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@Resumen:

Sistema modular 3D para el estudio de procesos de
osteointegracion/biointegracién e infecciones en 2
andamios 0seos y/o componentes protésicos en "
miniatura.

La invencidn se refiere a un chip (1) microfluidico en

3D para el estudio de procesos de
osteointegracion/biointegracion e infecciones en

andamios 0seos y/o en componentes protésicos en 4
miniatura que incluye 2 o mas camaras (3), abiertas

en su cara superior, conectadas en serie 0 en

paralelo mediante canales (8) de flujo que conforman

un conjunto con una entrada (4) comudn para todas las

camaras y una salida (9) comun o bien con una 2

entrada y una salida para cada camara. 2
También se refiere a un sistema modular de cultivo Figura 13
tridimensional (organ-on-a-chip) para el estudio de

infecciones, osteointegracién, biointegracion y

modelos multiorganicos que incluye 2 o mas chips (1)

microfluidicos en vertical u horizontal con una

conexién hermética entre las camaras (3) de los

distintos chips (1), y su uso.
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DESCRIPCION

CHIP MICROFLUIDICO EN 3D PARA EL ESTUDIO DE PROCESOS DE
OSTEOINTEGRACION/BIOINTEGRACION E INFECCIONES EN SCAFFOLDS OSEOS
Y/O COMPONENTES PROTESICOS EN MINIATURA

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion se enmarca en el campo de la bioingenieria, concretamente en el
desarrollo de dispositivos in vitro para el modelado de microambientes tisulares complejos,
incluyendo hueso, mucosa oral y otros tejidos. El sistema esta destinado a la investigacion de
terapias, biomateriales y estrategias de prevencion y tratamiento de infecciones asociadas a
implantes ortopédicos, dentales y otros dispositivos médicos, asi como al estudio de la

osteointegracion y la biointegracion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las infecciones asociadas a implantes representan una de las complicaciones mas graves en
diversas especialidades médicas, especialmente en ortopedia y odontologia. En artroplastias,
las infecciones periprotésicas pueden comprometer la viabilidad de la prétesis y la funcién del
miembro afectado, mientras que, en odontologia, patologias como la estomatitis protésica o
la periimplantitis amenazan la estabilidad y durabilidad de los implantes dentales. Estas
infecciones suelen ser dificiles de tratar, implican microorganismos resistentes y pueden

requerir cirugias de revision, con elevados costes y morbilidad.

La funcionalidad y el éxito a largo plazo de un implante dependen en gran medida de su
interaccion con el tejido circundante. En el caso del hueso, se busca la osteointegracion,
definida como la union directa y estable entre el hueso vivo y la superficie del implante, sin
tejido fibroso intermedio, lo que garantiza estabilidad mecanica y durabilidad. En otros
contextos, especialmente cuando el implante esta en contacto con tejidos blandos como
mucosa oral, piel o tejido conjuntivo, se requiere biointegracién, entendida como la integracién
biocompatible y funcional con dichos tejidos, proporcionando un sellado eficaz frente a la

entrada de microorganismos y evitando reacciones adversas.
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Los modelos de cultivo celular bidimensional (2D) utilizados convencionalmente para evaluar
la biocompatibilidad y la eficacia antimicrobiana de implantes y biomateriales no reproducen
de forma adecuada las condiciones fisiolégicas del microambiente tisular, lo que reduce la
fiabilidad de los resultados y retrasa la transferencia clinica de nuevas soluciones

terapéuticas.

Aunque existen plataformas de organ-on-a-chip, estas no permiten, en un Unico sistema,
estudiar simultaneamente procesos de osteointegracion o biointegracion junto con
infecciones, evaluar estrategias de prevencion y tratamiento frente a patdégenos especificos y

simular de forma realista el flujo y el aporte de nutrientes en un entorno tridimensional.

En el estado de la técnica se han descrito diferentes dispositivos organ-on-a-chip para la
recreacion de microambientes tisulares, incluyendo entornos 6seos. Por ejemplo, la patente
W02022134294 describe un chip microfluidico hidrofébico o superhidrofébico, desmontable

y reutilizable, basado en canales micrométricos para el cultivo y adhesion celular.

La solicitud CN118374439 propone un modelo dinamico de tejido 6éseo basado en un canal
perfundido. De forma similar, la patente CN117511739 describe un chip para 6rgano 6seo

cuya geometria incluye canales microfluidicos elaborados con biotintas

Por otro lado, US20250092345 divulga una plataforma interorganica para sistemas
microfisioldgicos en chip, con acoplamiento de camaras tisulares en paralelo integradas en

un unico chip.

La patente EP2914713 describe un multi-organ chip con mejoras en viabilidad celular y

homeostasis, y con un disefio basado en capas celulares superpuestas.

Asimismo, existen desarrollos enfocados a recrear microambientes tumorales dseos, como la

patente CN115651909, relativa a un modelo de 6rgano para osteosarcoma.

En la literatura cientifica se han propuesto multiples plataformas organ-on-a-chip orientadas
a hueso y al entorno orodental, con distintos grados de madurez para modelar infecciones.
En el ambito periimplantario oral, Dhall et al. introducen un dental implant-on-a-chip que
permite estudiar interacciones huésped—material-patdgeno en un contexto de enfermedades
periimplantarias [1]; el sistema integra células gingivales y materiales relevantes, y se basa

en microcanales y microtrenchs de pequefia seccion.
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Desde la perspectiva de la infeccion 6sea, diversos trabajos han establecido la relevancia
biolégica del sistema lacuno-canalicular (OLCN) en la persistencia de Staphylococcus aureus;
por ejemplo, se ha demostrado la invasion y transito de S. aureus por canaliculos
submicrométricos en modelos in vitro y ex vivo, lo que explica su evasion inmune y cronicidad
en osteomielitis, hallazgos que justifican chips con control de flujo y arquitectura
porosa/anisétropa, pero que no resuelven por si mismos el ensayo integrado de infeccion +

(osteo)integracion en camaras de gran volumen [2].

De forma transversal, las revisiones de bone-on-a-chip publicadas recientemente sintetizan
avances en microfluidica aplicada a fisiologia y patologia ésea (osteoporosis, metastasis,
reparacion), destacando ventajas frente a 2D/animal y la necesidad de microambientes 3D
perfundidos; no obstante, estos marcos suelen describir dispositivos de canal/pozo y camaras

reducidas para cultivos celulares [3,4].

En paralelo, el campo periodontal ha consolidado modelos micro(mili)-fluidicos para estudiar
interacciones huésped—microbio (p. ej., P. gingivalis, S. mutans) y huésped-material,
incluyendo configuraciones tipo gum-on-a-chip con canales estratificados que emulan surco
gingival, epitelio, tejido conectivo y vasculatura; estos sistemas son valiosos para estudios de

patogénesis y cribado [5].

En la literatura cientifica se han desarrollado diversos modelos bone-on-a-chip orientados a
reproducir el microambiente 6seo y evaluar procesos asociados a la osteointegracion de
implantes y biomateriales. Algunos sistemas incorporan andamios tridimensionales
biomiméticos y perfusién controlada para promover la diferenciacion osteoblastica y la
formacion de matriz mineralizada bajo condiciones de flujo fisiologicamente relevantes, lo que
permite analizar la adhesion celular y la maduracion tisular sobre superficies implantarias en
entornos controlados [6]. Otros dispositivos han empleado scaffolds impresos en 3D
integrados en chips microfluidicos para comparar disefios en términos de infiltracion celular y
mineralizacion, o microestructuras ceramicas que permiten estudiar simultaneamente la
osteogénesis y la respuesta inmune local, factores criticos para la integracion estable de un
implante [7, 8]. Asimismo, se han disefiado modelos con canales que simulan hueso sano u
osteoporatico para evaluar el efecto de la microarquitectura sobre la capacidad osteogénica,
aspecto de gran relevancia en pacientes con hueso comprometido. En el ambito
periimplantario, se han reportado plataformas implant-on-a-chip que incorporan materiales de
implante y células gingivales o epiteliales, en un sistema de cocultivo espacialmente separado

dentro de microcanales de gran altura y utilizando la terapia de fotobiomodulacion (PBM) [1].
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Frente a estos trabajos, la invencion descrita en esta memoria aporta (i) camaras 3D
intercambiables de hasta ~2 cm aptas para mini-implantes y scaffolds, (ii) perfusion
controlada por camara o entrada comun para todas las camaras, (iii) acoplamiento vertical u
horizontal de chips independientes (multi-tejido), y (iv) disefio orientado a ensayos
combinados de infeccion + osteointegracion/biointegracion, facilitando pruebas de
tratamiento y prevencion en condiciones mas fisiopatoldgicas que los modelos microcanal

convencionales.
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EXPLICACION DE LA INVENCION

Chip microfluidico en 3D para el estudio de procesos de osteointegracion/biointegracion e

infecciones en scaffolds 6seos y/o componentes protésicos en miniatura.
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La presente invencidon proporciona un sistema modular de cultivo tridimensional fabricado
mediante impresion 3D, capaz de reproducir de forma controlada y reproducible el
microambiente tisular para el estudio de infecciones, osteointegracion y biointegracion,
incluso simultdneamente, en implantes ortopédicos, dentales y otros dispositivos médicos. El
sistema modular esta compuesto por multiples médulos intercambiables, que se pueden
acoplar vertical u horizontalmente. Cada médulo es un chip microfluidico que contiene
multiples camaras conectadas en serie o en paralelo mediante canales; cada camara esta
disefiada para alojar un andamio biomimético o un componente protésico a escala reducida,

y permite cultivar distintos tipos celulares y cocultivarlos con patdégenos de interés.

En la presente memoria descriptiva se usan indistintamente los términos chip, chip
microfluidico y médulo para referirse a cada uno de los chips microfluidicos que integran el
sistema modular y que, ademas, también puede utilizarse de manera independiente. Se utiliza
el término “mddulo” como pieza o conjunto unitario de piezas que se repiten en una
construccion de cualquier tipo, para hacerla mas facil, regular y econémica; y el término
“sistema modular” como conjunto de mddulos que, relacionados entre si ordenadamente,

contribuyen a un determinado objeto.

También se utilizan indistintamente los términos entrada o puerto de entrada y salida o puerto

de salida.

Los modulos, el sistema modular y el dispositivo permiten realizar ensayos de
biocompatibilidad, toxicidad y eficacia antimicrobiana en condiciones tridimensionales mas
proximas a las reales que los cultivos 2D, evaluando no solo la respuesta 6sea en términos
de osteointegracién, sino también la interaccion con tejidos blandos en términos de
biointegracion. Ademas, gracias a su disefio modular, cada moédulo puede acoplarse a otros
chips que representen distintos tejidos para crear sistemas modulares multiorganicos,
posibilitando el estudio de interacciones tisulares y de la respuesta a infecciones en entornos
mas complejos. Esta versatilidad, junto con la precisién y personalizaciéon que ofrece la
fabricacion mediante impresion 3D, amplia significativamente el rango de aplicaciones en
investigacion biomédica y en el desarrollo de nuevos materiales, recubrimientos y estrategias

terapéuticas para la prevencion y tratamiento de infecciones asociadas a implantes.

Cada moddulo del sistema modular incluye multiples camaras conectadas en serie o en
paralelo, que se comunican mediante un puerto de entrada comun o entradas independientes,
y que incluyen una abertura superior individual que permite introducir y extraer elementos de

ensayo de forma sencilla y controlada. Estas camaras estan dimensionadas para alojar

6
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elementos de ensayo intercambiables que pueden consistir, alternativamente, en un andamio
o scaffold biomimético impreso en 3D con materiales como la policaprolactona (PLC) o la
policaprolactona y la hidroxiapatita (PCL-HA), que reproduce las propiedades estructurales y
mecanicas del hueso, o bien en un componente protésico en escala reducida, ortopédico o
dental, como un acetabulo de titanio o un implante dental, con un diametro comprendido en
el intervalo de entre 2 mm y 20 mm. La geometria interna del chip permite optimizar el flujo
del medio de cultivo a través de las camaras mediante un conjunto de canales, garantizando
un aporte constante de nutrientes y oxigeno y la eliminacion de residuos metabdlicos,
reproduciendo asi de manera fiel las condiciones fisiopatoldgicas que se dan in vivo. Para la
elaboracion del chip se puede utilizar cualquier material rigido, resistente al desgaste,
biocompatible y que se pueda utilizar en impresiéon 3D, como pueden ser resinas quirurgicas
(por ejemplo, las resinas comerciales Formlabs Surgical Guide Resin, NextDent SG (3D
Systems), Detax Freeprint® MED, EnvisionTEC E-Guide Tint), los polimeros de muy altas
prestaciones (como polieteretercetona o polieterquetincetona, PEEK/PEKK, de la familia
poliariletercetona, PAEK, asi como PLA (acido polilactico), ABS (acrilonitrilo-butadieno-

estireno) y/o COC (copolimero de cicloolefina).

Por lo tanto, un aspecto de la invencion se refiere a un chip microfluidico, o médulo, en 3D
para el estudio de procesos de osteointegracion/biointegracion e infecciones en scaffolds
0seos y/o en componentes protésicos en miniatura que incluye 2 o mas camaras que
presentan una abertura superior, tienen un diametro de hasta 2 cm y que, cuando hay mas
de 2 camaras, pueden estar conectadas en serie o en paralelo mediante canales de flujo; y
un conjunto de canales de flujo que presenta al menos una entrada y, al menos, una salida.
El numero de camaras preferido es entre 4 y 8 y pueden estar dispuestas de distintas
maneras:

- conectadas secuencialmente en grupos de, al menos, dos camaras; en este caso, pueden
tener tamafos diferentes, especialmente, pueden tener dos tamafios diferentes en todos los
grupos;

- con una unica entrada de flujo y una unica salida, entrada que se divide en tantos canales
de flujo como camaras tiene el chip y canales de flujo que se vuelven a unir en una unica

salida.

Ademas, el chip microfluidico, o médulo, en 3D puede contar con uno o varios elementos de
conexion hermética a uno o mas médulos, situados bien en la superficie superior y/o inferior

del médulo o bien en las superficies laterales del modulo.
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Por otro lado, el chip microfluidico, o médulo, en 3D puede incluir en una o mas camaras un
elemento de ensayo que puede ser un scaffold biomimético tridimensional y/o un componente
protésico en miniatura que puede llegar a tener un diametro de 2 cm. Los scaffold,
preferentemente, se elaboran con policaprolactona (PCL) o con PCL + hidroxiapatita (HA).
Los componente/s protésico/s se seleccionan del grupo formado por: componentes

acetabulares ortopédicos, implantes dentales y/o coronas dentales.

Dos o mas chips microfluidicos se pueden unir dando lugar a un sistema modular 3D. En
estos sistemas moduilares 3D el conjunto de canales de flujo de dos 0 mas modulos o chips

microfluidicos pueden estar interconectados.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un dispositivo que incluye uno o mas chips
microfluidicos o un sistema modular y, ademas, incluye tubos de entrada y salida, una o varias
bombas peristalticas y al menos un reservorio de medio para el control del flujo en el conjunto

de canales.

El sistema modular, asi como cada modulo y el dispositivo, admiten el cultivo de distintos tipos
celulares, incluyendo osteoblastos, fibroblastos gingivales, queratinocitos orales y otros tipos
relevantes segun la aplicacion, asi como el cocultivo con patégenos de interés médico como
Candida albicans, Staphylococcus aureus, Porphyromonas gingivalis o Streptococcus
mutans, entre otros, para modelar procesos infecciosos en implantes ortopédicos y dentales.
Mediante la abertura superior de cada camara, es posible aplicar directamente sobre el
andamio o el componente protésico diferentes formulaciones terapéuticas o preventivas,
como recubrimientos antimicrobianos, sistemas de liberacion controlada de farmacos o
agentes osteoinductores, evaluando su eficacia y toxicidad en un entorno mas representativo

gue los modelos convencionales en 2D.

De igual modo, tanto el sistema modular como cada modulo o el dispositivo, se pueden utilizar
para la evaluacioén in vitro de procesos de osteointegracion, biointegracion, eficacia o
prevencion de infecciones asociadas a implantes ortopédicos, dentales u otros dispositivos

médicos.

Asi, otro aspecto de la invencion se refiere a un método de evaluacion in vitro de procesos de
osteointegracion, biointegracion y/o de tratamiento o prevencion de infecciones asociadas a
implantes ortopédicos, dentales u otros dispositivos médicos que comprende:

a) disenar un chip microfluidico y un elemento de ensayo, en funcién de la aplicacion

deseada, como los descritos en esta memoria;

8
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fabricar el chip y el elemento de ensayo del paso a) mediante impresion tridimensional
con materiales biocompatibles;

sembrar el elemento de ensayo con células humanas o animales;

introducir el elemento de ensayo sembrado en una camara del chip a través de la
abertura superior de la camara;

incorporar formulaciones terapéuticas o preventivas a través de la abertura superior
de la camara;

conectar el chip a un sistema de flujo controlado mediante tubos de entrada y salida,
bomba peristaltica y reservorio de medio;

evaluar la capacidad de osteointegracion y/o la actividad antimicrobiana in vitro bajo
perfusion de un flujo controlado de las formulaciones terapéuticas o preventivas de

paso e).

Opcionalmente, sobre el elemento de ensayo se puede desarrollar un biofilm, para ampliar

los analisis.

Uniendo dos o mas chips y conectandolos mediante elementos de conexidn hermética se

puede elaborar un sistema modular 3D en el que realizar ensayos in vitro de procesos de

osteointegracion, biointegracion y/o de tratamiento o prevencion de infecciones asociadas a

implantes ortopédicos, dentales u otros dispositivos médicos. Por lo tanto, otro aspecto de la

invencion se refiere a un método que comprende:

a)

b)

c)

d)

e)

disefiar dos o mas chips microfluidicos como los descritos en esta memoria y dos o
mas elemento de ensayo en funcion de la aplicacion deseada;

fabricar los chips y los elementos de ensayo del paso a) mediante impresion
tridimensional con materiales biocompatibles;

sembrar los elementos de ensayo de cada chip con células humanas o animales de
igual o distinto origen

introducir los elementos de ensayo sembrados con células de un mismo origen en las
camaras de cada uno de los chips a través de la abertura superior de la camara,;
incorporar formulaciones terapéuticas o preventivas a través de la abertura superior

de la camara;

f) conectar los distintos chips mediante los elementos de conexion hermética formando un

)]

sistema modular;
conectar el sistema modular del paso f) a un sistema de flujo controlado mediante

tubos de entrada y salida, bomba peristaltica y reservorio de medio;
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h) evaluar la capacidad de osteointegracion y/o la actividad antimicrobiana in vitro bajo
perfusion de un flujo controlado de las formulaciones terapéuticas o preventivas de

paso e).

Preferentemente, las células humanas o animales utilizadas son osteoblastos. En el caso de
los microorganismos, pertenecen a la especie Candida albicans. Y, antes incorporar
formulaciones terapéuticas o preventivas a través de la abertura superior de la camara, se

puede desarrollar un biofilm sobre el elemento de ensayo.

El sistema modular permite acoplar varios chips de forma vertical u horizontal para simular la
interaccion entre distintos tejidos, por ejemplo, colocando en el chip inferior un modelo de
hueso o implante, en uno intermedio tejido muscular o conjuntivo, y en el superior piel o
mucosa oral. Cada chip puede disponer de circuitos de flujo independientes o
interconectados, lo que posibilita el cultivo con medios de cultivo especificos para cada tipo

celular a la vez que se estudian las interacciones tisulares.

La invencion presenta una serie de ventajas significativas frente a los modelos in vitro
convencionales. Su versatilidad permite su aplicacion en multiples areas, incluyendo
ortopedia, odontologia y el estudio de tejidos como piel y mucosa, adaptandose a diferentes
necesidades de investigacion. Al reproducir de manera mas fiel las condiciones
fisiopatolégicas del microambiente tisular, ofrece resultados mas representativos que los
obtenidos en cultivos bidimensionales (2D), lo que aumenta la fiabilidad de los experimentos.
Su disefio modular facilita la realizacion de ensayos en paralelo y por triplicado, optimizando
el tiempo y la reproducibilidad experimental. La fabricacion mediante impresion 3D posibilita
una produccion rapida, precisa y altamente personalizable, permitiendo modificar el disefio
segun el tipo de estudio. Todo ello convierte al sistema modular y a cada modulo en una
herramienta idénea tanto para la investigacion preclinica como para el desarrollo y validacion

de nuevos productos médicos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la descripcion que se esta realizando y con objeto de ayudar a una mejor
comprension de las caracteristicas de la invencion, se acompafia como parte integrante de
dicha descripcién, un juego de dibujos en donde con caracter ilustrativo y no limitativo, se ha

representado lo siguiente:
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Figura 1. Disefio e impresién 3D del chip microfluidico mediante estereolitografia (SLA)
(Figuras 1a-c) fabricado con cuatro camaras (3) de 6 mm de diametro, una entrada comun
(4) dividida en 4 canales (8) que alimentan cada una de las camaras (3) y con una salida (5)
comun de medio (a) vista superior y lateral del disefio del sistema modular para cultivo 3D;
(b) vista superior y lateral del disefio en el software Autodesk Fusion 360 del sistema modular
para cultivo 3D; (c) imagen del chip microfluidico impreso en 3D mediante SLA; (d) vista
superior de un chip microfluidico disefiado con cuatro camaras (3), con cuatro entradas (4)
independientes que alimentan las 4 camaras (3) y cuatro salidas (5) independientes; (e)
imagen del chip microfluidico descrito en (d) impreso en 3D mediante modelado por
deposicion fundida (MDF); (f) vista superior de un chip microfluidico disefiado con seis
camaras (3), con seis entradas (4) independientes que alimentan cada una de las camaras
(3) y seis salidas (5) independientes; (g) vista lateral del chip descrito en (f); (h) vista superior
de un chip microfluidico disefiado con cuatro camaras (3), con cuatro entradas (4)
independientes que alimentan las 4 camaras (3) y cuatro salidas (5) independientes; (i) vista
lateral del chip descrito en (h); (j) vista superior de un chip microfluidico disefiado con cuatro
camaras (3), con cuatro entradas (4) independientes que alimentan las 4 camaras (3) que a
su vez estan interconectadas con otra camara secuencial para albergar protesis (2) en
miniatura y posteriormente conectadas con cuatro salidas (5) independientes; (k) vista lateral

del chip descrito en (j).

Figura 2. Viabilidad celular (VC (%)) de las lineas celulares hFOB 1.19 (a) y células Saos-2
(b) tras 24 horas de exposicion a discos impresos en 3D mediante SLA con la resina BioMed

Clear de Formlabs (R); frente al control (C).

Figura 3. Disefio CAD (A) e imagenes de scaffolds para andamiaje celular de PCL (B) y PCL
con hidroxiapatita (PCL-HA) (C) impresos en 3D mediante FDM.

Figura 4. Resistencia mecanica de los scaffolds de PCL y de PCL-HA expresada como el

modulo de Young (M. Young (Mpa)).

Figura 5. Representacion esquematica de la siembra celular en los scaffolds: siembra celular
(C), adhesién (A) y adicion del medio (M).

Figura 6. Actividad metabdlica, en porcentaje de Alamar Blue reducido (%), de células
hBMSC, Saos-2 y hFOB 1.19 en scaffolds de PCL y PCL-HA en los dias 1, 7 y 21 después
de la siembra celular. Las diferencias estadisticas significativas (p<0,05) estan expresadas

mediante *.
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Figura 7. Proliferacion y morfologia celular en scaffolds de PCL y de PCL-HA. (a) Imagenes
de microscopia confocal de hBMSCs, células Saos-2 y células hFOB 1.19 en scaffolds de
PCL y PCL-HA en los dias 1, 7 y 21 después de la siembra celular. Clave: Las células vivas
se muestran en verde y las células muertas en rojo; (b) Imagenes de microscopia electronica
de barrido (SEM) de scaffolds de PCL-HA con células hFOB 1.19 a 66Xx; (c) Imagenes de SEM
de scaffolds de PCL-HA con células hFOB 1.19 a 6293x.

Figura 8. Cuantificacion del contenido de ADN (ng) en los scaffolds el dia 21 tras la siembra
con las diferentes lineas celulares. Las diferencias estadisticas significativas (p<0,05) estan

expresadas mediante *.

Figura 9. Deposicion de calcio en los scaffolds el dia 21 tras la siembra celular. (a) imagenes
de scaffolds de PCL y PCL-HA después de la tincién con rojo de alizarina, tomadas con un
microscopio éptico a 1x; (b) porcentaje de deposicion de calcio (Ca (%)) en la superficie de
los scaffolds. Las diferencias estadisticas significativas (p<0,05) estan expresadas

mediante *.

Figura 10. Comparacion de la viabilidad celular (VC (%)) con diferentes formulaciones
farmacéuticas incluyendo implantes parenterales y principios activos testada en cultivo 2D en
placas de 48 pocillos y en el sistema modular con el and (amiaje de PCL-HA tras 48 horas.
Clave: C, control, Ul, implante sin farmaco, VI, implante cargado con vancomicina, Al,
implante cargado con anfotericina B (AmB), VAI, implante cargado con vancomicina y AmB,
V, vancomicina, A, AmB, VAI, vancomicina y AmB, T, triton, CP, control en la placa, CC, control
en el sistema modular. Las diferencias estadisticas significativas (p<0,05) estan expresadas

mediante *.

Figura 11. Formacién de biofilm (B) en scaffolds de PCL-HA con células HFOB 1.19. (a)
Numero de UFC (unidades formadoras de colonias) en los scaffolds después de 48 horas de
cultivo con C. albicans; (b) Imagenes de SEM de scaffolds de PCL-HA con células hFOB 1.19
y C. albicans a 140, 400 y 1400x, tras 48 horas de cultivo.

Figura 12. Evaluacion de la eficacia de implantes parenterales testados con el sistema
modular de cultivo en 3D con el andamiaje de PCL-HA contra la formacién y eliminacion de
biofilms tras 48 horas. (a) Test de profilaxis. Los implantes parenterales se colocan en el
mismo momento en que se realiza la inoculacion de Candida. Clave: control (C), implante sin

carga de farmaco (ISC), implantes cargados con AmB (IA), implantes cargados con VAN y
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AmB (IVA), AmB (A), VAN y AmB (VA); (b) Test de tratamiento. Los implantes se colocan sobre
el biofilm ya formado durante 48 h dentro del sistema modular. Clave: control (C), implantes
sin cargar, implantes cargados con AmB, implantes cargados con VAN y AmB, AmB, VAN y

AmB. Las diferencias estadisticas significativas (p<0,05) estan expresadas mediante *.

Figura 13. Vista superior del disefio de un chip microfluidico (1) impreso mediante SLA con
protesis articulares de titanio (2) impresas a pequefia escala con selective laser melting (SLM)

adaptadas al espacio de las camaras (3) del chip, se muestra la entrada de medio (4).

Figura 14. Evaluacion de la eficacia de implantes parenterales testados frente a Candida con
el sistema modular de cultivo en 3D tras 48 h conteniendo protesis de titanio fabricadas a
pequefia escala adaptados al espacio de la camara del chip. Clave: (C) Control sin
formulacioén, (T) Test de Tratamiento y (P) Test de profilaxis. Las diferencias estadisticas

significativas (p<0,05) estan expresadas mediante *.

Figura 15. Representacion esquematica del sistema modular multichip con 3 chips
microfluidicos (11, 12 y 13) con acoplamiento vertical. a) Vista lateral de la plataforma con tres
entradas (41, 42 y 43) de medio y tres salidas (51, 52 y 53) de medio independientes y con
tres camaras que reproducen el médulo éseo/implante protésico (21), el médulo muscular o
de tejido conjuntivo (22) y el modulo de piel/mucosa oral (23) b) vista lateral de la plataforma
desde otro angulo; c) vista superior del sistema modular, d) vista del juego de tornillos (6) y
tuercas (7) de cada modulo que permiten el acoplamiento de los diferentes chips (11, 12y 13)

en vertical.

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

La presente invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos, los cuales no pretenden

ser limitativos de su alcance

Ejemplo 1. Este ejemplo se refiere al disefio e impresion 3D de varios chips microfluidicos

(Figura 1).

Ejemplo 1.1. Disefio e impresion 3D de un chip microfluidico mediante SLA con la resina

BioMed Clear de Formlabs (Figura 1a-c).
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Se disefidé un chip microfluidico (1) utilizando el programa Autodesk Fusion 360 (Autodesk®,
Mill Valley, CA, EE. UU.) con una longitud total de 70 mm, una profundidad de 40 mm y una
altura de 8 mm (Figura 1a). El chip (1) se realizé con una unica entrada o puerto de entrada
(4) que se divide en cuatro canales (8) de 1 mm de diametro, los cuales se abren en cuatro
pocillos o camaras (3) independientes de 6 mm de didmetro y 6 mm de altura, con la cara
superior destapada, lo que permite colocar y retirar los scaffolds o las prétesis en miniatura
durante los experimentos, cuando sea necesario. El disefio del chip (1) en Autodesk Fusion
360 se exporté a un archivo digital de lenguaje de teselacion estandar (.stl). Este archivo se
import6 al software Anycubic Photon Slicer (Anycubic®, Shenzhen, China). El archivo stl. se

convirtié al formato de archivo pwmx (Figura 1b) antes de la impresion mediante SLA.

Se utilizé la impresora Anycubic® Photon Mono X SLA (Anycubic®, Shenzhen, China) para
imprimir los chips (1) mediante fotopolimerizacion utilizando la resina de Formlabs Biomed
Clear a 405 nm. La resina solidificada se adhirid inicialmente a una plataforma metalica y las
demas capas se adhirieron a esta primera capa, creando el objeto deseado. El espesor de
cada capa fue de 0,1 mm. Las primeras seis capas fueron expuestas a la luz ultravioleta
durante mas tiempo que las demas (70 s) para asegurar una buena fijacion a la plataforma
metalica. Las capas restantes se expusieron a luz ultravioleta durante 5,5 s. Una vez
impresos, los chips (1) se lavaron en isopropanol durante 15 minutos y se curaron con luz
ultravioleta durante 1 h con Anycubic Wash and Cure 2.0 (Anycubic®, Shenzhen, China) para

eliminar cualquier residuo de resina no polimerizada.

Tras la impresion 3D se observa que el chip (1) microfluidico presenta una alta definicion con
todos los canales (8), el puerto de entrada (4) y el puerto de salida (5) abiertos y con un alto

grado de correlacion con el disefio (Figura 1c).

Ademas del chip mostrado en las Figuras 1a-c, se muestran otros chips (1) con distintos
tamanos de las camaras (3) para adaptarlos a las dimensiones del producto a albergar y con

otras disposiciones de canales y puertos de entrada y de salida.

Ejemplo 1.2. En la Figura 1d, se muestran chips (1) con camaras de 10 mm de diametro x
10 mm de altura. En este ejemplo la entrada no es comun, sino que se trata de cuatro
entradas (4) independientes una para cada una de las camaras (3); por otro lado, el chip (1)
presenta cuatro salidas (5) que también son independientes. Esto permite tener un control
individualizado del flujo que atraviesa cada camara (3), aunque requiere de mas bombas

peristalticas que en el ejemplo 1.1 o de un divisor de flujo conectado a la salida de las bombas.
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En la Figura 1e) se muestra la imagen del chip (1) impreso en 3D mediante MDF y utilizando

un copolimero de cicloolefina (Creamelt®) para realizar la impresion 3D mediante MDF.

Ejemplo 1.3. En la Figura 1f, se demuestra que el numero de camaras (3) por chip (1) es
adaptable segun el disefio a realizar. En este caso se muestra un chip (1) con 6 camaras (3)
de 10 mm de diametro x 10 mm de altura alimentadas por seis entradas (4) independientes
que alimentan cada una de las camaras (3) y seis salidas (5) independientes; la Figura 1g

muestra una vista lateral de este mismo chip (1).

Ejemplo 1.4. En la Figura 1h, se muestra un chip (1) semejante al del ejemplo 1.2, pero con
camaras de 20 mm de diametro x 20 mm de altura. La Figura 1i muestra una vista lateral de

este mismo chip (1).

Ejemplo 1.5. En la Figura j, se muestra el disefio de un chip (1) que tiene dos camaras (3)
acopladas de forma secuencial. La primera camara (35) esta destinada a la colocacion de un
scaffold/cemento 6seo (2) con formulacion y la segunda camara (36) sirve para introducir una
protesis (2) en miniatura con biofilm adherido en su superficie. La Figura 1k muestra una vista

lateral de este mismo chip (1).

Ejemplo 2. Este ejemplo se refiere a la desviacion de las dimensiones del chip (1) elaborado
segun el Ejemplo 1.1 con respecto al disefio tras la impresion 3D mediante SLA y mostrado

en las Figuras 1a-c.

Después de la impresion 3D, se inspecciond visualmente la geometria del chip (1) y se
midieron las dimensiones con un pie de rey para evaluar el grado de correlacion con el disefio
CAD. Los diametros de los canales (8) y los pocillos o camaras (3) se midieron con el software
ImagedJ (Bethesda, MD, EE. UU.) para analizar la desviacion del disefio CAD durante el
proceso de impresion 3D. El sistema modular presenté unas dimensiones con una alta

correlacion superior al 98% respecto al disefio establecido inicial. Se muestran los resultados

en la Tabla 1.
Dimensiones del chip en mm Diametro canal Diametro camara
(Longitud x profundidad x altura) (mm) (mm)
Disefio 70x40x 8 1 6
. Chip 69.5+0.17x39.8+0.1x7.9+0.1 0.98 + 0.06 5.93+0.13
impreso

Tabla 1. Correlacion entre las medidas del disefo y las del chip (1) microfluidico para cultivo
3D tras la impresion.
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Ejemplo 3. Este ejemplo se refiere a la biocompatibilidad de la resina de Formlabs BioMed
Clear empleada para la fabricacion del chip mostrado en las Figuras 1a-c con células Saos-2
y la linea celular hFOB 1.19 (Figura 2).

La toxicidad de la resina se evalu6 utilizando discos impresos en 3D (13 mm de didametro y 1
mm de altura) utilizando la resina de Formlabs BioMed Clear. Los discos se imprimieron
utilizando los mismos parametros que para el chip (1) microfluidico asi como la etapa de
postprocesamiento. Como prueba de concepto, se utilizaron las lineas celulares Saos-2
(osteosarcoma humano) y hFOB 1.19 (osteoblastos humanos). Las células se sembraron en
placas de 24 pocillos, a una densidad de 10° células/pocillo para células Saos-2, y a una
densidad de 10° células/pocillo para células hFOB 1,19. Después de 24 horas, se colocd un
disco impreso en cada pocillo. Como controles se utilizaron pocillos sin discos. Las placas se
incubaron durante 24 horas a 37 °C. Se emple6 el ensayo con MTT (bromuro de tiazolilo azul)
para determinar la viabilidad celular en presencia y ausencia de los discos. Se afadié una
soluciéon madre de MTT (2 mg/ml en PBS) a cada pocillo (500 pl) y se incubd durante 1 h.
Después de la incubacion, los cristales de formazan formados se disolvieron usando DMSO.
Finalmente, se determiné la absorbancia a 550 nm utilizando un lector de microplacas
Spectrostar BMG (BMG Labtech, Ortenberg, Alemania). La viabilidad celular se expresé como

porcentaje (%) en comparacién con las células de control (C) (100% de la viabilidad celular).

Los resultados mostraron que después de 24 horas de exposicion a los discos impresos en
3D con la resina (R) BioMed Clear, no hubo una reduccion significativa en la viabilidad de las
células hFOB 1.19 y Saos-2, lo que demuestra la biocompatibilidad de la resina seleccionada

para la impresion 3D del sistema modular microfluidico.

Ejemplo 4. Este ejemplo se refiere al disefio e impresién 3D de scaffolds de PCL y PCL-HA
mediante FDM (Figura 3).

El scaffold se disefi6 utilizando Autodesk Fusion 360 con 6 mm de diametro, una altura de 2
mm con poros cuadrados de 400 x 400 um y un ancho de las fibras de 200 um (Figura 3A).
El scaffold constaba de 10 capas, con un grosor de capa de 200 ym. La orientacién de las
fibras en cada capa era perpendicular a la orientacion de las fibras de la capa anterior. Todas
las dimensiones se describen en detalle en la Tabla 2. El disefio se exportoé a un archivo digital
en lenguaje de teselacion estandar (.stl). Este archivo se import6 al software BioCAD (Regen

HU, Suiza) y se convirtié a G-Code.
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Se utilizaron dos materiales diferentes para imprimir los scaffold, PCL (Figura 3B) y una
combinacion de PCL e hidroxiapatita (HA) (70:30, p:p) (Figura 3C), empleando en ambos
casos PCL granulado. Para la elaboracion del scaffold se disolvieron 3,5 g de PCL en 20 ml
de diclorometano en un frasco de vidrio cerrado con agitacion magnética durante al menos 3
horas. Una vez que el PLC se disolvié completamente, se agregaron lentamente 1,5 g de HA
a la solucién, manteniendo la agitacion durante 2-3 horas en un recipiente cerrado. Una vez
que la HA se dispersé completamente, se abrid la botella para permitir una evaporacion
parcial del disolvente para aumentar la viscosidad de la soluciéon (~30 min). Una vez que
aumento la viscosidad, se detuvo la agitacion permitiendo la eliminacion de las burbujas
durante 10 min. Luego, la solucién se ahadié a una placa de politetrafluoroetileno (PTFE) y
se dejo destapada durante toda la noche para que se evaporara el disolvente. Cuando el
disolvente se evaporo por completo, se obtuvo una pelicula homogénea de PCL-HA, la cual

se cort6 en pequefos trozos (< 1 mm) que se utilizaron como granulos para la impresién FDM.

Se utilizé la impresora RegenHu 3D Discovery FDM para imprimir los scaffolds. La
temperatura del tanque del extrusor FDM se fijé en 90°C para scaffolds que contenian solo
PCL y 110°C para PCL-HA mientras que la temperatura de la boquilla fue de 70°C para PCL
y 90°C para PCL-HA, con una presion de 3 bar, una velocidad de 40 mm/s y una tasa de
alimentacion de 15 rpm. El material fundido se deposité sobre un portaobjetos de vidrio

utilizando una aguja de 25G (260 pm).

Tras la impresién 3D de los scaffolds se observd una mayor desviacion con las dimensiones
del disefio. Durante la impresion FDM y la deposicidon del material, se produjo la expansion
del mismo, provocando un aumento en el diametro de las fibras y un menor tamafo en los

poros establecidos en el disefio.

Ejemplo 5. Este ejemplo se refiere a la desviacion de las dimensiones del scaffold con

respecto al disefio inicial tras la impresiéon 3D mediante FDM.

Después de la impresion 3D segun se describe en el Ejemplo 4, se analizaron las imagenes
de los scaffolds con el software Imaged para analizar la desviacion del disefio CAD durante
el proceso de impresién 3D y evaluar la apertura de los poros final obtenida (n=3). Los
scaffolds de PCL tuvieron una reduccién del tamano de los poros del 50 %, mientras que los
scaffolds de PCL-HA tuvieron una reduccion del 25 %. En relacion al grosor de las fibras, en
los scaffolds de PCL aumenté doble, pero los scaffolds de PCL-HA lo mantuvieron similar al

disefio inicial de CAD. Los resultados se muestran en la Tabla 2.
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Diametro scaffold (mm) Poro (mm) Fibra (mm)

Diseiio CAD 6 0.4 0.2
Scaffold PLC 6.51 £ 0.20 0.15+ 0.04 0.46 £ 0.02
Scaffold PLC-HA 6.21+0.19 0.30 £ 0.03 0.36 £ 0.02

Tabla 2. Correlacion de las dimensiones del disefio CAD de los scaffolds y los scaffolds
impresos en 3D. Se muestran los valores de la media + desviacion estandar (DE) (n=3).

Ejemplo 6. Este ejemplo se refiere a la resistencia mecanica de los scaffolds de PCL y los
scaffolds de PCL-HA (Figura 4).

Para evaluar la resistencia mecanica de los scaffolds se utilizé el equipo Zwick Z005 (columna
unica Zwick, Roell, Alemania) con una celda de carga de 2,5 KN. El médulo de Young (Mpa)
se determiné aplicando una deformacion de compresion libre del 75% con un desplazamiento
en rampa de 0,001 mm/s. Para asegurar el contacto entre la superficie de los scaffolds (n = 4
por grupo) y la placa de compresion superior del equipo de medida, se utilizd una precarga
de 1,5 N. En aquellos casos en los que los scaffolds tenian un diametro superior al de las
camaras (Tabla 2), tanto en este ejemplo como en los siguientes, los scaffolds se introdujeron

en las camaras ejerciendo presion, lo que evita que el flujo de medio los mueva.

La adicion de HA a los scaffolds resulté en un aumento en su rigidez, con valores mas altos
del médulo de Young. Sin embargo, este aumento no fue significativo, lo que puede estar

relacionado con las pequefas dimensiones de los scaffolds.

Ejemplo 7. Este ejemplo se refiere al procedimiento de sembrado de las células hBMSCs,
Saos-2 y hFOB 1.19 en los scaffolds y la planificacién de los distintos experimentos para
evaluar el proceso de osteointegracion y la idoneidad de los scaffolds como matriz dsea
(Figura 5).

Se emplearon células hBMSC, Saos-2 y hFOB 1.19, asi como dos tipos de materiales, PCL
y PCL-HA, para evaluar la biocompatibilidad del scaffold impreso en 3D como matriz ésea.
Se realizaron las pruebas alamar blue, live/dead, picogreen y alizarin red para la evaluacion
de la actividad metabdlica, proliferacién, contenido de ADN y deposicion de calcio,
respectivamente. Se utilizé ademas microscopia electrénica de barrido (SEM) para evaluar la

morfologia celular (n = 4 para cada experimento y tipo de scaffold).
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Los scaffolds se esterilizaron antes de sembrar las células. Se seleccionaron los scaffolds y
se insertaron individualmente en placas de 48 pocillos dentro de bolsas de esterilizacion de
papel de Cardinal Health (Cardinal Health, Dublin, OH). Una vez selladas las bolsas, se
colocaron y esterilizaron en un esterilizador de 6xido de etileno (EtO) (Anprolene, productos
Anderson, Reino Unido). Después de la esterilizacion, los scaffolds se transfirieron a una
campana de flujo laminar y se colocaron en placas de 48 pocillos, lavandolos 3 veces con
PBS 1x y cubriéndolos posteriormente con 500 yl de medio de cultivo. El medio de cultivo
para las células hBMSCs fue DMEM (Medio Eagle modificado de Dulbecco) con alta
concentracion de glucosa y GlutaMAX™, DMEM para las células Saos-2 y DMEM/F12 50/50
con L-glutamina, sin HEPES Yy sin rojo de fenol para las células hFOB 1.19. Todos estos
medios de cultivo se suplementaron con un 10% de suero fetal bovino (FBS) y un 1% de
penicilina/estreptomicina. Simultaneamente, se colocaron 200 pl de solucion de agarosa al
4% en otra placa de 48 pocillos, para evitar la union de las células a la superficie del pocillo,
que luego se cubrié con 500 pl de medio de cultivo. Las placas se mantuvieron en una
atmoésfera humidificada al 95% y 5% de CO» a 37°C durante 24 horas. Pasado ese tiempo,
se eliminé el medio de cultivo y los scaffolds se colocaron en los pocillos recubiertos de

agarosa.

Después de colocar los scaffolds en las placas con los pocillos recubiertas de agarosa, se
agregaron 20 ul de medio de cultivo con 10° células a la superficie de cada scaffold (C). Las
placas se incubaron durante 3-4 horas para permitir la adhesion celular (A). Posteriormente,
se agregaron 500 ul de medio a cada pocillo (M). El medio se cambi6 24 horas después de
la siembra celular por medio osteogénico, el cual se cambié dos veces por semana y se
preparé inmediatamente antes de su uso. El medio osteogénico consistio en B-glicerolfosfato,
dexametasona, acido ascoérbico y medio de cultivo. Los scaffolds se mantuvieron en
incubacion en una atmoésfera humidificada al 95% y 5% de CO2 a 37°C durante un maximo
de 21 dias, y se realizaron diferentes ensayos, que se describen en los siguientes ejemplos,
los dias 1, 7y 21.

Ejemplo 8. Este ejemplo se refiere a la actividad metabdlica de las células hBMSCs, Saos-2
y hFOB 1.19 en los scaffolds los dias 1, 7 y 21 tras la siembra segun se describe en el Ejemplo
7 (Figura 6).

La actividad metabdlica se evalué mediante el ensayo alamar blue, que se realizo los dias 1,
7y 21 después de la siembra celular en los scaffolds. El alamar blue es una solucién a base
de resazurina que se reduce a resorufina (producto fluorescente) después de su absorcion

por las células vivas. La actividad metabdlica es proporcional a la intensidad de la
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fluorescencia. En la Figura 6 se indica en porcentaje (%) en relacion con los resultados del
dia 1 en scaffolds de PCL. Después de lavar los scaffolds con PBS, se anadié a cada uno
una solucién de alamar blue en medio seguido de una incubacion de 4 h. La absorbancia se
leyd por triplicado a 570 nm con un lector multimodo Synergy HTX (Agilent Technologies, EE.
uu.).

Desde el primer dia (D1) después de la siembra de células en los scaffolds, la actividad
metabdlica aumento en todos los tipos de células. Sin embargo, durante los 21 dias, sélo las
células hBMSC mostraron un incremento lineal constante. Por el contrario, las células Saos-
2 y hFOB 1.19 mostraron una reduccion de la actividad metabdlica a los 21 dias. Cabe
destacar que la incorporacion de HA dentro de los scaffolds dio como resultado un aumento
en la actividad metabdlica que fue significativo en las células Saos-2 y hBMSC. No se
observaron diferencias significativas con las células hFOB 1.19. Esto puede deberse al menor
tamafio de estas células en comparacion con los otros tipos celulares, pudiendo por ello
penetrar de igual forma en ambos tipos de scaffolds, incluso con el menor tamafo del poro

observado en los scaffolds de PCL.

Ejemplo 9. Este ejemplo se refiere a la proliferacion de las células hBMSCs, Saos-2 y hFOB
1.19 en los scaffolds a los dias 1, 7 y 21 tras la siembra segun se describe en el Ejemplo 7
(Figura 7).

La proliferacion celular dentro de los scaffolds se evalu6 mediante el ensayo live/dead
realizado los dias 1, 7 y 21 tras la siembra. Este ensayo es un método de fluorescencia de
dos colores que permite visualizar células vivas y muertas. Como resultado, el éster
acetoximetilico de calceina, no fluorescente y permeable a las células, se transforma en
calceina fluorescente (verde) en las células vivas. Por el contrario, el homodimero-1 de etidio
(EthD-1) ingresa a las células dafadas y se vuelve fluorescente (rojo) después de unirse a
los acidos nucleicos. Los scaffolds se lavaron con PBS vy se tifieron con calceina 4 mM y
homodimero-1 de etidio 2 mM en PBS durante 30 minutos a 37 °C, protegidos de la luz. Los
scaffolds se examinaron utilizando un microscopio confocal de barrido (Olympus FV1000) con

longitudes de onda de excitacion de 515 nm y emisién de 615 nm.

Como se aprecia en la Figura 7a, el primer dia (D1) después de la siembra celular, se
observaron solo algunas células vivas sobre los scaffolds. Alos 7 y 21 dias (D7 y D21), las
células se habian extendido uniformemente a través de todas las dimensiones de los
scaffolds, incluido el espacio de los poros. Esto indico la idoneidad del tamafio de los poros

para la proliferacién celular incluso considerando la reduccién en su tamafo durante la

20



10

15

20

25

30

35

ES3074082 Al

impresion 3D. No se observaron células muertas a los 21 dias después de la siembra

indicando la biocompatibilidad de los scaffolds con las células dseas.

Ejemplo 10. Este ejemplo se refiere a la evaluacion de la morfologia de las células hFOB

1.19 en los scaffolds de PCL-HA a los 21 dias tras la siembra segun el Ejemplo 7 (Figura 7).

Como prueba de concepto para evaluar la morfologia celular en los scaffolds, el dia 21 tras
la siembra se tomaron imagenes de scaffolds de PCL-HA con células hFOB 1.19, utilizando
un microscopio electronico de barrido (SEM). Las imagenes se tomaron después de la fijacion
con paraformaldehido (PFA) al 4%, deshidratacion con diferentes alcoholes (en

concentraciones graduadas de etanol en agua) y recubrimiento de oro-paladio.

Las células hFOB 1.19 crecieron de manera homogénea en todos los scaffolds de PCL-HA,
tanto en la superficie de la fibra (Figura 7b) como hacia la parte interna del poro (Figura 7c),
con una morfologia alargada en la misma direccion que la fibra similar a la morfologia que

adquieren en entornos fisiologicos.

Ejemplo 11. Este ejemplo se refiere al contenido de ADN en los scaffolds de PCL y PCL-HA
sembrados con células hBMSCs, Saos-2 y hFOB 1.19 a los 21 dias tras la siembra segun se

describe en el Ejemplo 7 (Figura 8).

El dia 21 tras la siembra (D21), se cuantificé el contenido de ADN (ADN (ng)) en los scaffolds
mediante el ensayo picogreen. Los scaffolds se prepararon para la prueba lavandolos con
PBS, afiadiendo posteriormente el tampdn RIPA y almacenandolos a -80°C durante 24 horas.
Después de agitar y centrifugar las muestras, el sobrenadante se transfiri6 al ensayo
picogreen utilizando el kit quant-iT™ PicoGreen® dsDNA, segun las instrucciones del
fabricante. La fluorescencia de las muestras se ley6 a longitudes de onda de excitacion de
480 nm y de emision de 520 nm utilizando un lector multimodo Synergy HTX. Se utilizé una

curva de calibracion estandar para calcular la concentracion de ADN.

En las células hBMSC y Saos-2, hubo un aumento significativo en el contenido de ADN entre
los scaffolds de PCL y PCL-HA, siendo 2 veces mayor para este ultimo. Sin embargo, el
contenido de ADN fue similar en ambos tipos de scaffolds para células hFOB 1.19, lo cual
puede deberse a su menor tamafio en comparacion con los otros tipos celulares, pudiendo

proliferar de forma similar en ambos tipos de scaffold.
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Ejemplo 12. Este ejemplo se refiere a la diferenciacion osteogénica de las células hBMSCs,
Saos-2 y hFOB 1.19 en los scaffolds a los 21 dias tras la siembra segun se describe en el

Ejemplo 7 (Figura 9).

La deposicion de calcio indica diferenciacion osteogénica, aumentando en etapas de
diferenciacion superiores. Por ello, el dia 21 tras la siembra, se utilizd la tincion alizarin red
para evaluar la deposicién de calcio en los scaffolds. Después de lavarlos con PBS, se fijaron
en paraformaldehido (PFA) al 4% durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después de
la fijacion de PFA, los scaffolds se lavaron con agua destilada y se tifieron con alizarina al 2%
(0,5 g en 25 ml de dH20) a pH 4,2 durante 10 minutos a temperatura ambiente. Antes de
obtener imagenes, los scaffolds se lavaron en dH2O para eliminar el exceso de tinte. Se utilizé
un microscopio optico (estereomicroscopio serie SZ, Optika SrL, Ponteranica, Italia). Se utilizo

el software Imaged para calcular la proporcion de tincion en la superficie de los scaffolds.

Se pudo observar una mayor intensidad del color de la tincién en todos los scaffolds de PCL-
HA en comparacion con los de PCL para todos los tipos de células probados (Figura 9a).
Como se muestra en la Figura 9b, el aumento en la deposicion de calcio (Ca (%)) vari6 de 2
a 4 veces entre las diferentes lineas celulares. La HA aumenta la diferenciacion osteogénica
de células 6seas humanas, indicando que los scaffolds de PCL-HA son los que mejor
mimetizan el microambiente fisioldégico. Por este motivo, los scaffolds de PCL-HA fueron los

que se emplearon en los estudios de toxicidad y eficacia posteriormente.

Ejemplo 13. Este ejemplo se refiere a la evaluacion del sistema modular de hueso
desarrollado como nuevo modelo in vitro 3D para el estudio de biocompatibilidad y toxicidad
de nuevas formulaciones para el tratamiento de enfermedades 6seas. Se emplearon scaffolds
de PCL-HA con células Saos-2, hFOB 1.19 y BJ, comparando los resultados con un modelo
in vitro 2D (Figura 10).

Las nuevas formulaciones consistian en implantes parenterales impresos en 3D, los cuales
fueron disefiados en Tinkercad con la forma de tela de arafia para adaptarse al componente
acetabular de una protesis de cadera. El proceso comenzé midiendo con precision las
dimensiones de la superficie acetabular, utilizando un calibrador digital electrénico con una
resolucién de 0,1 mm y una precision de + 0,2 mm. Los implantes se fabricaron utilizando una
impresora FDM Hyrel 3D Engine SR; se utiliz6 flamento Hydrosupport®, un didametro de
boquilla de 0,5 mm y una altura de capa configurada de 0,25 mm. La temperatura de extrusion
del filamento Hydrosupport® se establecié entre 210 °C y 215 °C y, para garantizar una

adhesion optima del implante 3D, la temperatura de la plataforma se mantuvo constante a
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70 °C. La toxicidad de los implantes se evalué comparando un modelo 2D in vitro con el
sistema modular de hueso desarrollado, empleando scaffolds de PCL-HA para replicar el

microentorno 6seo.

Los implantes parenterales fueron disefiados para cubrir completamente la superficie del
scaffold con un diametro de 6 mm y 26 mg de peso. Estos implantes contenian 100 pg de
vancomicina, 20 ug de anfotericina B (AmB) o una mezcla de ambos antimicrobianos. La
carga de farmacos se realizé por difusion pasiva. En estos experimentos se utilizaron células
Saos-2, hFOB 1.19 y células de fibroblasto humanas BJ.

Las pruebas in vitro 2D se realizaron en placas de 48 pocillos. Las células se sembraron a
una densidad de 10* células/pocillo para células Saos-2 y BJ y a una densidad de 10°
células/pocillo para células hFOB 1,19. Después de 24 horas, se agregaron a los pocillos los
implantes cargados con vancomicina, AmB, vancomicina-AmB e implantes sin cargar, todos
ellos por triplicado. Como control de los farmacos, también se prepararon y agregaron a los
pocillos diluciones de los principios activos (APIs). La vancomicina (100 mg) se diluy6 en
medio de cultivo (10 mg/ml), mientras que la AmB (20 mg) y la combinacion de ambos
antimicrobianos se diluyeron primero en DMSO para asegurar la disolucion completa antes
de diluirse en medio de cultivo (2 mg/ml). Cada solucién se afadié a cada pocillo, con una
cantidad final de 100 pug de vancomicina y 20 uyg de AmB por pocillo. Como controles
negativos, se emplearon pocillos sin implantes y sin farmacos. Los distintos tratamientos se
mantuvieron en cultivo con cada linea celular durante 24 h. Los efectos citotdxicos se
determinaron mediante el ensayo MTT. Se afadié una solucién madre de MTT (2 mg/ml en
PBS) a cada pocillo (500 pl) y se incubé durante 1 h. Como control negativo de la reaccion se
empled tritdn. Después de la incubacion, los cristales de formazan formados se disolvieron
en DMSO. La absorbancia se determind a 550 nm utilizando un lector de microplacas
Spectrostar BMG (BMG Labtech, Ortenberg, Alemania). La viabilidad celular se expresé como
porcentaje en comparacion con las células del control (VC (%)). Los ensayos se realizaron

por triplicado.

Con respecto a las pruebas in vitro con los chip (1) microfluidicos de cultivos 3D, en primer
lugar, se colocaron los chips (1), elaborados segun el Ejemplo 1.1, y tubos Masterflex™
96400-13 en bolsas herméticas y se esterilizaron durante 1 hora con luz ultravioleta. Los tubos
se conectaron a las entradas (4) y las salidas (5) de los chips (1) estériles y se llenaron con
el medio de cultivo para eliminar el aire de los canales (8) y camaras (3). Los scaffolds se
sembraron y cultivaron con las células, como se ha descrito anteriormente en el ejemplo 7,

durante 14 dias y luego se transfirieron al interior de las camaras (3) de cada chip (1)
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microfluidico (n=4). En la cadmara 31 se afiadié un implante sin cargar sobre el scaffold. En la
camara 32, se coloco un implante cargado. En la camara 33, se agregaron encima del
scaffold10 ul de la solucion de farmaco correspondiente. En la camara 34, el scaffold se dej6
sin tratar como control. Una vez que se agregaron los implantes y las soluciones de los
farmacos encima de los scaffolds, las camaras se cubrieron con cinta de politetrafluoroetileno
(PTFE), para evitar la filtracion del medio de cultivo, pero permitiendo la difusién de gas dentro
del incubador. El medio de cultivo se introdujo en cada chip (1) microfluidico mediante un tubo
de entrada que se conectdé a una bomba peristaltica (101U/R, Watson Marlow, Reino Unido)
y una botella de vidrio con 50 ml de medio de cultivo (depésito de medio). El tubo de salida
se conecto a una botella de vidrio, donde se descarté el medio. Los frascos de vidrio con el
medio fresco y con el medio descartado y los chips (1) se colocaron en una incubadora con
una atmésfera humidificada al 95% y 5% de COza 37°C durante 24 horas. El flujo se fijo en
25 pl/min. Esta prueba se realiz6 por triplicado para cada linea celular e implante, cargados
con vancomicina, AmB o una combinaciéon de ambos farmacos. Después de 24 horas, se
retiraron los scaffolds de los chips (1) y se colocaron en placas de 48 pocillos para el ensayo

MTT, que se realiz6 como se ha descrito en el ejemplo 3.

Como se aprecia en la Figura 10, después de 24 h de incubacién en el modelo in vitro 2D, la
viabilidad celular de las células Saos-2 se redujo significativamente con todos los implantes y
con los farmacos testados. La mayor reduccién (por debajo del 20%) se encontré con la AmB
y la combinacion de AmB mas vancomicina, tanto cargados en los implantes como disueltos
en el medio de cultivo. Por otro lado, el tratamiento con vancomicina no tuvo efecto sobre la
viabilidad de las células Saos-2. Utilizando los chips (1) microfluidicos 3D de hueso ninguno
de los tratamientos provocd una muerte celular significativa de Saos-2 (viabilidad celular

superior al 90 % para todos los tratamientos).

Se observaron resultados similares para las células hFOB 1.19. Hubo una reduccion
significativa de la viabilidad celular en el modelo 2D, especialmente con la AmB y la
combinacién de AmB con vancomicina, tanto cargados en los implantes como disueltos en el
medio de cultivo (viabilidad celular por debajo del 30%). Por otra parte, la viabilidad celular de

las células hFOB 1.19 en el chip (1) fue superior al 90 % en todos los tratamientos.

Finalmente, también se observo el mismo patron para las células BJ en el modelo 2D. El
tratamiento con vancomicina no afecté a la viabilidad celular y la AmB y la combinacion de
AmB y vancomicina, tanto en los implantes como el farmaco disuelto en el medio, redujeron
significativamente la viabilidad de las células BJ. Con respecto al chip, no hubo una reduccion

significativa de la viabilidad de las células BJ para ningun tratamiento. Sin embargo, el
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implante sin cargar, el implante cargado con AmB y vancomicina y la combinacion de

farmacos redujeron la viabilidad al 80%.

La razon principal detras de la alta reduccion de la viabilidad celular para todos los tipos de
células en el modelo 2D fue el hecho de que el implante, en contacto con el medio acuoso,
formaba un gel denso que asfixiaba las células. Sin embargo, en el sistema modular 3D, el
implante se adhirié a la superficie del scaffold imitando el procedimiento quirdrgico y, a pesar
de que el implante también formd6 un gel denso, la mayoria de las células no se vieron
afectadas debido a la porosidad del scaffold y a la renovacion constante de medio, lo que
permitié un intercambio de medio y gases efectivo. La alta viabilidad celular obtenida en el
sistema modular 3D demostré su utilidad para ensayos de biocompatibilidad de formulaciones
avanzadas como pueden ser implantes parenterales, siendo capaz de recrear mejor el

microambiente 6seo que otras opciones del estado de la técnica.

Ejemplo 14. Este ejemplo se refiere a la formacion de biofilms fungicos, empleando Candida

albicans, en scaffolds de PCL-HA sembrados con células hFOB (Figura 11).

Como prueba de concepto, se realizé un cultivo en el que se emplearon scaffolds de PCL-HA
sembrados con células hFOB 1.19 y Candida albicans para evaluar el desarrollo de biofilms
en los scaffolds. La formacion de biofilms se evalué con una cepa de la levadura dimoérfica
patégena Candida spp., Candida albicans CECT 1394. Para preparar el indculo, la cepa se
cultivé inicialmente en agar dextrosa Sabouraud a 30 °C. Después de 48 h de cultivo, se tomé
una sola colonia de una placa de agar Mueller Hinton (MHA) y se resuspendié con una
solucion salina fisioldgica estéril al 0,9% para lograr una absorbancia de 0,1 a 600 nm,
correspondiente a 1 x 10® unidades formadoras de colonias (UFC)/ml, segun el estandar 0,5
de McFarland. La suspension de C. albicans (10 ul) se anadié en la parte superior del scaffold
sembrado con células hFOB 1.19 y se cultivé como se describe en el Ejemplo 7 en placas de
48 pocillos durante 4 horas sin medio, permitiendo la adhesion celular. Tras las 4 horas, se
agregaron 500 pl de medio de cultivo y las placas se mantuvieron en una atmodsfera
humidificada al 95% y 5% de CO, a 37°C. Después de 48 horas, los scaffolds se transfirieron
a tubos Eppendorf de 2 ml con solucion salina fisiolégica estéril al 0,9%, sonicandolos en un
bafio para separar las células fungicas del scaffold. El sobrenadante se diluyo (10, 102, 1073,
10*) y se sembraron 100 pl de cada concentracién en placas de MHA y se incubaron a 32 °C
durante 48 h. Posteriormente, se contaron visualmente las unidades formadoras de colonias
(UFC).
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Se utilizo la técnica SEM para examinar la morfologia y crecimiento del biofilm. Los scaffolds
cultivados con C. albicans durante 48 h se lavaron primero con PBS, tres veces con agua
ultrapura y se fijaron con PFA al 4%. Posteriormente se deshidrataron en diferentes
concentraciones de etanol en agua (30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% y 99,9% de
etanol) y se liofilizaron mediante el liofilizador LyoQuest (Azbil Telstar, S.L., Terrassa, Espana)
a -60°C y una presion de 0,2 bar durante 2 h. Después del recubrimiento por pulverizacion
catddica con oro, las muestras se examinaron con un microscopio electrénico de barrido JEOL

6335F (Mussashime, Japdn) con un voltaje de 20 KV a diferentes aumentos.

Después de 48 horas de cultivo con C. albicans, los scaffolds contenian aproximadamente 4
x 10® UFCs (Figura 11a), lo que indica que, en contacto con microorganismos, estos pueden
adherirse y proliferar en los scaffolds. Después de 48 horas de cultivo, las imagenes SEM
mostraron el patron de crecimiento de C. albicans en los scaffolds, asi como la produccion de
hifas (Figura 11b).

Ejemplo 15. Este ejemplo se refiere a la evaluacién de los chips (1) microfluidicos de hueso
desarrollado como nuevo modelo in vitro 3D de testeo de eficacia antimicrobiana en

ambientes 6seos, empleando scaffolds de PCL-HA con células hFOB 1.19 (Figura 12).

Al igual que en el estudio de osteointegracion descrito en el Ejemplo 13, se testaron diferentes
implantes parenterales cargados con anfotericina, vancomicina o una mezcla de ambos. Se

imprimieron al igual que se ha descrito en el ejemplo 13.

De las cuatro camaras (3) del chip (1), una (31) se utiliz6 como control, conteniendo scaffolds
(2) de PCL-HA sembrados con células hFOB 1.19 y Candida albicans sin tratamiento
farmacoldgico, segun se describe en el Ejemplo 14, con el objetivo de evaluar el crecimiento
microbiano en presencia de osteoblastos pero en ausencia del farmaco. En dos de las
camaras (32 y 33) se cultivaron los scaffolds de PCL-HA sembrados con células hFOB 1.19
y Candida albicans en presencia de farmaco, realizando diversas réplicas (n=3) para el test
de profilaxis y tratamiento en donde se compararon implantes cargados y sin cargar y farmaco
libre. La cuarta camara (34) se empled unicamente con scaffolds de PCL-HA sembrados con

osteoblastos hFOB 1.19 en presencia del farmaco, con el fin de evaluar la biocompatibilidad.

Los scaffolds de PCL-HA con células hFOB 1.19 se cultivaron durante 14 dias antes de

transferirlos al chip (1).
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Para realizar el test de profilaxis, se utilizaron implantes parenterales que se colocaron sobre
los scaffolds con las células hFOB e inmediatamente cada uno de estos scaffolds se introdujo
manualmente en una de las camaras (3) de un chip (1) elaborado como en el Ejemplo 1.1y
mostrado en las Figuras 1a-c y sobre cada scaffold se afiadieron 10 pl de una suspension
salina de Candida albicans, la cual contenia 108 UFCs, imitando la inoculacion de

microorganismos durante una cirugia.

Por otra parte, se realizd un test de tratamiento para evaluar la eficacia de los implantes en la
erradicacion de un biofilm ya formado. Los scaffolds con células hFOB en crecimiento durante
14 dias fueron inoculados con la misma suspension de C albicans que se utilizo para el test
de profilaxis y se incubaron durante 48 h. Este tiempo permite la formacién de un biofilm sobre
el scaffold que, posteriormente, se pondra en contacto con un implante parenteral cargado
con AmB o bien con AmB y vancomicina, ademas de implantes parenterales sin carga de
antimicrobianos como control. Tras 48 h de formacion del biofilm, los scaffolds infectados se
trasfirieron a un chip (1) microfluidico y en la superficie de los scaffolds se colocaron los
implantes parenterales. A modo de comparacion, en la superficie de los scaffolds infectados
se afiadid una suspension con los farmacos libres a la misma concentracion que la que

contienen los implantes parenterales.

En ambos test (profilaxis y tratamiento), los chips (1) se mantuvieron en incubacién en una
atmoésfera humidificada al 95% y 5% de CO. a 37°C, durante 48 horas. Los scaffolds se
sacaron de los chips (1) microfluidicos y se transfirieron a tubos eppendorf de 2 ml con una
solucion salina fisiolégica estéril al 0,9%, sonicandolos en un bafo para separar las células
fungicas de los scaffolds. El sobrenadante se diluyé (101, 102, 103, 10#), se sembraron 100 pl
de cada concentracién en placas de MHA y se incubaron a 32 °C durante 48 h.
Posteriormente, se contaron visualmente las unidades formadoras de colonias (UFC). La
biocompatibilidad de las formulaciones con los osteoblastos se evalué en la cuarta camara

(34) segun esta descrito en el ejemplo 12.

Con respecto al test de profilaxis, no habia UFCs en los scaffolds en presencia de los
implantes cargados con AmB y con ambos principios activos (Figura 12a). Por tanto, los
implantes parenterales cargados con antimicrobianos eliminaron por completo los

microorganismos, evitando la formacion del biofilm.

En el caso del test de tratamiento una vez que se ha desarrollado el biofilm, los implantes
redujeron significativamente las UFCs aunque no lograron eliminar completamente el biofilm

(Figura 12b). En la cuarta camara (34), se comprobé que las formulaciones no alteraron la
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viabilidad de los hFOB 1.19. Este ejemplo demuestra la idoneidad del sistema modular como
modelo in vitro 3D para evaluar la eficacia y biocompatibilidad de diferentes farmacos y

formulaciones avanzadas en un microentorno de infeccién osea.

Ejemplo 16. Este ejemplo se refiere a la evaluacién de los chips (1) microfluidicos de hueso
desarrollados como nuevo modelo in vitro 3D de testeo de eficacia antimicrobiana en
ambientes 6seos, empleando prétesis (2) de titanio fabricadas a pequefia escala sobre las

cuales se adhieren biofilms (Figura 13 y Figura 14).

En este ejemplo, dentro de cada una de las camaras (31, 32, 33 y 34) de un chip (1) elaborado
como se describe en el Ejemplo 1.1, se introduce una protesis (2) de titanio fabricada en
miniatura mediante impresion 3D (SLM, selective laser melting). Sobre la superficie de las
protesis de titanio, se investigd inicialmente la capacidad de formacion del biofilm mediante la
inoculacion de 500 ul de una suspension de Candida albicans en PBS y utilizando una placa
de 24 pocillos. Se ensayaron diferentes concentraciones estandarizadas de C. albicans, 10°,
10% y 10*. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h. Tras el periodo de incubacion, cada
una de las prétesis se lavo con 1 ml PBS estéril para quitar células no adheridas a la superficie
de la misma, y posteriormente se anadio otro mililitro de PBS estéril y se agitdé con vortex
durante 1 minuto para desprender los microorganismos adheridos a la superficie de la protesis
y asi poder cuantificarlos. A continuacion, se realiz6 el conteo de UFC mediante el método
Miles y Misra (10 ul por gota) sobre placas de agar dextrosa Sabouraud (SDA). Las placas se

incubaron a 32 °C durante 24-48 h y posteriormente se procedié al recuento de UCF/ml.

Para la evaluacion de la eficacia antimicrobiana, las prétesis (2) de titanio fueron previamente
esterilizadas. En este ejemplo, se evalué un implante parenteral fabricado mediante la técnica
de electrospinning que contenia un 2% de anfotericina y un 8% de vancomicina. Para la
fabricacion del implante mediante electrospining, las mezclas de excipientes (heparina y
soluplus) junto con los farmacos se cargaron en jeringas Terumo luer-lock de 10 mL y se
conectaron a un tubo Tygon mediante conectores luer-lock de PP (acoplamientos MF y FM).
Se utilizé un equipo de electroespining (EF050-Electrospinning starter, Fuente de Poder de
Alto Voltaje Simple (0-30 kV), precision de voltaje: 2%, Leonardino Srl., Milan, ltalia)
equipado con una aguja de electrohilado calibre 20G de acero inoxidable. La placa colectora
(120-130 mm), cubierta con papel aluminio, se colocé a una distancia (punta a colector) de
15 cm, mientras que el flujo se mantuvo constante a 2.50 mL/h usando una bomba de jeringa
(de un solo canal, con rango de infusién de 0.73 pL/h a 2,568 mL/h). Se dejo secar el implante

parenteral obtenido por 2 h, para posteriormente colocarlo al vacio hasta ser utilizado.

28



10

15

20

25

30

35

ES3074082 Al

En el test de profilaxis, el implante se adhiri6 sobre la superficie de la protesis (2)
humedeciéndolo con unas gotas de agua desionizada y posteriormente estas fueron
incorporadas en tres de las camaras (31, 32 y 33) del chip (1). En la cuarta camara (34) del
chip (1) se introdujo una prétesis sin formulacion en su superficie. Una vez colocadas las
protesis (2) en el chip (1) microfluidico, se perfundié por el puerto de entrada (4) una
suspension estandarizada en PBS de C. albicans a una concentracion de 10°, durante 90 min
a una velocidad de 2.1 ml/ h. A continuacion, las proétesis (2) se extrajeron del chip (1), se
lavaron con PBS para eliminar células no adheridas y se introdujeron en un tubo eppendorf
de 2 ml. Se afadié un nuevo mililitro de PBS y se agité con un vértex durante 1 min. Por
ultimo, se realiz6 el conteo de UFC mediante el método Miles y Misra (10 pl por gota) sobre
placas de agar SDA. Tras 24-48 h de incubacién a 37 °C, se contaron las UCF/ml. En el test
de tratamiento, se desarrollé previamente el biofilm sobre las prétesis (2) de titanio con
C. albicans utilizando una concentracion de 10° durante 24 h, tal y como se ha descrito en el
Ejemplo 14 para los scaffolds. Posteriormente, se colocé la misma formulacion descrita en el
Ejemplo sobre las prétesis (2) con el biofilm ya formado y se introdujeron en las diferentes
camaras (31, 32 y 33) de los chips (1). Una de las camaras (34) se dej6 como control sin
tratamiento. Por el puerto de entrada (4), se administré una solucién de PBS estéril durante
90 min a una velocidad de 2.1 ml/h. Posteriormente, se extrajeron las prétesis (2) de cada
una de las camaras (3) y se realizo el recuento de UCF/ml como se ha descrito en el Ejemplo
14.

Como se muestra en la Figura 14, en comparacion con el control (C) sin tratamiento, se
produjo una reduccion significativa (4 x) en las UFC/ml tanto en el test de profilaxis (P) como
en el test de tratamiento (T) demostrando la utilidad de los chips (1) microfluidicos para
evaluar la eficacia antimicrobiana de nuevas formulaciones avanzadas disefiadas como

implantes parenterales para recubrimientos protésicos.

Ejemplo 17. Este ejemplo se refiere al disefio del sistema modular multichip con acoplamiento

vertical (Figura 15).

La Figura 15 muestra un ejemplo esquematico de configuracién de un sistema modular de
cultivo 3D en el que se acoplan tres modulos, es decir, 3 chips (11, 12 y 13) microfluidicos,
verticalmente para simular la interaccion entre diferentes tejidos. En la vista esquematica de
la Figura 15a, se representan los tres modulos superpuestos con una sola camara para
simplificar el dibujo: un moédulo 6seo o de implante protésico (11), un modulo muscular o de
tejido conjuntivo (12) y un médulo de piel o mucosa oral (13). Cada mddulo tiene una entrada

de medio independiente (41, 42 y 43) y una salida correspondiente (51, 52 y 53), lo que
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permite la perfusion controlada de medios de cultivo especificos para cada tipo celular sin
interferir con los otros médulos. En el interior de cada médulo se dispone una camara de 2
cm de didmetro que contiene el elemento de ensayo o scaffold (21, 22 y 23), que puede ser
una membrana porosa que permite el crecimiento celular o un scaffold de naturaleza
biomimética (por ejemplo, de PCL-HA) o un componente protésico a pequefia escala, segun
la aplicacion deseada. El modulo inferior (11) alberga un scaffold 6seo o un implante protésico,
el modulo intermedio (12) un scaffold muscular o de tejido conjuntivo, y el médulo superior

(13) un scaffold de piel o mucosa oral.

La Figura 15b ilustra el sistema modular desde un plano frontal, mostrando la alineacion
vertical de los scaffolds (21, 22 y 23) y la conexidn de las entradas y salidas de medio de cada
modulo, lo que asegura un flujo independiente y simultaneo en todos los niveles. La Figura
15 ¢ corresponde a la proyeccion superior de la camara central (31), donde se aprecia la
disposicion de los distintos scaffolds y la conexion lateral de los canales de entrada (41, 42y
43) y salida (51, 52 y 53) de medio.

Los distintos modulos del sistema modular se equiparon con elementos de acoplamiento en
vertical que, en este caso, consistieron en tuercas (7) en la cara superior interna de la camara
(31) y tornillos (6) en las superficies inferiores de unién con otro médulo, para garantizar una
conexion hermética entre ellos. Cuando el chip (1) tiene dos o mas camaras, o bien se
disponen tuerca (7) y tornillo (6) en una sola de las camaras, o bien se utilizan tuercas de
doble rosca que se unen a un tornillo del médulo inferior y un segundo tornillo del médulo

superior.

Este disefo permite simular entornos fisioldgicos complejos, como la interaccion entre hueso,
tejido blando y cobertura epitelial o mucosa, posibilitando el estudio de procesos de
osteointegracion, biointegracion y respuesta a infecciones en un contexto multiorganico
controlado. La modularidad del sistema facilita su personalizacion para otros tipos de tejidos

y aplicaciones biomédicas.
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REIVINDICACIONES

1. Chip (1) microfluidico, o moddulo, en 3D para el estudio de procesos de
osteointegracion/biointegracion e infecciones en scaffolds 6seos y/o en componentes
protésicos en miniatura caracterizado por que incluye:

- 2 0 mas camaras (3) que presentan una abertura superior, tienen un diametro de hasta 2
cmy que, cuando hay mas de 2 camaras (3), pueden estar conectadas en serie o en paralelo
mediante canales (8) de flujo;

- un conjunto de canales (8) de flujo con al menos una entrada (4) y, al menos, una salida (5).

2. Chip (1) microfluidico, o médulo 3D, segun la reivindicacion 1, cuyo numero de camaras

(3) esta comprendido entre 4 y 8.

3. Chip (1) microfluidico, o médulo 3D, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en
el que las camaras (3) estan conectadas secuencialmente en grupos de, al menos, dos

camaras (3).

4. Chip (1) microfluidico, o médulo 3D, segun la reivindicacién 3 en el que cada una de las

camaras (3) de un grupo tiene tamafos diferentes.

5. Chip (1) microfluidico, o mddulo 3D, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en
el que el conjunto de canales (8) de flujo presenta una unica entrada (4) y una Unica salida
(5), entrada que se divide en tantos canales (8) de flujo como camaras (3) tiene el chip (1) y

canales (8) de flujo que se vuelven a unir en una unica salida (5).

6. Chip (1) microfluidico, o médulo, en 3D segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores
caracterizado por que esta elaborado con un material rigido, resistente al desgaste,

biocompatible y apto para la impresién en 3D.

7. Chip (1) microfluidico, o mddulo, en 3D segun la reivindicaciéon 6 caracterizado por que el
material rigido, resistente al desgaste, biocompatible y apto para la impresién en 3D se
selecciona del grupo formado por resinas quirirgicas y por polimeros de muy altas
prestaciones de la familia PAEK (poliariletercetona) (como polieteretercetona o
polieterquetincetona, PEEK/PEKK), PLA (acido polilactico), ABS (acrilonitrilo-butadieno-

estireno) y/o COC (copolimero de cicloolefina).
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8. Chip (1) microfluidico, o médulo, en 3D segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores
caracterizado por que incluye al menos un elemento de conexidon hermética a uno o mas

modulos.

9. Chip (1) microfluidico, o médulo, en 3D segun la reivindicacion 8 en el que el o los
elementos de conexién hermética estan situados en la superficie superior y/o inferior del

modulo.

10. Chip (1) microfluidico, o mddulo, en 3D segun la reivindicacion 8 en el que el o los

elementos de conexion hermética estan situados en la o las superficies laterales del médulo.

11. Chip (1) microfluidico, o mdédulo, en 3D segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores

que incluye en una o mas camaras (3) un elemento de ensayo (2).

12. Chip (1) microfluidico, o médulo, en 3D segun la reivindicacion 11 en el que el elemento
de ensayo (2) es un scaffold biomimético tridimensional y/o un componente protésico en

miniatura con un diametro maximo de 2 cm.

13. Chip (1) microfluidico, o mddulo, en 3D segun la reivindicacion 12 en el que el/los scaffold

/s estan elaborados bien con policaprolactona (PCL) o bien con PCL + hidroxiapatita (HA).

14. Chip (1) microfluidico, o modulo, en 3D segun la reivindicacién 12 en el que el/los
componente/s protésico/s se seleccionan del grupo formado por: componentes acetabulares

ortopédicos, implantes dentales y/o coronas dentales.

15. Sistema modular 3D caracterizado por que incluye 2 o mas chips (1) microfluidicos

definidos en cualquiera de las reivindicaciones 1-14.

16. Sistema modular 3D segun la reivindicacion 15 caracterizado por que el conjunto de

canales (8) de flujo de dos o mas modulos o chips (1) microfluidicos estan interconectados.

17. Dispositivo que incluye un chip (1) microfluidico segun se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1-14 o un sistema modular segun se define en cualquiera de las
reivindicaciones 15-16 que, ademas, incluye tubos de entrada y salida, al menos una bomba
peristaltica y al menos un reservorio de medio para el control del flujo en el conjunto de

canales (8).
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18. Uso del chip (1) definido en cualquiera de las reivindicaciones 1-14 y/o del sistema
modular 3D definido en cualquiera de las reivindicaciones 15-16 o del dispositivo definido en
la reivindicacién 17 para el cultivo o cocultivo in vitro de células de origen humano o animal

con microorganismos patdgenos.

19. Uso segun la reivindicacion 18 en el que los microorganismos patdégenos se seleccionan
del grupo formado por: Candida albicans, Staphylococcus aureus, Porphyromonas gingivalis,

Streptococcus mutans y combinaciones de los mismos.

20. Uso del chip (1) definido en cualquiera de las reivindicaciones 1-14 y/o del sistema
modular 3D definido en cualquiera de las reivindicaciones 15-16 o del dispositivo definido en
la reivindicacion 17 para la evaluacion in vitro de procesos de osteointegracion, biointegracion
y de la eficacia o prevencion de infecciones asociadas a implantes ortopédicos, dentales u

otros dispositivos médicos.

21. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 18-19 simultaneo con el uso definido en la

reivindicacion 20.

22. Método de evaluacion in vitro de procesos de osteointegracion, biointegracion y/o de
tratamiento o prevencién de infecciones asociadas a implantes ortopédicos, dentales u otros
dispositivos médicos que comprende:
a) disefar un chip (1) microfluidico segun se define en cualquiera de las reivindicaciones
1-14 y un elemento de ensayo (2) en funcion de la aplicacién deseada;
b) fabricar el chip (1) y el elemento de ensayo (2) del paso a) mediante impresion
tridimensional con materiales biocompatibles;
c) sembrar el elemento de ensayo (2) con células humanas o animales;
d) introducir el elemento de ensayo (2) sembrado en una camara (3) del chip (1) a través
de la abertura superior de la camara (3);
e) incorporar formulaciones terapéuticas o preventivas a través de la abertura superior
de la camara (3);
f) conectar el chip (1) a un sistema de flujo controlado mediante tubos de entrada y
salida, bomba peristaltica y reservorio de medio;
g) evaluar la capacidad de osteointegracion y/o la actividad antimicrobiana in vitro bajo
perfusion de un flujo controlado de las formulaciones terapéuticas o preventivas de

paso e).
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23. Método segun la reivindicacion 22 en el que, antes del paso e), se desarrolla un biofilm

sobre el elemento de ensayo (2).

24. Método de evaluacion in vitro de procesos de osteointegracion, biointegracion y/o de
tratamiento o prevencién de infecciones asociadas a implantes ortopédicos, dentales u otros
dispositivos médicos que comprende:

a) disenar dos o mas chips (1) microfluidicos segun se definen en cualquiera de las
reivindicaciones 1-14 y dos o mas elemento de ensayo (2) en funcion de la
aplicacion deseada;

b) fabricar los chips (1) y los elementos de ensayo (2) del paso a) mediante impresion
tridimensional con materiales biocompatibles;

c) sembrar los elementos de ensayo (2) de cada chip (1) con células humanas o
animales de igual o distinto origen

d) introducir los elementos de ensayo (2) sembrados con células de un mismo origen
en las camaras (3) de cada uno de los chips (1) a través de la abertura superior
de la camara (3);

e) incorporar formulaciones terapéuticas o preventivas a través de la abertura
superior de la camara (3);

f) conectar los distintos chips (1) mediante los elementos de conexion hermética
formando un sistema modular;

g) conectar el sistema modular del paso f) a un sistema de flujo controlado mediante
tubos de entrada y salida, bomba peristaltica y reservorio de medio;

h) evaluar la capacidad de osteointegracion y/o la actividad antimicrobiana in vitro
bajo perfusion de un flujo controlado de las formulaciones terapéuticas o

preventivas de paso e).

25. Método segun la reivindicacion 24 en el que las células humanas o animales son

osteoblastos.

26. Método segun la reivindicacion 24 en el que los microorganismos pertenecen a la especie

Candida albicans.

27. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 24-26 en el que, antes del paso €), se

desarrolla un biofilm sobre el elemento de ensayo (2).
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Figura 1a-e
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Figura 5
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