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@ Resumen:

Microcamara y dispositivo de cultivo celular monitoriza-
bles por resonancia magnética nuclear.

La presente invencién hace referencia a una microcamara
y a un dispositivo de cultivo celular, monitorizables por re-
sonancia magnética nuclear y otras técnicas de imagen,
donde dicha microcamara de cultivo se encuentra encap-
sulada y alojada en el interior de un chip. Dicha microca-
mara y dicho dispositivo resultan de facil manejo para el
usuario, permitiendo su manipulacién o su reemplazo sin
la necesidad de un montaje laborioso, beneficiando ade-
mas notablemente el estudio de cultivos durante periodos
largos de tiempo, superiores a 24 horas.
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DESCRIPCION

Microcdmara y dispositivo de cultivo celular mo-
nitorizables por resonancia magnética nuclear.
Campo de la invencién

La presente invencion hace referencia a una mi-
crocdmara y a un dispositivo de preparacion y cultivo
de sistemas celulares, monitorizables por resonancia
magnética nuclear y otras técnicas de imagen.
Antecedentes de la invencién

El cultivo de células in vitro es uno de los métodos
fundamentales en la biomedicina actual. La caracte-
rizacion de biomarcadores en muestras bioldgicas es
capaz, con el uso de las técnicas vigentes, de propor-
cionar informacion valiosa para el andlisis de especies
quimicas, as{ como para facilitar la deteccién precoz
de enfermedades y para el estudio de los sistemas bio-
16gicos.

A pesar del gran desarrollo de este campo, aun
se desconocen, sin embargo, muchos de los factores
que inducen y mantienen la diferenciacion observada
en distintos tipos de tejidos y que dan lugar, en con-
secuencia, a diferentes fenotipos. Conocer los meca-
nismos que regulan dichos factores de diferenciacién
resulta de especial relevancia en la observacion y el
estudio del desarrollo de células tumorales y biomar-
cadores del cdncer.

Las técnicas utilizadas comtinmente en el estado
de la técnica para analizar tejidos bioldgicos incluyen,
por ejemplo, el uso de nanosensores y nanoparticulas
o técnicas basadas en espectrometria de masas, entre
otras. Adicionalmente, los citados estudios bioldgicos
pueden realizarse mediante técnicas dpticas, en dispo-
sitivos de estructura superficial o tridimensional, cuyo
modo de operacion se basa en la difusion de dianas
en sistemas de deteccién o en sistemas de resonancia
magnética nuclear (RMN), con o sin el uso de agen-
tes de contraste. Un tipo de dichos agentes de con-
traste incluye la preparacion de particulas magnéticas
(nanoparticulas) que pueden ser ficilmente manipula-
bles por campos magnéticos débiles. La microscopia
por RMN ha ido desarrolldndose paralelamente a las
técnicas de imagen macroscOpicas habituales en apli-
caciones clinicas y con animales y, recientemente, se
ha comenzado a abordar la obtencién de imagenes por
RMN de células individuales, asi como la obtencién
de perfiles metabdlicos en volimenes de escala celu-
lar. Sin embargo, tanto el aumento de resolucién de la
técnica, como el reducido tamafio de las muestras vi-
vas a investigar, presentan auin retos tecnoldgicos im-
portantes.

En un intento de reproducir lo més fielmente po-
sible las condiciones en que las células crecen in vivo
y, a su vez, de disponer del mdximo control sobre su
entorno, existen en la actualidad diversos tipos de dis-
positivos preparados para su andlisis por RMN, y que
estidn basados en la combinacion de las técnicas de
microfluidica y microfabricacién, junto con la cons-
truccion de matrices tridimensionales que remedan el
entorno celular en el seno de los tejidos vivos. De este
modo, tanto el aporte de nutrientes, factores de creci-
miento y otras sefiales, asi como el intercambio de ga-
ses y las fuerzas mecdnicas, pueden ser aproximadas
a los valores fisiol6gicos que se pretende simular. Al-
gunos ejemplos del citado tipo de dispositivos son las
solicitudes de patente W02002/041021, EP1500944
y US 5313162, que describen diferentes disefios de
microcamaras de cultivo celular, o “microrreactores”.
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La sofisticacion progresiva de las técnicas de foto-
litograffa empleadas en la fabricacion de chips y dis-
positivos electrénicos microscopicos, ha permitido el
disefio de sistemas en los que se combina la microflui-
dica, con tratamientos especiales de las superficies y
la integracion de diversos tipos de sensores, para im-
plementar laboratorios a microescala o “lab-on-chips”
como, por ejemplo, el dispositivo descrito en la solici-
tud de patente WO 2009/045551. En la construccién
de dicho tipo de dispositivos se emplean gran variedad
de materiales, predominando el uso de resinas y poli-
meros (SU-8, PMMA, PMMS, etc.). Dichos sistemas
lab-on-chip suponen una considerable mejora frente a
desarrollos anteriores, presentando ventajas tales co-
mo el ahorro en el volumen del fluido analizado, lo
que reduce costes en los agentes reactivos y disminu-
ye la necesidad de grandes muestras de andlisis; tiem-
pos menores de respuesta y de andlisis, como conse-
cuencia de que las distancias de difusion son menores;
mayor control de los procesos y una respuesta mas ra-
pida de los sistemas; la posibilidad de realizar anéli-
sis paralelos masivos, asi como la produccion a gran
escala de dispositivos; y proporcionan, ademds, pla-
taformas mds seguras para realizar estudios quimicos,
biolégicos o radiolégicos, como consecuencia de su
menor volumen.

Si bien el estado de la técnica es capaz de resol-
ver algunos de los desaffos que plantea el desarrollo
de microcdmaras de cultivo celular, la presente inven-
cién supone una mejora frente a ellas, al estar espe-
cialmente concebida como una microcdmara encap-
sulada de material transparente y biocompatible, que
proporciona una plataforma de dimensiones aptas pa-
ra un equipo de RMN, pero utilizable, a la vez, junto
con técnicas de microscopia, y que resulta al mismo
tiempo de fdcil manejo para el usuario, permitiendo
su manipulacién o su reemplazo sin la necesidad de
un montaje laborioso. El hecho de tratar con una mi-
crocdmara encapsulada beneficia notablemente el es-
tudio de cultivos durante periodos largos de tiempo,
permitiendo estudios durante tiempos superiores a 24
horas.

Adicionalmente, el disefio de la microcdmara de la
presente invencion, basado en, al menos, dos canales
diferenciados para la entrada de las células de cultivo
y del medio de cultivo, proporciona un mayor control
sobre el flujo de células introducidas, dado que éstas,
al poseer su propia via de entrada, no se ven condicio-
nadas por el flujo propio del medio de cultivo. Dicha
caracteristica permite ajustar y corregir el volumen de
células de cultivo a medida que las caracteristicas del
experimento lo requieran, sin modificar el flujo del
medio empleado para mantener el cultivo estudiado
en condiciones Optimas.

La invencion resulta especialmente adecuada pa-
ra estudiar el efecto de farmacos y otros agentes (ta-
les como nanoparticulas) permitiendo, ademads de los
usos habituales de inspeccion visual y obtencién de
imdgenes, el control metabdlico de los sistemas celu-
lares mediante RMN, facultad que resulta de especial
relevancia para la comprobacion y el andlisis de efec-
tos toxicos en las células de cultivo estudiadas.

A lo largo del presente documento, el término
“chip” se refiere a un dispositivo pldstico de algunos
milimetros cuadrados de drea, en el que se fabrica
la microcdmara de cultivo mediante la combinacion
de procesos de fotolitograffa de diferentes capas que
se unen entre s{ mediante procesos de pegado o téc-
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nicas similares de microfabricacién, tales como mi-
croinyeccion o “hot embossing”.

El término “encapsulado” se interpreta como un
empaquetado compacto del chip procedente de la
oblea semiconductora sobre la que se fabrica la mi-
crocdmara, para efectuar la conexién de dicha micro-
cdmara con los demds componentes del dispositivo de
cultivo celular.

El término “biocompatible” se refiere, dentro del
contexto de la presente invencion, a la capacidad de
un material para alojar cultivos bioldgicos vivos, sin
producir efectos locales perjudiciales en las funciones
o la integridad de dichos cultivos, permitiendo de for-
ma natural su desarrollo celular o su respuesta tisular.
Objeto de la invencion

Un objeto de la presente invencién es una micro-
cdmara de cultivo celular encapsulada, monitorizable
por RMN vy alojada en el interior de un chip. Se con-
sigue con ello un dispositivo de facil manejo para el
usuario, permitiendo su manipulacion o su reemplazo
sin la necesidad de un montaje laborioso, benefician-
do ademads notablemente el estudio de cultivos duran-
te periodos largos de tiempo, no inferiores a 24 horas.

Un objeto de la presente invencién es una micro-
cdmara de cultivo celular monitorizable por RMN que
comprende, adicionalmente, al menos un canal de en-
trada de las células de cultivo, al menos, un canal de
entrada del medio de cultivo y, al menos, un canal de
salida. Ello proporciona un mayor control sobre el flu-
jo de células introducidas, dado que éstas, al poseer su
propia via de entrada, no se ven condicionadas por el
flujo propio del medio de cultivo. Dicha caracteristi-
ca permite, ademds, ajustar y corregir el volumen de
células de cultivo a medida que las caracteristicas del
experimento lo requieran.

Otro objeto de la invencién es una microcdmara de
cultivo celular monitorizable por RMN que compren-
de, adicionalmente, uno o mds canales para la entra-
da de sensores destinados a la medicion de propieda-
des fisicas del cultivo, tales como su temperatura, pH,
pNO, pSH,, pO, 6 pCO,, preferentemente fabricados
con fibra 6ptica. Ello permite un mayor control sobre
las propiedades fisico-quimicas del cultivo estudiado.

En concreto, el objeto de la invencién es una mi-
crocdmara de cultivo celular monitorizable por RMN,
cuyo volumen estd, preferentemente, comprendido
entre 1 - 4 mm® y cuyas dimensiones de longitud y
anchura son, preferentemente, iguales o inferiores a 2
mm X 2 mm, con una altura comprendida entre 400 -
1000 pum. Con ello se consigue una microcdmara de
cultivo idénea para su instalacion en aparatos de de-
teccion por RMN vy especificamente en su sistema de
microbobinas, permitiendo conseguir una alta resolu-
cion.

Otro objeto de la invencién es una microcdma-
ra de cultivo celular monitorizable por RMN donde
el chip que aloja dicha microcdmara de cultivo es-
td fabricado con materiales transparentes y biocom-
patibles, preferentemente con un sustrato Glass-SOI
(“Silicon on insulator”), SOI-PDMS (Polidimetil si-
loxano), Glass-SiC (carburo de silicio) 6 materiales
fotodefinibles (por ejemplo, SU-8). Se consigue con
ello microcdmaras de cultivo que permiten también
su monitorizacién por medio de dispositivos de mi-
croscopia, que favorecen ademds la pervivencia de las
células estudiadas y el mantenimiento de los cultivos
en condiciones Optimas durante un mayor tiempo.

Otro objeto de la presente invencién es una mi-
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crocdmara de cultivo celular monitorizable por RMN,
donde la anchura del canal de entrada de células de
cultivo estd comprendida entre 150-500 ym. Dicho ta-
maifio resulta especialmente apropiado para el cultivo
de neuroesferas (estructuras celulares libres genera-
das in vitro por células troncales de tejido nervioso)
o esferoides obtenidos de otras células tracales o con
alta tasa de divisién, como las células tumorales.

Otro objeto de la presente invencién es una mi-
crocdmara de cultivo celular monitorizable por RMN
donde los canales de entrada y de salida se conectan
con una pluralidad de canales de difusion divididos
a través de tabiques, estando dichos canales destina-
dos a obtener una distribucién mas uniforme del flujo
de células dentro de la cdmara de cultivo, facilitando
ademds el confinamiento de dichas células.

Otro objeto de la presente invencién es una mi-
crocdmara de cultivo celular monitorizable por RMN
donde los canales de difusion para la entrada y la sa-
lida del medio de cultivo poseen una anchura menor
que las células de cultivo. Ello favorece que dichas
células permanezcan localizadas en el interior de la
zona de cultivo.

Otro objeto de la presente invencién es una mi-
crocdmara de cultivo celular monitorizable por RMN
donde los canales de difusion de entrada de las célu-
las de cultivo poseen una anchura de, preferentemen-
te, 200 um, y los canales de difusién de entrada y de
salida del medio de cultivo poseen, preferentemente,
una anchura comprendida entre 40 - 75 um, siendo
dicho rango suficientemente pequefio para mantener
confinadas las células de cultivo dentro de la cdmara.

Otro objeto de la presente invencidn es un dispo-
sitivo de cultivo celular que comprende:

i) una microcdmara de cultivo celular;

ii) un solenoide plano impreso para la monitoriza-
cién del cultivo por RMN;

iii) un sistema de fijacién encapsulado que com-
prende el acoplamiento solidario de los elementos 1),
i) y una conexién hermética, opcionalmente desaco-
plable, entre la microcdmara y una pluralidad de tubos
capilares para la circulacion de las células de cultivo
y del medio de cultivo;

y que es monitorizable por RMN.

Otro objeto de la presente invencidn es un dispo-
sitivo de cultivo celular que comprende, al menos un
equipo de resonancia magnética nuclear para la mo-
nitorizacion del cultivo celular.

Otro objeto de la presente invencidn es un dispo-
sitivo de cultivo celular donde la distancia de contacto
entre el solenoide plano impreso y la microcdmara es
igual o inferior a 50 um. Esta distancia resulta 6ptima
para una adecuada monitorizacién por RMN.

Otro objeto de la presente invencion es un disposi-
tivo de cultivo celular que comprende, adicionalmen-
te, al menos un equipo de microscopia para la moni-
torizacion del cultivo celular.

Otro objeto de la presente invencion es un disposi-
tivo de cultivo celular donde los tubos capilares estin
conectados, opcionalmente, a sistemas de impulsion
de los liquidos empleados, a védlvulas y/o filtros para
regular la circulacién de dichos liquidos, asf como a
contenedores de desecho o a puntos de acceso adicio-
nales para la conexion de otros elementos al sistema.

Otro objeto de la presente invencidn es un dispo-
sitivo donde los sistemas de impulsion del fluido son
jeringas reguladas mediante microbombas de inyec-
cion.
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Otro objeto de la presente invencidn es un dispo-
sitivo donde los tubos capilares que se conectan a los
canales de entrada y de salida poseen una longitud de,
al menos, 3 m.

Otro objeto de la presente invencidn es un proce-
dimiento de montaje de un dispositivo de cultivo ce-
Iular, donde dicho montaje se realiza situando la su-
perficie del chip que aloja la microcdmara sobre una
base de circuito impreso PCB que posee el solenoide
plano impreso, acopldndose dicho chip y la base de
circuito impreso a presion entre una base y una cu-
bierta, disponiendo la base de un alojamiento sobre el
que se asienta el chip, una abertura en la parte pos-
terior de la base que permite que los sensores salgan
del chip, y unos alojamientos sobre los que se inser-
tan conectores fluidicos para conectar la microcdmara
a una pluralidad de tubos capilares para la circulaciéon
de las células de cultivo y del medio de cultivo.

Otro objeto de la presente invencion es el uso de
una microcdmara en el estudio y monitorizacién de
cultivos bioldgicos, preferentemente que comprenden
células tumorales.

Otro objeto de la presente invencion es el uso de
un dispositivo de cultivo celular en el estudio y mo-
nitorizacién de cultivos bioldgicos, preferentemente
que comprenden células tumorales.

Otro objeto de la presente invencién es un méto-
do de monitorizacién de un cultivo celular que com-
prende el uso de una microcdmara, donde se acopla
dicha microcdmara a un equipo de resonancia magné-
tica nuclear.

Otro objeto de la presente invencién es un método
donde, adicionalmente, se monitoriza la microcidmara
por medio de, al menos, un equipo de microscopia.

Otro objeto de la presente invencién es un método
de monitorizacién de un cultivo celular que compren-
de el uso de un dispositivo de cultivo celular, donde
se acopla dicho dispositivo a un equipo de resonan-
cia magnética nuclear, adaptdndose al sistema de ima-
nes de monitorizacién del citado equipo de resonancia
magnética nuclear.

Otro objeto de la presente invencién es un méto-
do donde, adicionalmente, se monitoriza el dispositi-
vo de cultivo celular por medio de, al menos, un equi-
po de microscopfia.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente in-
vencion se desprenderdn de la descripcion de la inven-
cién que sigue, asi como de la realizacion ilustrativa
de las figuras que la acompaian.

Descripcion de las figuras

LaFigura 1 representa el chip y la microcdmara de
cultivo de un dispositivo segtin la presente invencion.

La Figura 2 representa el procedimiento de encap-
sulado del chip y de la microcdmara de cultivo de un
dispositivo segiin la presente invencion.

La Figura 3 representa una de las posibles confi-
guraciones para el uso del dispositivo de la invencion,
donde la microcdmara de cultivo estd conectada a una
pluralidad de tubos capilares, sistemas de inyeccion
y otros elementos para la regulacion y el andlisis del
cultivo estudiado.

Descripcion detallada de la invencién

El dispositivo de cultivo celular (1) monitorizable
por RMN segtin la presente invencién comprende, al
menos, una microcdmara de cultivo (2) alojada en el
interior de un chip (3). Tal y como se representa en
la Figura 1, el chip (3) posee una forma preferente-
mente cuadrada o rectangular, siendo sus dimensiones
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de longitud (X), anchura (Y) y altura (Z), preferen-
temente, de 56.0 x 5.5 x 0.56 mm, respectivamente.
Dichas dimensiones resultan adecuadas para la pro-
duccién en serie del dispositivo, permitiendo aplicar
para su fabricacién las técnicas habituales empleadas
en la produccién de chips en microelectronica para el
desarrollo de microcircuitos en obleas.

La microcdmara (2) alojada dentro del chip (3) po-
see, preferentemente, un volumen comprendido entre
1 - 4 mm?. Las dimensiones de longitud (X’) y an-
chura (Y”) de dicha microcdmara de cultivo (2) son,
preferentemente, iguales o inferiores a 2 mm x 2 mm,
siendo su altura, preferentemente, igual o inferior a
400 - 1000 pm.

Adicionalmente, la microcdmara (2) estd conecta-
da a, al menos, un canal de entrada de las células de
cultivo (4), al menos, un canal de entrada del medio
de cultivo (5) y, al menos, un canal de salida (6). Los
canales de entrada (4, 5) y de salida (6) poseen, prefe-
rentemente, una anchura comprendida entre 150 - 500
pm.
Los canales de entrada (4, 5) y de salida (6) se
conectan con la microcdmara (2) por medio de ca-
nales de difusion (8, 9, 10) divididos a través de ta-
biques (11). Los canales de difusién para la entrada
de las células de cultivo (8) poseen, segiin la presente
invencién, una anchura mayor que la de los canales
de difusion de entrada (9) y de salida (10) del me-
dio de cultivo, de forma que se favorezca que las cé-
lulas estudiadas permanezcan en la zona de cultivo
(7). En una realizacién de la presente invencién don-
de las estructuras celulares estudiadas son neuroesfe-
ras, los canales de difusién de entrada de las células
de cultivo (8) poseen una anchura de, preferentemen-
te, 200 um, apta para la correcta circulacion de dicho
tipo de estructuras celulares. En la misma realizacion,
los canales de difusion de entrada (9) y de salida (10)
del medio de cultivo poseen, preferentemente, una an-
chura comprendida entre 40 - 75 um, lo que permite
mantener confinadas las células de cultivo dentro de
la microcdmara, sin afiadir una complejidad excesiva
a la tecnologia de fabricacién del chip.

El chip (3) donde se aloja la microcdmara de cul-
tivo (2) estd fabricado con materiales transparentes y
biocompatibles, preferentemente con sustratos Glass-
SOI (“Silicon on insulator’), SOI-PDMS (Polidimetil
siloxano), Glass-SiC (carburo de silicio) o materia-
les fotodefinibles (por ejemplo, SU-8). El disponer de
un chip (3) transparente permite obtener microcdma-
ras de cultivo que permitan, adicionalmente, su moni-
torizacion por medio de dispositivos de microscopia,
proporcionando asf un mayor control sobre las células
estudiadas.

Ademis de los canales de entrada (4, 5) y de sali-
da (6) de las células estudiadas y del medio de cultivo,
la microcdmara (2) seglin la presente invencién puede
presentar uno o mds canales (12) para a la entrada de
sensores (13) destinados a la medicion de propiedades
fisicas del cultivo celular, tales como su temperatura,
pH, pNO, pSH,, pO, 6 pCO,. Ello permite un mayor
control sobre las propiedades fisico-quimicas del cul-
tivo estudiado. Preferentemente, dichos sensores (13)
son sensores de fibra Optica.

Las dimensiones y el sistema de canales de la mi-
crocdmara de cultivo segtin la presente invencion re-
sultan, junto con su capacidad de ser monitorizable
tanto por RMN como por sistemas de microscopia,
especialmente adecuados para probar el efecto de fér-
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macos y otros agentes, tales como nanoparticulas (en-
tendidas éstas como cuerpos o particulas de un tama-
fio inferior a 100 nm), que permite, ademds de los
usos de obtencion de imédgenes por inspeccion visual,
el control metabdlico de los sistemas celulares estu-
diados (mediante la espectroscopia de RMN).

El encapsulado de la microcdmara de cultivo (2)
seglin la presente invencion estd representado en la
Figura 2. En dicha figura, se muestra como la superfi-
cie del chip (3) que aloja la microcdmara (2) se sitia
sobre una base de circuito impreso (14) PCB (“printed
circuit board”) que posee una placa de vidrio (15) so-
bre la que se monta un solenoide plano impreso (16),
de modo que el conjunto sea transparente, para poder
visualizar la microcdmara. Dicho solenoide (16) es un
componente necesario en equipos de monitorizacién
por RMN. Con el fin de obtener un acoplamiento 6pti-
mo entre la microcdmara (2) y el solenoide plano im-
preso (16), para lograr una adecuada monitorizacion,
la distancia entre sus superficies no ha de superar los
50 pm.

El encapsulado realiza varias funciones: fija el
chip (3) a la placa de circuito impreso (14) con el so-
lenoide (16) para RMN; permite introducir y extraer
los diferentes contenidos de la microcdmara (2); y ga-
rantiza el sellado de los diferentes elementos. Tal y
como se muestra en la Figura 2, el montaje del en-
capsulado se realiza mediante una base (17) y una cu-
bierta (18), ambas realizadas en resina epoxi u otro
material pldstico o cerdmico. La base (17) dispone de
un alojamiento (19) sobre el que se asienta el chip
(3). Sobre el alojamiento (19) se colocan unas juntas
(20) de material eldstico. Dichas juntas (20) aseguran
la estanqueidad entre el chip (3) y la base (17). Una
abertura (21) en la parte posterior de la base (17) per-
mite que los sensores de fibra 6ptica (13) salgan del
chip sin impedimentos. La base dispone de unos alo-
jamientos (22) sobre los que se insertan conectores
fluidicos (23) que permiten conectar de forma hermé-
tica, a través de tubos, el encapsulado a diferentes ele-
mentos del dispositivo, tales como microbombas, je-
ringas, dispositivos de andlisis, etcétera. Los conecto-
res fluidicos (23), de material pldstico, se amarran en
los alojamientos (22) de la base (17), mediante pre-
sion, adhesion, juntas eldsticas, sistemas de rosca, bi-
conos o mediante cualquier otro método que los fije
a la base (17) y garantice la estanqueidad de la co-
nexion, permitiendo, al mismo tiempo, el desacople
del dispositivo de cultivo celular (1) seguin las nece-
sidades del experimento realizado. La base (17) dis-
pone, asimismo, de conductos internos (24) que co-
munican los conectores fluidicos (23) con los canales
(4, 5, 6) del chip (3). La cubierta (18) se fija a la ba-
se (17) a presion para garantizar que las juntas (20)
efectiien un sellado correcto. Ello se realiza median-
te tornillos (25), abrazaderas, grapas, o cualquier otro
medio, siempre de material aislante eléctrico, como
por ejemplo el pldstico. Esta fijacion, ademds de ga-
rantizar el sellado, mantiene a todos los elementos del
encapsulado unidos, fijando también el encapsulado
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a la placa de circuito impreso (14) con el solenoide
(16).

Las ventajas que un dispositivo encapsulado otor-
gan a la presente invencion estdn fundamentalmen-
te orientadas a conseguir una microcdmara de culti-
vo que resulte de facil manejo, permitiendo acoplar y
desacoplar de forma sencilla el dispositivo sin nece-
sidad de montajes individualizados. Las propiedades
de encapsulamiento del presente dispositivo benefi-
cian, adicionalmente, el mantenimiento de los culti-
vos celulares en condiciones 6ptimas, sin contamina-
cion, durante periodos largos de tiempo, facilitando el
estudio de dichos cultivos durante tiempos superiores
a 24 horas.

El montaje encapsulado del dispositivo de cultivo
(1) segtin la presente invencion es facilmente adapta-
ble a los aparatos de RMN empleados habitualmente
en el sector y existentes en el mercado. Adicional-
mente, y seglin lo descrito anteriormente, en distin-
tas realizaciones de la invencion también es posible
acoplar al dispositivo (1) a uno o mds aparatos de mi-
croscopia, instalados como apoyo a la monitorizacién
realizada por RMN.

La Figura 3 representa, para una posible configu-
racidn de la invencidn, el sistema de conexion del dis-
positivo de cultivo (1) a una pluralidad de tubos capi-
lares (26), asi como los sensores de fibra dptica (13).
El dispositivo de cultivo (1) se conecta, a través de los
conectares fluidicos (23), a cada uno de los citados tu-
bos capilares (26), acoplando los tubos (26) de entra-
da de células de cultivo y de entrada del medio de cul-
tivo a sus respectivas jeringas (27) reguladas mediante
microbombas de inyeccion, los sensores de fibra 6p-
tica (13) a los dispositivos de andlisis empleados para
la monitorizacion de las propiedades fisicas deseadas
(temperatura, pH, pNO, pSH,, pO, 6 pCO,), y el tubo
capilar de salida a un contenedor de desecho (28). Los
tubos (26) que conectan los conectares fluidicos (23)
de entrada con las jeringas (27) poseen una longitud
preferente de, al menos, 3 m, siendo dicha distancia
la minima necesaria entre los sistemas electro mecd-
nicos empleados para la impulsién del fluido y para el
control de los sensores, al tiempo que se pueda alcan-
zar el interior del aparato de RMN donde se aloja la
muestra. El sistema de conexion, opcionalmente, pue-
de incluir la presencia de valvulas (29) que permiten
regular el flujo de los liquidos empleados, de filtros
(30) que facilitan la retencion de burbujas generadas
por cambios de presion y/o temperatura, o de puntos
de acceso (31) adicionales para la conexion de otros
elementos al sistema (microbombas, depdsitos, vél-
vulas, etc.), segtin resulte conveniente para el estudio
de un determinado cultivo.

Una vez descrita la presente invencidn, cabe resal-
tar que las realizaciones preferentes de la misma no
han de ser consideradas como limitativas frente varia-
ciones de su disefio o de los elementos empleados pa-
ra su fabricacion, siempre que dichas variaciones no
alteren la esencia de la invencidn, asf como el objeto
de la misma.
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REIVINDICACIONES

1. Microcdmara de cultivo celular (2) alojada en
el interior de un chip (3) sustancialmente plano, que
comprende:

- al menos, un canal de entrada (4) de las células
de cultivo;

- al menos, un canal de entrada (5) del medio de
cultivo;

- al menos, un canal de salida (6);

- al menos, un canal (12) para la entrada de sen-
sores (13) destinados a la medicién de propiedades
fisicas del cultivo celular, tales como su temperatura,
pH, pNO, pSH,, pO, 6 PCO;;

y que es monitorizable por RMN.

2. Microcdmara (2) segtin la reivindicacion 1, don-
de el chip (3) estd fabricado con un material transpa-
rente y biocompatible, preferentemente con un sustra-
to Glass-SOI, SOI-PDMS, Glass-Carburo de silicio o
SU-8.

3. Microcdmara (2) segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1-2, donde su volumen estd comprendido
entre 1-4 mm>.

4. Microcdmara (2) segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1-3, donde sus dimensiones de longitud y
anchura son, preferentemente, iguales o inferiores a 2
mm X 2 mm.

5. Microcdmara (2) segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1-4, donde la anchura del canal de entrada
de células de cultivo (4) estd comprendida entre 150-
500 pm.

6. Microcdmara (2) segiin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1-5, donde los sensores (13) destinados a
la medicion de propiedades fisicas del cultivo celular
estdn fabricados con fibra 6ptica.

7. Microcdmara (2) segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1-6, donde los canales de entrada (4, 5) y
de salida (6) se conectan a canales de difusion para la
entrada de células de cultivo (8), canales de difusién
para la entrada del medio de cultivo (9) y canales de
difusién para la salida del medio de cultivo (10), es-
tando divididos dichos canales de difusion (8, 9, 10) a
través de tabiques (11).

8. Microcdmara (2) segtin la reivindicacion 7, don-
de los canales de difusion de entrada (9) y de salida
(10) del medio de cultivo poseen una anchura menor
que las células de cultivo estudiadas, de forma que se
favorezca que dichas células permanezcan en el inte-
rior de la zona de cultivo (7).

9. Microcdmara (2) segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 7-8, donde los canales de difusion de en-
trada de las células de cultivo (8) poseen una anchura
de, preferentemente, 200 um, y los canales de difu-
sién de entrada (9) y de salida (10) del medio de cul-
tivo poseen, preferentemente, una anchura compren-
dida entre 40-75 ym.

10. Dispositivo de cultivo celular (1), que com-
prende:

1) una microcdmara (2) segtin cualquiera de las rei-
vindicaciones 1-9;

ii) un solenoide plano impreso (16) para la moni-
torizacién del cultivo por RMN;

iii) un sistema de fijacion encapsulado que com-
prende el acoplamiento solidario de los elementos 1),
ii) y una conexion hermética, opcionalmente desaco-
plable, entre la microcdmara (2) y una pluralidad de
tubos capilares (26) para la circulacion de las células
de cultivo y del medio de cultivo;
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y que es monitorizable por RMN.

11. Dispositivo (1) segun la reivindicacién 10, que
comprende, al menos un equipo de resonancia magné-
tica nuclear para la monitorizacion del cultivo celular.

12. Dispositivo (1) segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 10-11, donde la distancia de contacto entre
el solenoide plano impreso (16) y la microcdmara (2)
es igual o inferior a 50 ym.

13. Dispositivo (1) segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 10-12, que comprende, adicionalmente, al
menos un equipo de microscopia para la monitoriza-
cién del cultivo celular.

14. Dispositivo (1) segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 10-13, donde los tubos capilares (26) es-
tdn conectados, opcionalmente, a sistemas de impul-
sion (27) de los liquidos empleados, a vdlvulas (29)
y/o filtros (30) para regular la circulacion de dichos
liquidos, asi como a contenedores de desecho (28) 0 a
puntos de acceso (31) adicionales para la conexion de
otros elementos al sistema.

15. Dispositivo (1) segun la reivindicacién 14,
donde los sistemas de impulsion (27) del fluido son
jeringas reguladas mediante microbombas de inyec-
cién.

16. Dispositivo (1) segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 10-15, donde los tubos capilares (26) que
se conectan a los canales (4, 5, 6) poseen una longitud
de, al menos, 3 m.

17. Procedimiento de montaje de un dispositivo
(1) segun cualquiera de las reivindicaciones 10-16,
donde dicho montaje se realiza situando la superficie
del chip (3) que aloja la microcdmara (2) sobre una
base de circuito impreso (14) PCB que posee el sole-
noide plano impreso (16) para la monitorizacién del
cultivo por RMN, acopldndose dicho chip (3) y la ba-
se de circuito impreso (14) a presion entre una base
(17) y una cubierta (18), disponiendo la base (17) de
un alojamiento (19) sobre el que se asienta el chip (3),
una abertura (21) en la parte posterior de la base (17)
que permite que los sensores (13) salgan del chip, y
unos alojamientos (22) sobre los que se insertan co-
nectores fluidicos (23) para conectar la microcdmara
(2) a una pluralidad de tubos capilares (26) para la
circulacién de las células de cultivo y del medio de
cultivo.

18. Uso de una microcdmara (2) segiin cualquiera
de las reivindicaciones 1-9 en el estudio y monito-
rizacién de cultivos bioldgicos, preferentemente que
comprenden células tumorales.

19. Uso de una microcdmara (2) segiin cualquiera
de las reivindicaciones 1-9 en el estudio del efecto de
farmacos sobre cultivos biolégicos.

20. Uso de una microcdmara (2) segin cualquiera
de las reivindicaciones 1-9 en el estudio del efecto de
nanoparticulas sobre cultivos biolégicos.

21. Uso de un dispositivo (1) segiin cualquiera de
las reivindicaciones 10-16 en el estudio y monito-
rizacion de cultivos bioldgicos, preferentemente que
comprenden células tumorales.

22. Uso de un dispositivo (1) segtin cualquiera de
las reivindicaciones 10-16 en el estudio del efecto de
farmacos sobre cultivos bioldgicos.

23. Uso de un dispositivo (1) segiin cualquiera de
las reivindicaciones 10-16 en el estudio del efecto de
nanoparticulas sobre cultivos bioldgicos.

24. Método de monitorizacién de un cultivo ce-
Iular que comprende el uso de una microcdmara (2)
seglin cualquiera de las reivindicaciones 1-9, donde
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se acopla dicha microcdmara (2) a un equipo de reso-
nancia magnética nuclear.

25. Método segtin la reivindicacién 24 donde, adi-
cionalmente, se monitoriza la microcdmara (2) por
medio de, al menos, un equipo de microscopia.

26. Método de monitorizacion de un cultivo ce-
lular que comprende el uso de un dispositivo (1) se-
gun cualquiera de las reivindicaciones 10-16, donde
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se acopla dicho dispositivo (1) a un equipo de reso-
nancia magnética nuclear, adaptdndose al sistema de
imanes de monitorizacion del citado equipo de reso-
nancia magnética nuclear.

27. Método segtin la reivindicacion 26 donde, adi-
cionalmente, se monitoriza el dispositivo (1) por me-
dio de, al menos, un equipo de microscopia.
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OPINION ESCRITA

N¢ de solicitud: 201030382

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacion de esta opinion.

DO1 [WO 0241021 Af 23.05.2002
D02 EP 1500944 AT 26.01.2005
D03 US 5313162 17.05.1994

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente invencion divulga una microcamara de cultivo celular, alojada en el interior de un chip plano, que contiene una
serie de canales para entrada y salida de las células y del medio de cultivo; asi como de entrada de sensores para control
de propiedades fisicas; es monitorizable por RMN (reivindicaciones 1-9). Se refiere también a un dispositivo para cultivo
celular que incluye, junto a la camara reivindicada, un solenoide plano impreso y un sistema de fijacién encapsulado para
acoplamiento de la camara al solenoide; una conexién hermética entre la microcamara y unos conectores capilares para
circulacion de las células y del medio de cultivo; también es monitorizable por RMN (reivindicaciones 10-17). Incluye también
el uso de la microcamara y del dispositivo para estudio y monitorizacion de cultivos biolégicos, asi como efecto que
producen farmacos y/o nanoparticulas sobre ellos (reivindicaciones 18-27).

El documento D01 divulga un dispositivo para analisis de metabolitos, por espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN), en un medio de cultivo celular. Esta formado por un conjunto de conductos tubulares, dispuestos en un equipo de
analisis por RNM, que presentan una parte de entrada y otra de salida, adaptadas para ser conectadas a un reactor que
contiene el medio de cultivo; consta de un tramo helicoidal, donde son magnetizados los nicleos de las células del medio de
cultivo, y otro tramo recto de doble direccién en el curso del cual se efectiia la excitacion de los nlcleos y se registra su
espectro de RMN (ver resumen; figuras 1-7; reivindicaciones 1-17).

El documento D02 divulga un biorreactor para espectroscopia de RMN, formado por un contenedor para cultivo celular y
unos conductos de entrada y salida del medio de cultivo. El primer conducto esta conectado a un dispositivo en forma de
espiral, de modo que cuando el medio fluye de un canal a otro, origina una propulsién hidrostatica y fuerza hidrodinamica
que producen una condicién de simulada reducciéon de gravedad en el contenedor con el cultivo celular (ver resumen;
figuras 1-4; reivindicaciones 1-9).

El documento D03 divulga un dispositivo para cultivo celular formado por la combinacion de un fermentador y un tubo para
medir espectroscopia de RMN de una suspensién celular de flujo continuo. El tubo tiene una capacidad de 3 a 20 ml en la
zona de medida del iman y el fermentador es un reservorio de premagnetizacién cuya mayor seccién tiene una capacidad
de 100 ml. Esté provisto de un circuito de flujo continuo de 5 a 250 ml/s (ver resumen; figuras 1-5).

1. NOVEDAD y ACTIVIDAD INVENTIVA ((Art. 6.1 y 8.1) LP 11/1986)

El objeto técnico de la invencion es una microcamara para cultivo celular, encapsulada y alojada en el interior de un chip, y
un dispositivo de cultivo celular, ambos monitorizables por RMN y otras técnicas de imagen.

1.1. REIVINDICACIONES 1-27

Los documentos D01-D03, anticipan dispositivos que incluyen microcamaras o biorreactores, para estudios bioldgicos,
acoplados a equipos de RMN. Sin embargo, las caracteristicas de la camara y del dispositivo reivindicados en la presente
solicitud, no coinciden con las de estos documentos, ni tampoco serian obvias para un experto en la materia, considerando
estos documentos individualmente o en conjunto.

En consecuencia, las reivindicaciones 1-27 cumplen el requisito de novedad y actividad inventiva (Art. 6.1 y 8.1) LP 11/1986)
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