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DESCRIPCION
Dispositivo para cultivo celular y tisular.

La invencion se refiere al campo del cultivo celular y tisular. En concreto, la invencion proporciona un dispositivo
nuevo para el cultivo organotipico.

El cultivo tisular es el mantenimiento ex vivo de células que se originaron a partir de un érgano o tejido de un
organismo animal o vegetal. Durante muchas décadas se han desarrollado y mejorado tos de cultivo tisular.

El cultivo de las células obtenidas directamente de un érgano o tejido animal o vegetal se denomina cultivo primario.
De acuerdo con un procedimiento de cultivo primario, explantes de 6rganos se introducen en un medio de cultivo
estéril adecuado en un vaso de cultivo adecuado con una atmdsfera estéril de composicion adecuada, de forma que
las células crecen a partir de los bordes del explante. Otro abordaje al cultivo primario es disociar las células del
o6rgano o tejido mediante tratamiento enzimatico y/o mecanico y cultivar las células disociadas en un ambiente
adecuado, como se ha descrito anteriormente;

Una desventaja de los cultivos primarios de células animales es que las células tienen un ciclo de vida limitado. Las
células en cultivo primario pueden sufrir divisién celular, pero normalmente sélo lo hacen un naimero limitado de
veces antes de sufrir una forma de muerte celular denominada senescencia. Otra desventaja del cultivo primario de
células animales basado en explantes es que las células cultivadas normalmente pierden muchas de las
caracteristicas que son tipicas de las células en el érgano fuente in vivo, a menos que se realicen etapas especificas
para prevenir dicha pérdida de caracteristicas. La pérdida de caracteristicas in vivo durante el cultivo primario
basado en explantes o basado en células disociadas y la aparicion de lineas de células inmortales tienen
implicaciones importantes para la investigacion biolégica y médica y el desarrollo del producto porque significa que
dichos cultivos celulares primarios no se pueden usar para predecir respuestas in vivo con exactitud. Como
resultado, se deben llevar a cabo muchos ensayos bioldgicos para evaluar la seguridad y la eficacia de los farmacos
candidatos, in vivo en animales enteros. Dichos ensayos con animales enteros son caros, conducen a costes
sanitarios mayores y pueden comprometer el bienestar del animal. Por tanto, durante muchos afios ha habido un
considerable impetu en lo referente al desarrollo de ensayos in vitro que predigan con mas exactitud una respuesta
in vivo.

El cultivo de érganos es el mantenimiento de todo o parte de un 6rgano animal ex vivo, en condiciones que
mantengan la vida y la funcion del 6rgano durante un periodo de tiempo. Por ejemplo, hay procedimientos
establecidos para cultivar higado (Wicks W., 1968), corazon (Wildenthal K., 1971) e intestino (Corradino R., 1973). El
cultivo de érganos posee una ventaja primordial sobre los cultivos celulares primarios basados en explantes y las
lineas celulares en cuanto a que se mantienen la mayoria o todas las propiedades fisiolégicas. No obstante, el
rendimiento del cultivo de 6rganos esta limitado por las manipulaciones necesarias para extraer quirdrgicamente el
organo del huésped y establecer el sistema de cultivo. Adicionalmente, solo se pueden obtener uno, dos o0 pocos
cultivos por animal donante. Estas limitaciones hacen que el cultivo de érganos sea demasiado lento y caro para la
deteccién selectiva de farmacos y para la deteccidon selectiva dirigida a un farmaco, junto con muchas otras
aplicaciones en la investigacién bioldgica.

Un gran avance en el campo del cultivo tisular ha sido la introduccién de procedimientos de cultivo organotipico para
laminas de 6rganos y de tejidos. Se cultivaron laminas finas (50-500 um) de un 6rgano animal en condiciones en las
que las laminas conserven la composicién celular, la morfologia y las propiedades fisiologicas del 6rgano del que
proceden. Las condiciones en las que se cultivan las laminas de 6rgano son cruciales para conseguir un cultivo
organotipico. Las laminas de drgano se cultivan sobre la superficie superior de una membrana porosa y se les
suministra nutrientes desde la superficie inferior de dicha membrana porosa, de modo que la lamina de érgano no
queda completamente sumergida sino cubierta so6lo por una fina pelicula de medio de cultivo (Stoppini L. y col.,
1991).

La transferencia de gas a la lamina, tanto para la captacion de oxigeno como para la eliminacién de dioxido de
carbono, es mucho mas eficiente que cuando la lamina estd completamente sumergida en medio de cultivo de
acuerdo con los procedimientos del cultivo de explantes. Ademas, el cultivo organotipico de laminas no sufre las
desventajas asociadas con los cultivos primarios basados en explantes y basados en células disociadas tratados
con anterioridad. Hay muchos ejemplos de cultivo organotipico de laminas de otros tejidos en base a los mismos
principios.

El cultivo organotipico de laminas es significativamente mas rapido y mas flexible que el cultivo de érganos, pero
sigue siendo demasiado lento y caro para la deteccion selectiva a gran escala necesaria para el descubrimiento de
farmacos. Los procedimientos usados para diseccionar érganos de animales o para procesar material humano
postoperatorio requieren mucho trabajo y en la mayoria de los laboratorios solo es posible realizar decenas de
cultivos en paralelo. Para la deteccion selectiva de farmacos seria mucho mas Util proporcionar miles, decenas de
miles o cientos de miles de cultivos en paralelo. Por tanto, el procedimiento ideal para el cultivo organotipico seria
uno basado en células disociadas o pequefios agregados de células a partir de un 6rgano concreto, pero que
permitiera el cultivo verdaderamente organotipico.
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Sorprendentemente, se ha descubierto que es posible producir un cultivo organotipico a partir de células disociadas
o de pequefios agregados de células (microexplantes o explantes) sobre una membrana mediante su compactacion.
Los nutrientes se suministran por el lado contralateral de la membrana de acuerdo con las instrucciones de Stoppini
L. et al, 1991. El procedimiento de producir un cultivo organotipico usando células disociadas o microexplantes se
describe en las solicitudes pendientes de tramitacion del solicitante tituladas “Procedimiento”, presentada en el
Reino Unido el 15 de junio de 2005 (documento GB0512214.8) e internacionalmente el 15 de junio de 2006
(documento WO 2006/136953).

Un aspecto de cultivo organotipico de laminas y de cultivo organotipico a partir de células disociadas o de
microexplantes es cuando las laminas o células compactadas se colocan sobre una membrana porosa y se
suministra un medio nutriente liquido desde el lado contralateral de la membrana porosa, de modo que los cultivos
tisulares o celulares se encuentren en la interfaz gas-liquido. Actualmente se dispone de dispositivos que satisfacen
estos requisitos. Por ejemplo, las inserciones de Millicell™ CM con membrana Biopore™ fabricadas por Millipore
Corporation consisten en una membrana porosa sellada a un soporte de poliestireno. El soporte de poliestireno
superado por la membrana se coloca en una placa Petri que contiene medio liquido, de modo que la superficie
inferior de la membrana esté en contacto con el medio liquido, y la lamina de 6rgano se coloca sobre la superficie
superior de la membrana porosa (véase la Nota Técnica 062 de Millipore). No obstante, los dispositivos disponibles
para cultivo organotipico en la técnica anterior tienen una serie de desventajas y no proporcionan condiciones
Optimas para cultivo organotipico. Por ejemplo, los dispositivos disponibles actualmente no permiten afiadir medio al
lado de la membrana porosa contralateral a la masa celular tras la adicién de la masa celular a la membrana porosa
no permiten cambiar el medio. Seria Util poder especificar de forma individual la alimentacién del medio de cultivo a
cada cultivo y cambiar cada medio de cultivo de forma independiente para evaluar los efectos del cambio de medio
sobre los cultivos. Seria necesario llevar a cabo dicho cambio de cultivo son someter el cultivo organotipico sobre la
superficie de la membrana porosa a cambios significativos de presion hidrostatica, ya que dichos cambios inducen
respuestas de extension y tension en los cultivos celulares que podrian confundir los resultados de los ensayos
bioldgicos. Adicionalmente, los dispositivos disponibles actualmente no permiten un rendimiento elevado, es decir no
se pueden usar para producir, mantener y detectar multiples cultivos organotipicos en paralelo.

Por tanto, existe la necesidad de un dispositivo para la preparacién y mantenimiento de cultivos organotipicos que
esté disefiado para facilitar el cambio de medio sin someter el cultivo organotipico a una tensién innecesaria y que
esté disefiado para facilitar el alto rendimiento de la produccion y deteccion selectiva de los cultivos organotipicos.

Sumario de lainvencién

De acuerdo con un primer aspecto de la invencion se proporciona un dispositivo para cultivo organotipico como se
define en la reivindicacién 1. Aspectos adicionales de la invencion se definen en las reivindicaciones restantes.

Durante el cultivo organotipico, el cultivo se mantiene sobre la superficie de la membrana porosa que esté dispuesta
en un extremo del conducto. Una caracteristica clave de la presente invencion es que el conducto esta disefiado de
un modo tal que, durante el cultivo organotipico, la fuerza de la capilaridad mantiene el contacto entre la superficie
de la membrana porosa contralateral al cultivo celular, es decir la superficie de la membrana en el conducto, y el
medio de cultivo.

El uso de la fuerza de capilaridad para mantener el medio de cultivo en el conducto permite la retirada y reemplazo
del medio de cultivo a través de una etapa de pipeteo. Para suministrar el medio, se colocara la punta de la pipeta lo
mas cerca como sea posible de la superficie de la membrana.

Preferentemente, el conducto se adapta de tal modo que retenga un volumen suficiente de medio de cultivo liquido
por capilaridad para mantener el contacto entre la superficie de la membrana porosa en el conducto y el medio de
cultivo cuando el dispositivo esté en posicion vertical o invertida. En el presente documento, dicho conducto se
puede denominar conducto del medio.

Por posicion vertical se quiere decir que el marco sujeta el conducto en posicion sustancialmente vertical con el
extremo sellado por la membrana porosa colocado en la parte mas alta de modo que, cuando se esta usando el
dispositivo, el cultivo organotipico se cultiva sobre la superficie superior de la membrana. Por posicion invertida se
quiere decir que el marco sujeta el conducto en posicion sustancialmente vertical con el extremo abierto colocado en
la parte mas alta y el extremo cerrado por la membrana porosa en la parte mas baja, de modo que, cuando se esta
usando el dispositivo, el cultivo organotipico esta sobre la superficie inferior de la membrana. En contraste con los
dispositivos disponibles en la técnica, el dispositivo de la invencion permite, de este modo, la incubacién del cultivo
organotipico y el cambio del medio para el cultivo organotipico con el dispositivo en la posicién vertical o invertida.
Esta flexibilidad en la orientacion del cultivo y el dispositivo significa que, para estudiar el cultivo, se pueden usar de
forma intercambiable tanto microscopios con las lentes objetivas hacia arriba como microscopios con las lentes
objetivas hacia abajo, y que los dispositivos de manipulacién de liquidos se pueden usar en cualquier orientacion
para afiadir o extraer el medio.

Preferentemente, el conducto es un cilindro. El conducto también puede ser de seccion transversal rectangular o
asimétrica. Las dimensiones y la composicién exactas del conducto se seleccionan de tal modo que, durante el
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cultivo organotipico, retenga un volumen suficiente de medio de cultivo liquido por capilaridad para mantener el
contacto entre la superficie de la membrana porosa en el conducto y el medio de cultivo, preferentemente con
independencia de si el dispositivo esta en posicion vertical o invertida. El volumen de liquido retenido debera ser
suficiente de modo que, durante el uso, se suministren suficientes nutrientes al cultivo organotipico sin necesidad de
cambiar el medio a intervalos irrazonablemente cortos.

La capilaridad depende de varios parametros. La fuerza de capilaridad es una funcién inversa del diametro de un
vaso cilindrico o la anchura o amplitud de un conducto de seccién rectangular. La fuerza de capilaridad sobre una
solucion acuosa también depende de la tension superficial de la solucion soportada por dicha fuerza, que puede
debilitarse con la presencia en la solucion de tensioactivos, tales como detergentes. La capilaridad se ve afectada
por el grado de atraccion entre las moléculas del liquido y las moléculas de la superficie. En el caso de un liquido
acuoso, la capilaridad se ve afectada por el grado de hidrofilicidad de la superficie del conducto. Un factor adicional
gue afecta a la retencion del medio de cultivo liquido en un conducto es el volumen del medio de cultivo. Por tanto,
se tienen que tener en cuenta estos factores para asegurar que este dispositivo de la invenciéon pueda retener un
volumen de medio liquido en contacto con la superficie de la membrana porosa por capilaridad.

En el dispositivo de la presente invencion actlian dos fuerzas capilares diferentes para mantener el medio de cultivo
en el conducto en contacto con la membrana porosa. La fuerza de capilaridad ejercida por la atraccion entre el
medio liquido y el tubo es una de las fuerzas. La otra fuerza se ejerce mediante atraccion entre el medio liquido y las
paredes en los poros de la membrana. Si es suficientemente fuerte, la primera contrarrestara la gravedad para
mantener el liquido en el conducto, con independencia de si esta en posicién vertical o invertida, y la dltima
mantendra el liquido en contacto con la membrana. A un cierto umbral, la fuerza de capilaridad sobre el medio de
cultivo superara la fuerza de capilaridad y el medio de cultivo no sujetado por una fuerza adicional saldra del
conducto.

Cuando el conducto es un cilindro, la masa del liquido contenido en el cilindro y, por tanto, la fuerza de gravedad que
actla para eliminar el liquido del cilindro es directamente proporcionar al cuadrado del radio del cilindro, mientras
que la fuerza de capilaridad que actta para conservar el liquido en el cilindro es inversamente proporcionar al radio.
Por tanto, para un liquido y una longitud de cilindro dados, existe un radio maximo por encima del cual el liquido en
un cilindro de una composicion de superficie dada no se retendra en contra de la fuerza de gravedad, pero no hay un
radio minimo por debajo del cual el liquido no se retendra en contra de la fuerza de gravedad.

Preferentemente, el conducto es un cilindro que tiene un radio de 0,5 cm o menor, preferentemente de 0,3 cm o
menor, preferentemente de 0,25 cm, 0,2 cm, 0,15 cm o menor. Preferentemente, el cilindro tiene un radio de
aproximadamente 0,3 cm, 0,15 cm o 0,075 cm. Se ha descubierto que los conductos cilindricos que tienen un radio
de 0,5 cm o menor estan adaptados para mantener una columna de 1 cm de un medio de cultivo liquido estandar, tal
como medio minimo esencial de Dulbecco, en contacto con la superficie de la membrana porosa en el conducto, con
independencia de si el dispositivo esta en posicién vertical o invertida. Preferentemente, el conducto,
preferentemente un cilindro, tiene una longitud de aproximadamente 1 cm, para que pueda retener una columna de
1 cm de liquido. Preferentemente, el conducto tiene una longitud ligeramente superior a 1 cm, preferentemente una
longitud de aproximadamente 1,1 cm o 1,2 cm.

Preferentemente, el conducto est4 hecho de un material hidrofilico, preferentemente un polimero hidrofilico, para
incrementar la fuerza de capilaridad ejercida sobre el medio liquido cuando esta en el conducto. Los polimeros
hidréfilos seran bien conocidos para los expertos en la técnica. La hidrofilicidad de los polimeros a partir de los que se
ha fabricado el conducto se puede aumentar adicionalmente mediante, por ejemplo, la inclusiébn de grupos de
polietilenglicol.

La invencion no esta limitada a cilindros con un radio inferior a 0,5 cm, ya que esta dentro de la capacidad de un
experto en la técnica determinar las dimensiones de otros conductos que se pueden usar en el dispositivo.
Especificamente, el experto podra calcular las fuerzas de capilaridad y de gravedad ejercidas sobre un volumen
dado de medio de cultivo liquido en conductos de diferentes dimensiones y, por tanto, determinar qué dimension del
conducto deberia emplearse en el dispositivo para garantizar que las fuerzas de capilaridad superan las fuerzas de
gravedad, de modo que el liquido quede retenido en el conducto. Ademas, en el conducto se pueden incluir
restricciones, plataformas u otras obstrucciones para incrementar la resistencia a la fuerza de gravedad que actla
para retirar el medio del conducto.

De acuerdo con la ecuacion de Laplace-kelvin.
Fuerza de capilaridad= tensién superficial/(R1-R2),

en la que R1= el radio del tubo o poro (en este caso el conducto) en cm y R2= el espesor de la capa de menisco en
contacto con la pared del tubo o poro.

1-10® N es la fuerza requerida para acelerar 1 gramo a 1 cm s?. La tensién superficial de un medio acuoso es de
aproximadamente 73 10° N cm™, a menos gue se incluyan tensioactivos, tal como detergentes. No es una practica
habitual incluir detergentes en los medios de cultivo, pero las proteinas también pueden afectar a la tension
superficial y las proteinas normalmente se incluyen en los medios, particularmente en forma de suero. En general, la
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tensién superficial de un medio de cultivo liquido es al menos 50 -10° N cin7. La fuerza de gravedad total que actia
sobre un volumen dado de medio de cultivo liquido es 98 10° x (volumen en cm ) N. El espesor de la capa de
menisco (R2) normalmente no tiene que tenerse en cuenta al calcular la capilaridad para los fines de la presente
invencion. Cuando R2 es pequefia, tiene un efecto insignificante sobre la capilaridad y a medida que R2 se acerca a
R1, la fuerza de capilaridad se convierte en mayor. Como solo es necesario determinar si los requisitos de la fuerza
de capilaridad minima se cumplen para un conducto y un medio acuoso dados para los fines de la presente
invencion, no es necesario medir la R2. No obstante, por supuesto, es posible medir R2 si se desea calcular la
fuerza de capilaridad con més precision.

Para un cilindro de 1 cm de longitud y un radio de 6,5 cm, se necesitaria una fuerza de capilaridad total de al menos
77:10° N para contrarrestar la fuerza de gravedad y mantener una columna de 1 cm de liquido con una tensién
superficial de 50- 10° N cm? en el cilindro por capilaridad cuando se invierte. Si la hidrofilicidad de la superf|C|e del
cilindro es suficientemente alta, la fuerza de capilaridad puede aplicar una fuerza superior a 100 10®° N a dicha
columna de liquido.

Para un cilindro de 1 cm de longitud y un radio de 0,3cm, se necesitaria una fuerza de capilaridad total de al menos
28 10° N para contrarrestar la fuerza de gravedad y mantener una columna de 1 cm de liquido con una tension
superficial de 50- 10®° N cm? en el cilindro cuando se invierte. Si la hidrofilicidad de la superﬂue del cilindro es
suficientemente alta, la fuerza de capilaridad puede aplicar una fuerza superior a 170 10®° N a dicha columna de
liquido.

Estas fuerzas de capilaridad son suficientes para retener dicha columna de liquido cuando se invierte, siempre que
el dispositivo no se mueva o vibre, porque las aceleraciones causadas por el movimiento o la vibracién cambian el
momento de la columna de liquido y pueden superar la fuerza restrictiva. Preferentemente, las dimensiones del
conducto son tales que ningun cambio razonable en el momento como los que pueden ser causados por la
manipulacion manual normal o robética tenga como resultado pérdida de liquido del conducto.

Preferentemente, las dimensiones del conducto se seleccionan de modo que la fuerza de capilaridad que actta para
retener un volumen dado de medio liquido en la superficie de la membrana porosa es al menos 6 veces la fuerza de
gravedad que actua para liberar el medio. Se ha encontrado que una fuerza de capilaridad de 6 veces la fuerza de
gravedad es adecuada para garantizar la conservacién del medio liquido en el conducto del dispositivo en la
manipulacion normal, incluso cuando el medio contiene componentes proteicos, tales como los del suero que
disminuyen la tension superficial del medio.

Preferentemente, la membrana porosa se fusiona en un extremo del conducto mediante cola, termosellado o
mediante sellado ultrasénico. La membrana porosa aplica una fuerza de capilaridad al liquido del conducto de
acuerdo con la ecuaciéon de Laplace-Kelvin (véase anteriormente) en funcion del radio y de la composicion
superficial de los poros de la membrana. Esta fuerza de capilaridad ejercida por la membrana deberia ser suficiente
para humidificar la membrana y mantener el liquido en contacto con la membrana.

Preferentemente, la membrana porosa en el dispositivo de la invencién comprende poros de un tamafio de ~ 0,4 um.
Las membranas adecuadas para usar en el dispositivo de la invencién incluyen, entre otras, membrana de
politetrafluoroetileno (PTFE, también conocido como la marca de DuPont Teflon®) hidréfilo producido por Millipore
Corporation, que, opcionalmente, es transparente, membranas hechas de policarbonato, PET (tereftalato de
polietileno) o Anopore™ (6xido de aluminio inorganico, una marca de Whatman Corp).

Preferentemente, la membrana porosa es, opcionalmente, transparente. Esta caracteristica permite acceder a los
cultivos de ensayo en todo momento mediante inspeccién microscopica y toma de muestras para ensayos
bioquimicos. Preferentemente, la membrana porosa producir baja fluorescencia de fondo a las longitudes de onda
usadas para la excitacion, normalmente en el intervalo de 400-750 nm. Preferentemente, la membrana porosa esta
compuesta por politetrafluoroetileno (PTFE) hidrdfilo.

Preferentemente, el marco sujeta el conducto en orientacion vertical de modo que ni el extremo del conducto cerrado
por la membrana ni el extremo abierto del conducto estd en contacto con ninguna superficie. Preferentemente, el
dispositivo comprende ademas un anillo de sellado que garantiza que el marco esta sujeto firmemente en contacto
con el conducto. Preferentemente, el dispositivo comprende dos anillos de sellado de este tipo. El dispositivo puede
comprender ademas medios adicionales para asegurar que el marco esta sujeto firmemente en contacto con el
conducto de modo que el conducto no se suelta cuando se invierte. Dichos medios adicionales pueden comprender,
por ejemplo, medios de friccion, como muelles entre el marco y el conducto.

Preferentemente, el dispositivo comprende ademas una camara que encierra el extremo abierto del conducto. La
camara puede formar parte del marco que sujeta el conducto en orientacion vertical. Cuando se esta usando el
dispositivo, la camara contiene una atmésfera de una composicion gaseosa adecuada que pone en contacto el
medio en el conducto para mantener la acidez éptima y los niveles de oxigeno en el medio. Preferentemente, la
camara se sella para asegurar que el medio liquido no queda expuesto a la atmdsfera externa durante el uso. La
camara puede comprender ademdas una entrada para gas y una salida para gas, para permitir el control de las
condiciones atmosféricas en la camara.
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Preferentemente, la cdmara sellada comprende ademas una abertura para poder cambiar el medio de cultivo.
Preferentemente, la abertura esta disefiada para minimizar la exposicion del medio de cultivo a la atmésfera cuando
se cambia el medio. La abertura puede sellarse mediante un tabique o véalvula que normalmente esta sellado, pero
puede atravesarse con la punta de una pipeta para extraer el medio e introducir medio nuevo. El tabique puede estar
fabricado de caucho o neopreno. La abertura puede usarse también para introducir componentes especificos en el
medio existente, como factores de crecimiento o antibidticos o toxinas, en lugar de cambiar el medio completamente.
Preferentemente, la etapa de pipeteo se realiza sin someter al cultivo a un cambio significativo de la presion
hidrostética.

Seré evidente para los expertos en la técnica de la construccién de pipetas manuales y automaticas que, para
extraer liquido del conducto, debe aplicarse una presion negativa que sea superior a la presién que retiene el liquido
en el conducto. Sera importante evitar los dafios producidos por la punta de la pipeta en la membrana porosa y, por
este motivo, la no se hara avanzar la punta de la pipeta hasta el contacto con dicha membrana. Por tanto, no sera
posible retirar todo el medio liquido de un conducto con una Unica etapa de pipeteo. El liquido se puede conservar
en el conducto en la regién del conducto entre el punto mas lejano al que puede llegar la punta de la pipeta y la
membrana. Es mas probable que dicha retencion de liquido en el conducto mediante la fuerza capilaridad se aplique
con un radio de cilindro muy pequefio, aunque también dependera de las propiedades precisas de la punta de la
pipeta y el liquido. Si se produce retencion de liquido, en la mayoria de los casos no afectara a la salud del cultivo.

No obstante, por ejemplo, en algunas circunstancias, si se esta analizando la exposicion del cultivo a una sustancia
téxica, la retencién del liquido podria, potencialmente, influir sobre los datos experimentales. En este caso, las
etapas de pipeteo de retirada y reemplazo de liquido con liquido fresco se pueden repetir tantas veces como sea
necesario para eliminar la sustancia téxica por dilucion. Por ejemplo, si el cilindro tiene una longitud de 1 cm y la
punta de la pipeta puede hacerse avanzar de un modo seguro a 0,1 cm de la membrana, como méaximo se retendra
en el cilindro el 10 % del volumen. La adicion de liquido fresco a toda la longitud de 1 cm diluiria la toxina al 10% de
su concentracion original. La repeticion de este procedimiento diluiria la toxina al 1 % de su concentracion original.
La programacion del tiempo de las etapas de pipeteo tendria en cuenta la necesidad de permitir el equilibrado de la
toxina para maximizar la eficiencia de la eliminacién mediante dilucion.

Preferentemente, el dispositivo comprende ademas uno o mas conductos, preferentemente conductos extraibles,
para contener las células antes y durante la compactacion por un campo gravitacional, estando dichos conductos o
conductos extraibles colocados sobre el lado contralateral de la membrana del conducto que contiene el medio de
cultivo. El dispositivo de esta realizacion permite que la compactacion de las células mediante centrifugacion y
transferencia de las células a la superficie se lleven a cabo de forma simultdnea. Se proporciona un condujo para
sujetar la suspension celular en la orientacion correcta con respecto a la superficie para compactacion por un campo
gravitacional. La orientacién optima es con la superficie distal a la suspension celular desde el punto de fuerza
minima del campo gravitacional. En el caso de un campo gravitacional generado dentro de una centrifuga, la
superficie se coloca distal al eje de rotacion del rotor de la centrifuga con respecto a la suspension celular.
Preferentemente, en la unién del conducto y la superficie se proporciona un sello entre la superficie y el borde del
conducto que esta adyacente a dicha superficie, para asegurar que las células se transfieren de forma eficiente a
dicha superficie y no se pierden del conducto. Tras la compactacion de las células mediante centrifugacion, el medio
liquido se transfiere al conducto proporcionado para contener el medio en el lado contralateral de la membrana
porosa al conducto proporcionado para contener la suspension celular. Después se produce compactacion adicional
por capilaridad. El conducto que contiene la suspensidn celular se denomina en el presente documento conjugado
de la suspension celular y el conducto que contiene el medio liquido se denomina el conducto de medio. El uso de
mas de un conducto de suspension celular antes y durante la compactacién permite establecer mas de un cultivo en
puntos diferentes dentro de la region de la membrana en contacto con cada conducto de medio. Si los conductos de
suspension celular no son extraibles, se pueden sellar permanentemente a la membrana porosa mediante cola o
termosellado o sellado ultrasénico. Si los conductos de suspension celular son extraibles, estan sellados a la
membrana porosa de un modo no permanente. Ejemplos de sellos no permanentes incluyen bordes conformados
gue enfocan la presion y silicona y otras sustancias compresibles, que pueden comprender todo el conducto o el
borde de sellado del conducto. Los familiarizados con la centrifugacién apreciaran que la aplicacion de un campo
gravitacional a un dispositivo que incluye un conducto proximal a la membrana porosa con respecto al eje de
rotacion del rotor de la centrifuga presionara el borde de sellado del conducto contra la membrana porosa. En el
caso de un conducto extraible, esto potencia las propiedades de sellado del borde sellante. Los expertos en la
técnica del disefio de dispositivos para uso en los campos gravitacionales también apreciaran que las superficies de
soporte de carga deben estar soportados por estructuras de la fuerza adecuada para evitar los fallos. Por ejemplo, la
membrana porosa de la invencion no tiene la profundidad adecuada para soportar un conducto, incluso en un campo
gravitacional débil, sin dafios en la membrana porosa. Por tanto, se han efectuado las etapas para garantizar que los
conductos de la invencion estan soportados por estructuras de la fuerza adecuada dentro del marco del dispositivo.
Si se usa un sello compresible entre un conducto y una membrana porosa, el grado de compresion bajo la influencia
de un campo gravitacional estd, en todos los casos, limitado por el contacto del conducto con una estructura de la
fuerza adecuada dentro del marco del dispositivo. Estas consideraciones son obvias para los expertos en la técnica
del disefio de dispositivos para usar en campos gravitacionales.

De acuerdo con esto, la invencion comprende, preferentemente, un conducto de suspension celular que tiene un
extremo abierto y un extremo cerrado por la superficie de dicha membrana porosa contralateral a la superficie de
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dicha membrana porosa sellada a dicho conducto de medio. Después, el marco, preferentemente, sujeta el conducto
de medio y el conducto de suspensién celular en una orientacién sustancialmente vertical.

Preferentemente, el dispositivo comprende ademas una tapa que cubre la superficie de la membrana porosa por
fuera del conducto. La tapa cubre la superficie de la membrana porosa sobre la cual se localiza el cultivo cuando el
dispositivo se esta usando. Cuando un dispositivo comprende una tapa, la cadmara y el marco comprenden,
preferentemente, puertos adicionales para dejar que el gas fluya entre la camara y el espacio Encima de la
membrana encerrada por la tapa, lo que permite controlar la atmdsfera que rodea al cultivo durante periodos de
varias semanas o0 mas.

El dispositivo del primer aspecto de la invencion se adapta, preferentemente, para usar en procedimientos de alto
rendimiento que implican preparar y mantener multiples cultivos organotipicos de forma simultdnea. De acuerdo con
un segundo aspecto de la invencién, de este modo se proporciona un dispositivo para cultivo organotipico de alto
rendimiento que comprende miltiples dispositivos de acuerdo con el primer aspecto de la invencion.
Preferentemente, el dispositivo para cultivo organotipico de alto rendimiento comprende 96, 384, 1536 0 mas
dispositivos de acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

El dispositivo del segundo aspecto de la invencion puede contener, por tanto, miles de conductos de medio y, en
algunas realizaciones, miles de conductos de suspension celular, y cada conducto de medio se puede suministrar de
forma independiente con medio de cultivo y para el cual el medio de cultivo se puede cambiar de forma
intercambiable. Preferentemente, el cambio de medio se lleva a cabo mediante una pipeta o robot multicanal, tal
como se ha descrito anteriormente.

Preferentemente, el dispositivo de alto rendimiento comprende una Unica tapa que cubre todos los conductos
individuales dentro del dispositivo.

Preferentemente, las cAmaras que encierran los extremos abiertos de cada conducto de medio en el dispositivo de
alto rendimiento estan conectadas por una abertura, lo que permite que el gas fluya entre las camaras de modo que
el flujo de gas a todas las camaras dentro del dispositivo se pueda controlar mediante una Unica entrada y una salida
para el flujo de gas en el dispositivo de alto rendimiento.

Los mudltiples dispositivos en el dispositivo de alto rendimiento se pueden fabricar como una unidad Unica. Como
alternativa, el dispositivo de alto rendimiento se puede suministrar como dispositivos individuales de acuerdo con el
primer aspecto de la invencién, en el que cada uno de ellos contiene un Unico conducto de medio y, en algunas
realizaciones, uno o mas conductos de suspension celular permanentes o extraibles que se pueden ensamblar en
un dispositivo de alto rendimiento que contiene el nimero deseado de conductos por el usuario. El dispositivo de alto
rendimiento se puede suministrar también como tiras de dispositivos individuales de acuerdo con el primer aspecto
de la invencion, por ejemplo, en los lotes de 2, 4, 8 0 12 que se pueden ensamblar en un dispositivo de alto
rendimiento que contiene el nimero deseado de conductos, opcionalmente por el usuario. Los dispositivos de alto
rendimiento que comprenden tiras que contienen un conjunto de pocillos se conocen en la técnica del cultivo celular,
aunque no para el cultivo organotipico. Un dispositivo de multiples pocillos de este tipo ha sido descrito por Dynatech
en Thorne A. (1979) en la patente de EE.UU. 4.154.795.

Preferentemente, para los dispositivos de alto rendimiento, el tamafio global del dispositivo y la posicion de los
conductos individuales dentro del dispositivo deberd concordar con el tamafio de una placa de microtitulacion
estandar para permitir usar el dispositivo con la robédtica disefiada para las placas de microtitulacion estandar. Por
ejemplo, en un dispositivo de alto rendimiento que comprende 96 dispositivos de acuerdo con el primer aspecto de la
invencion, los dispositivos se disponen, preferentemente, en una matriz de 8 por 12 dispositivos, simulando una
placa de microtitulacién estandar de 96 pocillos. Los conductos en los 96 dispositivos que forman el dispositivo de
alto rendimiento son, preferentemente, cilindros. Preferentemente, cada cilindro que comprende un conducto de
medio tiene un radio de aproximadamente 0,3 cm, que es el radio de un pocillo en una placas de microtitulacion
estandar de 96 pocillos. Las fuerzas de capilaridad y gravitacional que actdan en tal cilindro se han descrito
anteriormente. Las dimensiones de los conductos de suspension celular no estan limitadas por la necesidad de
retener liquido por capilaridad contra la fuerza de gravedad, porque siempre se usan con la membrana porosa en el
punto de maxima fuerza del campo gravitacional. Preferentemente, cada cilindro que comprende un conjugado de
suspension celular se puede llenar y aspirar simplemente pipeteando dispositivos disefiados para las placas de
microtitulacion estandar. Por ejemplo, si el dispositivo contiene un conducto de suspensiéon celular para cada
conducto de medio y hay 96 conductos de medio, el eje de cada conducto de suspension celular debera estar,
Optimamente, co-lineal con el eje del conducto de medio colocado directamente enfrente del lado contralateral de la
membrana porosa. Si el dispositivo 4 contiene 4 conductos de suspension celular para cada uno de los 96 conductos
de medio, el espacio entre los conductos de suspension celular deberia ser equivalente a los pocillos de una placa
de microtitulacion de 384 pocillos. Si el dispositivo 16 contiene 4 conductos de suspension celular para cada uno de
los 96 conductos de medio, el espacio entre los conductos de suspension celular deberia ser equivalente a los
pocillos de una placa de microtitulacion de 1536 pocillos. El radio de cada conducto de suspensién celular debera
ser lo suficientemente mayor que el radio de la punta de una pipeta adecuada o aguja de pipeta para permitir un
pipeteo conveniente.
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En un dispositivo de alto rendimiento que comprende 384 dispositivos de acuerdo con el primer aspecto de la
invencién, el conducto de medio en cada dispositivo es, preferentemente, un cilindro y el radio del cilindro es,
preferentemente, aproximadamente 0,15 cm, el radio de un pocillo en una placa de microtitulacién estandar de 384
pocillos. El peso del liquido en este cilindro de la misma longitud de 1 cm es s6lo el 25 % del peso correspondiente
con un diametro del cilindro de 0,3 cm, pero la fuerza de capilaridad es el doble de la del cilindro mas grande citado
anteriormente. En un dispositivo de alto rendimiento que comprende 1536 dispositivos de acuerdo con el primer
aspecto de la invencion, el conducto de medio en cada dispositivo es, preferentemente, un cilindro y el radio del
cilindro es, preferentemente, aproximadamente 0,075cm, el radio de un pocillo en una placa de microtitulacion
estandar de 1536 pocillos. En este caso, el peso del liquido en el cilindro de la misma longitud de 1 cm es soélo el
6,25% del peso correspondiente con un diametro del cilindro de 0,3 cm, pero la fuerza de capilaridad es cuatro
veces mayor. En un dispositivo de alto rendimiento que comprende 96, 384 o 1536 conductos de medio, puede
haber uno o mas conductos de suspension celular para cada conducto de medio, estando el nimero y la posicién de
dichos conductos de suspension celular limitado Unicamente por la capacidad para usar instrumentos adecuados
para pipeteo de alto rendimiento. Por tanto, los dispositivos de 96, 384 o 1536 conductos de medio fabricados de
acuerdo con la invencion con respecto al tamafio global de una placa de microtitulacion estandar, todos retienen
liquido en los conductos de medio en la posicion invertida y todos pueden contener conductos de suspension celular
permanentes o extraibles.

A continuacion se describirdn con mas detalla varios aspectos y realizaciones de la presente invencién, a modo de
ejemplo.

Breve descripcién de las figuras:

La figura 1 muestra una seccion transversal de un dispositivo sin un conducto de suspension celular de
acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

La figura 2 muestra una seccion transversal de un dispositivo con un conducto de suspension celular de
acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

La figura 3 muestra una seccion transversal de un dispositivo de alto rendimiento sin conductos de
suspensioén celular para cultivo organotipico de acuerdo con el segundo aspecto de la invencion.

La figura 4 muestra una seccion transversal de un dispositivo de alto rendimiento y conductos extraibles para
un dispositivo de alto rendimiento, que incluye 4 conductos por pocillo para contener las células antes y
durante la compactacion.

La figura 5 muestra una seccion transversal de un dispositivo modificado para cultivo organotipico de acuerdo
con el primer aspecto de la invencién con componentes adicionales que sujetan el conducto en su lugar.

Ejemplos:

Como se muestra en la Figura 2, un dispositivo preferido de la invencién comprende un cilindro como conducto de
medio y una membrana porosa pegada o termosellada o sellada ultrasénicamente a un extremo del cilindro y un
marco que sujeta el cilindro en posicién vertical y crea una camara que rodea al extremo abierto del cilindro.

El cilindro contiene un volumen de medio de cultivo liquido que se retiene por capilaridad en el cilindro, de modo que
estd en contacto con la superficie inferior de la membrana porosa. Se muestra el menisco liquido del volumen del
medio liquido.

Como se muestra en la Figura 2, un dispositivo adicional preferido de la invencién comprende un cilindro como
conducto de medio y una membrana porosa pegada o termosellada o sellada ultrasGnicamente a un extremo del
conducto de medio y otro cilindro como conducto de suspension celular que esta sellado al lado contralateral de la
membrana porosa al cilindro del medio y un marco que sujeta ambos cilindros en posicidn vertical y crea una camara
que rodea al extremo abierto del cilindro del conducto de medio.

El cilindro del conducto de suspension celular contiene suspension celular antes y durante la compactacién mediante
centrifugacion. Se muestra la masa celular obtenida tras la centrifugaciéon. Tras la centrifugacion, el cilindro del
conducto de medio contiene un volumen de medio de cultivo liquido que se retiene por capilaridad en el cilindro, de
modo que esta en contacto con la superficie inferior de la membrana porosa. Se muestra el menisco liquido del
volumen del medio liquido.

Los dispositivos de las Figuras 1 y 2 comprenden ademas una tapa que encierra el extremo sellado de la membrana
del vaso y proporciona control de la atmésfera que rodea al cultivo organotipico, en el que es posible el intercambio
gaseoso, pero se evita la contaminacion microbiana.

En el caso de un ensamblaje de dispositivos para alto rendimiento, la tapa cubriria, preferentemente, todo el
ensamblaje. La tapa puede ajustarse de forma holgada para permitir la difusion de gas, teniendo un faldén que
solapa los bordes de la placa o el montaje para minimizar la contaminacion en presencia de ligeras turbulencias de
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aire. Los que realizan cultivos tisulares saben bien que las turbulencias de aire se tienen que minimizar. Como
alternativa, la tapa se puede ajustar de forma hermética, en cuto caso los puertos se pueden proporcionar integrados
de modo que el gas pueda circular entre las camaras y el espacio entre la tapa y la membrana.

Preferentemente, la cAmara comprende una forma de plastico prefabricada que incorpora dos anillos de sellado que
colocan la camara firmemente alrededor de la base del cilindro del conducto de medio. Adicionalmente, su hay un
cilindro de conducto de suspension celular, se usan dos anillos de sellado para colocar el cilindro del conducto de
suspensioén celular dentro de la forma de plastico prefabricada. Preferentemente, los sellos son anillos de sellado
fabricados de neopreno. Preferentemente, el cilindro del conducto de suspension celular esta fabricado de silicona,
un material semirigido, para garantizar el sellado contra la membrana porosa durante la centrifugacion.

La base de la camara comprende ademas un tabique que puede atravesar una pipeta, para facilitar el cambio del
medio en la camara sin exponer el medio al ambiente que la rodea.

El interior de la camara es, preferentemente, accesible para la difusion o perfusiéon de gas, y la camara comprende
dos orificios o puertos para el flujo de gas para controlar las condiciones atmosféricas. La camara y el marco
comprenden, preferentemente, puertos adicionales para permitir el flujo de gas entre la camara y el espacio por
encima de la membrana cubierta por la tapa.

Como se muestra en la Figura 3, un dispositivo de alto rendimiento para multiples cultivos organotipicos de acuerdo
con la invencién comprende multiples dispositivos para un Unico cultivo organotipico mostrado en la Figura 1. Cada
cilindro del conducto de medio en el dispositivo de alto rendimiento contiene su propio suministro de medio liquido
retenido en contacto con la membrana por capilaridad. Como se muestra en la Figura 4, otro dispositivo de alto
rendimiento para mdltiples cultivos organaotipicos de acuerdo con la invencién comprende mdltiples dispositivos para
un cultivo organotipico mostrado en la Figura 2. Cada cilindro del conducto de medio en el dispositivo de alto
rendimiento contiene su propio suministro de medio liquido retenido en contacto con la membrana por capilaridad.
Correspondiente a cada cilindro de conducto de medio, hay uno o mas cilindros de conducto de suspension celular
gue contienen la suspension celular antes y durante la centrifugacion. En el ejemplo mostrado en la Figura 4, hay
cuatro cilindros de conducto de suspension celular y, por tanto, cuatro cultivos organotipicos, para cada cilindro de
conducto de medio.

Las camaras en la base de los cilindros de conducto de medio en las Figuras 3 y 4 estan en comunicacion y el flujo
de gas entre las camaras es posible, de modo que se permite el control de las condiciones atmosféricas en todas las
camaras a través de los puertos de flujo de gas en cualquier extremo del dispositivo. Ademas, el espacio entre la
tapa y el cultivo se hace contiguo con las camaras por medio de los puertos en el marco, de modo que se permite el
control de las condiciones atmosféricas que rodena a los cultivos sobre las membranas.

Como se muestra en la Figura 5, los dispositivos de las Figuras 2 y 2 pueden comprender otros elementos que
sujetan el conducto en su lugar respecto al marco, tal como, por ejemplo, muelles entre el conducto y el marco.

Referencias:
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REIVINDICACIONES
1. Un dispositivo para cultivo organotipico, en el que dicho dispositivo comprende:

un conducto de medio que tiene un extremo abierto y un extremo cerrado por una membrana porosa
fusionada a su través; y un marco que sujeta el conducto de medio en una orientacion sustancialmente
vertical en el que el conducto de medio estd adaptado para permitir la retencién por capilaridad de un
volumen suficiente del medio de cultivo liquido en el conducto de medio para contactar la superficie de la
membrana porosa y, de este modo, suministrar nutrientes a las células que se pueden cultiva sobre la
membrana porosa,

en el que el dispositivo comprende ademas

un conducto de suspension celular que tiene un extremo abierto y un extremo cerrado por la superficie de
dicha membrana porosa contralateral a la superficie de dicha membrana porosa sellada a dicho conducto de
medio;

en el que dicho marco sujeta el conducto de medio y el conducto de suspension celular en una orientacion
sustancialmente vertical.

2. Un dispositivo de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que el conducto de medio se adapta para permitir la
retencién por capilaridad de un volumen suficiente de medio de cultivo liquido para el contacto entre la superficie de
la membrana porosa en el conducto cuando el dispositivo esta en posicion vertical o invertida.

3. dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en el que el conducto de medio es un cilindro.

4. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el conducto de suspension
celular es un cilindro.

5. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el conducto de medio es un
cilindro que tiene un radio de 0,5 cm o menor.

6. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la membrana porosa
se fusiona en un extremo del conducto de medio mediante cola, termosellado o mediante sellado ultrasénico.

7. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el conducto de suspension
celular se sella a la membrana porosa por un borde presionado contra dicha membrana porosa por un campo
gravitacional.

8. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el conducto de suspensién
celular se sella a la membrana porosa mediante un sello de neopreno.

9. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el conducto de suspension
celular se sella a la membrana porosa mediante un sello de silicona.

10. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el conducto de suspension
celular se puede eliminar del dispositivo antes del cultivo celular.

11. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el conducto de
suspensién celular se sella a la membrana porosa mediante cola, termosellado o sellado ultrasénico.

12. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el conducto de
suspension celular esta compuesto por silicona.

13. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que el &rea transversal interna
del conducto de suspensién celular es menor que el area transversal interna del conducto de medio.

14. Un dispositivo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la membrana porosa es
Opticamente transparente.

15. Un dispositivo de acuerdo con la reivindicacién 14, en el que la membrana porosa estd compuesta por
politetrafluoroetileno (PTFE).

16. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el que el marco sujeta el
conducto en orientacion sustancialmente vertical de modo que ni el extremo del conducto cerrado por la membrana
ni el extremo abierto del conducto esta en contacto con ninguna superficie.

17. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en el que el marco sujeta el
conducto en orientacion sustancialmente vertical de modo que ni el extremo del conducto de suspension celular en
contacto con la membrana esté soportado en un campo gravitacional por dicho marco, impidiendo que se dafie a
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dicha membrana.

18. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, en el que el dispositivo comprende
ademas una camara que encierra el extremo abierto del conducto de medio.

19. Un dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que la camara comprende una abertura para poder
cambiar el medio de cultivo.

20. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, que comprende una tapa que cubre
la superficie de la membrana porosa contralateral al mediante de cultivo liquido.

21. Un dispositivo para cultivo organotipico de alto rendimiento, que comprende multiples dispositivos de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20.

22. Un dispositivo para cultivo organotipico de alto rendimiento de acuerdo con la reivindicacion 20, que comprende
los dispositivos 96, 384, 1536 o mas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20.

23. Un dispositivo para cultivo organotipico, en el que dicho dispositivo comprende:

un conducto de medio que tiene un extremo abierto y un extremo cerrado por una membrana porosa
fusionada a su través; y un marco que sujeta el conducto de medio en una orientacion sustancialmente
vertical en el que el conducto de medio estd adaptado mediante la presencia de una restriccion para permitir
la retencion por capilaridad de un volumen suficiente del medio de cultivo liquido en el conducto de medio
para contactar la superficie de la membrana porosa y, de este modo, suministrar nutrientes a las células que
se pueden cultiva sobre la membrana porosa.
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FIG.2

El liquido cubre el cultivo en capa fina debido a la accién de capilaridad de la membrana
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FIG. 4
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