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DESCRIPCION
Sistemas y métodos para el guiado magnético y disefio (patterning) de células y materiales
Definiciones

“Patrén”, como se usa en el presente documento, se refiere a una forma predefinida, posicién, localizacion y/u
orientacion, en o bien dos o tres dimensiones.

“Manipular”, como se usa en el presente documento, se refiere a variar un patron con el tiempo.

“Nanoparticulas”, como se usa en el presente documento, se refiere a particulas con rangos de tamafio de
aproximadamente 5 a aproximadamente 200 nm.

“Agregacion”, como se usa en el presente documento, se refiere a una agrupacion de una o mas células y cualquier
matriz extracelular u otra sustancia que tenga tendencia a permanecer en proximidad cercana a la agrupacion.

“Nanoparticulas magnéticas”, como se usa en el presente documento, se refiere a nanoparticulas en las que la
magnetizacion de saturacion es al menos aproximadamente 0,001 emu/g; en algunas realizaciones, la
magnetizacion de saturacion puede ser entre aproximadamente 10 a 200 emu/g.

“Hidrogel”, como se usa en el presente documento, se refiere a un material formado incorporando cualquier tipo de
bacteriéfago (también referido como “fago”) con nanoparticulas. Se pueden indicar diferentes variedades de
hidrogeles con diferentes niveles de especificidad. Au-fago puede ser la forma mas general, en referencia a
cualquier tipo de fago y cualquier combinacién de nanoparticulas, al menos un tipo de las cuales es de Au. Au-X-
fago especifica que la nanoparticula descrita por X también estd presente. También se pueden especificar
variedades de fago especificas.

“Au-MIO-fago”, como se usa en el presente documento, se refiere a un material formado incorporando cualquier tipo
de bacteriéfago con nanoparticulas, de las cuales al menos un tipo es de Au y de las cuales un tipo es magnética.

“Cultivo celular’, como se usa en el presente documento, se refiere generalmente al crecimiento de células en un
ambiente controlado. En muchos ejemplos, el ambiente controlado es un ambiente de laboratorio artificial, algunas
veces referido como ambiente in vitro.

Como se usa en el presente documento, el término “alterado en respuesta al campo magnético” y sus derivados
incluyen cualquier respuesta de los sistemas de la presente descripcién al campo magnético, incluyendo, pero no
limitado a, cambios en forma, tamafio, posicién, ambiente quimico, orientacién de moléculas y/o células, asi como
sucesos celulares (en sistemas y métodos de la presente descripcién en la que los sistemas y los métodos
comprenden una o mas células) tales como, pero no limitados a, expresién génica, transducciéon de sefial, cambios
en la forma, posicion, orientacion, y/o ambiente quimico local de las células. Otras respuestas de los sistemas de la
presente descripcion a campos magnéticos pueden ser reconocidas por un experto en la técnica. Tales respuestas
se consideran que estan dentro del espiritu de la presente descripcion.

Si hay algun conflicto en la utilizacion de una palabra o término en esta memoria y una o mas patentes u otros
documentos las definiciones que son coherentes con esta memoria se deberian adoptar con fines de entendimiento
de esta descripcion.

Antecedentes

La presente descripcion se refiere generalmente a sistemas y métodos Utiles en la medicina, biologia celular,
nanotecnologia, y cultivo celular. En particular, la presente descripcion se refiere a sistemas y métodos para el
guiado magnético y el disefio de células y materiales. Algunas aplicaciones especificas de estos sistemas y métodos
son cultivo de células por levitacion lejos de una superficie, produciendo y manipulando patrones de células
levitadas, y cultivo de células modelado sobre una superficie.

Puesto que ha crecido el interés en la nanotecnologia, materiales, y biologia celular, ha llegado a ser evidente que
una limitacién es la capacidad de controlar y manipular el patron de células y materiales que son utiles para la
biologia celular y la medicina (tal como el cultivo celular, la modificaciéon por ingenieria de tejido, investigacion de
célula madre, administraciéon de farmaco y nanoparticula, biosensores y administracion génica), componentes
moleculares y bioelectrénicos, y la construccién de materiales complejos.

Durante el desarrollo de los organismos vivos, la estructura y el orden en la forma de los patrones emergen
naturalmente a través de mecanismos que aun no estan completamente entendidos. Si uno quiere estudiar o replicar
el tejido vivo en un ambiente artificial, es critico ser capaz de reproducir patrones naturales. La capacidad de
modificar por ingenieria y controlar manualmente los patrones de células vivas, especialmente en tres dimensiones y
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sobre superficies, posibilitara muchas aplicaciones por bioingenieria y médicas.

El cultivo celular es una herramienta esencial en muchas areas de la biotecnologia, tal como la investigacion de la
célula madre, modificaciéon por ingenieria de tejido, y descubrimiento de farmaco. El cultivo celular tradicional en
placas Petri produce crecimiento celular bidimensional (2D) con expresion génica, sefializacion, y morfologia que
pueden diferir de las condiciones en los organismos vivos, y por tanto comprender relevancia clinica. Ciertas
limitaciones del cultivo celular tradicional en la recapitulacién de los atributos de los tejidos en organismos vivos
pueden resultar de su naturaleza 2D. Lin y Chang, 2008, Biotechnol. J., 3:1.172-1.184 revisaron el entendimiento de
los mecanismos de formacion de esferoide multicelular, sus aplicaciones biomédicas y las ventajas en técnicas de
cultivo de esferoide, manipulacion y analisis. Aunque se han desarrollado los ambientes de gel basado en proteina o
biorreactores rotativos en intentos de permitir el cultivo celular tridimensional (3D), la amplia aplicacion de tales
métodos se ha dificultado gravemente por el alto coste o la complejidad. Por tanto, una tecnologia de plataforma
para permitir el cultivo celular 3D es aun una necesidad insatisfecha.

En muchos casos, un ambiente de cultivo celular ideal es uno que promueve rapido y fuerte crecimiento de células
sanas, en el que la morfologia celular y la funciéon estan dominadas por interacciones célula-célula, sefializacion
especifica a célula, y/o variables de control experimental, distintas de las propiedades del medio de cultivo artificial.
Con frecuencia, es deseable cultivar células que se parezcan en basicamente todos los sentidos a las células
crecidas en organismos vivos, incluyendo expresion génica, caracteristicas funcionales de células diferenciadas, y la
formacién de una matriz extracelular. El coste y la escalabilidad de la produccién son también consideraciones
criticas en cuanto a la aplicacion de tales tecnologias.

Ademas, ya que el uso de materiales de nano tamafo y células cultivadas continia desarrollandose, es cada vez
mas dificil desarrollar sistemas para manipular de forma segura y manejar estas entidades. Por ejemplo, las
agencias reguladoras y las buenas practicas de laboratorio con frecuencia intentan minimizar la cantidad de la
exposicién de materiales a objetos externos, para minimizar la contaminacién. A parte de tales practicas, la
integridad de tales materiales puede estar comprometida por tal exposicion. Por tanto, pueden ser deseables
dispositivos que puedan manipular materiales de nano tamario y células y tejido sin exposicion a objetos externos.

Ito y col., 2004, Tissue Engineering, 10(5/6):873-879 publicaron una técnica que usa fuerzas magnéticas para
construir y recoger una lamina de queratinocito multicapeada. Se sembraron queratinocitos magnéticamente
marcados en pocillos, sobre una capa de hidrogel de una placa de unién ultrabaja, y un iman colocado bajo los
pocillos. Se formaron Iaminas epidérmicas de 10 capas, y cuando el iman se elimind, las laminas se separaron del
fondo de la placa y se pudieron recoger con uniman.

Lin y col.,, 2008, Tissue Engineering, 14(3):197-205 D1 describe la levitaciébn de esferoides marcados
magnéticamente. Los esferoides se forman o bien con el método de gota colgante o en matraces de agitacion. Las
caracteristicas y ventajas de la presente descripcion seran facilmente aparentes a los expertos en la técnica tras una
lectura de la descripcién que sigue.

Compendio

La presente invencidn proporciona un método que comprende: proporcionar un campo magnético; proporcionar una
primera pluralidad de células que comprende una o mas nanoparticulas magnéticas dentro de dichas células; y
levitacion de al menos algunas de la primera pluralidad de células en el campo magnético durante un tiempo
suficiente para permitir que al menos algunas de la primera pluralidad de células formen una agregacion celular 3D.

La presente invencién también proporciona un método de cultivo celular 3D que comprende: mezclar células con un
hidrogel que comprende nanoparticulas magnéticas; incubar la mezcla hasta que las células capten las
nanoparticulas magnéticas; levitacién de las células en un campo magnético y cultivar las células levitadas para
obtener una levitacion del cultivo celular 3D.

La presente descripcion se refiere generalmente a sistemas y métodos utiles en medicina, biologia celular,
nanotecnologia, y cultivo celular. En particular, la presente descripcion se refiere a sistemas y métodos para el
guiado magneético y el disefio de células y materiales. Algunas aplicaciones especificas de estos sistemas y métodos
pueden ser cultivo por levitacion de células lejos de una superficie, realizacion y manipulacién de patrones de células
levitadas, y disefio de cultivo de células sobre una superficie.

La presente descripcion proporciona un método para levitacion de una pluralidad de células. EI método puede
comprender proporcionar un campo magnético. EIl método también puede comprender levitacién de al menos
algunas de la pluralidad de células en el campo magnético, en el que la pluralidad de células comprende
nanoparticulas magnéticas.

La presente descripcion también proporciona un método de cultivo de células. EI método puede comprender
proporcionar una pluralidad de células. El método también puede comprender proporcionar un campo magneético. El
método también puede comprender levitacion de al menos algunas de la pluralidad de células en el campo
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magnético, en el que la pluralidad de células comprende nanoparticulas magnéticas. El método también puede
comprender mantener la levitacion durante un tiempo suficiente para permitir el crecimiento celular para formar una
agregacion.

La presente descripcion también proporciona un método de manipulacién de células. El método puede comprender
proporcionar una primera pluralidad de células. El método también puede comprender proporcionar un campo
magnético. El método también puede comprender levitacién de al menos algunas de la primera pluralidad de células
en el campo magnético, en el que la primera pluralidad de células comprende nanoparticulas magnéticas. El método
también puede comprender variar el campo magnético con el tiempo para manipular al menos una primera porcion
de la primera pluralidad de células.

La presente descripcion también proporciona un método de preparacién de nanoparticulas. El método puede
comprender proporcionar un hidrogel que comprende nanoparticulas magnéticas. El método también puede
comprender proporcionar un campo magnético. El método también puede comprender someter el hidrogel al campo
magnético.

La presente descripcién también proporciona un sistema para levitacion de una pluralidad de células. El sistema
puede comprender un campo magnético. El sistema también puede comprender la pluralidad de células, en el que la
pluralidad de células se dispone en el campo magnético, y la pluralidad de células comprende nanoparticulas
magnéticas.

Los rasgos y ventajas de la presente descripcion seran aparentes a los expertos en la técnica. Aunque los expertos
en la técnica puedan realizar numerosos cambios, tales cambios estan dentro del espiritu de la descripcion.

Dibujos

Algunos ejemplos especificos de la descripcion se pueden entender haciendo referencia, en parte, a la siguiente
descripcion y los dibujos adjuntos.

La Figura 1 ilustra un ejemplo de hidrogel de Au-MIO-fago, segun la descripcion.

La Figura 2 ilustra el desplazamiento magnético de Au-MIO-fago, segun la descripcion.

La Figura 3 ilustra el cultivo celular por levitacién basada en magnetismo con unién celular inicial, segun la
descripcion.

La Figura 4 ilustra el cultivo celular por levitacion basada en magnetismo en ausencia de unidn celular, segun la
descripcion.

La Figura 5 ilustra una agregacion magnéticamente levitada, segun la descripcion.

La Figura 6 ilustra células madre neurales (NSC) murinas diferenciadas magnéticamente levitadas, segun la
descripcion.

La Figura 7 ilustra astrocitos humanos magnéticamente levitados, segun la descripcién.

La Figura 8 ilustra agregaciones de glioblastoma magnéticamente levitadas, segun la descripcion.

La Figura 9 ilustra células de melanoma magnéticamente levitadas, segun la descripcion.

La Figura 10 ilustra imagenes por microscopio electronico de transmision (MET) de células de glioblastoma
humano cultivadas con levitacion magnética, segun la descripcion.

La Figura 11 ilustra imagenes por un microscopio electrénico de barrido (MEB) que muestran cultivo levitado de
estructuras 3D, segun la descripcion.

La Figura 12 ilustra una comparacion de agregaciones de células creadas con levitacion magnética con una
agregacion 2D y un xenoinjerto de ratén, segun la descripcion.

La Figura 13 ilustra la manipulacién de células durante el cultivo celular, incluyendo control de forma y posicion,
co-cultivo, y ensayo de confrontacién, segun la descripcion.

La Figura 14 ilustra un ejemplo de disefio celular sobre una superficie, segun la descripcion.

La Figura 15 ilustra un ejemplo de disefio celular sobre una superficie, segun la descripcion.

La Figura 16 ilustra patrones litograficos muestra para realizar patrones superficiales de células, segun la
descripcion.

La Figura 17 ilustra calculos de fuerza magnética de muestra, aplicables a la descripcion.

La Figura 18 ilustra construccion de microdispositivo prototipo para alambres litograficamente modelados, segun
la descripcion.

La Figura 19 ilustra una instalacién de microscopio y dispositivo de microchip utiles en la descripcion.

La Figura 20 ilustra la manipulacién y el disefio de superficie de células madre neurales con microdispositivo de
disefio, segun la descripcion.

La Figura 21 ilustra la manipulacion y el disefio de material Au-MIO-fago sin células, segun la descripcion.

La Figura 22 ilustra un gradiente de Au-MIO-fago, segun la descripcion.

La Figura 23 ilustra el disefio celular dirigido a receptor que usa disefio por campo magnético de hidrogeles,
segun la descripcion

La Figura 24 ilustra la transduccion génica guiada por magnetismo usando Au-MIO-AAVP, segun la descripcion.
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El fichero de la patente o solicitud contiene al menos un dibujo realizado a color. Las copias de esta patente o
publicacion de solicitud de patente con dibujo(s) a color se proporcionaran por la Oficina tras el requerimiento y el
pago de las tasas necesarias.

Aunque la presente descripcion es susceptible de diversas modificaciones y formas alternativas, se han mostrado
ejemplos especificos en las figuras y estan descritos en el presente documento a mas detalle.

Descripcion

La presente invencidn proporciona un método que comprende: proporcionar un campo magnético; proporcionar una
primera pluralidad de células que comprende una o mas nanoparticulas magnéticas dentro de dichas células; y
levitacion de al menos algunas de la primera pluralidad de células en el campo magnético durante un tiempo
suficiente para permitir que al menos algunas de la primera pluralidad de células formen una agregacion celular 3D.

La presente invencién también proporciona un método de cultivo celular 3D que comprende: mezclar células con un
hidrogel que comprende nanoparticulas magnéticas; incubar la mezcla hasta que las células capten las
nanoparticulas magnéticas; levitacién de las células en un campo magnético y cultivar las células levitadas para
obtener un cultivo celular 3D por levitacion.

La presente descripcion se refiere generalmente a sistemas y métodos utiles en medicina, biologia celular,
nanotecnologia, y cultivo celular. En particular, la presente descripcion se refiere a sistemas y métodos para el
guiado magneético y el disefio de células y materiales. Algunas aplicaciones especificas de estos sistemas y métodos
pueden ser cultivo de células por levitacion lejos de una superficie, realizando y manipulando patrones de células
levitadas, y cultivo modelado de células en una superficie.

La presente descripcién generalmente combina campos magnéticos y nanoparticulas magnéticas para proporcionar
una plataforma virtual o andamio para controlar el patron de células y/o la forma de las agregaciones de células
cultivadas en un ambiente artificial. La presente descripcion también puede permitir la manipulacién de células, el
disefio de células, y/o conformacién de las agregaciones por variaciones en un campo magnético. Los métodos de la
presente descripcién se pueden aplicar para crear un patron de los propios materiales magnéticos para posibilitar
muchas aplicaciones utiles que conciernen a la medicina, la biologia celular, nanotecnologia, y el cultivo celular. Una
de las muchas ventajas potenciales de los dispositivos y métodos de la presente descripcion, solamente algunas de
las cuales estan descritas en el presente documento, es que los aspectos de la descripcién pueden permitir que las
células y los materiales se manipulen y modelen con gran flexibilidad. Esto se puede hacer externamente (sin
contacto directo con la solucién a manipular), lo cual tiene convincente valor para la manipulaciéon de sistemas
biologicos y moleculares cuya integridad se puede comprometer facilmente por la contaminacion o el manejo.'824
Los sistemas inventivos pueden ser portatiles, relativamente econémicos, y faciles de fabricar. Algunos aspectos de
la descripcion se pueden acoplar con muchas modalidades diferentes de microscopia 6ptica y microscopia de
fuerza.

Los sistema y los métodos de la presente descripcion proporcionan un nimero de otras ventajas sobre los sistemas
y métodos tradicionales. Por ejemplo, los sistemas y métodos de la presente descripcion pueden permitir la
fabricacion de un material sin contacto directo de objetos externos con el material. Tal fabricacion libre de contacto
se puede conseguir, en parte, por el uso de campos magnéticos y materiales que responden a tales campos
magnéticos. Ademas, los sistemas y métodos de la presente descripcion pueden permitir el control preciso de las
fuerzas mecanicas colocadas sobre un material durante la fabricacion. Tal control puede ser ventajoso, por ejemplo,
cuando el material comprende una o mas células que son sensibles a tales fuerzas mecanicas, es decir, células
mecanosensibles. Tales células pueden incluir, pero no se limitan a, células madre. Ademas los sistemas y métodos
de la presente descripcion pueden permitir la manipulacién precisa de los campos magnéticos usados en los
sistemas y métodos de la presente descripcion, tales como la capacidad de generar o eliminar dicho campo
magnético, incrementar o disminuir la fuerza de dicho campo magnético, o modular dicho campo magnético.

La presente descripcion ventajosamente puede proporcionar crecimiento celular 3D con manipulacion sin andamio
(“andamio virtual”) flexible de la forma de agregacion y/o tejido en tiempo real. Ciertos aspectos pueden eliminar la
influencia preocupante de una superficie, particula nucleo, o matriz, y concentrar rapidamente las células para
promover las interacciones célula-célula. Tales aspectos pueden no requerir control de medios especificos o
temperatura y/o procesamiento antes de su utilizacion, y tales pueden ser compatibles con las técnicas de cultivo y
diagndstico estandares.

Las células se pueden cultivar, segun la descripcidén, con multiples tipos celulares. Las células se pueden aproximar
de una manera controlada para facilitar la sefializacion celular y otras interacciones célula-célula, las cuales pueden
ser fisicas o quimicas, lo cual puede afectar a las propiedades o comportamientos de las células. Un ejemplo de esto
seria un ensayo de confrontacién de co-cultivo con seguimiento in situ. La levitacion magnética puede no requerir
medios especificos, andamios modificados por ingenieria, geles moldeados, y/o biorreactores. La descripcion puede
proporcionar métodos simples, flexibles y eficaces que pueden ser adecuados para un rango de aplicaciones en
biotecnologia, descubrimiento de farmaco, investigacion de célula madre, o medicina regenerativa.
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La levitacidon magnética, segun la descripcion, puede proporcionar métodos para el cultivo celular 3D con gran
potencial para la investigacion y la aplicacion. Puede tener ventajas significativas sobre los métodos de crecimiento
2D tradicionales y las metodologias de cultivo 3D actualmente disponibles. En relacion con el cultivo 2D, las células
pueden crecer mas rapidamente sin la necesidad de pasos celulares, que son importantes para cultivar células
sensibles donde el tiempo es un obstaculo critico. A diferencia de los métodos de crecimiento 3D establecidos, la
levitacion magnética puede no requerir medios especificos, o la fabricacion de materiales especificamente
disefiados, andamios modificados por ingenieria, geles moldeados, y/o biorreactores. También puede ofrecer control
espacial y temporal de la forma de la agregacién, comienzo mas rapido y controlable de las interacciones célula-
célula, integracion mas facil con diagndsticos por imagen, velocidad de crecimiento mejorada, y escalabilidad.

La descripcién puede abordar los retos existentes para el desarrollo de muchas aplicaciones basadas en célula.
Algunos aspectos pueden proporcionar nuevos métodos para ensayos de tejido. Algunos aspectos pueden resultar
valiosos en el descubrimiento de farmaco de alta produccién debido a la rapida tasa de crecimiento, nivel disponible
de control, aumento de las interacciones célula-célula, y la compatibilidad con las técnicas de formacion de imagen.
Los métodos pueden evitar el contacto superficial con las células. Tales métodos pueden mantener la promesa de
uso en la investigacion de célula madre, debido al contacto con superficies poliméricas o de vidrio, con frecuencia
usados en cultivo celular 2D, pueden alterar la biologia de las células madre. La capacidad de crear un patrén
espacialmente y temporalmente de agregaciones multicelulares puede proporcionar beneficios para la modificacion
por ingenieria de tejido. A partir de un punto de vista practico, las técnicas segun la descripcién pueden ser rapidas,
faciles, econémicas y requieren de muy poca modificacién a partir de los procedimientos de cultivo celular
estandares.

El material Au-MIO-fago se puede modelar sin o antes de la introduccion de células, segun la descripcion. El disefio
de hidrogel de fago puede ser Util, inter alia, debido a que el fago puede tener muchas propiedades, tales como la
capacidad de servir como andamio para el crecimiento celular, el almacenamiento para los nutrientes celulares, y el
vector para la administracion de nanoparticula, ADN, o ARN que puede ser especifica a célula.

Para ciertos aspectos de la descripcién que implican células, las células pueden contener nanoparticulas
magnéticas, tener nanoparticulas magnéticas pegadas a ellas, o tener nanoparticulas magnéticas incrustadas en la
agregacion de células. Cualquier método para la disposicién de nanoparticulas magnéticas dentro do sobre las
células o dentro de una agregacioén esta dentro del alcance de esta descripcion. Los hidrogeles se pueden usar para
unir, infundir, incorporar particulas magnéticas dentro y sobre las células y las agregaciones.’® Por ejemplo, los
hidrogeles se pueden usar para introducir nanoparticulas magnéticas dentro de las células, y, ya que las células
crecen con el tiempo, las nanoparticulas magnéticas se pueden expulsar de las células y atrapar en la matriz
extracelular de la agregacion. Los hidrogeles adecuados pueden estar compuestos de nanoparticulas, tales como
oro (Au) y/u 6xido de hierro magnético (MIO, magnetita, FesO4), con bacteriéfago (Au-MIO-fago). Los hidrogeles
adecuados deberian contener al menos una nanoparticula magnética, tanto si es superparamagnética,
paramagnética, ferromagnética y/o ferrimagnética. Un ejemplo se ilustra en la Figura 1. Ademas, la descripcion
proporciona otros métodos para producir que las nanoparticulas magnéticas entren dentro de las células, se unan
sobre las células, o se incorporen dentro de una agregacién de células. Otros medios conocidos en la técnica
incluyen perlas magnéticas revestidas con una entidad dirigida a célula (por ejemplo, un receptor especifico a célula
o proteina), o liposomas que contienen nanoparticulas magnéticas, y campos magnéticos aplicados para construir y
administrar laminas celulares in vitro.'*'” Diferentes métodos pueden tener diferentes ventajas, y un experto en la
técnica con el beneficio de esta descripcion sabra qué método(s) es mas ventajoso. Por ejemplo, los liposomas
pueden ser capaces de administrar grandes cantidades de nanoparticulas. Los hidrogeles y las perlas magnéticas
revestidas se pueden disefiar para dirigir células especificas. Por ejemplo, los hidrogeles hechos de bacteriéfago y
uno o mas tipos de nanoparticulas pueden servir como andamio para el crecimiento celular, almacenamiento para
los nutrientes celulares, o vector para administracion de nanoparticula, ADN o ARN que puede ser especifica a
célula. Los hidrogeles hechos de bacteriéfago y uno o mas tipos de nanoparticulas pueden tener la capacidad de
unir nanoparticulas sobre las células e infundir nanoparticulas dentro de las células, lo cual puede ser de gran valor
para permitir la modificacion y control de células sobre el nivel quimico y mecanico. '3

El fago (también referido como bacteriéfago) util en los sistemas y métodos de la presente descripcion se refiere a
uno cualquiera de un numero de virus capaces de infectar la bacteria. Generalmente, un bacteri6fago comprende
una vaina proteica exterior y un espacio interior que comprende material genético, que puede ser ADN o ARN. El
fago puede ser un fago filamentoso, tal como, pero no limitado a, bacteriéfago fd, f1 o M13. El fago puede ser un
bacteriofago fd. Ejemplos de fago adecuado, asi como composiciones que comprenden fago y nanoparticulas y
métodos de formacion de tales composiciones, se describen en la Publicacion de la Solicitud de Patente
Internacional N.° W0O2006/060171 3.

Los sistemas de la presente descripcién ademas pueden comprender un resto dirigido, tal como, pero no limitado a,
un péptido o proteina presentada sobre el bacteriéfago o acoplada de manera operativa al bacteriéfago. El resto
dirigido puede estar acoplado de manera operativa (lo cual incluye estar presentado sobre la superficie de un
bacteriofago) a un bacteriéfago, una agregacion conductiva, o una agregacion de bacteriéfago. El resto dirigido
puede ser un péptido, y el péptido puede ser un péptido ciclico. Tales péptidos ciclicos pueden incluir, pero no se
limitan a, péptidos ciclicos de la forma CX7C, en la que C es cisteina y X es un aminoacido aleatorio. Los dominios
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proteicos mayores tales como anticuerpos o anticuerpos de cadena sencilla también se pueden presentar sobre o
acoplar de manera operativa al fago, es decir, un resto dirigido®®. La agregacion también puede comprender un resto
dirigido acoplado de manera operativa, en particular covalentemente acoplado, a un componente del sistema, por
ejemplo, fago o nanoparticula. El resto dirigido puede ser un péptido. Restos dirigidos de péptido dirigido adecuados
se describen en la Publicacion de la Solicitud de Patente Internacional N.° W0O2006/0601713, El resto dirigido puede
estar comprendido en una proteina pHI o pVIlI del bacteriéfago. Los restos dirigidos se pueden identificar por cribado
de péptidos presentados o incluidos en la proteina plll y/o pVIIl, en aspectos preferidos la proteina pVIII.

Los sistemas de la presente descripcién pueden comprender ademas un agente de organizacién que promueve el
empagquetamiento organizado de las nanoparticulas conductivas. Un agente de organizacion puede incluir, pero no
se limita a, péptido, un pirrol, un imidazol, histidina, cisteina o tripté6fano. Ademas, los sistemas de la presente
descripcion pueden comprender un agente terapéutico, tal como una molécula o &cido nucleico terapéutico. Un
agente de organizaciéon puede inducir la agregacion, o acoplar dos o mas particulas para formar agregaciones y no
se limita a agentes que inducen una disposicién de manera ordenada de las moléculas, tal como una estructura
reticular. El agente terapéutico puede ser un agente de organizacion. Los sistemas de la presente descripcion
pueden estar comprendidos en una composicion farmacéuticamente aceptable. La descripcion incluye sistemas que
comprenden ademas una célula que comprende o esta acoplada de manera operativa al bacterioéfago.

Un Au-MIO-fago puede estar agregado a partir de Au, nanoparticulas magnéticas de magnetita, y el fago usando un
método de autoensamblaje ascendente.3*4% El color y la microestructura se puede ver con microscopio de campo
oscuro, y pueden ser cualitativamente similares a observaciones previamente publicadas de agregaciones de Au-
fago (carente de MIO).4° Generalmente, el sistema Au-MIO-fago puede emular el comportamiento de hidrogeles Au-
MIO, que se pueden establecer predominantemente por interacciones electrostaticas,®®*° como se ilustra en la
Figura 1. Tanto las particulas de Au como MIO pueden adquirir carga negativa bajo las condiciones de solucion
acuosa (pH 6,0)%4! y pueden ser atraidas al fago positivamente cargado. Sin embargo, el fago y MIO no pueden
formar un hidrogel sin Au, sugiriendo que el MIO puede ser menos eficaz en el establecimiento de entrecruzamiento
entre el fago. En algunos ejemplos, el tamafio ligeramente mas pequefio de las particulas de MIO o la distribucién de
tamafio polidispersa puede reducir la eficacia en el establecimiento de un entrecruzamiento. Las nanoparticulas de
MIO pueden ser un potenciador de contraste de la formacion de imagen por resonancia magnética (IRM),?® como se
ilustra en la Figura 1, imagenes por RM T2*ponderada de Au-MIO-fago y un hidrogel de Au-fago control (IRM).

Las nanoparticulas utiles en los sistemas y métodos de la presente descripcion generalmente pueden comprender
una o mas nanoparticulas conductivas metalicas. Frecuentemente, las nanoparticulas conductivas metalicas pueden
ser capaces de ser magnetizadas, o magnéticas. La nanoparticula conductiva metalica puede comprender Au, Ag,
Pt, Ti, Al, Si, Ge, Cu, Cr, W, Fe, o un 6xido correspondiente. La nanoparticula conductiva puede ser un conjunto de
Au, tal como, pero no limitado a, un conjunto de Au-magnetita. Las nanoparticulas conductivas pueden ser de
aproximadamente 2 nm, a aproximadamente 100 ym de didmetro. Las nanoparticulas multiples pueden estar
incrustadas en otros materiales que pueden ser conductivos o no conductivos. Las nanoparticulas pueden estar
revestidas con materiales conductivos o no conductivos. Un ejemplo de los sistemas de la presente descripcion que
contienen nanoparticulas de conjunto de Au-magnetita se muestra en la Figura 1.

Las nanoparticulas magnéticas generalmente pueden ser de cualquier tipo de material magnético. Por ejemplo, las
nanoparticulas magnéticas adecuadas pueden estar hechas de magnetita. Las nanoparticulas magnéticas de
magnetita pueden tener tamarfios por debajo de 30 nm, puesto que las particulas de magnetita pueden ser
superparamagnéticas en ese intervalo de tamaiio.

Las nanoparticulas magnéticas de magnetita pueden tener tamafios mayores y pueden manifestar magnetizacion
remanente caracteristica de ferrimagnetismo en grandes cantidades. Nanoparticulas magnéticas adecuadas pueden
ser de tamafio de particula polidisperso <50 nm, y pueden estar estabilizadas con un tensioactivo de PVP (polivinil
pirrolidona). Tales nanoparticulas magnéticas adecuadas pueden estar comercialmente disponibles de Sigma-
Aldrich. Una lista parcial de ejemplos de otras opciones para nanoparticulas magnéticas adecuadas incluyen hierro
puro, niquel, cobalto, CoFe;0., y NdFeB. Las nanoparticulas magnéticas adecuadas pueden estar revestidas o no
revestidas. Un experto en la técnica con el beneficio de esta descripcion sabra qué material y opcion de
revestimiento es mejor para cualquier situacién particular dada.

Las nanoparticulas magnéticas se han usado ampliamente en aplicaciones biolégicas tales como para la formacion
de imagen por IRM,? clasificacion celular,?® disefio de superficie, 2630 mecanocondicionamiento de células,?® y
estudios de propiedades de membrana mecanosensibles.?® La magnetita es una eleccion comun de nanoparticula
magnética, puesto que las nanoparticulas de magnetita con tamanos por debajo de 30 nm pueden ser
superparamagnéticas, y las nanoparticulas de magnetita de mayor tamafio pueden manifestar magnetizacion
remanente caracteristica de ferrimagnetismo en grandes cantidades. En algunos casos, las particulas pueden ser
atraidas al maximo de un campo magnético aplicado.3! Las nanoparticulas magnéticas de muchos tipos pueden
estar modificadas para dirigir proteinas especificas y se ha mostrado que son biocompatibles.?® Esta dentro del
espiritu de esta descripcion el uso de nanoparticulas magnéticas de cualquier tipo de material. Un experto en la
técnica con el beneficio de esta descripcion sabra qué tipo de material es mejor para una situacion particular. Por
ejemplo, la magnetita puede ser buena eleccion debido a que tiene una magnetizacion de saturacion grande, asi
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fuerzas relativamente grandes se pueden generar con relativamente menos particulas. También facilmente se
obtiene comercialmente y de algun modo estandar debido a que se ha hecho mucho trabajo con la misma. Ademas,
las nanoparticulas magnéticas pueden estar revestidas o no revestidas. Una lista parcial de ejemplos de otras
opciones adecuadas incluye hierro puro, niquel, cobalto, CoFe;O4 y NdFeB.

Los microportadores®* o particulas nucleo,®® que pueden contener material magnético, también se han usado para
proporcionar una superficie para anclaje de células dependientes y permitir los beneficios del cultivo por suspension.
Los microportadores, también referidos como particulas nucleo, perlas, perlas de cultivo celular, microperlas, o
microportadores, son particulas sélidas, generalmente mayores que el nano tamario, que pueden soportar el anclaje
y crecimiento de células vivas.®*3% En algunas implementaciones, los microportadores son mayores que las células.
Las particulas magnetizadas preferiblemente estan revestidas con un material adhesivo celular, tal como colageno,
para facilitar la adherencia celular.3> Las células generalmente proliferan durante algun tiempo antes de que las
interfaces célula-célula sean mayores que las interfaces células-perla. También, las perlas que permanecen en la
agregacion pueden influir en las propiedades mecanicas del tejido, lo cual es importante para las aplicaciones de
modificacion por ingenieria de tejido. También puede ser dificil modelar pequefias estructuras o pequefios nimeros
de células con perlas microportadoras, debido a que las perlas son demasiado grandes.

La Figura 1 ilustra un ejemplo de hidrogel Au-MIO-fago usado para administrar nanoparticulas dentro y sobre células
y dentro de agregaciones segun la descripcion. La Figura 1A ilustra un vial ilustrativo de un hidrogel que contiene
MIO (indicado por flecha) en agua. La Figura 1B ilustra un esquema ilustrativo de la interaccion electrostatica de
nanoparticulas (esferas) con fago (estructuras alargadas). Las nanoparticulas amarillas (oro) y marréon (MIO) estan
representadas (no dibujadas a escala). La Figura 1C ilustra una imagen por MIR ilustrativa (T2 ponderada) de
hidrogel purificado en solucion, el hidrogel que contiene MIO (panel superior), T2* promedio=76 ms y control de
hidrogel libre de MIO (panel inferior), T2* promedio=253 ms. El contraste de imagen entre el hidrogel que contiene
MIO vy el control negativo resulta de la reduccion en la constante de relajacion T2* en presencia de nanoparticulas de
MIO (barra de escala=2 mm).

Los campos magnéticos, creados o bien con imanes permanentes o alambres que llevan corriente, pueden aplicar
fuerzas a las nanoparticulas magnéticas, y por tanto a las células y/o agregaciones. Tales fuerzas pueden mover las
células y/o agregaciones hacia, o sostenerlas en la region de, maxima amplitud de campo magnético. Debido a la
flexibilidad de la conformacién y el cambio de los campos magnéticos, la forma de las células y las muestras de
tejido resultantes que forman pueden ser formadas y cambiadas, como se ilustra en la Figura 2. Un experto en la
técnica con el beneficio de esta descripcidon sabra si es mas ventajoso usar imanes permanentes, imanes que portan
corriente, o alguna combinacién. Por ejemplo, los imanes permanentes pueden producir mayores campos y fuerzas
y recoger mas células. Los alambres pueden ser mas faciimente modelados para formar patrones de campo
magnético, pueden producir estructuras mas pequefias, y pueden ser mas flexibles para la manipulacion.

La Figura 2 ilustra el desplazamiento magnético de Au-MIO-fago, segun la descripcion. En esta ilustracion, el fago
Au-MIO-fago puede estar preparado con diferentes tamafios de nanoparticulas de Au (18 nm, panel superior; 30 nm,
medio; y 45 nm, inferior) bajo la misma concentracién de fago y nanoparticula de MIO. Aqui, el hidrogel
especificamente usado es Au-MIO AAVP-RGD-4C (AAVP, fago de virus adeno-asociado),®® pero el tipo particular de
fago no es critico para el éxito de la invencidon. Los hidrogeles preparados con los diferentes tamafos pueden
mostrar diferente respuesta al campo magnético, pero, en general, pueden estar todos atraidos donde el campo
magnético es el mas fuerte. Para este dato, el iman permanente puede estar colocado justo en la parte exterior de la
pared, como se indica por la flecha que apunta hacia el iman.

Las células pueden estar magnéticamente levitadas. Como se ilustra en la figura 3, las células pueden cultivarse en
tres dimensiones lejos de una superficie, algunas veces referido como cultivo celular levitado. Por ejemplo, las
células madre neurales (NSC) C17.2 murinas se pueden cultivar asi.?® Las células se pueden cultivar en la interfaz
de liquido-aire. Las células madre neurales se pueden unir a la superficie inferior de la placa de cultivo, y una
preparacion de hidrogel que contiene MIO se puede dispersar por pipeteo. Con frecuencia, la distribucién de tamafio
de los fragmentos de hidrogel puede ser no criticos. Como se ilustra en la Figura 3A, la mezcla se puede incubar
bajo condiciones de cultivo de tejido estdndar. La incubacion durante la noche puede proporcionar resultados
similares a los estudios previos que usan microscopia confocal para mostrar las particulas de fago dirigidas y las
nanoparticulas de oro se adhieren a membranas celulares mamiferas exteriores y se someten a internalizacion
mediada por receptor.3®4% Como se ilustra en la Figura 3B, las células madre neurales se pueden enjuagar con
solucion salina tamponada con fosfato (PBS), y los remanentes de hidrogel se pueden eliminar. Las células madre
neurales se pueden separar de la superficie con un tratamiento con tripsina:EDTA estandar.3®4° Un iman puede
colocarse por encima de la placa de cultivo de tejido, como se ilustra en la Figura 3C. La mezcla de las células
madre neurales y el hidrogel que contiene MIO pueden subir conjuntamente a la interfaz aire-liquido debido a la
atraccion de las nanoparticulas a regiones de alto campo magnético.3' El campo magnético puede concentrar
agregaciones de células levitadas juntas (cercanas, de proximidad cercana, y/o en contacto fisico), permitiendo las
interacciones célula-célula, por ejemplo, sefializacion celular por rutas quimicas o mecanicas. Las células no pueden
ser capaces de dejar el liquido debido a la tensién superficial. Como se ilustra en la Figura 3D, puede haber
evidencia de rasgos de agregacion multicelular 3D a escala grande y pequefia con morfogénesis de ramificado
caracteristica y producible.*?43
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Las células pueden estar magnéticamente levitadas lejos de una superficie, que puede posibilitar el cultivo de las
agregaciones 3D, incluyendo la creacién y la manipulacion de los patrones levitados y formas de agregaciones. La
forma de una agregacion puede estar influida para formar un patrén o distribucion 2D o 3D particular. Cuando mas
de un tipo de célula esta presente, la influencia de la forma de una agregacién también puede incluir el cambio de la
disposicion relativa de diferentes poblaciones de células dentro de la agregacion. Por ejemplo, se pueden formar
capas de diferentes tipos de células. Las capas pueden estar formadas como laminas, o las capas pueden variar
radialmente, como cuando un tipo de célula se cultiva alrededor de una agregacion central de otro tipo de célula. Las
ilustraciones de tal descripcion se muestran en las Figuras 3-13.

Los campos magnéticos utilizados en los sistemas y métodos de la presente descripcion se pueden proporcionar
mediante cualquier fuente adecuada. Tales fuentes incluyen, pero no se limitan a, campos magnéticos generados
por imanes, campos magnéticos generados por el flujo de la corriente eléctrica, o una combinacién de los mismos.
Los campos magnéticos adecuados generados por el flujo de corriente eléctrica se pueden proporcionar por el flujo
de corriente eléctrica a través de uno o mas alambres conductivos. Algunas descripciones especificamente utilizan
imanes anillo. Las nanoparticulas magnéticas se pueden dibujar preferentemente a los ejes de simetria de un iman
anillo, mientras que la luz se puede dejar que pase a través de la abertura central de un iman anillo. Estos dos
efectos, tomados en conjunto, pueden permitir mejor visualizacion de las agregaciones y el cultivo celular cuando las
células se someten a levitacion con imanes anillo. Los imanes anillo tradicionalmente son imanes circulares
permanentes, aunque cualquier tipo de iman de cualquier geometria que proporciona una abertura central estaria
dentro del espiritu de la descripcion. Un ejemplo de iman anillo se ilustra en la Figura 3C y D.

Campos magnéticos extremadamente grandes (>4 T), tales como en las sondas de los imanes de IRM
superconductores, se han usado para levitacion de células por el diamagnetismo natural del material bioldgico,? y
se pueden usar imanes mas pequefios para atrapar células inmersas en un medio con una concentracion alta de
sales paramagnéticas.33

Otros esquemas para controlar la forma 3D de las agregaciones pueden requerir la fabricacion de materiales
especialmente disefiados, andamios modificados por ingenieria,®® geles moldeados, y/o biorreactores basados en
rotacion o agitacion. Con frecuencia, tales materiales e instrumentos pueden ser costosos, especificos a célula, y no
biocompatibles, lo cual limita su aplicabilidad. Los andamios porosos biodegradables y las matrices proteicas que
promueven la adhesioén celular e imitan o promueven la formacion de matriz extracelular se usan rutinariamente para
la produccion de muestras de tejido ex vivo 3D,*” pero pueden padecer de propagacion lenta de células dentro de
las construcciones y el establecimiento de interacciones célula-célula,’*'” y retos en el disefio de un andamio
biocompatible que no perturba las propiedades celulares.” !

La presente descripcion puede proporcionar crecimiento celular 3D con manipulacién sin andamio (“andamio virtual”)
flexible de la forma del tejido a tiempo real. Ciertos aspectos eliminan la influencia preocupante de una superficie,
particula nucleo, o matriz, y rapidamente concentra células para promover las interacciones célula-célula. Tales
aspectos pueden no requerir control de medios especificos o temperatura y/o procesamiento antes de su utilizacion,
y pueden ser compatibles con las técnicas de cultivo y diagndstico estandares.

La Figura 3 ilustra una agregacion celular levitada segun la descripcion. El panel superior de cada fotograma ilustra
un esquema, y el correspondiente panel inferior puede ser una microfotografia representativa de células madre
neurales (NSC) en la misma fase del proceso. La Figura 3A ilustra un hidrogel de Au-MIO-fago dispersado sobre las
células, en el que la mezcla se puede incubar para administrar nanoparticulas sobre y dentro de las células. Las
manchas oscuras ilustran fragmentos macroscopicos de hidrogel. La Figura 3B ilustra fragmentos de hidrogel no
interactivos en exceso que se pueden eliminar durante los lavados. La Figura 3C ilustra la mezcla magnetizada que
sube a la interfaz aire-medio cuando se coloca el iman. Esta imagen ilustra la mezcla después de 15 min de
levitacion. La Figura 3D ilustra estructuras multicelulares caracteristicas y reproducibles formadas después de 12 h
de levitacion. Las regiones mas oscuras pueden resultar del grosor dptico creciente de la masa celular. Las barras
de escala en cada figura son de 30 pm.

La Figura 4 ilustra la levitacibn magnética de una célula en ausencia de unién celular, segun la descripcion. La
Figura 4A ilustra un Au-MIO-fago incubado con células suspendidas durante 15 min. Después de la incubacion, el
Au-MIO-fago mas la mezcla celular se puede transferir a una placa de cultivo celular. Un iman se puede afiadir para
levitacion de las células magnetizadas. La Figura 4B ilustra el contraste de fase (izquierda) y las fotomicrografias de
fluorescencia (derecha) de astrocitos humanos normales que expresan mCherry levitados 15 min después del
comienzo de la levitacion y 48 h después del comienzo de la levitacion, en donde la barra de escala es de 200 ym. A
las 48 h, se pueden observar esferoides multicelulares. El panel mas a la derecha en la Figura 4C muestra una
imagen aumentada de un esferoide (fluorescencia mCherry, barra de escala 50 uym).

Algunos aspectos proporcionan un procedimiento para cultivo levitado por levitacion magnética sin union superficial.
Las células suspendidas se pueden incubar con el Au-MIO-fago. La incubacion puede durar aproximadamente 15
min, después de dicho tiempo las células suspendidas pueden ser que estén levitadas magnéticamente, como se
ilustra en la Figura 4. Sin limitar la descripcion a una teoria particular o mecanismo de accion, sin embargo
actualmente se cree que el rendimiento de células levitadas frente a no levitadas esta influido por la cantidad de Au-
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MIO-fago, tiempo de incubacion, fuerza y gradiente del campo magnético, y la distancia desde el iman a la superficie
inferior. Como se ilustra en las Figuras 4B y C, los astrocitos humanos normales sometidos a transfeccion con
mCherry se pueden cultivar durante 15 min y 48 h. Tales procedimientos pueden proporcionar una técnica mas
simple y rapida, aunque el rendimiento de las células puede ser menor. Tal procedimiento puede obviar la necesidad
de unién superficial, de manera que se puede usar con reservas celulares directamente descongeladas del
almacenamiento congelado. Esta técnica se puede aplicar a diversos tipos celulares. Por ejemplo, células de
glioblastoma humano (Figura 5), células madre neurales diferenciadas (Figura 6), astrocitos humanos (Figura 7),
agregaciones de glioblastoma (Figura 8), y melanoma (Figura 9).

La Figura 5 ilustra una agregacion celular magnéticamente levitada, de acuerdo con la descripcion. Las células de
glioblastoma humano (flecha inferior) se pueden tratar con hidrogel que contiene éxido de hierro magnético (MIO) y
sostener en la interfaz aire-medio mediante un campo magnético creado por el iman unido a la parte superior de la
placa de cultivo de tejido (flecha superior). Esta ilustra que la barra de escala de 5 mm y la imagen tomada a las 48 h
de cultivo.

La Figura 6 ilustra células madre neurales murinas (NSC) diferenciadas magnéticamente levitadas, segun la
descripcion. Las NSC unidas a superficie se trataron con mitomicina (1 pug/ml para la diferenciacion) durante 8 h
antes de la suspension de las células. Esta ilustra 24 h después del comienzo de la levitacién.

La Figura 7 ilustra astrocitos humanos magnéticamente levitados, segun la descripcién.
La Figura 8 ilustra agregaciones de glioblastoma magnéticamente levitadas, segun la descripcion.

La Figura 9 ilustra células de malanoma (B16) magnéticamente suspendidas, segun la descripcion, que pueden
crecer como una lamina. El melanoma, un tipo raro pero mortal de cancer de piel, generalmente es un tumor maligno
que se manifiesta a partir del crecimiento no controlado de las células pigmento, denominadas melanocitos.

Aunque las células mamiferas pueden procesar finalmente material bioldgico tal como fago,* el destino celular de
las nanoparticulas de metal no esta bien entendido. La descripcién puede demostrar la presencia a largo plazo de
las nanoparticulas de MIO en agregaciones levitadas. Por ejemplo, después de meses de cultivo levitado, las
agregaciones multicelulares viables pueden caer cuando se elimina el campo del iman, y se pueden someter a
levitacion de nuevo cuando el campo del iman se vuelve a aplicar. Las dinamicas a largo plazo de las nanoparticulas
de MIO en células no se entienden completamente.*44¢ Sin embargo, como se ilustra en la Figura 10, el andlisis por
microscopio electronico de transmision (MET) puede mostrar que, después de aproximadamente una semana de
cultivo levitado, las células de glioblastoma humano levitadas pueden liberar predominantemente nanoparticulas en
los medios y/o matriz extracelular. Sin determinar un mecanismo(s) molecular(es) para estas observaciones (tal
como secrecion, muerte celular apoptética, o una combinacion), la “incorporacion” aparente de las nanoparticulas de
metal en la agregacion puede explicar la capacidad del sistema para levitacién de agregaciones durante periodos de
tiempo relativamente prolongados.

MET de secciones transversales de esferoides de células de glioblastoma humano cultivadas por levitacion
magnética, segun la descripcion, muestra la localizacién de nanoparticulas en diferentes fases, como se ilustra en la
Figura 10. Por ejemplo, después de 24 h de levitacion, la masa de nanoparticulas puede estar contenida en el
citoplasma celular, coherentemente con informes previos.3%4748 |as células pueden haber procesado las
nanoparticulas después de 8 dias de cultivo, y pueden aparecer en la matriz extracelular (MEC). Puede ser el caso
de que la division celular y el crecimiento del esferoide presumiblemente conduce a una distribucion diferencial de
las nanoparticulas (preferentemente presentes en el centro del esferoide mas que en la region exterior).

La Figura 10 ilustra imagenes por microscopio electronico de transmision (MET) de células de glioblastoma humano
cultivadas con levitacion magnética, segun la descripcién. Hacia la izquierda de la Figura 10, las nanoparticulas
(negras) se pueden ver dentro de las células después de 24 h de cultivo. En la mitad de la Figura 10, las
nanoparticulas se pueden ver en la region central del esferoide de tejido pero en gran medida en la matriz
extracelular después de 8 d de cultivo. Hacia la derecha de la Figura 10, se puede ver que las regiones exteriores
del esferoide (después de 8 dias de cultivo) no contienen nanoparticulas detectables. En esta ilustracion, la barra de
escala es de 5 pm. La cohesién de la agregacion y la retencion de las nanoparticulas en la agregacién puede
permitir que la agregacion sea sometida a levitacion como se describe en el texto.

El cultivo por levitacion magnética puede producir agregaciones 3D. Como se ilustra en la Figura 11, las imagenes
por microscopia electronica de barrido (MEB) pueden mostrar la naturaleza 3D de las células de glioblastoma
humano cultivadas bajo levitacion magnética, segun la descripcién. Por ejemplo, las imagenes por MEB se pueden
capturar con el microscopio electronico de barrido JSM 5900, comercialmente disponible de JEOL USA, Inc., de
Peabody, MA, equipado con detector electronico de retrodispersion y cédmara digital. Ademas, las estructuras
multicelulares de las células de glioblastoma humano pueden estar fijadas, secadas a punto critico, y revestidas con
Au/Pd.4®
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La Figura 11 ilustra imagenes por un microscopio electrénico de barrido (MEB) que muestran cultivo levitado de
estructuras 3D, segun la descripcion. MEB de las células de glioblastoma humano cultivadas bajo levitacion
magnética durante 24 h se pueden ver hacia la izquierda, mientras que durante y 8 d se pueden ver hacia la
derecha, en la que la barra de escala es de 100 pm.

Algunos aspectos pueden proporcionar resultados que se comparan favorablemente con los métodos tradicionales.
Por ejemplo, el cultivo por levitacion magnética puede proporcionar resultados favorables cuando se compara con el
cultivo 2D tradicional. El crecimiento celular se puede valorar por seguimiento visual y cuantitativo de la tasa de
formacién, el tamario, y la viabilidad de las células de glioblastoma humano genéticamente modificadas durante un
periodo de 8 d haciendo un seguimiento de la fluorescencia a partir de la expresion proteica estable de mCherry,
como se ilustra en la Figura 12A. Las células pueden juntarse en 30 min de levitacion. Ademas, una agregaciéon
multicelular cohesiva puede surgir a las 24 h, y una forma esferoide puede formarse entre 3 a 8 d. Se puede
observar la fluorescencia roja intensa de la expresion de la proteina mCherry, lo cual puede confirmar la viabilidad
celular dentro de la agregacién 3D. Las agregaciones se pueden mantener durante al menos tan largo como 12
semanas o mas. La tasa de crecimiento de las células magnéticamente levitadas en comparacion con la de las
células cultivadas en placas de cultivo 2D estandar se ilustra en la Figura 12B. A diferencia de la tendencia
exponencial indicada para el crecimiento de las células levitadas, las células cultivadas en 2D muestran un patrén de
crecimiento lineal, un rasgo tipico de agregaciones unidas a superficie.®® En parte debido al volumen accesible
durante el crecimiento 3D de las células levitadas, una agregacién grande se puede atender sin los ciclos de
despegar/cultivar en placa de nuevo (“paso”) generalmente requeridos en el cultivo de tejido 2D estandar.

Las células cultivadas por levitacion magnética, segun la descripcion, pueden mostrar similitud a los tejidos in vivo.
Tales similitudes pueden tener ventajas para ciertas aplicaciones. Por ejemplo, la expresion de proteina en las
células de glioblastoma humano puede presentar similitudes. La Figura 12C ilustra una comparacion de la expresion
del marcador N-cadherina en células levitadas, células cultivadas sobre una superficie 2D de una placa Petri, y
células en xenoinjertos tumorales en ratones inmunodeficientes. Sin limitar la descripcidon a una teoria particular o
mecanismo de accién, sin embargo actualmente se cree que N-cadherina, una proteina de transmembrana que
media las interacciones célula-célula a través de las interacciones de adhesion celular homotipica,® puede
proporcionar un patron de expresién que actualmente recapitula al menos algunos rasgos tipo in vivo de células
cultivadas en 3D. En realidad, las agregaciones 2D pueden mostrar N-cadherina dispersada en el citoplasma vy el
nucleo pero ausente de la membrana mientras que las células levitadas expresan N-cadherina en la membrana,
citoplasma, y uniones celulares (parecido al patron de expresion de proteina observado en xenoinjertos tumorales).
Esta observacion es cualitativamente coherente con los resultados recientemente publicados por Ofek y col.,5" en los
que el cartilago cultivado in vitro también produjo patrén de expresion de N-cadherina diferencial en, cultivo relativo a
2D por levitacion. Levitacion ausente, puede haber no alteracion detectable en la expresion de N-cadherina en
células de glioblastoma unidas con alguna combinacién de hidrogeles que contienen MIO y/o campos magnéticos.
Por tanto, la levitacion magnéticamente inducida de células in vitro puede proporcionar un subrogado mas barato
complementario que la generacion de labor y coste intenso y el mantenimiento de xenoinjertos tumorales de cerebro
humano en ratones inmunodeficientes.52 En general, las indicaciones son que la levitacion magnética puede producir
células que son mas similares a las células en organismo vivos que las obtenida con técnicas de cultivo artificial
tradicional.

La Figura 12 ilustra una comparacién de agregacioén celular levitada con agregacion 2D y xenoinjerto de raton, segun
la descripcion. La Figura 12A ilustra fotomicrografias de contraste de fase (superior) y fluorescencia (inferior; células
que expresan mCherry por transfeccion estable) de células de glioblastoma humano levitadas de las que se hace un
seguimiento durante un intervalo de 8 d. En unas pocas horas, las células pueden juntarse. A las 24 h, puede haber
una agregacion multicelular definida de células de glioblastoma humano que finalmente formaron un esferoide. En
esta ilustracion, la barra de escala es de 200 uym. En la Figura 12B, se ilustra el nimero de células en funcién del
tiempo para la agregacion celular levitada en 12A (cuadrados, la linea azul indica tendencia de crecimiento
exponencial). También se ilustra una agregacion 2D representativa (triangulos, la linea roja muestra tendencia
lineal). La Figura 12C ilustra la inmunofluorescencia de N-cadherina (rojo, Alexafluor 555) y la tincién nuclear (azul,
DAPI) de cerebro de ratéon que contiene xenoinjerto de glioblastoma humano, células de glioblastoma humano
cultivadas por levitacion magnética 3D durante 48 h, y agregacion 2D estandar de célula de glioblastoma humano
unida a un cubreobjetos de un portaobjetos de vidrio, en la que la barra de escala es 10 pm.

Los métodos segun la descripcion pueden proporcionar disefio celular, control de forma, y manipulacién de forma
dependiente del tiempo. Como se discutié previamente, la levitacion magnética puede resultar de la atraccion de las
nanoparticulas de MIO a regiones de alto campo magnético. El campo magnético puede estar formado por imanes
apropiadamente formados o variados temporalmente con electroimanes o moviendo los imanes permanentes. Hay
gran potencial para modelar espacialmente células y manipular las estructuras en el tiempo. EIl campo magnético
generalmente puede funcionar como un andamio invisible ajustable sobre el que se moldea agregaciones
multicelulares magnetizadas, como se ilustra en la Figura 13. De este modo, las formas celulares complejas sobre
todas las escalas de longitud se pueden realizar, por ejemplo, por el uso de los electroimanes y técnicas de
microfabricacion.

Las estructuras de agregacion de glioblastoma multicelular con imanes permanentes en forma de anillo de diferentes
diametros y tensiones de fuerza magnética variantes se pueden someter a levitacién, como se ilustra en la Figura
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13. Las estructuras resultantes pueden reflejar directamente las propiedades del campo magnético usado. El iman
mas grande y fuerte puede generar la estructura mas grande, como se ilustra en la Figura 13B. Ademas, debido al
patron de campo en el menisco puede tener un minimo local sobre el eje (bajo el agujero de formacién de imagen),
las células pueden crecer en un patrén de anillo que traza el maximo del campo. Para los imanes pequefios, también
ilustrado en la Figura 13B, con agujeros mas pequefios, el minimo de campo sobre el eje puede llegar a ser
insignificante o desaparecer en la altura de las células. Esto puede producir por Ultimo una agregacion multicelular
compacta, distinta de una en forma de anillo.

La levitacién magnética, segun la descripcion, puede proporcionar control temporal y/o espacial preciso del patrén
de las células. Aproximar las células puede facilitar las interacciones entre las poblaciones de las células que son
originalmente distintas. Esto se puede hacer en un ambiente propicio a visualizacién o formacién de imagen
molecular in situ. Por ejemplo, tales atributos de sistema se ilustran (i) con tipos de célula unica en las Figuras 3 a 9
y (i) con diferentes tipos de célula (o poblaciones) en ensayos de confrontacién en las Figuras 13 C-D entre las
células de glioblastoma humano cultivadas en conjunto (sometidas a transfeccion con GFP; células verdes) y
astrocitos humanos normales (sometidas a transfecciéon con mCherry; células rojas). Las agregaciones que se
cultivaron originalmente por separado se pueden confrontar magnéticamente, como se ilustra en la Figura 13C
(tiempo cero estimado), y se puede hacer un seguimiento de su interaccion durante 14 d, como se ilustra en la
Figura 13D). Aunque un interfaz claro que separa las estructuras celulares puede ser inicialmente evidente, a las 12
h, las poblaciones pueden comenzar a fusionarse y perder sus formas esféricas individuales. Después de 3 d, el
ensayo de confrontacién puede incorporarse dentro de un esferoide tnico con las células de glioblastoma humana
invadiendo la estructura compuesta de astrocitos humanos normales. Estos aspectos pueden tener aplicaciones
practicas en relacion con el glioblastoma multiforme, el tipo mas comun, invasivo y letal de tumor cerebral
astrocitico.?3%” Los astrocitos humanos normales generalmente estan entre el tipo celular principal que forma el
cerebro y la médula espinal y se sabe que soportan la invasion de glioma maligno en el tejido cerebral in vivo.%® El
cultivo levitado se puede usar para el andlisis de la capacidad de invasion de las células cerebrales normales en
ensayos de cultivo de confrontacion, los cuales han sido correlacionados mucho con los resultados clinicos®®.

Mas de dos tipos celulares y/o poblaciones de células se pueden cultivar conjuntamente. Las células levitadas se
pueden cultivar en presencia de una capa de alimentacion. La fuerza para aplicar a las células y los receptores se
puede variar cambiando el campo magnético, por ejemplo, usando electroimanes o moviendo los imanes
permanentes. Estos métodos pueden tener aplicacion practica en la investigacion de mecanismos mecanosensibles
en las células, tal como en la investigacion de célula madre.

Junto con la figura 12, la cual ilustra las células levitadas que muestran notable parecido a tejido en organismos
vivos, la Figura 13 ilustra el potencial para levitacion magnética, segun la descripcién, para formar la base para los
ensayos de la eficacia de farmaco y cribado de farmaco. Diversos compuestos se pueden introducir para ver si
alguno de ellos retrasa la invasion del cancer. Los resultados positivos pueden indicar farmacos que combaten el
cancer prometedores. Los resultados pueden ser indicativos de la eficacia de farmaco sobre tumores en organismos
vivos, debido al hecho de que las células levitadas se parecen a los tejidos vivos.

La Figura 13 ilustra un control de la forma y posicion de las células durante el cultivo celular; co-cultivo, y ensayo de
confrontacién, también conocido como ensayo de invasion, segun la descripcion. La Figura 13A ilustra los patrones
del campo magnético calculados de imanes anillo para la agregacion celular 3D en 13B. La altura y el radio se puso
en escala por el radio interno del iman (R). Los imanes en 13B i, ii, y iii tienen valores R de 2,8, 2,3 y 1,7 mm
respectivamente. Para cada iman, el radio exterior es aproximadamente 4R y el espesor es aproximadamente igual
a R. Una gréfica universal da una aproximacion del perfil de campo en funcion de las coordenadas normalizadas. La
escala de color es lineal y Bmax aproximadamente 3.000, 2.000 y 1.500 G para los fotogramas B i, ii y iii. El centro del
iman se toma como z=0. Las lineas negras indican las alturas de las agregaciones celulares en los fotogramas B i, i,
y iii. El hidrogel magnetizado y las células pueden ser atraidas a regiones de maximo campo pero no pueden dejar el
medio debido a la tension superficial. La Figura 13B ilustra los esferoides de glioblastoma humano resultantes
agregados a partir de los campos magnéticos descritos en la Figura 13A. Para el iman de radio mayor (i), en la altura
de la agregacion el campo alcanza su punto mas alto lejos del eje de simetria, conduciendo a un patrén celular en
forma de anillo. Las células presentan esta distribucion espacial inmediatamente en el comienzo de la levitacién, en
la que la barra de escala es de 400 uym. Estas estructuras multicelulares 3D se cultivaron en placas de cultivo de
tejido con recubiertas modificadas al unir un iman en forma de anillo por encima de cada pocillo. La Figura 13C
ilustra fotomicrografia de campo claro y fluorescencia de células de glioblastoma humano (verde; células que
expresan GFP) y astrocitos humanos normales (rojo; marcado con mCherry) separadamente cultivados y, a
continuacion, guiados juntos magnéticamente (tiempo=0). La Figura 13D ilustra la confrontacion entre células de
glioblastoma humano y astrocitos normales en la Figura 13C, seguida durante 10,5 d. La invasion del esferoide
compuesto de astrocitos humanos normales por células de glioblastoma humano sirve como ensayo estandar de la
capacidad de invasién del glioma maligno.®* En esta figura, la barra de escala es de 200 pm.

La descripcion puede proporcionar impresion celular o disefio sobre una superficie. Por ejemplo, esto se puede
hacer guiando magnéticamente una agregacion de células a un superficie, dejando que algunas células se unan a la
superficie, y moviendo la bola de células sobre la superficie para formar un patron de células, como se ilustra en las
Figuras 14 y 15. Alternativamente, se puede conseguir usando o bien alambres que llevan corriente o imanes
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permanentes, que pueden crear un perfil de campo en la forma deseada para las células, permitiendo de ese modo
que las células inicialmente libres se muevan en el campo para pegarse en el patron deseado, como se ilustra en las
Figuras 16 a 20.

Las células se pueden modelar sobre una superficie a través de las técnicas de impresion. La impresion de células
sobre una superficie puede ser beneficioso para un amplio rango de aplicaciones médicas, tal como sustitucion de
tejido/érgano y cura de herida.?-68 Las Figuras 14 y 15 demuestran el potencial de esta descripcion para la
impresion/representacion grafica celular. Este procedimiento se puede conseguir después de tratar células con Au-
MIO-fago. En esto, las células se pueden someter a levitacion durante un periodo de tiempo deseado, que puede
variar de minutos a dias, y las células se pueden guiar magnéticamente a la superficie para para crear patrones.
Después de que las células empiecen a unirse a la superficie, a continuacion, las células pueden desplazar la
estructura 3D a una nueva posicion donde las células unidas a superficie se quedaran unidas. Las células pueden
ser células magnéticamente guiadas directamente para imprimir el patron magnético, evitando la levitacion celular.
Con cualquiera de estos procedimientos, las células se pueden unir a la superficie y permanecer viables. Estos
procedimientos pueden producir un patrén de células sobre la superficie. Por ejemplo, la Figura 15 ilustra una letra N
escrita sobre una superficie de este modo.

La Figura 14 ilustra un ejemplo de disefio celular sobre una superficie usando una técnica de impresion celular,
segun la descripcion. Una agregacion que inicialmente se sometio a levitacién se guio a una superficie de plastico.
Después de 12 horas, algunas células habian migrado fuera de la agregacién y se habian unido al plastico.

Ciertos aspectos pueden combinar la creacion de patron de manera litogréfica con imanes permanentes. Por
ejemplo, cuando se usa pequefios patrones de campo magnético, se puede aplicar un campo de fondo uniforme con
un gran iman permanente o electromagnético. La superficie se puede orientar en cualquier direccidon con respecto a
la gravedad y no tiene que ser plana.
Esto puede incrementar la magnetizacion de las particulas magnéticas e incrementar las fuerzas sobre las
nanoparticulas, células y materiales.

La Figura 15 ilustra un ejemplo de disefio celular sobre una superficie usando una técnica de impresion celular,
segun la descripcion. La imagen de fluorescencia de HGBM que expresa GFP magnéticamente modelado usando
técnica de impresion celular. Hacia la izquierda, se puede ver que la letra N se generé sobre el plastico del cultivo de
tejido guiando magnéticamente células HGBM tratadas con Au-fago-MIO a puntos especificos en la superficie de
una placa de cultivo de tejido. Hacia la derecha, una fotomicrografia de células HGBM que se pueden ver unidas a la
punta del patrén de N (acusado por lineas de puntos).

La descripcion puede proporcionar el disefio celular sobre una superficie usando alambres que llevan corriente o
campos magnéticos permanentes que atraen células a un patron sobre la superficie. Los alambres que llevan
corriente se pueden crear en o sobre una superficie o pegar en o sobre una superficie o sostener en la proximidad
por encima o por debajo de una superficie mediante diversas técnicas. El disefio litografico de material conductivo
sobre una superficie se puede usar para producir los alambres. En la Figura 16 se ilustran patrones de muestra. Un
ejemplo de un perfil de fuerza generado por tales alambres se ilustra en la Figura 17. Un prototipo de alambres
sobre un sustrato de zafiro, con pocillos de cultivo de tejido (también conocido como muestra biolégica) por encima
se ilustra en la Figura 18. Las fotografias del prototipo, junto con el equipo para generar corrientes y la incorporacion
en un sistema de microscopio, se ilustran en la Figura 19. La Figura 20 ilustra corrientes que pasan a través de los
alambres para crear un campo magnético que atrae células e hidrogel que contiene nanoparticulas de MIO. Los
patrones de campos magnéticos que pueden producir efectos similares también se pueden producir con patrones de
material magnético permanente, tal como imanes permanentes en grandes cantidades, patrones sobre cinta de
grabacion magnética, o patrones de materiales tales como los usados en los discos duros informaticos de
almacenamiento de datos magnético.

La Figura 16 ilustra un primer plano de los patrones litograficos de muestra para alambres que llevan corriente para
producir patrones de superficie de células, segun la descripcion. La barra de escala de 50 ym solamente se aplica a
las 3 formas de la parte superior.

La Figura 17 ilustra célculos de fuerza magnética de muestra, aplicables a la descripcion. El perfil de fuerza se
puede normalizar al momento dipolo del iman y cuadrado de la corriente para una seccion transversal a través de
dos alambres que llevan corriente paralelos 1 micra por encima de los alambres. El hidrogel que contiene MIO y las
células pueden ser atraidos a posiciones donde la fuerza cruza el cero.

La Figura 18 ilustra la construccion de microdispositivo prototipo para alambres litograficamente modelado, segun la
descripcion. Los alambres que llevan corriente se pueden modelar usando técnicas estandar de litografia, seguido
por el electrochapado de oro. Se puede usar o bien un fotorresistente negativo o positivo, cuando el patrén
resultante es el inverso de la mascara usada. Mostrado en el lado derecho de la figura estan los ejemplos de la
mascara de litografia. En el lado derecho es un portaobjetos de microscopio de zafiro con los alambres de oro
litograficamente modelado. En la parte superior del portaobjetos esta una matriz de pocillos de muestra de plastico.
El zafiro puede ser una buena eleccion de sustrato debido a que es Opticamente transparente, eléctricamente
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aislado, térmicamente conductivo, épticamente se puede pulir, y no es susceptible a fractura tras calentamiento
local.

La Figura 19 ilustra una instalacion de microscopio y dispositivo de microchip util en la descripciéon. El lado izquierdo
muestra el microscopio con un microchip. El lado derecho muestra un primer plano del chip, mostrando las
conexiones eléctricas y los pocillos de muestra de plastico.

La Figura 20 ilustra la manipulacion y el disefio de superficie de células madre neurales con microdispositivo de
disefio, segun la descripcion. Las células madre neurales de murina C17.2 se pueden cultivar en hidrogel durante 48
h. La Figura 20A ilustra no corriente a aplicar. La Figura 20B ilustra agregaciones celulares desplazadas hacia el
patréon de alambre de Au cuando se aplica una corriente 4A. Aqui, los alambres estan por debajo del plastico que
forma el recipiente para las células y los medios, asi las células no estan en contacto con los alambres. Las células
en los pocillos eran aun viables 48 h después de que se realizara el experimento.

La descripcion puede utilizar los mismos sistemas y métodos para modelar sobre un Au-MIO-fago superficial sin
células, como se ilustra en las Figuras 21 a 24.

La Figura 21 ilustra la formacion de patrones de Au-MIO-fago usando alambres que llevan corriente para generar un
campo magnético modelado. Se pueden generar patrones similares con imanes permanentes, tales como sobre la
cinta de grabacion magnética, o con material magnético sélido, tal como se usa en los discos duros informaticos.
También se pueden formar y manipular patrones levitados. Un gradiente de Au-MIO-fago también se pueden formar
mediante la creacion de un gradiente en el campo magnético, como se ilustra en la Figura 22.

La Figura 21 ilustra la manipulacion y el disefio de material Au-MIO-fago sin células, demostrado con
microdispositivo de disefio, segun la descripcion. El disefio de hidrogel se puede generar aplicando corriente a los
alambres de Au litograficamente modelado. Esto puede mover el hidrogel hacia los maximos del campo magnético
que se localizan entre los alambres o en el centro de los bucles. Tanto las Figuras 21A y 21B ilustran las secuencias
de no corriente a aplicar en el primer fotograma, y la corriente incrementada hasta 4,0 A durante un intervalo de 45
s, lo cual produce patrones del hidrogel mostrados en el patrén mas a la derecha.

Segun la descripcion, el campo puede tener una fuerza y gradiente de fuerza suficiente para levantar la célula de la
superficie del fondo del recipiente de cultivo, o recoger las células en suspension, o empujar las células a la
superficie, dependiendo del efecto deseado. Las células se pueden levitar en la masa de los medios o se pueden
traer a la interfaz aire liquido donde la tensién superficial evitara que las células dejen el medio liquido. Para
controlar la posicion de las células, la cantidad de material magnético por célula y la fuerza y el gradiente del campo
magnético puede ser suficiente para superar otras fuerzas sobre las células que alterarian el disefio. Esto se puede
conseguir durante un gran intervalo de parametros previstos por férmulas estandar, pero los parametros pueden
depender del aspecto especifico de la descripcion. Por ejemplo, para la superficie o el disefio levitado y la
manipulacion de células, al menos se necesita 0,01 pg/célula de magnetita. Se puede usar mas material magnético,
hasta 100 ug/célula, que puede producir mas fuerza. Material con mayor o menor magnetizacion necesitaria mayor o
menor concentraciones respectivamente. Campos magnéticos tipicos en el orden de 1G a 10° G y gradientes de
campo de 0,01 G/cm a 10° G se puede usar dependiendo de la aplicacién. Se puede hacer experimentacion simple
para encontrar las condiciones 6ptimas.

La Figura 22 ilustra una generacion de gradiente de Au-MIO-fago usando un gradiente de campo magnético, segun
la descripcion, mostrado con fotomicrografia de campo claro (luz transmitida) (barra de escala, 20 uym). Esta imagen
muestra un cambio en la luz transmitida resultante del gradiente de hidrogel (mayor densidad en la regién oscura,
indicado por una flecha por debajo de la figura) generado a partir de la colocacién de un iman permanente préximo
al micropocillo en que la solucién de nanoparticulas Au-FeO se afiadié a la solucién de fago como parte de la
sintesis de hidrogel.

Las células pueden concentrarse espontaneamente en regiones de alta concentracion de hidrogel, asi el disefio del
hidrogel primero puede proporcionar otro modo de modelar las células, como se ilustra en la Figura 23. El hidrogel
se puede formar con diferentes tipos de fago sin alterar significativamente la capacidad de formar un hidrogel o
incorporar nanoparticulas magnéticas. El fago se puede disefiar con receptores especificos a célula que
preferentemente se unen a las células, tal como el fago que expresa el péptido RGD-4C. Un patron de hidrogel Au-
MIO-RGD-4C, formado en un aspecto con dos imanes permanentes por debajo del pocillo de cultivo, puede conducir
a un disefio de células de Melanoma (B16) incubadas durante 16 horas (parte superior, mediado por receptor). El
fago que expresa el péptido fd-tet no se puede unir a las células tan fuertemente, asi el hidrogel Au-MIO-fd-tet puede
servir como control (parte inferior, control). Se pueden colocar dos imanes permanentes bajo cada pocillo, con
campos magnéticos apuntados a direcciones opuestas, de manera que asi los imanes se repelen uno a otro. El
hidrogel y las nanoparticulas se pueden captar y/o unir a las células a través del motivo peptidico de unién a
integrina, el cual media la adhesion celular, presentado sobre el fago. Esto puede conducir a mas de una
concentracion de células en areas de fuerte campo cerca de cada iman (indicado por el hueco de células entre los
imanes). Por el contrario, las células de hidrogel control (parte inferior) pueden cubrir el micropocillo entero.
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La Figura 23 ilustra el disefio de célula dirigido a receptor usando el disefio por campo magnético de hidrogeles,
segun la descripcion. Un hidrogel se puede formar con diferentes tipos de fago sin alterar significativamente la
capacidad de formar un hidrogel o incorporar nanoparticulas magnéticas. El fago se puede disefiar con receptores
especificos a célula que preferentemente se unen a células, tales como el fago que expresa el péptido RGD-4C. Un
patrén de hidrogel Au-MIO-RGD-4C formado en este caso con dos imanes permanentes por debajo del pocillo de
cultivo pueden conducir a un disefio de células de Melanoma (B16) incubadas durante 16 horas (parte superior,
mediado por receptor). El fago que expresa el péptido fd-tet no se puede unir a células tan fuertemente, asi el
hidrogel Au-MIO-fd-tet puede servir como control (parte inferior, control). Se colocaron dos imanes permanentes bajo
cada pocillo, con campos magnéticos apuntados a direcciones opuestas (imanes repelidos uno a otro). El sistema en
el que el hidrogel y las nanoparticulas se captan y/o unen a células a través del motivo peptidico de unién a
integrina, el cual media la adhesion celular, presentado sobre el fago conduce a mas de una concentracion de
células en areas de fuerte campo cerca de cada iman (indicado por el hueco de células entre los imanes). Por el
contrario, las células de hidrogel control (parte inferior) cubrian el micropocillo entero.

Debido a que el fago se puede modificar para servir como un vector de administracion génica, el disefio del hidrogel
puede conducir a transfeccion modelada de material genético, como se ilustra en la Figura 24. Se puede usar el fago
de virus adeno-asociado (AAVP)® para formar Au-MIO-AAVP para herramientas de administracion génica
superiores. La combinacién de AAVP con hidrogel de fago puede ser una herramienta poderosa para permitir el
destino de las nanoparticulas. Ademas, la combinacién puede proporcionar indicaciones de donde tiene lugar la
traduccién génica y, para la combinacion de formacion de imagen multimodal, guiado magnético y administracion de
gen/ARN. Las células en la regidon con mayor concentracion de hidrogel pueden mostrar un mayor nivel de
transfeccion, produciendo una expresion modelada del gen. Este planteamiento también se puede trasladar a la
administracion de ARN pequefio guiado hacia herramientas de silenciamiento génico. Esta capacidad de
administracién génica también se puede incorporar en cualquiera de los métodos de disefio celular ya discutido.

La Figura 24 ilustra transfeccion génica guiada por magnetismo usando Au-MIO-AAVP, segun la descripcion. Aqui,
las células KS1767 se incuban con Au-MIO AAVP-RGD-4C. El Au-MIO AAVP-RGD-4C (AAVP, fago de virus adeno-
asociado;)®® puede integrar propiedades dirigidas, y transduccion génica eficiente de vectores basados en fago con
guiado magnético de hidrogeles como una herramienta de administracién génica superior. El panel izquierdo es una
imagen de campo claro mientras que el derecho es imagen de fluorescencia de células que expresan GFP. Dentro
del mismo micropocillo, la linea indica el limite que divide una regiéon en la que un iman ha concentrado la
nanoparticula magnética que lleva Au-MIO AAVP-RGD-4C (iman permanente colocado bajo el pocillo), y la region
en la que hay campo magnético inferior y no concentracion. Las células en la regiéon con mayor concentracion de
hidrogel pueden mostrar niveles de transfeccion que son significativamente mayores (aproximadamente 6x).

Algunos aspectos pueden proporcionar resultados que se comparan favorablemente con los métodos tradicionales.
Por ejemplo, cultivar por levitacion magnética puede proporcionar resultados favorables cuando se compara con
métodos de cultivo celular 3D establecidos. Un producto matriz de cultivo 3D comun es Matrigel©, comercialmente
disponible de BD, Inc. Matrigel generalmente consiste en matriz de membrana base purificada, esta derivada de
raton, y se considera el “patron dorado” para la agregaciéon celular 3D7. Las células dispersadas en Matrigel
solamente pueden formar estructuras multicelular mayores con interacciones célula-célula significativas después de
que haya pasado el tiempo para la suficiente migracion y division celular. La matriz Matrigel también puede producir
altos niveles de difraccién, dispersion, opacidad, y autofluorescencia, que son dificultades reconocidas en muchos
modelos de cultivo celular 3D establecidos basados en matrices extracelulares y geles/andamios poliméricos.5°
Matrigel puede presentar limitaciones adicionales, incluyendo la necesidad de condiciones libre de suero, que no son
deseables para cultivar la mayoria de las células, y complementos de factor de crecimiento caros. El tejido cultivado
en Matrigel no se puede introducir en seres humanos debido a que las proteinas de ratén pueden suscitar una
respuesta inmune. Finalmente, no hay potencial para manipulacion espacial o temporal de células usando Matrigel,
mientras, como se muestra mas adelante, esto es sencillo con levitacién magnética.

La presente descripcion proporciona un sistema que comprende células, una pluralidad de nanoparticulas
dispuestas dentro o unidas sobre o incorporadas en las células, de las cuales al menos un tipo es magnética, y un
campo magnético creado por alambres que llevan corriente y/o imanes permanentes que aplican una fuerza a al
menos una de la pluralidad de nanoparticulas.

La presente descripcion proporciona un sistema que comprende células, una pluralidad de nanoparticulas
dispuestas dentro o unidas sobre o incorporadas en las células, de las cuales al menos un tipo es magnética, y un
campo magnético creado por alambres que llevan corriente o imanes permanentes que aplican una fuerza a al
menos una de la pluralidad de nanoparticulas y aleja las células de la superficie para crecer en suspension en
medios liquidos o en una interfaz gas-liquido. A continuacion, las células se dejaron crecer mientras estaban en
suspension.

La presente descripcion proporciona un sistema que comprende células, una pluralidad de nanoparticulas
dispuestas dentro o unidas sobre o incorporadas en las células, de las cuales al menos un tipo es magnética, y un
campo magnético creado por alambres que llevan corriente o imanes permanentes que aplican una fuerza a al
menos una de la pluralidad de nanoparticulas y aleja las células de la superficie para crecer en suspension en medio
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liquido o en una interfaz gas-liquido. A continuacion, las células se dejan crecer mientras estan en suspension, y el
campo magnético se altera para traer las células a un lugar especifico sobre una superficie, de manera que algunas
células se uniran alli. A continuacién, el campo se altera para permitir que las células se unan en otro sitio para
formar un patroén.

La presente descripcion proporciona un sistema que comprende células, una pluralidad de nanoparticulas
dispuestas dentro o unidas sobre o incorporadas en las células, de las cuales al menos un tipo es magnética, y un
campo magnético creado por alambres que llevan corriente o imanes permanentes que aplican una fuerza a al
menos una de la pluralidad de nanoparticulas y traen las células hacia una superficie para crecer en un patrén
especificado.

La presente descripcion proporciona un sistema que comprende fago, una pluralidad de nanoparticulas dispuestas
dentro del fago, y un campo magnético creado por alambres que llevan corriente o imanes permanentes que aplican
una fuerza a al menos una de la pluralidad de nanoparticulas.

La presente descripcion proporciona un sistema que comprende fago, una pluralidad de nanoparticulas dispuestas
dentro del fago, y uno o mas alambres conductivos, en los que al menos una parte de los uno o mas alambres esta
en contacto con el fago.

La presente descripcion proporciona un método de fabricacion de un material, comprendiendo el método:
proporcionar un material que comprende fago, una pluralidad de nanoparticulas, y uno o mas alambres conductivos,
en los que al menos una parte de los uno o mas alambres esta en contacto con el fago, fluyendo una corriente
eléctrica a través de uno o méas de los uno o mas alambres conductivos para generar un campo magnético, y dejar
que el material se altere en respuesta al campo magnético.

La presente descripcion proporciona un método para levitacion de una pluralidad de células. EI método puede
comprender proporcionar un campo magnético. EIl método también puede comprender levitacién de al menos
algunas de la pluralidad de células en el campo magnético, en el que la pluralidad de células comprende
nanoparticulas magnéticas.

La presente descripcion también proporciona un método de cultivo de células. EI método puede comprender
proporcionar una pluralidad de células. El método también puede comprender proporcionar un campo magneético. El
método también puede comprender levitacion de al menos algunas de la pluralidad de células en el campo
magnético, en el que la pluralidad de células comprende nanoparticulas magnéticas. El método también puede
comprender mantener la levitacion durante un tiempo suficiente para permitir el crecimiento celular para formar una
agregacion.

La presente descripcion también proporciona un método de manipulacién de células. El método puede comprender
proporcionar una primera pluralidad de células. El método también puede comprender proporcionar un campo
magnético. El método también puede comprender la levitacién de al menos algunas de la primera pluralidad de
células en el campo magnético, en el que la primera pluralidad de células comprende nanoparticulas magnéticas. El
método también puede comprender variar el campo magnético con el tiempo para manipular al menos una primera
porcion de la primera pluralidad de células.

La presente descripcion también proporciona un método de preparacién de nanoparticulas. El método puede
comprender proporcionar un hidrogel que comprende nanoparticulas magnéticas. El método también puede
comprender proporcionar un campo magnético. El método también puede comprender someter el hidrogel al campo
magnético.

La presente descripcién también proporciona un sistema para levitacion de una pluralidad de células. El sistema
puede comprender un campo magnético. El sistema también puede comprender la pluralidad de células, en el que la
pluralidad de células esta dispuesta en el campo magnético, y la pluralidad de células comprende nanoparticulas
magnéticas.

Para facilitar un mejor entendimiento de la presente descripcidon, se dan los siguientes ejemplos de aspectos
especificos. De ninguna manera los siguientes ejemplos se deberian leer para limitar o definir el alcance entero de la
descripcion.

Ejemplos

Se formd una agregacion de hidrogel que contenia nanoparticulas magnéticas como sigue. Los hidrogeles se
generaron por procedimientos de nanofabricacion descritos3®4 excepto para la inclusién de nanoparticulas de MIO.
Una solucion de nanoparticula de oro (5048 nm de diametro) se prepard después del procedimiento de reduccion de
citrato comun’® (relacion molar de 0,8:1,0 de citrato de sodio:cloruro de Au(lll); Sigma-Aldrich). Se prepararon
hidrogeles que contenian MIO mezclando la solucién de nanoparticula de oro (Absorbancia opticass nm=1,2 a 1,5
unidades) con nanopolvo de MIO (especificado como magnetita, tamafio de particula polidispersa <50 nm;
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estabilizado con un tensioactivo de PVP (polivinil pirrolidona); Sigma-Aldrich) a una concentracion de 0,3 mg/ml. Se
prepar6 una dilucion de fago con 10° unidades de transduccion (UT)/ul en agua picopura (H20). Finalmente, la
solucion de fago y la nanoparticula de oro mas solucién de 6xido de hierro se mezclaron con volimenes iguales y se
dejaron reposar durante la noche a 4 °C para la formacion de hidrogel. Antes del uso experimental, se demostro que
cada sobrenadante estaba libre de nanoparticula como se evidenciaba por las mediciones de extincion de luz en la
region visible, los datos indicativos de que todas las nanoparticulas de metal se incorporaron dentro del hidrogel
resultante.

Las células cultivadas en hidrogeles que contenian MIO se sometieron a levitacion magnéticamente como sigue. Las
células unidas a superficie (crecidas a aproximadamente 80 % de confluencia) se trataron con 1 pl de hidrogel por 1
cm? de area superficial disponible para cultivar células (tamafio de matraz de cultivo) y se incubaron durante la
noche. Las células tratadas se despegaron por tripsina y EDTA. La tripsina se separé por centrifugacion. Las células
se colocaron en una placa Petri de cultivo tisular.2®4° Una tapa superior con un iman de neodimio unido se puso
inmediatamente en el sitio. Las lineas celulares y los correspondientes medios de cultivo usados eran células LN-
229 o U-251MG derivadas de glioblastoma humano (sometidas a transfeccion con GFP y mCherry) y astrocitos
humanos normales (sometidos a transfeccion con mCherry) en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) que
contenia suero fetal bovino (FBS) al 10 % y en DMEM alta glucosa con FBS al 10 % complementado con piruvato de
sodio 2 mM, glutamina, penicilina, y estreptomicina. Las células madre neurales murinas C17.2 se cultivaron en
DMEM alta glucosa que contenia FBS al 10 % y complementado con piruvato de sodio 2 mM, glutamina, penicilina,
y estreptomicina.””

Como se ilustra en la figura 12, la viabilidad celular y el numero de células a usar se aseguraron después de que las
células se despegaran. Las células se examinaron para viabilidad con exclusion de azul de tripano y se recontaron
con un hemocitometro estandar. En este mismo experimento, la mitad de la poblacién celular (aproximadamente
3x10%) se transfirié para sembrar una muestra unida a superficie 2D, y la otra mitad se sembré para formar una
agregacion levitada 3D. Finalmente, el nimero de células en la estructura multicelular levitada se estimé dividiendo
el volumen estimado de la estructura (a partir de su forma y tamafio) por el volumen promedio de una célula tnica
(aproximadamente 1,0 nl).

La Figura 1 ilustra las Imagenes por Resonancia Magnética, las cuales se adquirieron con un instrumento de IRM
Bruker Biospec de 40 cm, 4,7 T. Los hidrogeles se colocaron en un tubo conico de plastico de 12 ml para realizar la
imagen.

Como se ilustra en las Figuras 4, 7, 8, 12, 13, 14, 15, Bosc, NHA (astrocitos humanos normales) y las siguientes
lineas celulares HGBM humanas: LN229 y U521 se cultivaron en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM)
complementado con suero fetal de ternera al 10 % (FCS). Se describieron las transfecciones y las infecciones
retroviricas. La m-cherry y eGFP en los vectores retroviricos pCXb y pCXp, respectivamente, se introdujeron por
transfeccion en células Bosc para producir retrovirus que contenian sobrenadantes que se recogieron 48 h después
de la transfeccion y se usaron para la infeccion de las células NHA, NSC y GBM como se describio previamente. Las
células se trataron y mantuvieron en medios de seleccién 48 h después de la infeccién: blasticidina (mCherry) o
puromicina (eGFP) y expresaron la proteina fluorescente de una manera estable.

Las agregaciones multicelulares de células de glioblastoma humano se fijaron en PBS 10 mM que contenia
glutaraldehido al 1 % después de 24 h 'y 8 d de levitacion magnética. Estas estructuras, a continuacién, se colocaron
en una rejilla de malla de niquel previamente revestidas con Formvar y evaporado con carbono se hicieron flotar
sobre gotas de poli-L-lisina al 0,1 % (Sigma Diagnostics) sobre parafilm durante 5 min. La solucion en exceso se
eliminé de la rejilla tocando con cuidado el borde de la rejilla sobre el papel de filtro. Las rejillas no se dejaron secar
completamente en ninguna de las etapas. Las rejillas se hicieron flotar sobre gotas de muestra sobre parafilm
durante 1 h. El fluido en exceso se elimind y las rejillas, a continuacion, se hicieron flotar sobre gotas de BSA al 0,02
% que contenia molibdato de amonio al 1 % en agua destilada (pH 7,0) durante 1 min. El fluido en exceso se
eliming, y las rejillas se dejaron secar durante la noche. Las imagenes por microscopia electronica de transmision se
capturaron por un microscopio electronico de transmision (JEM-1010, JEOL) fijado con un sistema de camara
dispositivo de carga acoplada digital AMT Advantage (Deben UK limited, Suffolk, UK).
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REIVINDICACIONES

1. Un método que comprende:

proporcionar un campo magnético;

proporcionar una primera pluralidad de células que comprenden una o mas nanoparticulas magnéticas dentro de
dichas células; y

levitacion de al menos algunas de la primera pluralidad de células en el campo magnético durante un tiempo
suficiente para permitir que al menos algunas de la primera pluralidad de células formen una agregacion celular
3D.

2. El método de la reivindicaciéon 1, en el que el campo magnético esta al menos parcialmente formado por uno o
mas imanes anillo.

3. EI método de la reivindicacion 1, en el que la agregacion celular 3D se forma por crecimiento celular.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que el campo magnético esta al menos parcialmente formado por uno o
mas electroimanes, imanes permanentes, o0 ambos.

5. El método de la reivindicacion 1, en el que la primera pluralidad de células comprende mas de un tipo celular.

6. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas proporcionar una capa de alimentacion, en el que las al
menos algunas de la primera pluralidad de células se someten a levitacion proxima a la capa de alimentacion.

7. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas introducir las nanoparticulas magnéticas a la primera
pluralidad de células.

8. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas variar el campo magnético con el tiempo para manipular
al menos una primera porcién de la primera pluralidad de células.

9. El método de la reivindicacion 8, que comprende ademas aproximar la primera porcion de la primera pluralidad de
células a una superficie, y, opcionalmente, mantener la primera pluralidad de células en proximidad a la superficie
durante un tiempo suficiente para permitir la adherencia de al menos una segunda porcién de la primera pluralidad
de células a la superficie, y, opcionalmente ademas, en el que la segunda porcién de la primera pluralidad de células
adheridas a la superficie forman un patron celular sobre la superficie.

10. El método de la reivindicacion 9, que comprende ademas proporcionar una segunda pluralidad de células que
comprenden una o mas nanoparticulas magnéticas.

11. El método de la reivindicacién 10, que comprende ademas variar el campo magnético con el tiempo para
manipular la primera pluralidad de células y la segunda pluralidad de células para proporcionar una interaccion entre
al menos una segunda porcion de la primera pluralidad de células y al menos una tercera porcién de la segunda
pluralidad de células.

12. El método de la reivindicacion 10, que comprende ademas:
variar el campo magnético con el tiempo para manipular la primera pluralidad de células y la segunda pluralidad
de células para traer al menos una segunda porcién de la primera pluralidad de células y al menos una tercera

porcion de la segunda pluralidad de células en proximidad y/o contacto fisico.

13. El método de las reivindicaciones 1 u 8, en el que al menos una de las nanoparticulas magnéticas se une a una
célula de la primera pluralidad de células.

14. El método de las reivindicaciones 1 u 8, que comprende ademas introducir las nanoparticulas magnéticas en la
primera pluralidad de células usando un hidrogel.

15. El método de las reivindicaciones 1 u 8, que comprende ademas introducir las nanoparticulas magnéticas en la
primera pluralidad de células usando un Au-MIO-fago.

16. El método de las reivindicaciones 1 u 8, en el que al menos algunas de la primera pluralidad de células se
someten a levitacién en el volumen en grandes cantidades de un liquido.

17. El método de las reivindicaciones 1 u 8, en el que al menos algunas de la primera pluralidad de células se
someten a levitacién en una interfaz gas-liquido.
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18. Un método de cultivo celular 3D que comprende:

mezclar células con un hidrogel que comprende nanoparticulas magnéticas;

incubar la mezcla hasta que las células absorben las nanoparticulas magnéticas;

levitacién de las células en un campo magnético y cultivar las células levitadas para obtener un cultivo celular 3D
por levitacion.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 17
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 20
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Figura 21
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Figura 22
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Figura 23
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Figura 24
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