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DESCRIPCION

Sistema de matriz de cultivo celular para ensayos automatizados y métodos de funcionamiento y de fabricacion del
mismo

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica prioridad de la solicitud de patente provisional 61/037.297 presentada el 17/03/2008 y
de 61/018.882 presentada el 03/01/2008.

La presente solicitud trata tecnologia relacionada con el documento U.S. 11/994.997, presentado el 11/08/2008, que
es una entrada en fase nacional de PCT/US06126364, presentada el 06/07/2006 y que reivindica prioridad de la
solicitud de patente provisional 60/773.467 presentada el 14 de febrero de 2006 y de la solicitud de patente
provisional 60/697.449 presentada el 7 de julio de 2005.

La presente solicitud trata tecnologia relacionada con la solicitud de EE.UU. 12/019.857, presentada el 25/01/2008,
que reivindica prioridad a la solicitud de patente provisional de EE.UU. N.° 60/900.651 presentada el 8 de febrero de
2007.

La presente solicitud trata tecnologia relacionada con la solicitud de EE.UU. Numero: 11/648207, presentada el
29/12/2006, que reivindica prioridad a la solicitud de patente provisional de EE.UU. solicitud de patente provisional
de EE.UU. N.° 60/756.399 presentada el 4 de enero de 2006.

Campo de la invencion

La divulgacién en diversas realizaciones se refiere a la manipulacién de micro-objetos, tales como células, o las
particulas micro-fabricadas son perlas, usando un sistema microfluidico y particularmente se refiere a una
configuracion que puede usarse con diversos sistemas de manipulacion automatizados estandar. En realizaciones
particulares, la divulgacion implica un sistema automatizado para cultivo celular.

Antecedentes de la invencion

La discusion de cualquier trabajo, publicacion, venta o actividad en cualquier parte de esta presentacion, incluidos
los documentos presentados con esta solicitud, no se tomara como una admision de que dicha obra constituye una
técnica anterior. La discusion de cualquier actividad, trabajo o publicacion en el presente documento no es una
admision de que dicha actividad, trabajo o publicacion existiera o fuera conocida en una jurisdiccion en particular.

El cultivo celular microfluidico es una tecnologia prometedora para aplicaciones en la industria de la seleccion de
farmacos. Los beneficios clave incluyen funcion biolégica mejorada, datos basados en células de mayor calidad,
consumo reducido de reactivos y coste mas bajo. Las preparaciones de muestras moleculares y celulares de alta
calidad son importantes para diversas aplicaciones clinicas, de investigacion, y otras aplicaciones. Las muestras in
vitro que representan estrechamente sus caracteristicas in vivo pueden beneficiar posiblemente un amplio intervalo
de aplicaciones moleculares y celulares. La manipulacion, caracterizacion, cultivo y visualizacién de células u otros
materiales biolégica o quimicamente activos (tales como perlas recubiertas con diversas moléculas biolégicas) se ha
valorado cada vez mas en los campos de descubrimiento de farmacos, diagnéstico y analisis de enfermedades, y
otros varios trabajos terapéuticos y experimentales.

El cultivo de células de mamifero es particularmente exigente, particularmente para mantener agregados solidos
eficaces de células en cultivo. Se han hecho avances adaptando diversas tecnologias de microfabricacion y
microfluidicas al cultivo celular, aunque sigue existiendo una necesidad continua de un dispositivo que pueda
fabricarse econémicamente y usarse para proporcionar cultivo celular eficaz.

Las publicaciones y/o los documentos de patente que tratan diversas estrategias relacionadas con el cultivo celular
usando sistemas microfluidicos y actividades relacionadas incluyen las siguientes solicitudes de patente de EE.UU. y
no de patente. Un listado de estas referencias aqui no indica que las referencias constituyan estado de la técnica.
Cytoplex, Inc. 6.653.124 "Array-based microenvironment for cell culturing, cell monitoring and drug-target validation".
Cellomics, Inc. 6.548.263 "Miniaturized cell array methods and apparatus for cell-based screening".

Fluidigm, Inc. Solicitud publicada 20040229349 (18 de noviembre de 2004) "Microfluidic particle-analysis systems".
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Trabajo y solicitudes de patente previas como se citan anteriormente que implican a al menos uno de los presentes
inventores tratan diversas configuraciones, métodos y sistemas relacionados con el cultivo celular microfluidico.

Sumario

La presente invencion implica diversos componentes, sistemas y métodos relacionados con sistemas de cultivo
celular microfluidico relacionados. En un aspecto, la invencién implica novedosos dispositivos de cultivo celular
microfluidico tal como se definen en las reivindicaciones que tienen ventajas con respecto a estructuras
microfluidicas previamente propuestas. En otro aspecto, la divulgacion implica novedosas estructuras y métodos
para integrar multiples sistemas de cultivo celular microfluidico a una estructura de placa de pocillos de microtitulo,
tal como un formato de placa de pocillos de cultivo estandar (por ejemplo, una placa de cultivo SBS de 96 pocillos).
En un aspecto adicional, la divulgacion implica novedosos métodos de fabricacion para crear una matriz de areas de
cultivo celular microfluidico adecuado para integracion con una placa de pocillos. En otro aspecto, la divulgacion
implica novedosos sistemas, métodos y componentes para un cultivo celular de alto rendimiento automatizado
mejorado y/o sistema de seleccion usando cultivos celulares microfluidicos.

En realizaciones particulares, caracteristicas de disefio clave incluyen la eliminacién de tubos y conectores a las
propias placas, la capacidad de mantener cultivo celular en perfusién continuo a largo plazo usando un flujo
accionado por gravedad pasivo y el andlisis directo sobre los pocillos de salida y/o pocillos de observacion celular de
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la placa microfluidica.

Para fines de claridad, esta discusion se refiere a dispositivos, métodos y conceptos en términos de ejemplos
especificos. Sin embargo, la invencion y aspectos de los mismos pueden tener aplicaciones para varios tipos de
dispositivos y sistemas. Por tanto, se pretende que la invenciéon no se limite, excepto como se proporciona en las
reivindicaciones adjuntas.

Ademas, es muy sabido en la técnica que los sistemas y métodos tal como se describen en el presente documento
pueden incluir varios diferentes componentes y diferentes funciones en un modo modular. Diferentes realizaciones
de la invencion pueden incluir diferentes mezclas de elementos y funciones y pueden agrupar diversas funciones
como partes de diversos elementos. Para fines de claridad, la invencién se describe en términos de sistemas que
incluyen muchos componentes innovadores diferentes y combinaciones innovadoras de componentes innovadores y
componentes conocidos. No debe hacerse inferencia para limitar la invencién a combinaciones que contienen todos
los componentes innovadores enumerados en cualquier realizacion ilustrativa en esta memoria descriptiva.

En algunos de los dibujos y descripcion detallados mas adelante, la presente invencion se describe en términos de
la realizacion independiente importante de un dispositivo de cultivo celular microfluidico completo, completamente
automatizado, y componentes del mismo. No debe considerarse que esto limite los diversos aspectos novedosos de
la invencion que, usando las ensefianzas proporcionadas en el presente documento, pueden aplicarse a varias otras
situaciones. En algunos de los dibujos y descripciones mas adelante, la presente invencion se describe en términos
de varias realizaciones de ejemplos especificos que incluyen parametros especificos relacionados con dimensiones
de estructuras, presiones o volumenes de liquidos, temperaturas, valores eléctricos, y similares. Excepto donde se
proporcione asi en las reivindicaciones adjuntas, estos parametros se proporcionan como ejemplos y no limitan la
invencion a otros dispositivos con diferentes dimensiones. Para fines de proporcionar una descripcion mas
esclarecedora, se dan como ejemplos etapas de fabricacion conocidas particulares, etapas de manipulacion de
células, reactivos, proceso quimico o mecanico, y otros componentes conocidos que pueden incluirse para hacer un
sistema o fabricar un dispositivo segun realizaciones especificas de la invencion. Se entendera para aquellos
expertos en la materia que, excepto donde se indique especificamente en el presente documento de otro modo,
pueden hacerse diversas sustituciones conocidas en los procesos descritos en el presente documento.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es una vista desde arriba de una matriz de ejemplo de unidades de cultivo celular segun realizaciones
especificas de la invencion. En este ejemplo, se proporcionan 32 unidades de cultivo en una placa de 96 pocillos
(tal como el esquema de matriz del biorreactor microfluidico estandar de la Society for Biomolecular Screening
(SBS)), con pocillos dispuestos en 12 columnas (mostradas verticalmente) por 8 filas.

En este ejemplo, cada unidad de cultivo celular ocupa tres pocillos, uno para su uso como una entrada de medio,
uno para su uso como una entrada de células/salida de medio y uno para su uso para la obtencion de imagenes
de células (que aparece como un rectangulo oscuro en los pocillos en la figura) y/o para proporcionar pasajes de
aire a un area de cultivo celular. En realizaciones especificas, cada unidad puede usarse como una celda
biomimética independiente.

La FIG. 2 es una vista desde abajo que muestra una unidad de cultivo que ocupa tres pocillos segun
realizaciones especificas de la invencion.

La FIG. 3 es una vista desde abajo en primer plano que ilustra detalles de las areas de cultivo celular
microfluidico descritas anteriormente segun realizaciones especificas de la invencion. En esta figura, la entrada
de células/salida de medio esta a la izquierda, y la entrada de medio esta a la derecha.

La FIG. 4 es una micrografia en primer plano de un area de cultivo celular que ilustra dos grandes orificios de
aire a la izquierda de la figura cada uno conectado a un pasaje de aire que esta dispuesto entre los bloques,
teniendo cada bloque cuatro sinusoides de cultivo celular segun realizaciones especificas de la invencion. En
esta figura, la entrada de células/salida de medio esta a la derecha, y la entrada de medio esta a la izquierda.
También estan visibles en la foto estructuras de multiplexor de medio a la izquierda en cada bloque, y un
multiplexor de entrada de células opcional a la derecha en cada bloque.

La FIG. 5 es una micrografia en primer plano de un area de cultivo celular que ilustra dos grandes orificios de
aire a la izquierda de la figura cada uno conectado a un pasaje de aire que esta dispuesto entre los bloques,
teniendo cada bloque ocho sinusoides de cultivo celular segun realizaciones especificas de la invencion.

La FIG. 6 ilustra canales de relacién de aspecto alta que rodean las areas de cultivo celular en los que los
canales entre las estructuras solidas tienen aproximadamente 4 pm de anchura y 40 ym de alto para prevenir
que las células crezcan fuera. Los canales en este ejemplo estan separados aproximadamente 40 pm.

La FIG. 7A ilustra una entrada de células/salida de medio de un area de cultivo celular modificada con una gran
entrada de células rectangular para proporcionar carga de células mas facil y con un area de perfusion de la
carga de células y un area de cultivo celular de pared sdlida. Las flechas de la derecha indican la direccion de
carga de las células.

La FIG. 7B ilustra la entrada de medio/area de cultivo celular de un sistema de cultivo celular microfluidico
modificado segun realizaciones especificas de la invencion. En este ejemplo, la carga de células es desde la
derecha y el flujo de medio, como se indica por las flechas, es desde la izquierda.

La FIG. 8 es un esquema que muestra tres bloques de cuatro sinusoides de cultivo celular largos, donde los
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sinusoides celulares largos se extienden a través de dos pocillos, y ademas muestra una region de entrada de
células / region de salida de flujo rectangular, y cuatro orificios de aire que conectan con cuatro canales de aire.
Las FIG. 9A-B son diagramas esquematicos simplificados que ilustran en tres dimensiones los componentes de
un dispositivo de cultivo celular microfluidico multicélula (por ejemplo, 3) que incluye una representacion del
marco de pocillos segun realizaciones especificas de la invencion.

La FIG. 10 es una vista lateral simplificada que muestra una estructura segun realizaciones especificas de la
invencion que ilustra dos pocillos que se usan en flujo de células y flujo de fluidos.

La FIG. 11 es una micrografia en primer plano que muestra células cargadas en cinco regiones sinusoides de
cultivo celular con cuatro canales sinusoides intermedias segun realizaciones especificas de la invencion.

La FIG. 12 muestra cuatro micrografias en primer plano que muestran células cargadas en cuatro regiones de
cultivo celular sinusoides diferentes dimensionadas segun realizaciones especificas de la invencion.

La FIG. 13 es un diagrama esquematico que muestra etapas de una region de cultivo vacia para realizar un
ensayo celular segun realizaciones especificas de la divulgacion.

Las FIG. 14A-C muestran una vista desde arriba, vista lateral y vista en planta de un esquema de un colector de
ejemplo segun realizaciones especificas de la divulgacion. En este ejemplo, las ocho lineas de tubos a la
derecha son para aire comprimido, y cada una esta configurada para proporcionar presion a una columna de
entrada de pocillos de células en una matriz microfluidica. La linea mas a la izquierda en la figura es para vacio y
conecta con un anillo de vacio externo alrededor del colector. Cada columna de pocillos esta generalmente
conectada a una Unica linea de presion con pocillos encima de las regiones de obtencién de imagenes omitidos.
La FIG. 15 es una grafica que ilustra un ejemplo de diferencia de caudal entre un mecanismo de tension
superficial y un mecanismo accionado por gravedad segun realizaciones especificas de la invencion.

La FIG. 16 es una grafica que ilustra un ejemplo del grado al que la tasa de perfusién de la gravedad es sensible
a la diferencia de nivel de liquido entre los dos pocillos del reservorio superior segun realizaciones especificas de
la invencion.

La FIG. 17A-B ilustra una plataforma de inclinacion que puede usarse para controlar la diferencia de altura de
liquido entre los pocillos de entrada/salida en un dispositivo segun realizaciones especificas de la invencién y un
ejemplo de caudal frente al angulo de inclinacién de la placa.

La FIG. 18 ilustra una vista desde arriba esquematica de un sistema de automatizacion de cultivo celular de
ejemplo segun realizaciones especificas de la divulgacion.

La FIG. 19 es una fotografia de un sistema de matriz de perfusiéon microfluidico automatizado de ejemplo segun
realizaciones especificas de la divulgacion.

La FIG. 20 es un diagrama de flujo que ilustra el flujo de proceso de etapas de funcionamiento tipicas.

La FIG. 21 ilustra cuatro areas de cultivo microfluidico de una placa de matriz de ejemplo preparada en el
sistema de ejemplo descrito anteriormente usando hepatocitos primarios de rata.

La FIG. 22 ilustra una porcion de un area de cultivo microfluidico de una placa de matriz de ejemplo preparada
en el sistema de ejemplo descrito anteriormente usando hepatocitos primarios humanos.

La FIG. 23 ilustra una disposicion de otro tipo de matriz de cultivo celular disefiada para la automatizacion
general del cultivo celular segun realizaciones especificas de la divulgacion.

La FIG. 24 ilustra un esquema de funcionamiento para realizar cultivo celular automatizado e inmunotincién
sobre una matriz microfluidica con carga de células por gravedad como se ha descrito anteriormente.
Aplicaciones de ejemplo incluyen cultivo de células madre y cultivo de células primarias con tincion por
inmunofluorescencia y microscopia.

La FIG. 25 ilustra un esquema de matriz de biorreactor microfluidico estandar SBS (Society for Biomolecular
Screening) de ejemplo alternativo.

Las FIG. 26A-B ilustran un ensamblaje de sistema de cultivo celular alternativo segun realizaciones especificas
de la presente divulgacion que muestran (A) un disefio microfluidico esquematico de ejemplo para tres unidades
de célula; (B) una fabricacion de litografia suave de este disefio con mecanizado laser de cuatro aberturas por
unidad de cultivo.

La FIG. 27 ilustra etapas de funcionamiento de un sistema menos automatizado o prototipo segun realizaciones
especificas de la divulgacion.

La FIG. 28 ilustra un molde microfluidico fijado sobre una placa de vidrio con imanes segun realizaciones
especificas de la divulgacion. En realizaciones de ejemplo, cada iman usado es: 3/4" (1,9 cm) de diametro x
1/16" (0,16 cm) de espesor fabricado, por ejemplo, de un neodimio-hierro-boro (NdFeB) sinterizado con un
chapado/recubrimiento de Ni-Cu-Ni (niquel) y un grado: N40 con una fuerza de traccion de: 4,0 Ibs (1814 g).

La FIG. 29 ilustra una pila de moldes mantenidos juntos con pinzas magnéticas (por ejemplo, pila de moldes
microfluidicos auto-alineados) para formar estructuras micro-moldeadas de polimero segun realizaciones
especificas de la divulgacion.

La FIG. 30 es un diagrama de blogues que muestra un proceso de moldeo suave directo de ejemplo segun
realizaciones especificas de la divulgacion.

La FIG. 31A ilustra las dos piezas en posicion antes de montar un vidrio y recubrimiento. Debido a que la pieza
superior es moldeada por inyeccion, el fondo de los pocillos puede ser plano, redondeado o coénico. Una
caracteristica deseada particular es que el fondo de la parte superior, que cubre las estructuras microfluidicas,
debe ser plano para garantizar el moldeo uniforme a través de la matriz. Esta parte superior puede ser tanto una
parte superior patentada con pocillos como se muestra como, alternativamente, puede ser una placa multi-pocillo
SBS estandar.

La FIG. 31B ilustra un ejemplo en el que el fondo de la placa superior estda quimicamente modificado por un
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reactivo (Silgard Primecoat) de manera que los polimeros blandos se adhieran al fondo de la parte superior
después del proceso de moldeo e ilustra una cantidad apropiada de polimero blando vertido sobre el centro del
molde (normalmente algunos mililitros, dependiendo del area que vaya a cubrirse, ademas del espesor del
polimero blando después del moldeo).

La FIG. 31C ilustra un ejemplo en el que la parte superior y el molde estan intercalados entre dos piezas de
superficies planas (normalmente placas de vidrio) con mecanismos de sujecion (en este caso imanes) y el
mecanismo de sujeciéon mantiene la pieza superior y el molde juntos con marcas de alineamiento ajustadas entre
si.

La FIG. 31D ilustra un ejemplo en el que después de desprender la matriz de cultivo celular microfluidico
moldeada con la pieza superior, se usa un cortador laser para crear conexiones fluidicas entre las estructuras
microfluidicas y los pocillos en localizaciones especificas (entradas/salidas de células/reactivos).

La FIG. 31E ilustra un ejemplo en el que la matriz de cultivo celular microfluidico esta unida a una pieza de vidrio
rectangular. El vidrio y/o la matriz pueden someterse a tratamiento por plasma de oxigeno antes de la union.

La FIG. 31F ilustra un ejemplo en el que usando un dispensador de liquido, la matriz de cultivo celular
microfluidico se llena con soluciones de imprimacién para mantener su quimica superficial modificada. Si parece
que burbujas estan atrapadas dentro de la matriz, se usan etapas de vacio adicionales para eliminar las
burbujas.

La FIG. 31G ilustra un ejemplo en el que para prevenir la evaporacion de liquido, la matriz se sella con una cinta.
La FIG. 31H ilustra un ejemplo en el que la matriz se ajusta opcionalmente en un marco de manera que la matriz
acabada pueda tratarse como una placa de microtitulacion estandar con las dimensiones externas correctas. En
el caso en el que la parte superior sea una placa de pocillos de microtitulo estandar, esta etapa puede ser
innecesaria.

Las FIG. 32A-D ilustra cuatro componentes de un proceso de moldeo suave directo segun realizaciones
especificas de la divulgacion.

La FIG. 33A ilustra una etapa en la que una cantidad apropiada de polimero blando se vierte sobre el centro del
molde (normalmente algunos mililitros, dependiendo del area que va a cubrirse, ademas del espesor del
espaciador) Por ejemplo, para un molde de 6" (15,2 cm) de diametro y un espaciador de 150 micrometros, la
cantidad minima requerida es 1T x 7,62 cm x 7,62 cm x 0,015 cm ~ 2,75 ml).

La FIG. 33B ilustra una etapa en la que la hoja acrilica se intercala entre dos piezas de las placas de vidrio de
manera que los imanes presionen la hoja acrilica (con la superficie modificada por la imprimacién orientada hacia
el molde) contra el molde hasta que la hoja acrilica choque con el espaciador. El polimero blando llenara
entonces el espacio entre la hoja acrilica y el molde para repetir las estructuras microfluidicas. En realizaciones
particulares, el mecanismo de sujecion asistido por iman mantiene las piezas juntas mientras que el polimero
blando se cura a temperatura elevada (60 °C) durante al menos 2 horas.

La FIG. 33C ilustra que después de enfriarse los compartimentos hasta aproximadamente temperatura ambiente,
la hoja acrilica con el polimero blando se desprende del molde. La matriz de cultivo celular microfluidico se
moldea fielmente sobre el polimero blando. Para proteger la superficie del polimero blando de contaminaciones
de los siguientes procesos, puede aplicarse una cinta de proteccion de la superficie (Ultron Blue Adhesive Plastic
Film 80 micrémetros) encima de la superficie del elastémero por un rodillo.

La FIG. 33D ilustra que después de la separacion del molde se usa un cortador laser de CO2 (modelo
VersalLaser, 25W) para crear conexiones fluidicas entre las estructuras microfluidicas y los pocillos moldeados
por inyeccion (entrada de células y entrada de medio). Como el polimero blando usado en el proceso es
permeable al gas, pueden cortarse "orificios de aire" cerca de las areas de cultivo celular para promover la
difusién de aire para el mejor cultivo celular. La pieza superior circular puede cortarse a la forma rectangular en
esta etapa.

La FIG. 33E ilustra que después de quitar la cinta de proteccion de la superficie y de opcionalmente limpiar
ultrasénicamente la matriz (o se limpia con chorro de agua) para sacudir cualquier polvo creado por la etapa de
corte laser y opcionalmente aplicar una nueva cinta de proteccion de la superficie, la matriz de cultivo celular
microfluidico se pega a la placa moldeada por inyeccidon con un adhesivo curable por ultra-violeta (UV) que
también es bio-compatible (Loctite 3301). La placa con la matriz de cultivo celular microfluidico se cura en una
camara de UV durante 30 minutos. Después de quitar la cinta de proteccién superficial, tanto un sustrato de
vidrio (por ejemplo, White Float Glass) como la matriz de cultivo celular microfluidico se someten a tratamiento
por plasma de oxigeno para activar la superficie y el sustrato de vidrio encierra la matriz de cultivo celular
microfluidico mediante enlace covalente, como se muestra en la FIG. 33F.

La FIG. 33G ilustra que usando un dispensador de liquido, la matriz de cultivo celular microfluidico se llena con
soluciones de imprimacion, ya que las burbujas pueden estar dentro de la matriz; y la matriz puede ponerse
dentro de una camara de vacio para la eliminacion de burbujas y también puede ponerse dentro de una camara
de UV/ozono (Novascan) para esterilizacion.

La FIG. 33H ilustra que para prevenir la evaporacion de liquido, la matriz se sella con una cinta (Excel Scientific,
AlumaSeal).

La FIG. 34 es un diagrama de bloques que muestra un dispositivo légico de ejemplo representativo en el que
pueden incorporarse diversos aspectos de la presente divulgacion.

La FIG. 35 (Tabla 1) ilustra un ejemplos de enfermedades, afecciones o estados que se pueden evaluaro para
los que los farmacos u otras terapias se pueden probar de acuerdo con realizaciones especiicas de la presente
invencion.
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Descripcion detallada de realizaciones especificas

1. Vision general

Definiciones

Una "particula" se refiere a células bioldgicas, tales como células de mamifero o bacterianas, particulas virales, o
particulas liposomales u otras que pueden someterse a ensayo segun la invencion. Tales particulas tienen
dimensiones minimas entre aproximadamente 50-100 nm, y puede ser de hasta 20 micrémetros o mas. Cuando se
usa para describir un ensayo celular segun la divulgacion, los términos "particulas" y "células" pueden usarse
indistintamente.

Un "micropocillo” se refiere a una camara de escala micrométrica capaz de acomodar una pluralidad de particulas.
Un micropocillo normalmente es de forma cilindrica y tiene dimensiones de diametro y profundidad en una
realizacion preferida de entre 100 y 1500 micrémetros, y 10 y 500 micrometros, respectivamente. Cuando se usa
para referirse a un micropocillo dentro del dispositivo de cultivo celular microfluidico de la invencién, el término
"pocillo" y "micropocillo" se usan indistintamente.

Un "microcanal” se refiere a un canal de escala micrométrica que se usa para conectar una estacion en el dispositivo
de la invencién, con un micropocillo, o una estacién y una valvula asociadas al micropocillo. Un microcanal
normalmente tiene una seccion transversal rectangular, por ejemplo, cuadrada, con dimensiones laterales y de
profundidad en una realizacion preferida de entre 10 y 500 micrometros, y 10 y 500 micrémetros, respectivamente.
Los fluidos que circulan en los microcanales pueden presentar comportamiento microfluidico. Cuando se usa para
referirse a un microcanal dentro del dispositivo de cultivo celular microfluidico de la invencién, el término
"microcanal" y "canal" se usan indistintamente.

Un "dispositivo microfluidico" se refiere a un dispositivo que tiene diversas estaciones o pocillos conectados por
microcanales de escala micrométrica en los que los fluidos presentaran comportamiento microfluidico en su flujo a
través de los canales.

Una "matriz de micropocillos" se refiere a una matriz de dos o mas micropocillos formados sobre un sustrato.

Un "dispositivo" es un término ampliamente usado en la materia y engloba un amplio intervalo de significados. Por
ejemplo, a su nivel mas basico y menos elaborado, "dispositivo" puede significar simplemente un sustrato con
caracteristicas tales como canales, camaras y puertos. A niveles de elaboracién cada vez mayores, el "dispositivo"
puede comprender ademas un sustrato que encierra dichas caracteristicas, u otras capas que tienen caracteristicas
microfluidicas que funcionan en sintonia o independientemente. A su nivel mas elaborado, el "dispositivo" puede
comprender un sustrato completamente funcional emparejado con un objeto que facilita la interaccion entre el
mundo externo y las caracteristicas microfluidicas del sustrato. Un objeto tal puede llamarse de diversas maneras un
reservorio, recinto, carcasa, o término similar, como se trata mas adelante. Como se usa en el presente documento,
el término "dispositivo" se refiere a cualquiera de estas realizaciones o niveles de elaboracion que el contexto puede
indicar.

Sistemas microfluidicos proporcionan una poderosa herramienta para realizar experimentos bioldgicos.
Recientemente, microfluidicos basados en elastdmeros han ganado especialmente popularidad debido a su
transparencia optica, permeabilidad a los gases y métodos de fabricacion simples. Sin embargo, la interfaz con los
usuarios finales requiere una laboriosa perforacion de orificios a través del elastémero, y etapas adicionales de
conexion de tubos y bomba de jeringa.

La presente divulgacion implica microfluidicos basados en elastémeros integrados en placas de pocillos estandar,
con especial atencion a aplicaciones de cultivo de hepatocitos. La divulgacion implica ademas métodos de
fabricacion de tales placas y componentes y un sistema para automatizar el cultivo celular usando tales placas.
Ventajas de realizaciones especificas incluyen el uso de un formato de placa de microtitulacion estandar, cultivo
celular libre de tubos y un microentorno de higado biomimético.

Un sistema segun realizaciones especificas de la divulgacion (por ejemplo, usando placas estandar de 96 pocillos)
puede funcionar usando técnicas y equipos convencionales para manipular placas de microtitulacién estandar, como
se conoce bien en la técnica. Por ejemplo, la dispensacion de liquido se logra con mecanica de pipeta estandar, y el
cultivo y analisis celular pueden hacerse compatibles con estufas de incubacion y lectores de placas existentes.

Segun realizaciones adicionales de la divulgacion, un sistema de carga de células novedoso usa un colector
neumatico y presion neumatica para poner las células en el area de microcultivo. Con la adicion de este sistema de
carga de células, el cultivo celular microfluidico y el analisis pueden automatizarse completamente usando otro
equipo automatizado que existe para manipular placas de titulo estandar.

En realizaciones adicionales, la configuracion de cultivo de flujo accionado por gravedad utiliza la diferencia de nivel
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de medio entre el pocillo de entrada y de salida, ademas de manipular las resistencias fluidicas para lograr el caudal
deseable en el régimen de nl/min. Esto proporciona la ventaja significativa de ser capaz de hacer circular
"pasivamente" el medio de cultivo durante largos periodos de tiempo (hasta 4 dias) sin el uso de bombas o tubos
externos voluminosos.

En realizaciones adicionales, la divulgacion implica un sistema microfluidico para permitir el control del entorno del
cultivo celular para la microscopia de lapso de tiempo a largo plazo de células adherentes. Como continda la
tendencia hacia "biologia de sistemas", sera cada vez mas importante estudiar el comportamiento dinamico en
células vivas individuales, ademas de para mejorar la funcionalidad y economia de la seleccion de células vivas de
alto rendimiento. Segun realizaciones especificas de la invencion, la invencion proporciona una camara de flujo
microfluidico multiplexada que permite experimentacion de microscopia de lapso de tiempo, entre otros ensayos. La
camara microfluidica usa una barrera endotelial artificial para separar células de canales de flujo. Al dispositivo se le
da la forma de una placa de pocillos estandar, que permite que muestras de liquido y de células sean directamente
pipeteadas en los reservorios de entrada apropiados usando equipo estandar. Entonces se usa un controlador de
flujo neumatico a medida para cargar las células en las regiones de cultivo, ademas de para cambiar entre diferentes
soluciones de exposicion. Puede usarse una interfaz de software digital para permitir que un usuario programe
entradas especificas (pulsos, rampas, etc.) con el tiempo para exponer las células a funciones complejas durante la
obtencién de imagenes de lapso de tiempo.

Respuestas dinamicas en células vivas son la base de fendmenos tales como el procesamiento de sefales
bioldgicas, regulacion de la expresion génica, diferenciacion y division celular. En realizaciones especificas, la
divulgacion implica un sistema capaz de controlar el microentorno celular en un formato multiplexado compatible con
los actuales métodos de cultivo celular. La respuesta de la célula puede cuantificarse usando microscopia de
fluorescencia de alto aumento para derivar informacién cinética con resolucion sub-celular. Esta capacidad tiene
amplias aplicaciones en la biologia de sistemas celulares donde los experimentos de respuesta dinamica de una
sola célula no son actualmente practicos.

2. Sistema y matriz de cultivo microfluidico

La solicitud citada anteriormente (documento U.S. 11/994.997) tratd varias diferentes configuraciones de cultivo
celular y técnicas de fabricacion. Porciones del funcionamiento de las areas de cultivo celular y materiales son utiles
como antecedentes para la presente discusion. En algunos ejemplos en el presente documento, una o mas areas de
microcultivo estan conectadas a un canal de medio o reactivo mediante una rejilla de pasajes fluidicos (o entradas o
conductos de difusidn), en el que la rejilla comprende una pluralidad de pasajes de alta resistencia microfluidica de
interseccion. En un ejemplo tratado, los pasajes en la rejilla tienen aproximadamente 1 a 4 ym de altura, 25 a 50 pm
de longitud y 5 a 10 ym de anchura, permitiendo la rejilla una difusién mas uniforme entre canales de medio o
reactivo y el area de cultivo y permitiendo fabricacion mas facil y difusion mas uniforme. La anterior solicitud trato
ademas que la relacion de resistencia fluidica alta entre la microcamara y los pasajes de perfusion/difusion o rejilla
(por ejemplo, relaciones en el intervalo de aproximadamente 10:1, 20:1 a 30:1) ofrece muchas ventajas para el
cultivo celular tales como: (1) exclusidon por tamafio de células; (2) localizacion de células dentro de una
microcamara; (3) promocién de un entorno fluidico uniforme para el crecimiento celular; (4) capacidad para
configurar matrices de microcamaras o areas de cultivo; (4) facilidad de fabricacion, y (5) manipulacién de reactivos
sin una amplia red de valvulas. Se ilustraron ejemplos en los que una barrera de perfusion tipo rejilla puede ser
mucho mas corta que el area de cultivo o puede estar cerca de o a la misma altura, segun realizaciones especificas
de la invencion, y adicionalmente en los que se ilustraron diversas configuraciones para los dispositivos de cultivo.
La solicitud también traté un dibujo de CAD de un biorreactor microfluidico de 96 unidades propuesto en el que cada
pocillo era un tamafio estandar SBS (3,5 mm de diametro) con el fin de ser compatible con los sistemas de
manipulacién de liquidos robéticos y lectores de placas existentes. La solicitud también traté varias configuraciones
diferentes para un sinusoide artificial, usando tanto pasajes cortados como rejillas y con un disefio de perfusion
alrededor del flujo.

La FIG. 1 es una vista desde arriba de una matriz de ejemplo de unidades de cultivo celular segun realizaciones
especificas de la invencion. En este ejemplo, se proporcionan 32 unidades de cultivo en una placa de 96 pocillos (tal
como el esquema de matriz del biorreactor microfluidico estandar de la Society for Biomolecular Screening (SBS)),
con pocillos dispuestos en 12 columnas (mostradas verticalmente) por 8 filas. En este ejemplo, cada unidad de
cultivo celular ocupa tres pocillos, uno para su uso como una entrada fluidica de medio, uno para su uso como una
entrada fluidica de células/salida de medio y uno para su uso para la obtenciéon de imagenes de células (que
aparece como un rectangulo oscuro en los pocillos en la figura) y/o para proporcionar pasajes de aire a un area de
cultivo celular. En realizaciones especificas, cada unidad puede usarse como una celda biomimética independiente.

La FIG. 2 es una vista desde abajo que muestra una unidad de cultivo que ocupa tres pocillos segun realizaciones
especificas de la invencion. En este ejemplo, la porcion de cultivo celular visible en el pocillo central se divide en
cuatro bloques, teniendo cada bloque cuatro canales de cultivo celular separados rodeados por canales de medio
usados para el pasaje fluidico de medio. En realizaciones particulares, estos cuatro canales de cultivo celular
separados pueden denominarse sinusoides o sinusoides artificiales, independientemente de si el extremo lejano de
las areas tiene una forma redondeada. La separacién en cuatro bloques facilita la difusiéon de aire a través del
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material que define la estructura de canales microfluidicos (tal como el elastémero de silicona polidimetilsiloxano
(PDMS)) en las areas de cultivo. Se muestran seis orificios de aire para facilitar el pasaje de aire.

La FIG. 3 es una vista desde abajo en primer plano que ilustra detalles de las areas de cultivo celular microfluidico
descritas anteriormente segun realizaciones especificas de la invencion.

La FIG. 4 es una micrografia en primer plano de un area de cultivo celular que ilustra dos grandes orificios de aire a
la izquierda de la figura cada uno conectado a un pasaje de aire que esta dispuesto entre los bloques, teniendo cada
bloque cuatro sinusoides de cultivo celular segun realizaciones especificas de la invencion.

La FIG. 5 es una micrografia en primer plano de un area de cultivo celular que ilustra dos grandes orificios de aire a
la izquierda de la figura cada uno conectado a un pasaje de aire que esta dispuesto entre los bloques, teniendo cada
bloque ocho sinusoides de cultivo celular segun realizaciones especificas de la invencion.

La FIG. 6 ilustra canales de relacién de aspecto alta que rodean las areas de cultivo celular en los que los canales
entre las estructuras solidas tienen aproximadamente 4 pm de anchura y 40 uym de alto para prevenir que las células
crezcan fuera. Los canales en este ejemplo estan separados aproximadamente 40 pm.

La FIG. 7A ilustra una entrada fluidica de células/salida de medio de un area de cultivo celular modificada con una
gran entrada de células rectangular para proporcionar carga de células mas facil y con un area de perfusion de la
carga de células y un area de cultivo celular de pared sélida.

La FIG. 7B ilustra la entrada de medio/area de cultivo celular de un dispositivo de cultivo celular microfluidico
modificado segun realizaciones especificas de la invencion. En este ejemplo, la carga de células es desde la
derecha y el flujo de medio, como se indica por las flechas, es desde la izquierda. Otra diferencia en el disefio
modificado es que los pasajes de perfusion estan ausentes en una porcion del canal de cultivo celular microfluidico
(o sinusoide artificial). Esto se ha encontrado para localizar mas facilmente células en el extremo del canal de cultivo
celular microfluidico en el area de cultivo celular. Opcionalmente, una porcién del canal de cultivo celular
microfluidico cerca de la salida de fluido tiene pasajes de perfusion para garantizar el flujo de fluidos después de que
las células se hayan agregado en el extremo del cultivo. El disefio mejorado proporciona carga de células mas facil y
un area de cultivo celular mas larga y canales de cultivo celular para cultivar mas células y flujo mas uniforme de
nutrientes. Se ha descubierto que durante el funcionamiento, las células estan situadas/se pegan a las areas del
canal de cultivo que estan inmediatamente a continuacion de los pasajes de perfusion. El segmento del canal de
cultivo celular microfluidico entre la principal region del area de cultivo y el otro conjunto de pasajes de perfusion
cerca de la entrada de células carece de células, debido a que el perfil de flujo las saca, particularmente durante la
carga de células. Asi, este disefio modificado previene que las células se extiendan en los canales de "flujo" después
de algunos dias y detengan el flujo. En el disefio modificado, el flujo sigue sin obstaculos ya que las células no
pueden extenderse pasado el segmento de canal de cultivo celular largo (donde no hay pasajes de perfusién). En un
sistema de ejemplo, hasta aproximadamente 2.500 células de higado pueden cultivarse en cada area como se
muestra en la FIG. 7 y la FIG. 8.

La FIG. 8 es un esquema que muestra tres bloques de cuatro sinusoides de cultivo celular largos, donde los
sinusoides celulares largos se extienden a través de dos pocillos, y ademas muestra una region de entrada de
células / region de salida de flujo rectangular, y cuatro orificios de aire que conectan con cuatro canales de aire.

Las FIG. 9A-B son diagramas esquematicos simplificados que ilustran en tres dimensiones los componentes de un
dispositivo microfluidico multicélula (por ejemplo, 3) que incluye una representacion del marco de pocillos segun
realizaciones especificas de la divulgacion.

La FIG. 10 es una vista lateral simplificada que muestra una estructura segun realizaciones especificas de la
invencion que ilustra dos pocillos que se usan en flujo de células y flujo de fluidos.

La FIG. 11 es una micrografia en primer plano que muestra células cargadas en cinco regiones sinusoides de cultivo
celular con cuatro canales sinusoides intermedias segun realizaciones especificas de la invencion.

La FIG. 12 muestra cuatro micrografias en primer plano que muestran células cargadas en cuatro regiones de cultivo
celular sinusoides diferentes dimensionadas segun realizaciones especificas de la invencion.

Asi, la presente invencidon segun realizaciones especificas de la invencion proporciona varias configuraciones
microfluidicas mejoradas novedosas. En un primer aspecto, se usan tres pocillos para cada sistema de cultivo
celular por lo demas independiente. En un segundo aspecto, se proporcionan sinusoides artificiales con barreras
epiteliales artificiales con solo una entrada fluidica (opcionalmente compartida o multiplexada) y una salida fluidica
(opcionalmente compartida o multiplexada), donde la salida de medio también funciona como entrada celular. En un
tercer aspecto, sinusoides artificiales con barreras epiteliales artificiales con solo una entrada fluidica y una salida
fluidica se dividen en bloques con canales de aire proporcionados entre los bloques. En un cuarto aspecto, se
proporcionan orificios de aire en la camara de pocillos encima del area de cultivo celular de una matriz de cultivo
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celular microfluidico, donde la salida de medio también funciona de entrada celular. En un quinto aspecto, se
proporcionan una estructura de entrada de medio multiplexada y estructura de entrada celular multiplexada para
conectar entradas y salidas con bloques de sinusoides artificiales. En un sexto aspecto, se proporcionan una
estructura de entrada de medio multiplexada y estructura de entrada celular compartida mas grande para conectar
entradas y salidas con bloques de sinusoides artificiales. En un séptimo aspecto, se configuran sinusoides artificiales
con porciones no abiertas de una barrera epitelial para localizar mejor células, y con entradas de perfusion que
rodean un area de cultivo celular y opcionalmente también presentes cerca de un area de entrada de células del
sinusoide. En un octavo aspecto, se proporcionan camaras de sinusoides artificiales mas largas.

Como se trata en cualquier parte, pueden hacerse diversas modificaciones al area de cultivo de células como se ha
descrito anteriormente. Son posibles diversas configuraciones para la barrera epitelial, tales como una estructura de
pasaje tipo rejilla. Otras variaciones seran sugeridas para aquellos expertos en la materia que tienen las ensefianzas
proporcionadas en el presente documento.

Las estructuras desveladas anteriormente también pueden adaptarse a sistemas usando mas o menos pocillos

sobre una placa de pocillos de microtitulo estandar, tales como aquellas descritas en documentos citados y en otros
ejemplos en el presente documento.

3. Funcionamiento de dispositivo de ejemplo

La FIG. 13 es un diagrama esquematico que muestra etapas de una regién de cultivo vacia para realizar un ensayo
celular segun realizaciones especificas de la divulgacion. Diversos aspectos novedosos segun realizaciones
especificas de la invencién simplifican estas etapas y les permiten ser automatizados.

Carga de células

La carga de células en realizaciones especificas de la divulgacion puede utilizar el flujo de tensién superficial rapido
entre la entrada de células y la salida de flujo. En este método, el reservorio de entrada de células (superior e
inferior) es aspirado de su solucién de imprimacion. Entonces, se aspira el reservorio superior de entrada de flujo. Se
dispensa una cantidad (por ejemplo, cinco microlitros) de suspension de células (por ejemplo, linea de células
cancerosas humanas Hela tripsinada, 5x10° células/ml) en el reservorio inferior de entrada de células. Se aspira el
reservorio inferior de entrada de flujo, haciendo que el liquido circule desde la entrada de células hasta la entrada de
flujo mediante la tension superficial/fuerza capilar. La carga de células en diversas configuraciones puede
completarse en aproximadamente 2-5 minutos. El reservorio de carga de células se lava entonces con medio (por
ejemplo, medio Eagle modificado por Dulbecco, DMEM) y se llena con, por ejemplo, 50-100 microlitros de medio
limpio. En este estado, la placa se coloca en un entorno de cultivo controlado durante un periodo (por ejemplo,
estufa de incubacion a 37 °C, 5 % de CO- durante 2-4 horas) para permitir la unién de células.

Mientras que tal carga es eficaz para algunos dispositivos de cultivo celular microfluidico, en una realizacion
actualmente preferida, un colector neumatico patentado, como se describe en cualquier parte en el presente
documento, se encaja a la placa y se aplica presion neumatica al area de entrada de células para carga de células
mas eficaz. Para sistemas de células particulares, se ha encontrado que el disefio del area de cultivo celular global
puede hacerse mas eficaz cuando no es necesario permitir la carga de células pasiva.

Las FIG. 14A-C muestran una vista desde arriba, vista lateral y vista en planta de un esquema de un colector de
ejemplo segun realizaciones especificas de la divulgacion. En este ejemplo, las ocho lineas de tubos a la derecha
son para aire comprimido, y cada una esta configurada para proporcionar presién a una columna de entrada de
pocillos de células en una matriz microfluidica. La linea mas a la izquierda en la figura es para vacio y conecta con
un anillo de vacio externo alrededor del colector. Cada columna de pocillos esta generalmente conectada a una
Unica linea de presion con pocillos encima de las regiones de obtencion de imagenes omitidos. El colector esta
dispuesto encima de una placa de pocillos estandar. Una junta de goma se encuentra entre la placa y el colector,
con orificios que coinciden con el colector (no mostrados). La linea de vacio crea un vacio en las cavidades entre los
pocillos, manteniendo juntos la placa y el colector. Se aplica presion a los pocillos para conducir el liquido dentro de
los canales microfluidicos (no mostrados). Se usa una presion tipica de 1 psi, por tanto, a la intensidad del vacio es
suficiente para mantener una junta estanca al aire. En un ejemplo hay 9 lineas de tubos al controlador de presion: 8
lineas son para aire comprimido y 1 linea es para vacio (mas a la izquierda). En realizaciones especificas de
ejemplo, cada columna esta conectada a una uUnica linea de presion. Se omiten las columnas encima de las regiones
de obtencion de imagenes de células.

Se ha encontrado que la carga de células presurizada en un sistema segun realizaciones especificas de la invencion
es particularmente eficaz en la preparacion de cultivos de células de agregacion (por ejemplo, tumor sdlido, higado,
musculo, etc.). La carga de células presurizada también permite que estructuras con regiones de cultivo alargadas,
por ejemplo, como se muestra en las FIG. 7 y FIG. 8, sean eficazmente cargadas. Durante el uso de un colector
presurizado para la carga de células y el flujo pasivo para las funciones de perfusién se permite la utilizacion de un
disefio de dos entradas bastante simple, sin la necesidad de pocillos de entrada y/o valvulas adicionales como se
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usa en otros disefnos.

Flujo de fluidos y funcionamiento: Gravedad y flujo de tension superficial

El formato del disefio de la placa microfluidica permite dos modalidades de flujo faciles para la automatizacion, que
dependen del grado de dispensacion/aspiracion. El primero es el flujo mediado por tension superficial. En este caso,
cuando el reservorio inferior se aspira en uno cualquiera de los pocillos, la fuerza capilar de la interfase fluido/aire
junto con las superficies humedecidas (vidrio, silicona, acrilico) extraera rapidamente liquido del pocillo opuesto
hasta que se llene el reservorio inferior (0 en equilibrio con el reservorio inferior opuesto). Este efecto es util para
flujos microfluidicos ya que solo es evidente cuando el diametro del reservorio es pequefio y los volumenes de flujo
son pequefios. En un disefio de matriz de ejemplo, los pocillos del reservorio inferior tienen 1-2 mm de diametro, y
con un volumen de flujo total de aproximadamente 3-5 microlitros. Como el volumen del canal microfluidico es solo
0,2 microlitros, este mecanismo es muy apto para la carga de células y exposiciones de célula.

El segundo mecanismo es la perfusidon accionada por gravedad, que es muy apta para flujos a plazo mas largo, ya
que esto depende de la diferencia de nivel de liquido y no de las dimensiones del reservorio. Segun realizaciones
especificas de la divulgacion, esto puede llevarse a cabo afiadiendo mas liquido a un reservorio (normalmente
llenando cerca de la parte superior del reservorio superior). La resistencia fluidica a través de los canales
microfluidicos determinara cuanto tiempo (por ejemplo, 24 horas) para alcanzar el equilibrio entre los pocillos y asi
determinar cémo de frecuentemente deben rellenarse los pocillos.

La FIG. 15 muestra la diferencia de caudal entre el mecanismo de tensién superficial y el mecanismo accionado por
gravedad. Para el flujo de tensidn superficial, en un ejemplo, se dispensaron 5 microlitros en el reservorio inferior,
seguido de aspiracion del reservorio inferior opuesto. Para el flujo de gravedad, se usé una diferencia de nivel de
liquido de 2,5 mm, con ambos pocillos llenados en la porcidon de depdsito superior.

Cambio del caudal por gravedad mediante el nivel de liquido

La velocidad de perfusion por gravedad también es sensible a la diferencia de nivel de liquido entre los dos pocillos
del reservorio superior como se ilustra en la FIG. 16. Este hecho permite que un dispensador / aspirador
automatizado controle y mantenga un caudal de perfusién dado durante un intervalo de 10 veces durante el cultivo.
Aqui, se produjeron diferentes diferencias de nivel de liquido dispensando volimenes y se midieron para caudal
volumeétrico.

Control de Ila velocidad de perfusion por gravedad mediante el angulo de inclinacion de la placa

Segun realizaciones especificas de la divulgacion, la diferencia de altura de liquido entre los pocillos de
entrada/salida a través de la placa también puede controlarse con precisidon usando una plataforma de inclinaciéon
mecanica. En esta implementacion, es posible mantener un caudal constante con el tiempo, ademas de flujo hacia
adelante y hacia atras con diferentes tiempos directos e inversos (es decir, circulacion sanguinea). En el ejemplo
ilustrado en la FIG. 17, tanto los reservorios de entrada como de salida se llenaron con 50 microlitros de solucién.
Sobre una superficie plana, no hay flujo a través de los canales, y a medida que aumenta el angulo, asi lo hace el
caudal. La foto muestra una plataforma de inclinacién controlada prototipo, que consiste en una plataforma mecanica
y un interruptor electrénico.

En un sistema de ejemplo, el cultivo celular de perfusion puede iniciarse llenando el reservorio de entrada de flujo
con 200-300 microlitros de medio fresco (por ejemplo, DMEM complementado con 10 % de suero bovino fetal) y
aspirando el reservorio superior de entrada de células. La diferencia de nivel de liquido entre los pocillos de entrada
de flujo y de entrada de células producira entonces un flujo accionado por gravedad continuo a través de las células
unidas. Para el cultivo sostenido, el pocillo de entrada de flujo se rellena y el pocillo de entrada de células se aspira
durante un periodo dependiendo de la resistencia fluidica y los volimenes de reservorio (por ejemplo, cada 24
horas).

Ensayo celular y/u observaciéon

Puede realizarse un ensayo celular directamente sobre el cultivo celular microfluidico usando kits de reactivos
opticamente basados estandar (por ejemplo, fluorescencia, absorbancia, luminiscencia, etc.). Por ejemplo, se ha
mostrado un ensayo de viabilidad celular que utiliza la conversién de un sustrato a una molécula fluorescente por
células vivas (reactivo Cell Titer Blue por Promega Corporation). El reactivo se dispensa en el reservorio de entrada
de flujo y se expone a las células mediante perfusiéon por gravedad durante un periodo de tiempo (por ejemplo, 21
horas). Para introduccion mas rapida de un reactivo u otro fluido, el nuevo fluido puede afiadirse al reservorio de
entrada de flujo, seguido de aspiracion del reservorio de entrada de células.

Pueden recogerse datos directamente sobre las células/liquido en la placa microfluidica, tal como poniendo la placa

en un lector de placas de fluorescencia estandar (por ejemplo, modelo Synergy 2 de Biotek Instruments). En algunas
reacciones, el sustrato puede difundir en el medio de salida y, por tanto, ser facilmente detectado en el reservorio de
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entrada de células. Para los ensayos de obtencion de imagenes de células, la placa puede ponerse sobre un
microscopio de barrido o sistema de alto contenido. Por ejemplo, puede usarse una estacién de microscopio
invertido Olympus I1X71 automatizado para capturar la viabilidad de células de higado cultivadas con una lente de
objetivo 20X.

Llenando/aspirando repetidamente los pocillos, las células pueden mantenerse durante largos periodos de tiempo
con esfuerzo minimo (por ejemplo, en comparacion con "biorreactores" estandar que requieren una amplia
preparacion estéril de grandes reservorios de fluido que no pueden ser facilmente intercambiados durante el
funcionamiento).

4. Sistemas automatizados

La FIG. 18 ilustra una vista desde arriba esquematica de un sistema de automatizacion de cultivo celular de ejemplo
segun realizaciones especificas de la divulgacion. Debido a que las placas se disefian para ser manipuladas usando
instrumentos conformes a SBS, pueden usarse diversas maquinas "disponibles para venta" para crear un sistema
automatizado. Este esquema muestra un ejemplo de cémo esto se lleva a cabo. Un brazo roboético (manipulador de
placas) mueve las placas microfluidicas de estacion a estacion. Una estufa de incubacion automatizada guarda las
placas a la temperatura y entorno de gas apropiados durante la perfusion a largo plazo mediante flujo de gravedad.
El pipeteador dispensa los liquidos (medios, farmacos, reactivos de ensayo, etc.) a los pocillos de entrada y saca
liqguido de los pocillos de salida. Se usa un lector de placas para el ensayo. El cargador de células se usa
opcionalmente para introducir las células a las matrices microfluidicas al principio del experimento. El cargador de
células en particular no esta generalmente "disponible para venta" y funciona aplicando presién neumatica a pocillos
especificados de la placa de matriz para inducir el flujo. Esta disponible software informatico estandar o a medida
para integrar funciones.

La FIG. 19 es una fotografia de un sistema de matriz de perfusion microfluidico automatizado de ejemplo segun
realizaciones especificas de la divulgacion. El proceso basico incluye: 1) retirar la placa de la estufa de incubacion,
2) retirar liquido de los pocillos de salida mediante el pipeteador, 3) mover una placa de almacenamiento de
medios/farmaco de las "pilas de placas", 4) transferir liquido de la placa de medio/farmaco a la placa microfluidica
mediante el pipeteador, 5) poner la placa microfluidica en la estufa de incubacién, 6) repetir para cada placa, 7)
repetir después del intervalo de tiempo especificado (por ejemplo, 24 horas).

La FIG. 20 es un diagrama de flujo que ilustra el flujo de proceso de etapas de funcionamiento tipicas. Esta figura
ilustra, como un ejemplo, etapas de proceso automatizadas e indica un dispositivo automatizado que se usa para
realizar una etapa tal. Se usa un pipeteador automatizado estandar para un recubrimiento superficial opcional, para
afadir células en suspension, para afiadir medios o farmacos o reactivos, y para cambiar medios. Los pipeteadores
automatizados conocidos pueden administrar o extraer individualmente fluidos de pocillos especificados. En una
realizacion especifica, se usa un cargador de células patentado para presurizar los pocillos de entrada de células
para la carga de células. Después de un periodo en una estufa de incubacion disefiado para la union de células
optima, el cargador de células puede usarse otra vez para lavar fluido y células no unidas de las areas de cultivo
microfluidico. Se usan uno o mas dispositivos de lectura o de analisis para ensayar las células.

La FIG. 21 ilustra cuatro areas de cultivo microfluidico de una placa de matriz de ejemplo preparada en el sistema de
ejemplo descrito anteriormente usando hepatocitos primarios de rata. Las células se cultivaron durante 1 semana
con medio cambiado a una tasa de 150 ul por unidad, dos veces al dia. Las células se ensayaron al final de 7 dias
para viabilidad usando CellTiter Blue Kit de Promega, y se leyeron en un lector de placas de fluorescencia
automatizado (Biotek Synergy). En esta figura, un area de cultivo microfluidico de ejemplo usa paredes epiteliales de
flujo a través de la rejilla.

La FIG. 22 ilustra una porcién de un area de cultivo microfluidico de una placa de matriz de ejemplo preparada en el
sistema de ejemplo descrito anteriormente usando hepatocitos primarios humanos. Las células se cultivaron en la
matriz microfluidica segun realizaciones especificas de la divulgacion, que muestran (a) contraste de fases de
hepatocitos humanos recién preparados cultivados en el dispositivo microfluidico durante 13 dias. (b) Viabilidad de
hepatocitos humanos cultivados en el dispositivo microfluidico y en una placa de 96 pocillos medida por el ensayo
CellTiter Blue (Promega, Inc.). (c) Actividad de P450 CYP3A4 de hepatocitos cultivados en el dispositivo
microfluidico y placa de 96 pocillos medida mediante el ensayo P450-Glow (Promega, Inc.).

La FIG. 23 ilustra una disposiciéon de otro tipo de matriz de cultivo celular disefiada para la automatizacion general
del cultivo celular segun realizaciones especificas de la invencion. En este disefio, cada unidad de cultivo consiste
en 4 posiciones de pocillos. El primer pocillo es para el medio de perfusion, el segundo pocillo es para la entrada de
células, el tercer pocillo es para la obtencién de imagenes de la camara microfluidica, y el cuarto pocillo es la salida.
Una barrera de célula / barrera de perfusion localiza células en el area de células y mejora el transporte de
nutrientes durante el cultivo de perfusion continuo. La baja resistencia fluidica de la trayectoria de entrada de células
a la salida permite que las células sean rapidamente cargadas mediante métodos de gravedad o tensién superficial
sin un mecanismo de carga de células externo. La alta resistencia fluidica de los canales de entrada de perfusion
permite la perfusiéon continua a largo plazo de medio mediante flujo de gravedad sin ningiin mecanismo de bomba
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externo.

La FIG. 24 ilustra un esquema de funcionamiento para realizar cultivo celular automatizado e inmunotinciéon sobre
una matriz microfluidica con carga de células por gravedad como se ha descrito anteriormente. Aplicaciones de
ejemplo incluyen cultivo de células madre y cultivo de células primarias con tinciéon por inmunofluorescencia y
microscopia.

La FIG. 25 ilustra un esquema de matriz de biorreactor microfluidico estandar SBS (Society for Biomolecular
Screening) de ejemplo alternativo. Se llen6é una matriz de cultivo celular microfluidico de 16 unidades con colorantes
coloreados de manera que los canales microfluidicos fueran visibles. En este ejemplo, cada unidad ocupa cinco
pocillos, que de izquierda a derecha son entrada de medio, entrada de células, salida de células, obtenciéon de
imagenes de células y salida de medio.

Las FIG. 26A-B ilustran un ensamblaje de sistema de cultivo celular alternativo segun realizaciones especificas de la
presente divulgacion que muestran (A) un disefio microfluidico esquematico de ejemplo para tres unidades de célula;
(B) una fabricacion de litografia suave de este disefio con mecanizado laser de cuatro aberturas por unidad de
cultivo. Este disefio estd unido a una microplaca con pocillos para recibir medio y células como se describe en el
presente documento.

La FIG. 27 ilustra etapas de funcionamiento de un sistema menos automatizado o prototipo segun realizaciones
especificas de la divulgacion. La placa de 96 pocillos estandar permite que el sistema microfluidico funcione usando
técnicas y equipo convencionales. Por ejemplo, la dispensacion de liquido se logra con mecanica de pipeta
estandar, y el cultivo celular y analisis es compatible con estufas de incubacion y lectores de placas existentes.
Puede usarse un sistema de carga de células construido a medida para cargar las células usando presion del aire
como se ha descrito anteriormente. La configuracion de cultivo de flujo accionado por gravedad utiliza la diferencia
de nivel de medio entre el pocillo de entrada y salida, ademas de manipular las resistencias fluidicas para lograr el
caudal deseable en el régimen de nl/min. Esto proporciona la ventaja significativa de ser capaz de hacer circular
"pasivamente” el medio de cultivo durante largos periodos de tiempo (por ejemplo, hasta 4 dias) sin el uso de
bombas externas voluminosas.

TECNICAS DE FABRICACION

5. Ejemplo 1

La FIG. 30 es un diagrama de bloques que ilustra dos componentes de un proceso de moldeo suave directo de
acuerdo con realizaciones especificas de la divulgacion. Los dos componentes ilustrados son: (1) Una pieza superior
moldeada por inyeccion hecha de acrilico que contiene al menos marcas de alineamiento (para ensamblarse con el
molde microfluidico) y estructuras de pocillo que cumplen generalmente con los formatos de placa de microtitulacion
estandar (alternativamente, puede usarse una placa de pocillos estandar). (2) Un molde microfluidico fabricado
usando tecnologias de semiconductor sobre una oblea de silicio de 6" (15,2 cm) que contiene las matrices de cultivo
celular microfluidico hechas de epoxi o metales electrochapados, ademas de marcas de alineamiento de manera
que las estructuras de pocillo se alineen con las estructuras microfluidicas durante el proceso de moldeo. Una pieza
superior moldeada por inyeccion se hace de acrilico o cualquier material adecuado similar y contiene estructuras de
pocillo que cumplen preferentemente con los formatos de placas de microtitulacién estandar como se tratara mas en
el presente documento. A la derecha se muestra un molde microfluidico fabricado usando cualquier tecnologia de
semiconductores y/o microfabricacién conocida sobre, por ejemplo, una oblea de 6" (15,2 cm) de silicio. El molde
contiene una impresion de las matrices de cultivo celular microfluidico y puede incluir componentes hechos de epoxi
o metales electrochapados, ademas de marcas de alineamiento de manera que las estructuras de pocillo se alineen
con las estructuras microfluidicas durante el proceso de moldeo. Generalmente, antes del procesamiento adicional,
el molde se recubre con fluoropolimero para reducir la friccion estatica del polimero blando al molde.

Debido a que la parte superior que contiene las estructuras de pocillo se moldea por inyeccion, el fondo de los
pocillos puede ser plano, redondo o coénico. Una caracteristica deseada particular es que el fondo de la parte
superior, que cubre las estructuras microfluidicas, es tan plano como para ayudar practicamente al moldeo uniforme
a través de la matriz. Segun realizaciones especificas de la divulgacion, el fondo de la parte superior puede
modificarse quimica o mecanicamente o de otro modo o imprimarse por un reactivo (tal como Silgard Primecoat) o
una superficie abrasiva (arenado) o laser de manera que los polimeros blandos se adhieran al fondo de la parte
superior después del proceso de moldeo. Este tratamiento de la superficie se indica por la linea gruesa.

La FIG. 31B ilustra un ejemplo en el que una cantidad apropiada de polimero blando se vierte sobre el centro del
molde (normalmente algunos mililitros, dependiendo del area que vaya a cubrirse, ademas del espesor del polimero
blando después del moldeo). La parte superior y el molde se intercalan entre dos piezas de superficies planas
(normalmente placas de vidrio) con mecanismos de sujecion (en este caso, imanes).

La FIG. 31C ilustra un ejemplo en el que el mecanismo de sujecion mantiene la pieza superior y el molde juntos con
marcas de alineamiento ajustadas entre si. El polimero blando se cura entonces, por ejemplo, por temperatura o luz
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UV o de otro modo de manera que la matriz de cultivo celular microfluidico se moldee fielmente sobre el polimero
blando. Como un ejemplo, una temperatura elevada (normalmente 60 °C) durante al menos 2 horas.

La FIG. 31D ilustra un ejemplo en el que después de desprender la matriz de cultivo celular microfluidico moldeada
con la pieza superior, se usa un cortador laser para crear conexiones fluidicas entre las estructuras microfluidicas y
los pocillos en localizaciones especificas (entradas/salidas de células/reactivos). La pieza superior circular se recorta
a la forma rectangular en esta etapa (obsérvese que en esta imagen la estructura esta invertida). Antes de encerrar
el fondo de la matriz de cultivo celular microfluidico, la pieza moldeada se limpia ultrasénicamente para sacudir
cualquier polvo creado por la etapa de corte laser. Puede recortarse una pieza superior a una forma rectangular en
esta etapa. La seccion transversal mostrada es a través de cada una de las conexiones fluidicas para fines de
ilustracion, aunque el laser solo hace orificios en el material y no corta los pocillos. En este estado, antes de encerrar
el fondo de la matriz de cultivo celular microfluidico, la pieza moldeada se limpia preferentemente ultrasénicamente o
de otro modo para soplar cualquier polvo creado por la etapa de corte laser.

La FIG. 31E ilustra un ejemplo en el que la matriz de cultivo celular microfluidico se somete a tratamiento por plasma
de oxigeno y esta unida a una pieza de vidrio rectangular.

La FIG. 31F ilustra un ejemplo en el que usando un dispensador de liquido, la matriz de cultivo celular microfluidico
se llena con soluciones de imprimacion para mantener su quimica superficial modificada. Si parece que burbujas
estan atrapadas dentro de la matriz, puede usarse colocacion en una camara de vacio para eliminar las burbujas.

La FIG. 31G ilustra un ejemplo en el que para prevenir la evaporacion de liquido, la matriz se sella con una cinta. La
FIG. 31H ilustra un ejemplo en el que la matriz se ajusta en un marco de manera que la matriz acabada pueda
tratarse como una placa de microtitulacién estandar con las dimensiones externas correctas.

6. Ejemplo 2

Las FIG. 32A-C ilustran tres componentes de un proceso de moldeo suave directo de acuerdo con realizaciones
especificas de la divulgacion. En la figura, (A) muestra una pieza superior moldeada por inyeccion que incluye
estructuras de pocillo que cumplen con formatos de placa de microtitulacion estandar. Como se trata anteriormente,
en vez de la pieza superior moldeada por inyeccion mostrada, puede usarse una placa de microtitulacion estandar
como parte superior que incluye estructuras de pocillo que cumplen con los formatos de placa de microtitulacion
estandar, (B) llustra una hoja circular acrilica de 1,5 mm de espesor (6" (15,2 cm) de diametro), y (C) ilustra un
molde microfluidico fabricado sobre una oblea de silicio de 6" (15,2 cm) que contiene unidades de cultivo celular
microfluidico (en este ejemplo 8 x 4 unidades) en una matriz hecha de epoxi, silicio grabado o metales
electrochapados, ademas de un espaciador para controlar el espesor minimo del polimero blando después del
moldeo. El molde esta recubierto con fluoropolimero para reducir la friccion estatica del polimero blando al molde.
Como se muestra en la figura, el molde microfluidico esta pegado a un vidrio de sosa-cal de 1 mm de espesor (7" x
7" (17,8 x 17,8 cm)) con cuatro imanes (por ejemplo, 15 mm de diametro y 1,5 mm de espesor) pegados a las cuatro
esquinas del vidrio. La otra pieza del vidrio de sosa-cal de 1 mm de espesor (7" x 7" (17,8 x 17,8 cm)) con imanes
complementarios se prepara de modo similar (FIG. 32D) con los imanes de polaridad opuestos pegados sobre las
cuatro esquinas de manera que los imanes se auto-alineen sobre los imanes en la FIG. 32C. Una cara de la hoja
acrilica se modifica quimicamente por un reactivo (por ejemplo, Silgard Primecoat) para inducir la fuerte adhesion
entre el acrilico y el polimero blando (por ejemplo, Silgard 184) que van a usarse durante el proceso de moldeo.

La FIG. 33A ilustra una etapa en la que una cantidad apropiada de polimero blando se vierte sobre el centro del
molde (normalmente algunos mililitros, dependiendo del area que va a cubrirse, ademas del espesor del espaciador)
Por ejemplo, para un molde de 6" (15,2 cm) de diametro y un espaciador de 150 micrémetros, la cantidad minima
requerida es T x 7,62 cm x 7,62 cm x 0,015 cm ~ 2,75 ml).

La FIG. 33B ilustra una etapa en la que la hoja acrilica se intercala entre dos piezas de las placas de vidrio de
manera que los imanes presionen la hoja acrilica (con la superficie modificada por la imprimacién orientada hacia el
molde) contra el molde hasta que la hoja acrilica choque con el espaciador. El polimero blando llenara entonces el
espacio entre la hoja acrilica y el molde para repetir las estructuras microfluidicas. En realizaciones particulares, el
mecanismo de sujecion asistido por iman mantiene las piezas juntas mientras que el polimero blando se cura a
temperatura elevada (60 °C) durante al menos 2 horas.

Después de enfriarse los compartimentos hasta aproximadamente temperatura ambiente, la hoja acrilica con el
polimero blando se desprende del molde y una matriz de cultivo celular microfluidico como se describe en el
presente documento se moldea fielmente sobre el polimero blando.

Para proteger la superficie del polimero blando de contaminaciones de los siguientes procesos, una cinta de
proteccion de la superficie (por ejemplo, Ultron Blue Adhesive Plastic Film 80 micrémetros) se aplica opcionalmente
a la parte superior de la superficie del elastdbmero por un rodillo.

La FIG. 33D ilustra una etapa en la que se usa un cortador laser de CO2 (modelo VersalLaser, 25W) para crear
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conexiones fluidicas entre las estructuras microfluidicas y los pocillos moldeados por inyeccion (entrada de células y
entrada de medio). Como el polimero blando usado en el proceso es permeable al gas, se cortan "orificios de aire"
cerca de las areas de cultivo celular para promover la difusion de aire para el mejor cultivo celular. La pieza superior
circular puede cortarse a la forma rectangular en esta etapa. Se quita la cinta de proteccion de la superficie y la
matriz se limpia ultrasénicamente (o se limpia con chorro de agua) para sacudir cualquier polvo creado por la etapa
de corte laser y opcionalmente se aplica una nueva cinta de proteccion de la superficie. En la FIG. 33E, la matriz de
cultivo celular microfluidico se pega a la placa moldeada por inyeccién o una placa de pocillos estandar con un
pegamento curable por ultravioleta (UV) que también es bio-compatible (Loctite 3301). La placa con la matriz de
cultivo celular microfluidico se cura en una camara de UV durante 30 minutos. Después de quitar la cinta de
proteccion superficial, tanto un sustrato de vidrio (por ejemplo, White Float Glass) como la matriz de cultivo celular
microfluidico se someten a tratamiento por plasma de oxigeno para activar la superficie. El sustrato de vidrio
encierra la matriz de cultivo celular microfluidico mediante enlace covalente, como se muestra en la FIG. 33F.
Usando un dispensador de liquido, la matriz de cultivo celular microfluidico se llena con soluciones de imprimacion
como se muestra en la FIG. 33G. Debido a que pueden estar presentes burbujas dentro de la matriz; la matriz
generalmente se pone dentro de una camara de vacio para la eliminacion de burbujas. La placa también puede
colocarse dentro de una camara de UV/ozono (Novascan) para la esterilizacion. Para prevenir la evaporacion de
liquido, la matriz se sella con una cinta (por ejemplo, Excel Scientific, AlumaSeal) como se muestra en la FIG. 33H.

SISTEMAS INTEGRADOS

Sistemas integrados para la recogida y analisis de datos celulares y otros datos, ademas de para la compilacion,
almacenamiento y acceso a las bases de datos de la divulgacion, normalmente incluyen un ordenador digital con
software que incluye un conjunto de instrucciones para la busqueda de secuencias y/o andlisis, y, opcionalmente,
uno o mas de software de control de muestras de alto rendimiento, software de analisis de imagenes, software de
interpretacion de datos recogidos, un armazén de control robdtico para transferir soluciones de una fuente a un
destino (tal como un dispositivo de deteccion) unido funcionalmente al ordenador digital, un dispositivo de entrada
(por ejemplo, un teclado de ordenador) para entrar los datos del sujeto al ordenador digital, o para controlar las
funciones de analisis o transferencia de muestras de alta resolucién por el armazén de control robético.
Opcionalmente, el sistema integrado comprende ademas valvulas, gradientes de concentracion, multiplexores
fluidicos y/u otras estructuras microfluidicas para conectarse con una microcamara, como se describe.

Pueden emplearse recursos de hardware computacional facilmente disponibles que usan sistemas funcionales
estandar y modificarse segun las ensefianzas proporcionadas en el presente documento, por ejemplo, un PC (Intel
x86 o Pentium chip-compatible DOS,™ 0S2,™ WINDOWS,™ WINDOWS NT,™ WINDOWS95,™ WINDOWS98,™
LINUX, o incluso Macintosh, Sun o PCs seran suficientes) para su uso en los sistemas integrados de la divulgacion.
La técnica actual en la tecnologia de software es adecuada para permitir la implementacién de los métodos
ensefiados en el presente documento en un sistema de ordenador. Asi, en realizaciones especificas, la divulgacion
comprende un conjunto de instrucciones logicas (instrucciones codificadas tanto por software como por hardware)
para realizar uno o mas de los métodos que se ensefian en el presente documento. Por ejemplo, un experto puede
construir el software para proporcionar los datos y/o el analisis estadistico, usando un lenguaje de programacion
estandar tal como Visual Basic, Fortran, Basic, Java, o similares. Tal software también puede construirse utilizando
varios lenguajes de programacion estadistica, kit de herramientas, o bibliotecas.

La FIG. 34 muestra un aparato de informacion (o dispositivo digital) 700 que puede entenderse como un aparato
légico que puede leer instrucciones de medios 717 y/o puerto de red 719, que puede opcionalmente conectarse a
servidor 720 que tiene medios fijos 722. El aparato 700 puede usar a partir de aqui aquellas instrucciones para el
servidor directo o logica de cliente, como se entiende en la materia, para incorporar aspectos de la divulgacion. Un
tipo de aparato légico que puede incorporar la divulgacion es un sistema de ordenador como se ilustra en 700, que
contiene CPU 707, dispositivos de entrada opcionales 709 y 711, unidades de disco 715 y monitor opcional 705. Los
medios fijos 717, o medios fijos 722 mediante puerto 719, pueden usarse para programar un sistema tal y pueden
representar un medio 6ptico o magnético tipo disco, cinta magnética, memoria dinamica o estatica en estado sélido,
etc. En realizaciones especificas, la divulgacion puede incorporarse en todo o en parte como software grabado en

se usan para programar un sistema tal y puede representar cualquier tipo de conexién de comunicacion.

Pueden usarse diversos métodos y algoritmos de programacion, que incluyen algoritmos genéticos y redes neurales,
para realizar aspectos de la recogida de datos, correlacion y funciones de almacenamiento, ademas de otras
funciones deseables, como se describen en el presente documento. Ademas, los sistemas digitales o analdgicos,
tales como los sistemas de ordenador, digitales o analdgicos, pueden controlar diversas otras funciones tales como
la presentacion y/o control de archivos de entrada y salida. El software para realizar los métodos de analisis eléctrico
de la divulgacion también esta incluido en los sistemas de ordenador de la divulgacion.

Otras realizaciones

Aunque la presente invencién se ha descrito en términos de diversas realizaciones especificas, no se pretende que
la invencion se limite a estas realizaciones.
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REIVINDICACIONES
1. Un dispositivo de cultivo celular microfluidico que comprende:

una estructura de entrada de medio que comprende una entrada fluidica de medio y una pluralidad de canales de
medio fluidico conectados fluidicamente; y

una estructura de entrada de cultivo celular que comprende una salida de medio fluidico y una pluralidad de
canales de cultivo celular microfluidico conectados fluidicamente;

en donde se ha formado una pared de canal sinusoide artificial que separa los canales de medio microfluidico de
los canales de cultivo celular microfluidico, teniendo la pared del canal una pluralidad de pasos fluidicos
estrechos que permiten el flujo fluidico entre los canales de medio microfluidico y los canales de cultivo celular
microfluidico;

en donde la salida del medio fluidico también sirve como entrada celular fluidica.

2. El dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde ademas los canales de cultivo celular y los canales de
medio tienen cada uno, una longitud sustancialmente mayor que su anchura.

3. El dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde ademas: la estructura de cultivo celular esta
fluidicamente conectada a un pocillo de reservorio de entrada de células en una placa de micropocillos para
introducir células a los canales de cultivo celular.

4. El dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde ademas: la estructura de entrada de medio esta
fluidicamente conectada a un pocillo de reservorio de entrada de medio en una placa de micropocillos para introducir
medio a los canales de cultivo celular.

5. El dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde ademas, el dispositivo esta situado en una superficie de
una placa de micropocillos y en donde una pluralidad de dispositivos de cultivo independientes estan configurados
para usar un primer pocillo como una entrad de medio, un segundo pocillo como una salida de medio/entrada de
células, y un tercer pocillo como una zona de visionado/cultivo celular.

6. El dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde ademas dicha placa de micropocillos convencional
esta configurada para acoplarse neumaticamente a un colector neumatico y esta configurada para recibir la presion
neumatica de dicho colector para dirigir las células en dichas areas de cultivo celular.

7. El dispositivo de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde ademas: la estructura de cultivo celular esta separada
en al menos dos bloques, conteniendo cada bloque un sinusoide artificial que tiene una pared de canal, un canal de
medio y un canal de cultivo celular; en donde cada bloque tiene un canal de aire adyacente al mismo.

8. El dispositivo de acuerdo con la reivindicacién 7, que ademas comprende un orificio de aire en comunicacion con
el canal de aire.

9. El dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde ademas: el dispositivo esta configurado para que las
células sean introducidas en dichas areas de cultivo celular usando presidon neumatica, y, después de lo cual, las
células se mantienen por perfusion del medio usando un flujo fluido accionado por gravedad pasiva.

10. El dispositivo de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde ademas: una pluralidad de los pasos fluidicos
estrechos son sustancialmente mas estrechos que un diametro de células que se van a cultivar.

11. El dispositivo de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde ademas: una pluralidad de los pasos fluidicos
estrechos son sustancialmente mas estrechos de aproximadamente 6 micrometros.

12. El dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde ademas: la pared del canal del sinusoide artificial
comprende 4 sinusoides.

13. El dispositivo de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde ademas: la pared del canal del sinusoide artificial
comprende 8 sinusoides.
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FIG.
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Las células se cultivan en esta area

Canales de 4 um de anchura y 40 pm de alto previenen que las células crezcan fuera

FIG. 6
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Canales de aire extendidos

22



ES 2882661 T3

23



ES 2 882 661 T3

Pocillo de obtencion Entrada de células / Salida de flujo
de imagenes / Area de cultivo
celular

Entrada de flujo

#Negro = Frontera de 96 pacillos -
£ Gris = Orificios pasantes cortados entre la placa y microfluidicos u
# Rojo = Canales inaq_ca_no..m llenos de liquido .v..

¢ Azul = Canales de aire  # %

SRS T e N e e o s 3000 e

i

v
% o wm e

B s R R S W Y A B, W D P

P T R

Cultivo de células en areas marcadas (marron claro). Los nutrientes circulan Las células entran en canales de cultivo por la derecha. El flujo

a través de los canales rojos. El aire difunde a través de PDMS de canales

de aire (azul) ! h
del flujo de medio.

-

8 POR EJEMPL.O, 2.500 CELULAS EN CADA SINUSOIDE

FIG

de medio (izquierda a derecha) sale de los canales de flujo (rojo) a través
del conjunto de canales de perfusion. El disefio mejora la uniformidad

24



ES 2 882 661 T3

Pocillo de obtencion
de imagenes y area
de cultivo celular

Entrada de flujo , . .
Entrada de células y salida de flujo

rereerrenrenrorerrEres

S
Eﬁgn\hww“&a;t\“i\s\ww&i\t
\\E‘Kxﬂu\\.v\\.w&w\\»\“\\%:\ Mw\\&ﬂ%‘ ‘\\“\ﬂuﬁhﬁﬂ.
e e

o,

R oo rennce eered il

B

AN

m =
\m ...... gﬂ!{é&ﬁx%i%%\k{! [ oy
i H L .

PR

e R

st E&x\%&%\h&hbﬁiﬁhﬁi&;&%&

LERRPRRUPEP R RRR

e

s .
Tt ammaicco

'

[}

1

;

1

'

. \
Canal de flujo !
de nutrientes m
T avese H P

: v H 1l

= L 4N BN BINS "

ot "

bl d ]

RS i

i

1

1

- - . 1

H

Areas de oc_:<o celular

Canal de aireacion

FIG. 8

25



ES 2 882 661 T3

Entrada de flujo/
" Salida de flujo

. Entrada de flujo

&

Ventana de obtencidn
de imagenes de células

FIG. 94

Marco de pocillos
estandar

Puertos fluidicos

Microfluidica

Portaobjetos de vidrio

26



ES 2 882 661 T3

Reservorio , .o
o Reservorio
Cstuperior o.oe .
-~ 1inferior e

¢ Capa de poc':i_llous :

— Capa microfluidica

“Capa de vidrio

Barrera celular

~ Regiones o
- decultivo

~ Canales _
“sinusoides” %

FIu1 de e'n'_tr'c_ida_: :

 Entradadecélulas

. HGI

27



ES 2 882 661 T3

FIG. 12

28

75 micrometros de anchura 125 micrémetros de anchura



ES 2 882 661 T3

ROOPROBIRIE

: .ﬂ_E_s_téd_o |n|c;|a| i

L
R

Incubar

i -_R_'ecubrimiehfb._:j_' =

- Carga de células

. FIG. 14B o

H:?f::::::;:- :ﬁ:::::::ﬁ %:::::

FIG 14C

29



ES 2 882 661 T3

. ____:::_:

_:_::_:

o Em?. h:..fg;&%&m_,

w
|
I
B
oo
|
W

ST :: . .
iy FCRREER s
in_ﬁmd. ,m.n...:lﬂn...,,ﬂ L«PI.FI.,H*

:

::

|
. ~_

; | o
:

"
I
o

(.

30



ES 2 882 661 T3

0,0 +—L ___
~ Tension superficial Gravedad =

I o8

;e oo

e Diferencia de nivel de liquido (mm)

. mes

31



ES 2 882 661 T3

basculante

O T

32



ES 2 882 661 T3

Caudal (ul/min)
o
I
|

o
o
1

LI ] | L L
0 10 20 30 40 50 60
Angulo de inclinacion de la placa (grados)

FIG. 17B

Estufa de incubacion

FIG. 18

33



ES 2 882 661 T3

34



ES 2 882 661 T3

Nueva placa
Recubrimiento Pila de placas
superficial (opcional) '
Pipeteador Cargar células

Cargador de células

h 4

Afiadir medio

l Pipeteador

Se unen
las células

l Estufa de incubacion

Lavar

l Cargador de células

Placa de medic > Afadir medic / farmaco

Pila de placas l l Pipeteadﬁr
Incubar <
) Estufa
de incubacion ‘
Placa de medio N Cambiar medio - Recoger muestras
Pila de placas l Pipeteador Pila de placas

Afiadir reactivos de ensayo

Pipeteador
¥
Leer pocillos Obtedn:rc:érﬂjigsenes Anélisis bioquimico
Lector de placas Microscopio Otros (es decir, HPLC, espectrometria de masas, rr
FiIG. 20

35



ES 2 882 661 T3

S

5 \%‘%’“ L

50000
45000
40000
35000
30000
25000
20000
15000
10000

5000

AT
R

N.° de células viables

Sincélulas 1semana
de perfusién

36



ES 2 882 661 T3

st

a0

.

dad en D

; ‘ﬁbispositivo' :

. ﬁDispositivo -g 08

. NPlaca i o 0,6

i

“§Placa

% de act

37



ES 2 882 661 T3

Placa de matriz de 24 unidades

Unidad de fluj

]

o individual

s,

%
.\W«
H
£

Entrada ,

Camara de cultivo

Barrera
de perfusion

38



ES 2 882 661 T3

\

Nueva placa

Recubrimiento superficial
(opcional)

L Pila de plac

Pipeteador

Cargar células

l Pipeteador

Placa de medio

™

Afiadir medio / farmaco

—

Pila de placas

l Pipetead

or

Incubar

¢ Estufa de incubacion

Placa de reactivo

™

Lavar con PBS

Pila de placas

¢ Pipeteador

Placa de reactivo »

Pila de placas

Placa de reactivo »

Pila de placas

Placa de reactivo

- Pila de placas

Placa de reactivo

S

Pila de placas

Placa de reactivo

Pila de placas

Fijar células
Pipeteador Lavar con PBS
Permeabilizar Rl Pipeteador
Pipeteador Lavar con PBS
Bloquear Pipeteador'
Pipeteador -
Lavar con PBS
Anticuerpo primario -
Pipeteador
Pipeteador
Anticuerpo secundario
Pipeteador Lavar con PBS
: A Pipeteador
Obtener imagenes P
Pipeteador

FIG. 24

39



ES 2882661 T3

40



ES 2882661 T3

FIG. 26A FIG. 26B
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FIG. 34
Clasificacion de Enfermedad
enfermedad
Enfermedad Aterosclerosis; Angina inestable; Infarto de miocardio; Reestenosis después de

cardiovascular

angioplastia u otra intervencién percutanea; Insuficiencia cardiaca congestiva;
Miocarditis; Endocarditis; Disfuncién endotelial; Cardiomiopatia

inflamatoria/reumatica

Enfermedad Diabetes mellitus | y II; Tiroiditis; Enfermedad de Addison

endocrina

Enfermedad Hepatitis A, B, C, D, E; Malaria; Tuberculosis; VIH; Pneumocystis carinii; Giardia;

infecciosa Toxoplasmosis; Enfermedad de Lyme; Fiebre maculosa de las Montafias Rocosas;
Citomegalovirus; Virus de Epstein-Barr; Virus del herpes simple; Colitis por
Clostridium difficile; Meningitis (todos los organismos); Neumonia (todos los
organismos); Infeccion de las vias urinarias (todos los organismos); Diarrea infecciosa
(todos los organismos)

Angiogénesis Angiogénesis patologica; Angiogénesis fisiologica; Angiogénesis inducida por el
tratamiento

Enfermedad Artritis reumatoide; Lupus eritematoso sistémico; Enfermedad de Sjdgren; sindrome

de CREST; Esclerodermia; Espondilitis anquilosante; Crohn; Colitis ulcerosa;
Colangitis esclerosante primaria; Apendicitis; Diverticulitis; Esclerosis biliar primaria;
Granulomatosis de Wegener; Poliarteritis nodosa; Enfermedad de Whipple; Psoriasis;
Poliangeitis microscopica; Enfermedad de Takayasu; Enfermedad de Kawasaki;
Hepatitis autoinmune; Asma; Enfermedad de Churg-Strauss; Enfermedad de Beurger;
Enfermedad de Raynaud; Colecistitis; Sarcoidosis; Asbestosis; Neumoconiosis

Rechazo de trasplante

Corazon; Pulmén; Higado; Pancreas; Intestino; Médula o6sea; Célula madre;
Enfermedad de injerto contra huésped; Vasculopatia del trasplante

Leucemia y linfoma

FIG. 35. (TABLA 1)
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