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DESCRIPCION

Placa multipocillo con mecanismo de accionamiento magnético

Campo técnico de la invenciéon

La presente invencion corresponde al campo técnico de la investigacion en laboratorio
principalmente para sectores como el biotecnoldgico, el farmacéutico, diagndstico clinico y la

biologia molecular.

Antecedentes de la Invencién

Las microplacas o placas multipocillo son dispositivos de laboratorio formados por una placa
con multiples cavidades, llamadas pocillos, que se utilizan como pequefios tubos de
muestras. Segun el tamafo que presentan estos pocillos pueden contener muestras con

volumenes que pueden variar desde microlitros hasta mililitros.

Estas placas multipocillo permiten llevar a cabo la preparacién, manipulacién, examen,

procesamiento y gestion de numerosas muestras.

En la actualidad, la separacion magnética de células es una técnica muy eficiente cuyo
objetivo es aislar poblaciones celulares especificas mediante el uso de anticuerpos unidos a
microesferas magnéticas. Al aplicar un campo magnético sobre una muestra tratada de este
modo, las células marcadas con dichos anticuerpos se separan de una mezcla heterogénea,

permitiendo capturar estas células y separarlas del resto.

Las placas multipocillo resultan muy eficaces en la aplicacion de la técnica de separacién
magnética celular para el procesamiento paralelo de multiples muestras, la automatizacion
de lavados, la eliminacion de sobrenadante sin pérdida de muestra y la separacion de
células marcadas con nanoparticulas magnéticas, optimizando el tiempo y la pureza en

estudios bioldgicos.

Para la aplicacion de esta técnica de separacion magnética celular, el modo de proceder
consiste en colocar una placa multipocillo sobre una base con imanes permanentes que
generan un campo magnético que atrae las células o particulas marcadas con microesferas

magneéticas hacia una zona del pocillo.
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Una vez retenidas, se aspira el sobrenadante mediante pipeteo manual o automatico y

posteriormente se afiade el nuevo medio.

Este procedimiento presenta varias limitaciones, pues para poder activar o desactivar el
campo magnético es necesario mover fisicamente la placa respecto a un iman inferior. Esto
conlleva que la retencion se produzca en zonas laterales o no completamente centradas del

pocillo, lo que puede generar distribuciones no homogéneas.

Se trata de un proceso completamente manual, pues el campo magnético se activa o
desactiva mediante el desplazamiento de la placa sobre el iman, realizado por el técnico de
laboratorio, y la retirada de las células o particulas marcadas o bien, la retirada del
sobrenadante, segun el caso, debe transferirse a un nuevo pocillo mediante pipeteo.
Posteriormente se realizan varias limpiezas de la muestra para eliminar cualquier posible

impureza o contaminante, con el objetivo de conseguir una muestra lo mas pura posible.

El problema es que como las células marcadas quedan fijadas por el iman en distintas
partes del pocillo, al aspirar el liquido de limpieza es muy facil que la punta de la pipeta
toque las paredes y arrastre accidentalmente parte de estas células. Por otra parte, si se
forman acumulaciones en puntos concretos de la pared, el liquido de limpieza no circula
bien entre ellas y quedan atrapadas impurezas por atrapamiento fisico, afectando a la

pureza de la muestra.

Otro problema surge al retirar el iman para recuperar las células, pues las que han quedado
fijadas a las partes altas de la pared del pocillo pueden quedarse secas o0 no ser arrastradas
por el volumen de liquido final, siendo una parte de la muestra perdida en el plastico del

pocillo.

Este sistema precisa normalmente de multiples lavados de las células, asi como
transferencias del contenido entre pocillos, con el riesgo de pérdida de material y

contaminacién cruzada que ello conlleva.

Ademas, un pipeteo repetitivo puede generar un estrés mecanico en las muestras causando
dafios en células o moléculas sensibles, asi como la formaciéon de burbujas, espuma y
aerosoles. Ademas, puede alterarse la viabilidad biolégica y la integridad quimica,

comprometiendo la precision y los resultados experimentales.
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Es necesario, por tanto, encontrar el modo de realizar una separacion magnética de células
que no implique tener que transferir fisicamente las estructuras a otros recipientes mediante
pipeteo, para reducir de este modo la pérdida de muestra, el dafo mecanico por

manipulacién y la variabilidad asociada al propio manejo.

Descripcion de la invencién

La placa multipocillo con mecanismo de accionamiento magnético que aqui se presenta
comprende una base de apoyo y una pluralidad de cavidades o pocillos equidistantes
dispuestos en una o mas filas paralelas a una primera direccion principal de la placa. Cada
pocillo presenta un extremo superior abierto orientado de forma opuesta a la base y un

extremo inferior situado a una cota mayor que la cota de la base.

Esta placa comprende un mecanismo de accionamiento magnético integrado.

Dicho mecanismo comprende a su vez una o mas varillas cuya longitud es mayor que el
ancho de la placa segun la primera direccion principal, donde cada varilla presenta al menos
una cara superior plana y una pluralidad de imanes fijados mediante unos medios de fijacién
amovible en esta cara superior, separados entre si una distancia igual a la distancia entre

los puntos centrales de los pocillos.

Por su parte, la placa comprende una o mas aberturas longitudinales paralelas a la primera
direccion principal y dispuestas en al menos un primer nivel, que abarcan una longitud igual
o0 menor que el ancho de la base segun dicha primera direccion, donde cada abertura esta
situada en el espacio de la placa comprendido entre su base y el extremo inferior de los
pocillos en correspondencia con una de las filas de pocillos, y es susceptible de permitir el
deslizamiento en su interior de una varilla desde una posicién de accionamiento magnético
activo, donde al menos un iman de la varilla esta situado de forma correspondiente con un

pocillo, hasta una posicidn pasiva con la varilla retirada respecto de la placa.

Con la placa multipocillo con mecanismo de accionamiento magnético que aqui se propone

se obtiene una mejora significativa del estado de la técnica.

Esto es asi pues se consigue una placa que integra un mecanismo de accionamiento

magnético con el que es posible posicionar selectivamente los imanes justo debajo de los
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pocillos cuando se requiere generar un campo magnético y retirarlos cuando el campo no es

necesario.

Con este mecanismo se logra un posicionamiento controlado del campo magnético que
posibilita la captura, inmovilizaciéon y concentracién de células, particulas, microesferas o
estructuras con materiales magnetizables y, una vez retenidas magnéticamente en la base
del pocillo, es posible realizar operaciones como cambio de medio, lavado, separacién o
eliminacion de sobrenadante sin necesidad de transferir fisicamente las estructuras a otros
recipientes mediante pipeteo. Esto reduce significativamente el riesgo de pérdida de
muestra, asi como el dano mecanico por manipulacién y la variabilidad asociada al propio

manejo.

La disposicion de los imanes en varillas deslizables por debajo de las filas de pocillos
permite un control total de las fases de magnetizacion activa y pasiva y, ademas, estas
fases se consiguen de una forma sencilla sin tener que desplazar o mover la placa, pues
son las varillas con imanes las que se deslizan a través de las aberturas de la placa que se
mantiene fija sobre la superficie de apoyo sin riesgo de movimiento del contenido de los

pocillos.

Ademas, los imanes estan distribuidos de manera que cada uno de ellos esta situado debajo

de un pocillo y de forma coincidente con el centro de dicho pocillo.

Esto permite una captura e inmovilizacién estable de las células o particulas magnetizadas
en la base, evitando que queden dispersas por las paredes del pocillo y, por tanto, permite la
aspiracion del sobrenadante y la adicion de un nuevo medio sin necesidad de transferencias
ni de retirar la placa de ningun soporte externo. Al quedar retenidas las particulas en el

fondo el riesgo de arrastre durante el pipeteo es mucho menor.

Por otra parte, este mecanismo de accionamiento permite la disposicion de las varillas con
imanes segun distintos niveles para poder aplicar distintas intensidades de magnetizacion a

las células segun las necesidades de cada momento.

En este mismo sentido, dado que los imanes estan fijados a las varillas mediante medios de
fijacion amovibles también se permite la sustitucién de los imanes por otros con una

intensidad de magnetizacién mayor o menor, segun lo que interese.
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Asi pues, con esta placa se elimina la necesidad de transferir el contenido entre pocillos y
con ello se reduce de forma relevante la manipulacién directa de la muestra, disminuyendo

de este modo el riesgo de pérdida de material y la posible contaminacion cruzada.

También se minimiza el estrés mecanico asociado al pipeteo repetido, especialmente

relevante para las células, con lo cual se asegura una mayor integridad de las muestras.

Como es una placa que mantiene el formato multipocillo convencional, resulta compatible
con protocolos estandar de laboratorio, facilitando su integracién en flujos de trabajo

existentes.

Al reducirse la variabilidad asociada a manipulaciones manuales, aumenta la consistencia

entre ensayos y mejora la reproducibilidad experimental.

Asi mismo, permite realizar ciclos de captura-lavado-resuspensién de manera mas rapida y

eficiente, optimizando los tiempos operativos.

Resulta por tanto una placa multipocillo muy eficaz con la que se consigue solucionar los

problemas observados en el estado de la técnica.

Breve descripcién de los dibujos

Con objeto de ayudar a una mejor comprension de las caracteristicas del invento, de
acuerdo con un ejemplo preferente de realizacion practica del mismo, se aporta como parte
integrante de dicha descripcidn, una serie de dibujos donde, con caracter ilustrativo y no

limitativo, se ha representado lo siguiente:

La Figura 1.- Muestra una vista en perspectiva de una placa multipocillo con mecanismo de

accionamiento magnético, para una primera realizacion preferida de la invencion.

Las Figuras 2.1 a 2.3.- Muestran unas vistas en planta, alzado y perfil respectivamente, de
una placa multipocillo con mecanismo de accionamiento magnético, para una primera

realizacién preferida de la invencion.

Las Figuras 3.1 y 3.2.- Muestran unas vistas del corte A-A’ y B-B’ respectivamente, de la

Figura 2.1.
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La Figura 4.- Muestra una vista en perspectiva de una placa multipocillo con mecanismo de

accionamiento magnético, para una segunda realizacion preferida de la invencion.

La Figura 5.- Muestra una vista en perspectiva de una placa multipocillo con mecanismo de

accionamiento magnético, para una tercera realizacion preferida de la invencion.

La Figura 6.- Muestra una vista en perspectiva de una placa multipocillo con mecanismo de

accionamiento magnético, para una cuarta realizacién preferida de la invencion.

Las Figuras 7.1 a 7.3.- Muestran unas vistas en planta, alzado y perfil respectivamente, de
una placa multipocillo con mecanismo de accionamiento magnético, para una cuarta

realizacién preferida de la invencion.

Las Figuras 8.1 y 8.2.- Muestran unas vistas del corte C-C’ y D-D’ respectivamente, de la

Figura 5.1.

La Figura 9.- Muestra una vista en perspectiva de un dispositivo de conexion entre varillas
de una placa multipocillo con mecanismo de accionamiento magnético, para una quinta

realizacién preferida de la invencion.

Descripcion detallada de un modo de realizacion preferente de la invenciéon

A la vista de las figuras aportadas, puede observarse como en un primer modo de
realizacién preferente de la invencion, la placa multipocillo con mecanismo de accionamiento
magnético que aqui se propone comprende una base (1) de apoyo y una pluralidad de
cavidades o pocillos (2) equidistantes dispuestos en una o mas filas (3) paralelas a una
primera direccion principal de la placa. Por su parte, cada pocillo (2) presenta un extremo
superior (2.1) abierto orientado de forma opuesta a la base y un extremo inferior (2.2)

situado a una cota mayor que la cota de la base (1).

Esta placa cuenta ademas con un mecanismo de accionamiento magnético integrado que
comprende una o mas varillas (4) cuya longitud es mayor que el ancho de la placa segun la

primera direccién principal de ésta.

Como se muestra en la Figura 1, cada varilla (4) presenta al menos una cara superior (4.1)

plana y una pluralidad de imanes (5) fijados mediante unos medios de fijacion amovible en
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dicha cara superior, separados entre si una distancia igual a la distancia entre los puntos

centrales de los pocillos (2), tal y como queda representado en la Figura 3.2.

Al estar los imanes fijados mediante medios de fijacién amovible permiten una rapida y
cémoda sustitucion por otros imanes con una intensidad de magnetizacion diferente si fuera

necesario.

Asi mismo, la placa comprende una o mas aberturas (6) longitudinales paralelas a la primera
direccion principal dispuestas en al menos un primer nivel, que abarcan una longitud igual o
menor que el ancho de la base (1) segun dicha primera direccién. En este primer modo de
realizacion preferida se ha considerado una placa con dos filas (3) de pocillos (2) por lo que
el mecanismo de accionamiento magnético cuenta con dos varillas (4), una para cada fila (3)

de pocillos (2).

Como se muestra en las Figuras 1, 2.1 y 2.2, en este primer modo de realizacién, las
aberturas (6) presentan una longitud igual al ancho de la base (1), por lo que las aberturas
(6) son pasantes y estan abiertas a ambos lados de la placa. No obstante, en otros modos
de realizacién puede ocurrir que las aberturas (6) tengan una longitud menor y no estén
comunicadas con uno de los lados de la placa, no obstante, la longitud de la abertura (6)
debe ser tal que abarque todos los pocillos (2) para que la varilla (4) pueda disponerse

debajo de cada uno de ellos.

En este primer modo de realizacién la placa presenta un primer nivel de aberturas (6), como
puede observarse en la Figura 1, pero en otros modos de realizacion puede presentar
niveles adicionales como es el caso de un segundo y tercer modo de realizaciéon que se

muestran en las Figuras 4 y 5 respectivamente.

Asi pues, en el segundo modo de realizacién, la placa comprende al menos un segundo
nivel (8.2) de aberturas (6) susceptibles de permitir el deslizamiento en su interior de las
varillas (4), tal y como queda representado en la Figura 4. Estas aberturas (6) son paralelas
a las aberturas (6) del primer nivel (8.1) y, estan dispuestas a una cota inferior y en

correspondencia con las aberturas (6) de dicho primer nivel (8.1).

En el caso del tercer modo de realizacion, que puede observarse en la Figura 5, la placa
comprende unos medios de conexidon amovible de una pieza adicional (9) en la base (1) de

apoyo de la placa, por tanto, esta pieza adicional (9) puede conectarse o desconectarse a la
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placa segun interese o no. Esta pieza adicional (9) presenta una o mas aberturas (6)
longitudinales similares a las de la placa, susceptibles de permitir el deslizamiento en su
interior de las varillas (4), y conforman un segundo nivel (8.2) de aberturas (6) dispuestas en
correspondencia con las aberturas (6) del primer nivel (8.1) y a una cota inferior a estas

ultimas.

Tanto en el segundo como en el tercer modo de realizacién propuestos, es posible utilizar un
primer nivel (8.1) o un segundo nivel (8.2), a una cota inferior, de forma alternativa, en

funcion de si se necesita una mayor o menor intensidad de magnetizacion.

Como se muestra en las Figuras 1, 2.3, 3.1 y 3.2, cada una de estas aberturas (6) esta
situada en el espacio de la placa comprendido entre su base (1) y el extremo inferior (2.2) de
los pocillos (2) en correspondencia con una de las filas (3) de pocillos (2), y es susceptible
de permitir el deslizamiento en su interior de una varilla (4) desde una posicién de
accionamiento magnético activo, en la que al menos un iman (5) de la varilla (4) esta situado
de forma correspondiente con un pocillo (2), tal y como se representa en la Figura 3.2 y en
la Figura 2.1, en concreto en la fila (3) de la que se extrae el corte B-B’, hasta una posicién
pasiva en la que la varilla (4) esta retirada respecto de la placa, como se muestra en la

Figura 3.1 y en la Figura 2.1, en concreto en la fila (3) de la que se extrae el corte A-A’.

Como se muestra en las Figuras 1, 2.2, 2.3, 3.1 y 3.2, en este primer modo de realizacion
preferente de la invencion, las aberturas (6) presentan un extremo inferior (6.1) cerrado tal

que configura una superficie para apoyo de la varilla (4).

En otros modos de realizacion, las aberturas (6) presentan un extremo inferior (6.1) abierto,
como es el caso de un cuarto modo de realizacién tal y como puede observarse en las
Figuras 6, 7.2, 7.3, 8.1 y 8.2. En este caso, la placa esta apoyada sobre una superficie plana
y las varillas (4) se encajan en las aberturas (6) para deslizar en ellas, pero apoyan sobre

dicha superficie plana.

En casos como el tercer modo de realizacion, si las aberturas (6) del primer nivel (8.1) tienen
el extremo inferior abierto, al colocar la pieza adicional por debajo, las varillas deslizarian por

encima de esta pieza si se introducen en las aberturas (6) del primer nivel (8.1).

También se representa, para este cuarto modo de realizacion preferida, una posicion de

accionamiento magnético activo, con al menos un iman (5) de la varilla (4) situado en
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correspondencia con un pocillo, como se muestra en la Figura 8.2, asi como en la Figura
7.1, en concreto en la fila (3) de la que se extrae el corte D-D’. Por otra parte, la posicién
pasiva se muestra en la Figura 8.1, asi como en la Figura 7.1, en la fila (3) de la que se

extrae el corte C-C'.

Como puede observarse en las Figuras 1 y 2.1, en este primer modo de realizacion
preferida, al menos uno de los extremos de las varillas (4) presenta medios de agarre. En

este caso en concreto estos medios de agarre estan formados por una forma ergonémica

(7).

Por otra parte, puede ocurrir tal y como se muestra en la Figura 9, en la que se representa
un quinto modo de realizacion preferido, que la placa comprenda un dispositivo de conexion
(10) de dos o mas varillas (4) por un extremo de éstas, mediante unos segundos medios de
conexion amovibles, de manera que cuando se acopla el dispositivo de conexién (10)

permite el deslizamiento simultaneo de las varillas (4) asi conectadas.

En este caso los segundos medios de conexidén amovibles estan formados por unos tetones
(11) que emergen del dispositivo de conexidon (10) y las varillas (4) comprenden en uno de

sus extremos un orificio (12) para acoplamiento de uno de los tetones (11).

Ademas, en este quinto modo de realizacién preferida, el dispositivo de conexidon comprende

unos medios de agarre formados en este caso por una forma ergonémica (7).

Segun otro aspecto, en este primer modo de realizacién preferente de la invencién, los

imanes (5) estan incrustados en la cara superior de las varillas (4).

Esta placa multipocillo permite aplicaciones tales como la separacién magnética de células
marcadas con anticuerpos conjugados a microesferas, la purificacion de acidos nucleicos
mediante perlas magnéticas, los ensayos inmunologicos basados en microesferas
magnéticas, la concentracion de nanoparticulas funcionalizadas, los protocolos de lavado
secuencial en biologia molecular y celular, aplicaciones en diagnéstico in vitro y desarrollo
de biosensores y procesos de preparacidon de muestras en investigacion biomédica vy

biotecnoldgica.
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REIVINDICACIONES

Placa multipocillo con mecanismo de accionamiento magnético, que comprende una
base (1) de apoyo y una pluralidad de cavidades o pocillos (2) equidistantes dispuestos
en una o mas filas (3) paralelas a una primera direccidén principal de la placa, donde
cada pocillo (2) presenta un extremo superior (2.1) abierto orientado de forma opuesta a
la base (1) y un extremo inferior (2.2) situado a una cota mayor que la cota de la base
(1), caracterizada por que comprende un mecanismo de accionamiento magnético
integrado que comprende una o mas varillas (3) cuya longitud es mayor que el ancho de
la placa segun la primera direccion principal de ésta, donde cada varilla (3) presenta al
menos una cara superior (4.1) plana y una pluralidad de imanes (5) fiados mediante
unos medios de fijacion amovible en esta cara superior (4.1), separados entre si una
distancia igual a la distancia entre los puntos centrales de los pocillos (2) y, donde la
placa comprende una o mas aberturas (6) longitudinales paralelas a la primera direccién
principal dispuestas en al menos un primer nivel (8.1), que abarcan una longitud igual o
menor que el ancho de la base (1) segun dicha primera direccion, donde cada abertura
(6) esta situada en el espacio de la placa comprendido entre su base (1) y el extremo
inferior (2.2) de los pocillos (2) en correspondencia con una de las filas (3) de pocillos
(2), y es susceptible de permitir el deslizamiento en su interior de una varilla (4) desde
una posicion de accionamiento magnético activo, donde al menos un iman (5) de la
varilla (4) esta situado de forma correspondiente con un pocillo (2), hasta una posicion

pasiva con la varilla (4) retirada respecto de la placa.

Placa segun la reivindicacion 1, donde la placa comprende al menos un segundo nivel
(8.2) de aberturas (6) similares a las del primer nivel (8.1), susceptibles de permitir el
deslizamiento en su interior de las varillas (4), y dispuestas a una cota inferior y en

correspondencia con dichas aberturas (6) del primer nivel (8.1).

Placa segun la reivindicacién 1, que comprende unos primeros medios de conexion
amovible de una pieza adicional (9) en la base (1) de apoyo de la placa, donde dicha
pieza adicional (9) presenta una o mas aberturas (6) longitudinales similares a las de
primer nivel (8.1), susceptibles de permitir el deslizamiento en su interior de las varillas
(4), que conforman un segundo nivel (8.2) de aberturas (6) dispuestas a una cota

inferior y en correspondencia con las aberturas (6) del primer nivel (8.1).
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Placa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde las aberturas (6) presentan
un extremo inferior (6.1) cerrado tal que configura una superficie para apoyo de la

varilla.

Placa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde las aberturas (6) presentan

un extremo inferior (6.1) abierto.

Placa segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende un
dispositivo de conexiéon (10) de dos o mas varillas (4) por un extremo de éstas,
mediante unos segundos medios de conexidbn amovibles, tal que permite el

deslizamiento simultaneo de las varillas (4) asi conectadas.

Placa segun la reivindicacion 6, donde los segundos medios de conexion amovibles
estan formados por unos tetones (11) que emergen del dispositivo de conexion (10) y
las varillas (4) comprenden en uno de sus extremos un orificio (12) para acoplamiento

de uno de los tetones (11).

Placa segun cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7, donde el dispositivo de conexion

comprende unos medios de agarre.

Placa segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde al menos uno de los

extremos de las varillas (4) presenta medios de agarre.

Placa segun cualquiera de las reivindicaciones 8 o 9, donde los medios de agarre estan

formados por una forma ergondémica (7).

Placa segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde los imanes (5) estan

incrustados en la cara superior (4.1) de las varillas (4).
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