de maximos. Nos centraremos en la resonancia que se
encuentra a la longitud de onda préxima a los 760 nm, como se puede observar en la
figura 13, que muestra la variacion del espectro de reflexion con el cambio en el indice

de refraccion de la muestra.

A través de la posicion espectral de los minimos para diferentes indices de refraccidon
de la muestra, se ha estudiado la sensibilidad para la configuraciéon con cavidad
resonante, como se puede ver en la representacion de la figura 14 (198,57 nm/R.1.U.).

EJEMPLO 3: Configuracion cavidad resonante F-P espectro de transmisién
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Siguiendo la linea de investigacion anterior, obtener resonancias cavitarias, se decidio
estudiar y simular una nueva configuracion. En ella, se ha reducido el espesor de la
capa gruesa de oro (mayor de 100 nm, 6pticamente opaca a la luz, por lo que casi la
totalidad de la luz se refleja) descrita en la configuracién con cavidad resonante
anterior a 20 nm con el fin de que sea Opticamente delgada y la luz, en el rango de
frecuencias en el que estamos trabajando, sea capaz de atravesarla. De esta manera
es posible obtener resultados a partir del espectro de transmision. A diferencia de los
casos anteriores, la muestra no se encuentra situada sobre la matriz de nanoagujeros
sino en la cavidad creada por ambos “espejos”, constituidos por la lamina
nanoestructurada y la no nanoestructurada. De esta forma las resonancias cavitarias
que se produzcan seran sensibles a la variacion en el indice de refraccion de la
muestra bajo estudio. Encima de la matriz de nanoagujeros se pone un material
dieléctrico, vidrio, para conseguir que no haya pérdidas 6hmicas y no se produzca

absorcion.

En la figura 15 se ha representado el espectro de transmision para la estructura
simulada y para un indice de refraccion del liquido correspondiente a 1,33. En
concreto, como se puede ver en la figura 16, el estudio se ha centrado en analizar la
resonancia situada a aproximadamente 600 nm, ya que es la que proporciona valores

mas altos en transmision.

Mediante el estudio de la variacion del maximo espectral de la resonancia en 600 nm
con el indice de refraccion de la muestra, se ha llevado a cabo una representacion
grafica, ilustrada en la figura 17, pues a través de su pendiente se obtiene la
sensibilidad del dispositivo descrito y simulado. De esta manera, se ha obtenido una
sensibilidad de 489,72 nm/R.I.U.

En este texto, la palabra “comprende” y sus variantes (como “comprendiendo”, etc.) no
deben interpretarse de forma excluyente, es decir, no excluyen la posibilidad de que lo
descrito incluya otros elementos, pasos, etc.

Por otra parte, la invencion no esta limitada a las realizaciones concretas que se han
descrito sino abarca también, por ejemplo, las variantes que pueden ser realizadas por
el experto medio en la materia (por ejemplo, en cuanto a la eleccion de materiales,
dimensiones, componentes, configuracién, etc.), dentro de lo que se desprende de las

reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un biosensor para detectar la concentracion o cantidad de al menos un biomarcador
presente en una muestra de un fluido, caracterizado por que comprende:

un chip (410, 510) que comprende: un sustrato (411, 518) sobre el que se ha
depositado una capa de metal sobre la que se implementado al menos una
nanoestructura (414, 514), donde dicha al menos una nanoestructura (414, 514) esta
disefiada para producir resonancia de plasmones de superficie localizados (LSPR)
cuando es sometida a una radiacion éptica de un determinado rango espectral; y una
cavidad resonante delimitada por dos superficies que actian como espejo en dicho
determinado rango espectral, donde una de las dos superficies que delimitan la
cavidad resonante es dicha capa de metal con al menos una nanoestructura (414,
514), donde dicha capa de metal con al menos una nanoestructura (414, 514) esta
biofuncionalizada con al menos una biomolécula que reconoce dicho al menos un

biomarcador,

estando el biosensor configurado para, al exponer dicho chip (410, 510) a radiacion
optica en dicho rango espectral cuando dicha muestra esta en contacto con el chip,
medir la concentracién o cantidad de dicho al menos un biomarcador presente en la
muestra, mediante la comparacién de la respuesta espectral de la luz a la salida del
chip (410, 510) con un patron espectral previamente determinado, donde dicha
respuesta espectral responde al efecto combinado de la resonancia de plasmones de
superficie localizados(LSPR) en dicha al menos una nanoestructura plasménica (414,
514) y de la resonancia de la cavidad resonante.

2. El biosensor de la reivindicacién 1, donde dicho chip (410) comprende un segundo
sustrato (411’) sobre el que se ha depositado una capa de metal (413, 414°) que
consituye la segunda superficie que delimita dicha cavidad resonante, estando el
biosensor configurado para que, en uso, el flujo de la muestra pase a través de la
cavidad resonante (611).

3. El biosensor de la reivindicacién 2, donde sobre dicha capa de metal depositada
sobre el segundo sustrato (411’) se ha implementado al menos una nanoestructura

(414’), donde dicha nanoestructura (414’) esta disefiada para producir resonancia de
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plasmones de superficie localizados (LSPR) cuando es sometida a una radiacion
Optica de un determinado rango espectral.

4. El biosensor de la reivindicacion 1, donde dicho chip (510) comprende, sobre la otra
superficie de dicho sustrato (518), una segunda capa de metal (513) que constituye la
segunda superficie que delimita dicha cavidad resonante, estando el biosensor
configurado para que, en uso, el flujo de la muestra pasa sobre la capa de metal sobre
la que se ha implementado al menos una nanoestructura (514) y que actda como
primera superficie que delimita la cavidad resonante.

5. El biosensor de la reivindicacién 1, donde dicho chip (510) comprende un segundo
sustrato (511) sobre el que se ha depositado una capa de metal (513, 514°) que
constituye la segunda superficie que delimita dicha cavidad resonante, estando el
biosensor configurado para que, en uso, el flujo de la muestra pasa sobre la capa de
metal sobre la que se ha implementado al menos una nanoestructura (514) y que

actia como primera superficie que delimita la cavidad resonante.

6. El biosensor de la reivindicacién 5, donde sobre dicha capa de metal depositada
sobre el segundo sustrato (511) se ha implementado al menos una nanoestructura
(514’), donde dicha nanoestructura (514°) esta disefiada para producir resonancia de
plasmones de superficie localizados (LSPR) cuando es sometida a una radiacion
Optica de un determinado rango espectral.

7. El biosensor de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende, sobre
dicho sustrato (411, 411°, 518, 511), una capa de metal (412, 412, 512, 512°) para
facilitar la adhesion de la capa de metal (414, 414°, 413, 512’, 512) que delimita la

cavidad resonante.

8. El biosensor de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicha al menos

una nanoestructura es un nanoagujero.

9. El biosensor de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicho chip (410,
510) comprende una pluralidad de arrays de nanoestructuras diferentes, quedando el
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biosensor configurado para medir la concentracion o cantidad de diferentes

biomarcadores simultaneamente.

10. El biosensor de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde una dimension
de dicha al menos una nanoestructura es menor que la longitud de onda de la luz a la
que se expone el chip (410, 510).

11. El biosensor de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende
ademas una celda microfluidica para inmovilizar los biomarcadores sobre la superficie

del chip.

12. El biosensor de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicho al

menos un biomarcador son células tumorales circulantes (CTCs).

13. Un kit de diagnéstico para analizar una muestra de un fluido para determinar la
concentracion y/o cantidad de al menos un biomarcador de una enfermedad,
caracterizado por que comprende un biosensor de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12.

14. Uso del biosensor de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 para diagnosticar la
presencia y/o evolucidén de metastasis.

15. Un método para detectar la cantidad y/o concentracion de al menos un
biomarcador presente en una muestra de un fluido, donde dicha cantidad y/o
concentracion de al menos un biomarcador es indicativa de la presencia o ausencia de
una enfermedad o de la evolucién de una enfermedad, caracterizado por las etapas
de:

hacer fluir (612, 712) una muestra de un fluido por un chip (410, 510) que comprende
al menos un sustrato (411, 518) sobre el que se ha depositado una capa de metal
sobre la que se ha implementado al menos una nanoestructura (414, 514), y una
cavidad resonante delimitada por dos superficies que actian como espejo en un
determinado rango espectral, donde una de las dos superficies que delimitan la
cavidad resonante es dicha capa de metal con al menos una nanoestructura (414,
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40

514);

someter dicho chip (410, 510) a una radiacién éptica en dicho determinado rango
espectral, donde dicha radiaciéon éptica produce resonancia de plasmones de
superficie localizados (LSPR) en dicha al menos una nanoestructura (414, 514) y
resonancia en dicha cavidad resonante;

determinar la concentracion de dicho al menos un biomarcador presente en la
muestra, mediante la comparacién de la respuesta espectral de la luz a la salida del
chip (410, 510) con un patron espectral previamente determinado, donde dicha
respuesta espectral responde al efecto combinado de la resonancia de plasmones de
superficie localizados en dicha al menos una nanoestructura plasmoénica (414, 514) y
de la resonancia de la cavidad resonante.

16. El método de la reivindicacion 15, donde dicha etapa de hacer fluir (612) una
muestra de un fluido por un chip (414) comprende hacer pasar el flujo de dicha
muestra a través de la cavidad resonante (611).

17. El método de la reivindicacién 15, donde dicha etapa de hacer fluir (712) una
muestra de un fluido por un chip (514) comprende hacer pasar el flujo de dicha
muestra sobre la capa de metal sobre la que se ha implementado al menos una
nanoestructura (514) y que actiia como primera superficie que delimita la cavidad

resonante.

18. Un método para diagnosticar la presencia y/o evolucién de metastasis que
comprende aplicar el método para detectar la cantidad y/o concentracién de al menos
un biomarcador presente en una muestra de un fluido de acuerdo con cualquiera de

las reivindicaciones 15a 17.
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