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compreender provisdo de varias células, provisdo de um campo magnético e levitacéo e pelo menos algumas das varias células
no campo magnético, onde as varias células compreendem nanoparticulas magnéticas. O método pode compreender também a
manutencao da levitagdo por um tempo suficiente para permitir o desenvolvimento da célula, de modo a formar um conjunto.
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“METODO PARA ORIENTAGCAO MAGNETICA”
REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS CORRELATOS

[001]Este pedido reivindica o beneficio do Pedido de Patente Provisério US
namero de série 61/099.966, depositado em 25 de setembro de 2008 que é incorpo-
rado ao presente documento como referéncia.

DEFINICOES

[002]“Padrao” conforme empregado no presente documento, se refere a uma
forma pré-definida, posicao, local e/ou orientagdo tanto em duas quanto em trés di-
mensoes.

[003]“Manipula” conforme empregada no presente documento se refere a va-
riacdo de um padrao com o passar do tempo.

[004]“Nanoparticulas,” conforme empregadas no presente documento se re-
ferem as particulas com faixas de tamanho geralmente de 0,1 nm a cerca de 100
micra; em algumas modalidades, nanoparticulas eu possuem faixas de tamanho de
cerca de 5 a cerca de 200 nm.

[005]“Conjunto” conforme empregado no presente documento se refere a um
grupamento de uma ou mais células e qualquer matriz extracelular ou outra substancia
gue tenha tendéncia a permanecer em proximidade com o grupamento.

[006] “Nanoparticulas magnéticas,” conforme empregadas no presente docu-
mento se referem as nanoparticulas nas quais a magnetizacdo em saturagao € pelo
menos de cerca de 0.001 emu/g; em algumas modalidades, a magnetizagdo em satu-
racéo pode estar entre cerca de 10 a 200 emu/g.

[007]“Hidrogel,” conforme empregado no presente documento se refere a um
material formado por incorporacao de qualquer tipo de bacteri6fago (também referido
como “fago”) com nanoparticulas. Variedades diferentes de hidrogéis podem ser indi-
cadas com niveis diferentes de especificidade. Fago Au pode ser a forma mais comum

referindo-se a qualquer tipo de fago e qualquer combinacado de nanoparticulas, pelo
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menos um tipo sendo Au. Fago Au-X especifica que a nanoparticula descrita por X
também esta presente. Variedades de fago especificas também podem ser especifi-
cadas.

[008]“Fago Au-MIO” conforme empregado no presente documento se refere a
um material formado por incorporacao de qualquer tipo de bacteri6fago com nanopar-
ticulas, pelo menos um tipo sendo Au e um tipo do mesmo sendo magnético.

[009]“Cultura de célula” conforme empregado no presente documento se re-
fere de modo geral as células em crescimento em um ambiente controlado. Em muitos
casos, o ambiente controlado € um ambiente artificial, laboratorial, algumas vezes re-
ferido como ambiente in vitro.

[0010]Conforme empregado no presente documento, o termo “alterado em
resposta ao campo magnético” e seus derivados incluem qualquer resposta dos sis-
temas da presente revelagdo ao campo magnético, incluindo, porém nao limitado a,
alteragdes de forma, tamanho, posi¢cdo, ambiente quimico, orientagdo de moléculas
e/ou células, bem como eventos celulares (nas modalidades dos sistemas e métodos
da presente revelagdo nas quais os sistemas e métodos compreendem uma ou mais
células) tais como, porém nao limitados a expressao génica, transducao de sinal, al-
teracdes de forma, posi¢ao, orientacao, e/ou ambiente quimico local das células. Ou-
tras respostas dos sistemas da presente revelacdo aos campos magnéticos podem
ser reconhecidas por um versado na técnica. Tais respostas sdo consideradas como
estando dentro do espirito da presente revelagéo.

[0011]Se houver qualquer conflito de emprego de uma palavra ou termo neste
relatério descritivo e uma ou mais patentes ou outros documentos que possam ser
incorporados ao presente documento como referéncia, as definigdes que sdo consis-
tentes com o relatério descritivo devem ser adotadas para fins de entendimento da
revelagéo.

ANTECEDENTES
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[0012]A presente revelagao se refere aos sistemas e métodos uteis na medi-
cina, biologia celular, nanotecnologia e cultura de células. Especificamente, pelo me-
nos em algumas modalidades, a presente revelacao se refere aos sistemas e métodos
para orientacao magnética e padronizacao de células e materiais. Algumas aplicacdes
especificas destes sistemas e métodos séo cultura de células levitadas fora de uma
superficie, fabricacdo e manipulacdo de padroes de células levitadas e cultura padro-
nizada das células sobre uma superficie.

[0013]Uma vez que o interesse na nanotecnologia, materiais e biologia celular
vem aumentando, se tornou evidente que uma limitagéo é a capacidade de controlar
e manipular o padrdo das células e materiais que séo uteis para biologia celular e
medicina (tais como, cultura de célula, construcdo de tecidos, pesquisa de célula
tronco, distribuicdo de medicamentos e nanoparticulas, biossensores e distribuicao
génica), molecular e bioeletronica e a construcao de materiais complexos.

[0014]Durante o desenvolvimento dos organismos vivos, a estrutura e a or-
dem na forma de padrdo naturalmente emergem através dos mecanismos que ainda
nao estdo completamente entendidos. Quando se deseja estudar ou replicar tecido
vivo em um ambiente artificial € importante ser capaz de reproduzir o padrao natural.
A capacidade de construir e controlar manualmente o padrao das células vivas, espe-
cialmente em trés dimensdes e sobre superficies, permitird muitas aplicacdes na bio-
engenharia e medicina.

[0015]A cultura de célula é uma ferramenta essencial em muitas areas da bi-
otecnologia, tal como pesquisa de células tronco, construgéo de tecidos e descoberta
de medicamentos. A cultura tradicional da célula em placas de Petri produz o desen-
volvimento bidimensional (2D) da célula com expresséo génica, sinalizacdo e morfo-
logia que podem diferir das condi¢des nos organismos vivos e assim comprometer a
revelacdo clinica. Determinadas limitacdes da cultura de célula tradicional na recapi-

tulacéo dos atributos dos tecidos em organismos vivos pode resultar de sua natureza
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em 2D Embora bioreatores de rotacdo e ambientes de gel a base de proteina tenham
sido desenvolvidos na tentativa de permitir cultivo tridimensional (3D) da célula, uma
ampla aplicacdo de tais métodos foi severamente impedida em raz&o dos altos custos
ou complexidade. Assim, uma tecnologia de plataforma para permitir cultivo em 3D da
célula ainda é uma necessidade nao satisfeita.

[0016]Em muitos casos, um ambiente de cultura de célula ideal € um que pro-
mova o crescimento rapido e robusto de células saudaveis, onde a morfologia celular
e funcéo sdo dominadas por interagdes de célula-célula, sinalizagdo especifica para
célula e/ou variaveis de controle experimental, ao invés das propriedades do meio de
cultura artificial. Frequentemente é desejavel desenvolver células que lembrem subs-
tancialmente de todo modo, as células crescidas nos organismos vivos, incluindo ex-
pressao génica, caracteristicas funcionais de células diferenciadas e a formacéao de
uma matriz extracelular. O custo e programacao da producao sdo também considera-
¢cOes importantes até o potencial de aplicagéo de tais tecnologias.

[0017]Adicionalmente, como o emprego de materiais nanodimensionados e
células cultivadas continua a se desenvolver, € muito dificil o desenvolvimento de sis-
temas para manipular de forma segura estas entidades. Por exemplo, agéncias regu-
ladoras e boas praticas laboratoriais frequentemente tentam minimizar a quantidade
de exposicao de materiais aos objetos externos, de modo a minimizar a contaminacao.
Aparte de tais praticas, a integridade de tais materiais pode ser comprometida por tal
exposicdo. Assim, os dispositivos que podem manipular materiais nanodimensiona-
dos e células e tecidos sem exposi¢cao aos objetos externos sdo desejaveis.

[0018]Os aspectos e vantagens da presente revelagéo ficardo claros aos ver-
sados na técnica quando da leitura da descricdo das modalidades que se seguem.

SUMARIO

[0019]A presente revelacao se refere, de modo geral, aos sistemas e métodos

Uteis na medicina, biologia celular, nanotecnologia e cultura de células.
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Especificamente, pelo menos em algumas modalidades, a presente revelagao se re-
fere aos sistemas e métodos para orientacdo magnética e padronizagcao de células e
materiais. Algumas aplicagdes especificas destes sistemas e métodos sdo a cultura
de células levitadas fora de uma superficie, fabricacdo e manipulacao de padrdes das
células levitadas e padronizacdo do cultivo das células sobre uma superficie.

[0020]A presente revelacao fornece, em determinadas modalidades, um mé-
todo para levitagdo de varias células. O método pode compreender provisdo de um
campo magnético. O método pode compreender também levitagdo de pelo menos
algumas das varias células no campo magnético, onde as vérias células compreen-
dem nanoparticulas magnéticas.

[0021]A presente revelacao também prové, em algumas modalidades, um mé-
todo para cultivo das células. O método pode compreender provisdo de varias células.
O método pode compreender também provisdo de um campo magnético. O método
pode compreender também levitagdo de pelo menos algumas das varias células no
campo magnético, onde as varias células compreendem nanoparticulas magnéticas.
O método pode compreender também manutengéo da levitagdo por um tempo sufici-
ente para permitir o crescimento celular para formar um conjunto.

[0022]A presente revelacdo também prové, em outras modalidades, um mé-
todo para manipulacéo de células. O método pode compreender provisao das primei-
ras varias células. O método pode compreender também provisdo de um campo mag-
nético. O método pode compreender também levitagéo de pelo menos algumas das
primeiras varias células no campo magnético, onde as primeiras varias células com-
preendem nanoparticulas magnéticas. O método pode compreender também variagao
do campo magnético com o passar do tempo, de modo a manipular pelo menos uma
primeira porcéo das primeiras varias células.

[0023]A presente revelacdo também prové, nas modalidades especificas, um

método para preparagcdo de nanoparticulas. O método pode compreender
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fornecimento de um hidrogel compreendendo nanoparticulas magnéticas. O método
pode compreender também provisdo de um campo magnético. O método pode com-
preender também a sujeicao do hidrogel ao campo magnético.

[0024]A presente revelacdo também prové, ainda em outras modalidades, um
sistema para levitagdo de varias células. O sistema pode compreender um campo
magnético. O sistema pode também compreender as varias células, onde as varias
células sdo dispostas no campo magnético e as varias células compreendem nano-
particulas magnéticas.

[0025]0s aspectos e vantagens da presente revelagéo ficardo claros aos ver-
sados na técnica. Embora inUmeras alteragdes possam ser feitas pelos versados na
técnica, tais alteracbes se encontram dentro do espirito da revelagao.

DESENHOS

[0026]Algumas modalidades exemplares especificas da revelacdo podem ser
entendidas com referéncia, por exemplo, em parte, a descrigdo que se segue € aos
desenhos apensos.

[0027]A figura 1 ilustra um exemplo de hidrogel de fago Au-MIO, de acordo
com determinadas modalidades da revelagao.

[0028]A figura 2 ilustra deslocamento magnético do fago Au-MIO, de acordo
com algumas modalidades da revelagéo.

[0029]A figura 3 ilustra cultura de células levitadas com base magnética com
anexacao inicial da célula, de acordo com algumas modalidades da revelacao.

[0030]A figura 4 ilustra cultura de células levitadas com base magnética na
auséncia de anexacdo da célula, de acordo com determinadas modalidades da reve-
lacao.

[0031]A figura 5 ilustra um conjunto levitado magneticamente, de acordo com
algumas modalidades da revelagéo.

[0032]A figura 6 ilustra células tronco neurais de murino levitadas
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magneticamente (NSC), de acordo com as modalidades da revelagao.

[0033]A figura 7 ilustra astrocitos humanos levitados magneticamente de
acordo com determinadas modalidades da revelagao.

[0034]A figura 8 ilustra conjuntos de gliobastomas levitados magneticamente
de acordo com determinadas modalidades da revelagéo.

[0035]A figura 9 ilustra células de melanoma levitadas magneticamente, de
acordo com determinadas modalidades da revelacéo.

[0036]A figura 10 ilustra imagens do microscépio eletrénico de transmissao
(TEM) de células de glioblastoma humano desenvolvidas com levitacdo magnética,
de acordo com as modalidades da revelagao.

[0037]A figura 11 ilustra imagens do microscépio eletrbnico de varredura
(SEM) mostrando a cultura levitada de estruturas em 3D, de acordo com as modali-
dades da revelagao.

[0038]A figura 12 ilustra uma comparagao dos conjuntos de células criados
com levitagdo magnética com um conjunto em 2D e um xenoenxerto de camundongo,
de acordo com determinadas modalidades da revelagéo.

[0039]A figura 13 ilustra a manipulacéo das células durante a cultura de célu-
las, incluindo controle da forma e posicao, cocultura e ensaio de confrontacéo, de
acordo com as modalidades da revelacao.

[0040]A figura 14 ilustra um exemplo de padronizacao da célula sobre uma
superficie, de acordo com algumas modalidades da revelagéo.

[0041]A figura 15 ilustra um exemplo de padronizacdo da célula sobre uma
superficie, de acordo com uma modalidade da revelagéo.

[0042]A figura 16 ilustra amostra de padréo litografico para obtencéo de pa-
dréo de superficie de células, de acordo com as modalidades da revelacao.

[0043]A figura 17 ilustra célculos de forca magnética, aplicavel a algumas mo-

dalidades da revelagéo.
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[0044]A figura 18 ilustra a construgéo de proto6tipo de microdispositivo para
fios litograficamente padronizados, de acordo com as modalidades da revelagéo.

[0045]A figura 19 ilustra um ajuste de microscopio e dispositivo de microchip
uteis em algumas modalidades da revelagéo.

[0046]A figura 20 ilustra manipulagéo e padronizagcao da superficie de células
tronco neurais com microdispositivo de padronizacdo de acordo com as modalidades
da revelagao.

[0047]A figura 21 ilustra manipulacdo e padronizagdo do material do fago Au-
MIO sem células, de acordo com as modalidades da revelacgéo.

[0048]A figura 22 ilustra gradiente de fago Au-MIO, de acordo com as moda-
lidades da revelacéo.

[0049]A figura 23 ilustra padronizacao de célula alvejada por receptor empre-
gando padronizagdo do campo magnético de hidrogéis, de acordo com algumas mo-
dalidades da revelacéo.

[0050]A figura 24 ilustra transducdo génica direcionada, magnética empre-
gando Au-MIO-AAVP, de acordo com as modalidades da revelagao.

[0051]A Patente ou o depdsito do Pedido apresenta pelo menos um desenho
executado em cores. Copias desta patente ou publicacdo de pedido de patente com
desenho(s) colorido(s) serao fornecidas pelo Escritério, mediante solicitacdo e paga-
mento das taxas necessarias.

[0052]Embora a presente revelacdo seja suscetivel a varias modificacdes e
formas alternativas, concretizagdes exemplares especificas foram mostradas nas fi-
guras e sao descritas no presente documento em mais detalhes. Deve ser entendido,
contudo, que a descricao das concretizacées exemplares especificas ndo se destina
a limitar a invencéao as formas especificas reveladas, porém ao contrario, esta revela-
cao cobre todas as modificacdes e equivalentes conforme ilustrados, em parte, pelas

reivindicagcbes apensas.
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DESCRICAO

[0053]A presente revelacao se refere, de modo geral, aos sistemas e métodos
Uteis na medicina, biologia celular, nanotecnologia, e cultura de células. Especifica-
mente, pelo menos em algumas modalidades, a presente revelacao se refere aos sis-
temas e métodos para orientacdo magnética e padronizacao de células e materiais.
Algumas aplicagOes especificas destes sistemas e métodos sdo cultura de células
levitadas fora de uma superficie, obtencdo e manipulagédo de padrdo de células levi-
tadas e padronizagao da cultura das células sobre uma superficie.

[0054]A presente revelagdo combina, de modo geral, campos e nanoparticu-
las magnéticas para prover uma plataforma virtual ou arcabouco para controlar o pa-
dréo das células e/ou forma dos conjuntos de células cultivados em um ambiente ar-
tificial. Em algumas modalidades, os métodos da presente revelacédo podem ser apli-
cados aos materiais magnéticos padrao propriamente, de modo a permitir muitas apli-
cagdes uteis na medicina, biologia celular, nanotecnologia, e cultura de células. Uma
das muitas vantagens em potencial dos dispositivos e métodos da presente invencéo,
apenas algumas das quais sendo reveladas no presente documento, é que as moda-
lidades da revelacdo podem permitir que células e materiais sejam manipulados e
padronizados com grande flexibilidade. Em algumas modalidades isto pode ser reali-
zado externamente (sem contato direto com a solugédo sendo manipulada) o que pos-
sui valor forcando a manipulacao de sistemas biolégicos e moleculares, cuja integri-
dade pode ser facilmente comprometida por contaminagédo ou manuseio18-24. Em
algumas modalidades, os sistemas da invencdo podem ser portateis, relativamente
baratos e faceis de serem fabricados. Algumas modalidades da revelagdo podem ser
acopladas a muitas modalidades diferentes de microscopia dptica e microscopia de
forga.

[0055]0s sistemas e métodos da presente revelacao fornecem varias outras

vantagens em relacdo aos sistemas e métodos tradicionais. Por exemplo, em
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determinadas modalidades, os sistemas e métodos da presente revelagdo podem per-
mitir a fabricacdo de um material sem contato direto dos objetos externos com o ma-
terial. Tal fabricacéo isenta de contato pode ser realizada, em parte, pelo uso de cam-
pos magnéticos e materiais que respondem a tais campos magnéticos. Adicional-
mente, os sistemas e métodos da presente revelacdo, em determinadas modalidades,
podem permitir controle das forgas mecéanicas colocadas sobre um material durante a
fabricacdo. Tal controle pode ser vantajoso, por exemplo, quando o material compre-
ende uma ou mais células que sdo sensiveis a tais forgas mecénicas, isto é, células
mecanossensiveis. Tais células incluem, porém nédo estdo limitadas as células tronco.
Adicionalmente, em determinadas modalidades, os sistemas e métodos da presente
revelacdo podem permitir manipulagéo precisa dos campos magnéticos empregados
nos sistemas e métodos da presente revelacao, tais como, a capacidade de gerar ou
remover tal campo magnético, aumento ou diminuicdo da resisténcia de tal campo
magnético ou modulagéo de tal campo magnético.

[0056]As modalidades da presente revelagdo podem fornecer crescimento da
célula em 3D com manipulagao flexivel, sem arcabouco (“arcabouco virtual’) do con-
junto e/ou forma do tecido em tempo real. Determinadas modalidades podem remover
a influéncia perturbadora de uma superficie, particula de nucleo ou matriz e concentrar
rapidamente as células para promover interacées célula-célula. Tais modalidades po-
dem nao requerer meios especificos ou controle de temperatura e/ou processamento
antes do emprego, e assim podem ser compativeis com técnicas de cultivo e diagnos-
tico padréo.

[0057]As células podem ser cultivadas, de acordo com as modalidades da
revelacdo, com varios tipos de células. As células podem ser colocadas em proximi-
dade em um modo controlado para facilitar a sinalizacéo celular e outras interacdes
célula-célula que podem ser fisicas ou quimicas e que possam afetar as propriedades

ou comportamento das células. Um exemplo disto seria um ensaio de confrontamento
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da cocultura com monitoramento in situ. A levitagdo magnética pode nao requerer
meio especifico, construcao de arcabougos, géis moldados e/ou bioreatores. As mo-
dalidades da revelacdo podem fornecer métodos simples, flexiveis e eficazes que po-
dem ser apropriado a uma faixa de aplicacdes na biotecnologia, descoberta de medi-
camentos, pesquisa de células tronco ou medicina regeneradora.

[0058]A levitacdo magnética, de acordo com as modalidades da revelagéo,
pode fornecer métodos para cultura de células em 3D com grande potencial para pes-
quisa e aplicagdo. A mesma pode apresentar vantagens significativas em relagcao aos
métodos de desenvolvimento tradicionais em 2D e metodologias de cultura em 3D
disponiveis atualmente. Em relacdo ao cultivo em 2D, as células podem se desenvol-
ver mais rapidamente sem a necessidade de passagens de células, o que é impor-
tante para o desenvolvimento das células sensiveis onde o tempo € um obstaculo. Em
contraste com os métodos de desenvolvimento em 3D estabelecidos, a levitacdo mag-
nética ndo precisa de meios especificos ou a fabricagdo de materiais projetados es-
pecialmente, construgéo de arcaboucgos, géis moldados e/ou bioreatores. A levitacao
magnética pode oferecer controle espacial e temporal da forma do conjunto, inicio
mais rapido e controlado das interacdes célula-célula, integracdo mais facil com diag-
nésticos de imageamento, velocidade de desenvolvimento aperfeicoada e escalabili-
dade.

[0059]As modalidades da revelacdo podem estar voltadas aos desafios exis-
tentes para o desenvolvimento de muitas aplicagbes com base na célula. Algumas
modalidades podem fornecer novos metodos para ensaios de tecido. Algumas moda-
lidades podem ser valiosas na descoberta de medicamento com alto rendimento de-
vido a taxa de desenvolvimento rapida, nivel disponivel de controle, melhora das inte-
racdes célula-célula e compatibilidade com técnicas de imageamento. Os métodos de
acordo com algumas modalidades podem evitar o contato da superficie com as célu-

las. Tais métodos podem manter a promessa de uso em pesquisas de célula tronco,
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em razdo do contato com superficies poliméricas ou vitreas, frequentemente usadas
na cultura da célula em 2D, podendo alterar a biologia das células tronco. A capaci-
dade de padronizagéo espacial e temporaria dos conjuntos multicelulares pode prover
beneficios a engenharia de tecidos. Do ponto de vista pratico, técnicas de acordo com
algumas modalidades podem ser rapidas, faceis, baratas e requerer pouca modifica-
cao dos procedimentos padrao de cultura de células.

[0060]Material do fago Au-MIO pode ser padronizado sem, ou antes, da intro-
ducédo das células, de acordo com algumas modalidades da revelagédo. A padroniza-
¢ao do hidrogel de fago pode ser util, entre outras coisas, porque o fago pode apre-
sentar muitas propriedades, tais como, a capacidade de servir como arcabouco para
o crescimento da célula, armazenamento para nutrientes da célula e vetor para a na-
noparticula, liberacdo de DNA ou RNA que podem ser especificas para célula.

[0061]Para determinadas modalidades da revelacao envolvendo células, as
células podem conter nanoparticulas magnéticas, nanoparticulas magnéticas fixadas
as mesmas ou apresentar nanoparticulas magnéticas embutidas no conjunto de célu-
las. Qualquer método para disposi¢cao das nanoparticulas magnéticas dentro ou sobre
as células ou no interior de um conjunto se encontra no escopo desta revelacao. Em
determinadas modalidades, os hidrogéis podem ser empregados para anexar, infundir
e dar entrada de particulas magnéticas no interior ou sobre as células e conjuntosi3.
Por exemplo, os hidrogéis podem ser usados para introduzir nanoparticulas magnéti-
cas no interior das células e, conforme as células se desenvolvem com o passar do
tempo, as nanoparticulas magnéticas podem ser expelidas das células e aprisionadas
na matriz extracelular do conjunto. Hidrogéis apropriados podem ser compostos de
nanoparticulas, tais como, ouro (Au) e/ou 6xido de ferro magnético (MIO, magnetita,
Fe304) com bacteridfago (fago Au-MIO). Hidrogéis apropriados conteriam pelo menos
uma nanoparticula magnética, se esta for superparamagnética, paramagnética, ferro-

magnética, e/ou ferrimagnética. Uma modalidade exemplar € ilustrada na figura 1.
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Adicionalmente, outras modalidades da revelagéo fornecem outros métodos pra fabri-
cacao de nanoparticulas magnéticas que entram nas células, atacam as células na
superficie ou incorporam-se ao interior de um conjunto de células. Outros modos co-
nhecidos na arte incluem esferas magnéticas revestidas com uma entidade de alveja-
mento de célula (por exemplo, uma célula ou receptor especifico para a proteina) ou
lipossomas contendo nanoparticulas magnéticas e campos magnéticos aplicados
para construir e liberar folhas de células in vitro14-17. Diferentes métodos podem
apresentar vantagens diferentes e um versado na técnica comum com o beneficio
desta revelacdo sabera qual método(s) € o mais vantajoso. Por exemplo, os liposso-
mas podem ser capazes de liberar grandes quantidades de nanoparticulas. Hidrogéis
e esferas magnéticas revestidas podem ser designadas para as células especificas
alvo. Por exemplo, os hidrogéis fabricados do fago da bactéria e um ou mais tipos de
nanoparticulas podem servir como um arcaboug¢o no desenvolvimento celular, arma-
zenamento para nutrientes celulares ou vetor para nanoparticula, liberacdo de DNA
ou RNA que pode ser especifica para célula. Os hidrogéis fabricados de fago de bac-
téria e um ou mais tipos de nanoparticulas podem ter a capacidade de atacar nano-
particulas sobre as células e infundir nanoparticulas no interior das células, o que pode
ser de grande valor para permitir modificacdo e controle das células no nivel quimico
e mecéanico13.

[0062]0 fago (também referido como bacteriéfago) util nos sistemas e méto-
dos da presente revelacao se refere a qualquer um dos indmeros virus capazes de
infectar bactérias. De modo geral, um bacteriéfago compreende uma casca de prote-
ina externa e um espaco interno compreendendo material genético que pode ser DNA
ou RNA. Em determinadas modalidades, o fago pode ser um fago filamentado, tal
como, porém ndo limitado ao bacteriéfago fd, f1 ou M13. Em determinadas modalida-
des, o fago é um bacteri6fago fd. Exemplos de fagos apropriados, bem como de com-

posicoes compreendendo fago e nanoparticulas e métodos de formacdo de tais
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composigdes sédo descritos na Publicagdo de Pedido de Patente Internacional numero
W02006/06017113, a revelagdo completa sendo desta forma incorporada ao presente
documento como referéncia.

[0063]Em determinadas modalidades, os sistemas da presente revelacéo po-
dem compreender, adicionalmente, uma fracao alvo, tal como, porém nao limitado ao
peptideo ou uma proteina revelada no bacteri6fago ou operativamente acoplada ao
bacteriéfago. A fracdo alvo pode ser operativamente acoplada (o que inclui ser reve-
lada sobre a superficie de um bacteriéfago) a um bacteriéfago, um conjunto condutor
ou um conduto de bacteriéfago. Em determinadas modalidades, a fragéo alvo pode
ser um peptideo e nas modalidades especificas, o peptideo pode ser um peptideo
ciclico. Tais peptideos ciclicos incluem, porém néao estao limitados aos peptideos ci-
clicos da forma CX7C, onde C é cisteina e X € um aminoacido aleatério. Em determi-
nadas modalidades, dominios de proteina maiores, tais como, anticorpos ou anticor-
pos de cadeia simples podem também ser revelados sobre ou operativamente ligados
ao fago, isto €, uma fragao alvo69. O conjunto também pode compreender uma fragao
alvo acoplada operativamente, especificamente acoplada covalentemente a um com-
ponente do sistema, por exemplo, fago ou nanoparticula. Em determinadas modalida-
des, a fragéo alvo é um peptideo. Fracdes alvo de peptideo alvo apropriadas séo des-
critas na Publicacdo de Pedido de Patente Internacional nimero WO2006/06017113,
a revelacao relevante da mesma sendo incorporada como referéncia. Em determina-
das modalidades a fragédo alvo € compreendida de uma proteina plll ou pVIIl do bac-
teri6fago. Em determinadas modalidades, as fragdes alvo podem ser identificadas por
classificacao dos peptideos apresentados ou incluidos na proteina plll e/ou pVIIl, nas
concretizagbes preferidas a proteina pVIIL.

[0064]0s sistemas da presente revelacdo podem compreender, adicional-
mente, um agente de organizacdao que promove um empacotamento organizado das

nanoparticulas condutoras. Um agente de organizacao pode incluir, porém nao esta
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limitado a um peptideo, um pirrol, um imidazol, histidina, cisteina ou triptofano. Adici-
onalmente, os sistemas da presente revelagcdo podem compreender um agente tera-
péutico, tal como, molécula terapéutica ou acido nucléico. Em determinadas modali-
dades, um agente de organizacao pode induzir a agregacao ou acoplar duas ou mais
particulas para formar conjuntos e nao € limitada aos agentes que induzem uma dis-
posicao ordenada das moléculas, tais como, latice. Em determinadas modalidades, o
agente terapéutico é um agente de organizagdo. Em determinadas modalidades, os
sistemas da presente revelacdo podem estar compreendidos em uma composi¢cao
farmaceuticamente aceitavel. Determinadas modalidades da revelagao incluem siste-
mas que podem compreender, adicionalmente, uma célula compreendendo ou opera-
tivamente acoplada ao bacteriéfago.

[0065]Em algumas modalidades, um fago Au-MIO pode ser agrupado a partir
de Au, nanoparticulas magnéticas de magnetita e fago usando um método de auto-
grupamento de baixo para cima39, 40. A cor e a microestrutura podem ser vistas com
microscopia de campo escuro € podem ser qualitativamente semelhantes as observa-
cbes reportadas anteriormente dos grupos de fago-Au (ndo apresentando MI0)40. De
modo geral, o sistema de fago Au-MIO pode emular o comportamento dos hidrogéis
de fago-Au, que podem ser predominantemente estabilizados por interagdes eletros-
taticas39,40, conforme ilustrado na figura 1. Ambas as particulas de Au e MIO podem
adquirir carga negativa sob condi¢des de solucao aquosa (pH 6,0)39-41 e podem ser
atraidas para o fago carregado positivamente. O fago e MIO podem n&o formar um
hidrogel sem Au, contudo, sugerindo que o MIO pode ser menos eficaz no estabele-
cimento da ligacdo cruzada entre o fago. Em alguns exemplos, o tamanho ligeiramente
menor das particulas de MIO ou a distribuicdo de tamanho polidispersa pode reduzir
a eficacia no estabelecimento de uma ligacao cruzada. As nanoparticulas de MIO po-
dem ser um melhorador de contraste no imageamento de ressonancia magnética co-

mum (MRI)25 conforme ilustrado na figura 1, as imagens de MR carregadas com T2*
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do fago Au-MIO e um hidrogel de fago-Au de controle (MRI).

[0066]As nanoparticulas uteis nos sistemas e métodos da presente revelagao
compreendem, tipicamente, uma ou mais nanoparticulas condutoras. Frequente-
mente, as nanoparticulas metélicas condutoras serdo capazes de serem magnetiza-
das ou magnéticas. Em determinadas modalidades, a nanoparticula condutora meta-
lica compreende Au, Ag, Pt, Ti, Al, Si, Ge, Cu, Cr, W, Fe ou um 6xido correspondente.
Nas modalidades especificas, a nanoparticula condutora € um grupamento de Au, tal
como, porém nao limitado a um grupamento de Au-magnetita. Em determinadas mo-
dalidades, as nanoparticulas condutoras podem apresentar um diametro de cerca de
2 nm a cerca de 100 um. Em determinadas modalidades, varias nanoparticulas podem
estar embutidas em outros materiais e podem ser condutoras ou ndo condutoras. Em
determinadas modalidades, as nanoparticulas podem ser revestidas com materiais
condutores ou ndo condutores. Um exemplo dos sistemas da presente revelacao con-
tendo nanoparticulas do grupamento Au-magnetita € mostrado na figura 1.

[0067]Em algumas modalidades, nanoparticulas magnéticas de modo geral
podem ser de qualquer tipo de material magnético. Por exemplo, nanoparticulas mag-
néticas apropriadas podem ser fabricadas de magnetita. Em determinadas modalida-
des, as nanoparticulas magnéticas de magnetita podem apresentar tamanhos abaixo
de 30 nm, uma vez que as particulas de magnetita podem ser superparamagnéticas
naquela faixa de tamanho. Em outras modalidades, as nanoparticulas magnéticas de
magnetita podem apresentar tamanhos maiores e podem mostrar caracteristica de
magnetizagdo remanescente de ferrimagnetismo em volume. Nanoparticulas magné-
ticas apropriadas podem ser de tamanho de particula polidisperso < 50 nm e podem
ser estabilizadas com um agente tensoativo de PVP (poli vinil pirrolidona). Tais nano-
particulas magnéticas apropriadas podem ser comercialmente disponiveis na Sigma-
Aldrich. Uma lista parcial dos exemplos de outras opcdes para nanoparticulas mag-

néticas apropriadas incluem ferro puro, niquel, cobalto, CoFe20Os4 e NdFeB.
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Nanoparticulas magnéticas apropriadas podem ser revestidas ou ndo. Um versado na
técnica com os beneficios desta revelagcdo conhecerdo qual material e opg¢ao de re-
vestimento € melhor para qualquer dada situacao especifica.

[0068]Nanoparticulas magnéticas vém sendo usadas extensivamente nas
aplicacdes biologicas, tais como, para imageamento de MRI25, classificagdo da cé-
lula25, padronizacdo da superficie26-30, mecanocondicionamento das células28 e
estudos de propriedades de membranas mechanosensiveis28. A magnetita € uma
escolha comum da nanoparticula magnética, uma vez que as nanoparticulas magné-
ticas com tamanhos abaixo de 30 nm podem ser superparamagnéticas e nanoparti-
culas de magnetita de tamanho maior podem revelar caracteristica de magnetizacao
remanescente do ferrimagnetismo em volume. Em ambos os casos, as particulas po-
dem ser atraidas para o0 maximo de um campo magnético aplicado31. Nanoparticulas
magnéticas de muitos tipos podem ser modificadas para alvejar proteinas especificas
e mostraram ser biocompativeis28. Esta dentro do espirito desta revelagéo usar na-
noparticulas magnéticas de qualquer tipo de material. Um versado na técnica comum
com o beneficio desta revelagdo conhecera que tipo de material € melhor para uma
situacao especifica. Por exemplo, a magnetita pode ser uma boa escolha porque ela
possui uma grande magnetizacdo de saturacao, assim, forgcas relativamente grandes,
podem ser geradas relativamente com poucas particulas. A mesma é também facil-
mente obtida comercialmente e algo padrao porque muito trabalho foi realizado com
a mesma. Adicionalmente, as nanoparticulas magnéticas podem ser revestidas ou
ndo. Uma lista parcial dos exemplos de outras opgdes apropriadas inclui ferro puro,
niquel, cobalto, CoFe204 e NdFeB.

[0069]Microveiculos34 ou particulas de nucleo35 que podem conter material
magnético também vém sendo empregadas para prover uma superficie para ancora-
mento de células dependentes e permitem os beneficios de cultura em suspensao.

Os microveiculos também referidos como particulas de nucleo, esferas, esferas de
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cultura de célula, microesferas ou microveiculos sdo particulas sélidas, tipicamente
superiores as de tamanho nano, que podem suportar o ancoramento e desenvolvi-
mento das células vivas3+3°. Em algumas implementagdes, os microveiculos sdo mai-
ores que as células. As particulas magnetizadas sao preferivelmente revestidas com
um material adesivo celular, tal como, colageno, para facilitar a aderéncia celular®.
As células tipicamente proliferam por algum tempo antes das interfaces de célula-cé-
lula serem maiores que as interfaces de célula-esfera. Também, as esferas que per-
manecem no conjunto podem influenciar as propriedades mecénicas do tecido, o que
é importante para as aplicagdes de construgao do tecido. Pode também ser dificil pa-
dronizar estruturas pequenas ou numeros pequenos de células com esferas de micro-
veiculo, uma vez que as esferas sdo muito grandes.

[0070]A figura 1 ilustra um exemplo de hidrogel de fago Au-MIO usado para
liberar nanoparticulas dentro e sobre as células e dentro dos conjuntos em determi-
nadas modalidades da revelagao. A figura 1A ilustra um frasco exemplar de um hidro-
gel contendo MIO (indicado pela seta) em agua. A figura 1B ilustra um esquema exem-
plar de interagéo eletrostatica de nanoparticulas (esferas) com fago (estruturas alon-
gadas). Nanoparticulas amarelas (ouro) e marrons (MIO) séo ilustradas (n&o dese-
nhado em escala). A figura 1C ilustra uma imagem MRI exemplar (carregada com T2)
de hidrogel purificado na solucéo. Hidrogel contendo MIO (painel superior), média T2*
= 76 ms e controle de hidrogel isento de MIO (painel inferior), média T2* = 253 ms. O
contraste da imagem entre o hidrogel contendo MIO e o controle negativo resulta da
reducao na constante de relaxamento de T2*, na presenca de nanoparticulas de MIO
(barra de escala = 2 mm).

[0071]De acordo com algumas modalidades, os campos magnéticos criados
tanto com imas permanentes ou fios de transporte de corrente, podem aplicar forgas
as nanoparticulas magnéticas e assim as células e/ou conjuntos. Tais forcas podem

mover as células e/ou conjuntos a frente ou manter os mesmos na regiao de amplitude
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maxima de campo magneético. Devido a flexibilidade dos campos magnéticos de con-
formacao e alteracdo, a forma das células e as amostras de tecido resultantes, suas
formas podem ser conformadas e alteradas, conforme ilustrado na figura 2. Um ver-
sado na técnica comum com o beneficio desta revelacdo conhecera se é mais vanta-
joso usar imas permanentes, imas de transporte de corrente ou alguma combinacéo.
Por exemplo, imas permanentes podem produzir campos maiores e forcas e coletar
mais células. Os fios podem ser mais facilmente padronizados para formar padrbes
de campo magnético, podem fazer estruturas menores e podem ser mais flexiveis
para manipulacéo.

[0072]A figura 2 ilustra deslocamento magnético do fago Au-MIO, de acordo
com algumas modalidades da revelacdo. Nesta ilustracdo, o fago Au-MIO pode ser
preparado com tamanhos diferentes de nanoparticulas de Au (18 nm, painel superior;
30 nm, médio; e 45 nm, inferior) sob a mesma concentracéo de fago e nanoparticula
de MiO. No presente documento, o hidrogel especificamente empregado é Au-MIO
AAVP-RGD-4C (AAVP, fago do virus adeno associado),38 porém o tipo especifico de
fago nédo é importante para o sucesso da invengao. Os hidrogéis preparados com 0s
diferentes tamanhos podem mostrar diferentes respostas ao campo magnético, po-
rém, em geral, eles podem ser todos atraidos quando o campo magnético é mais forte.
Para estes dados, o im& permanente pode ser colocado imediatamente do lado de
fora do poco, conforme indicado pela seta apontando na diregao do ima.

[0073]Em algumas modalidades, as células podem ser levitadas magnetica-
mente. Conforme ilustrado na figura 3, as células podem ser desenvolvidas em trés
dimensdes fora de uma superficie, algumas vezes referida como cultura de célula le-
vitada. Por exemplo, células tronco neurais (NSC) de murino C17.2 podem ser assim
cultivadas25. As células podem ser desenvolvidas na interface de ar-liquido. As célu-
las tronco neurais podem ser anexadas a superficie de fundo plana da placa de cultura

e uma preparacao de hidrogel contendo MIO pode ser dispersa através de pipetagem.
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Frequentemente, a distribuicdo dos fragmentos de hidrogel pode ndo ser importante.
Conforme ilustrado na figura 3A, a mistura pode ser incubada sob condi¢gdes de cultura
de tecido padréo. A incubacgéo por toda noite pode fornecer resultados semelhantes
aos estudos anteriores usando microscopia confocal para mostrar que as particulas
de fago alvejadas e nanoparticulas de ouro aderem as membranas de células exter-
nas de mamiferos e sofrem internalizacdo mediada por receptor 39, 40. Conforme
ilustrado na figura 3B, as células tronco neurais podem ser enxaguadas com salmoura
tamponada com fosfato (PBS) e hidrogel remanescentes pode ser removido. As célu-
las tronco neurais podem ser destacadas da superficie com um tratamento padrao de
tripsina:EDTAS39, 40. Um im& pode ser colocado acima do prato contendo cultura de
tecido, conforme ilustrado na figura 3C. A mistura de células tronco neurais e hidrogel
contendo MiO pode coelevar-se para a interface ar-liquido devido a atracdo das na-
noparticulas para regidées de campo magnético alto31. Em algumas modalidades, o
campo magnético pode concentrar conjuntos de células levitadas juntas (nas vizinhan-
cas, em proximidade, e/ou em contato fisico) permitindo as interagdes célula-célula,
por exemplo, sinalizacdo da célula através de vias quimicas ou mecénicas. As células
podem nado ser capazes de deixar o liquido devido a tensédo superficial. Conforme
ilustrado na figura 3D pode haver evidéncia de aspectos de conjunto multicelular 3D
em grande e pequena escala com morfogénese de ramificagdo reprodutivel e carac-
teristica42,43.

[0074]Em determinadas modalidades da revelagdo, as células podem ser
magneticamente levitadas fora de uma superficie, o que pode permitir o cultivo de
conjuntos em 3D, incluindo criacdo e manipulagdo de formas e padréo levitados de
conjuntos. Em algumas modalidades, a forma de um conjunto pode ser influenciada
para formar um padrao ou distribuicdo especifica em 2D ou 3D. Quando mais de um
tipo de célula estiver presente a influéncia da forma de um conjunto também pode

incluir alteracao da disposicao relativa de diferentes populacdes de células dentro do
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conjunto. Por exemplo, camadas de tipos diferentes de células podem ser formadas.
As camadas podem ser formadas como folhas ou as camadas podem variar radial-
mente, como quando um tipo de célula estiver se desenvolvendo ao redor de um con-
junto central de outro tipo de célula. llustracdes de tal modalidade sdo mostradas nas
figuras 3-13.

[0075]0s campos magnéticos usados nos sistemas e métodos da presente
revelacdo podem ser providos por qualquer fonte apropriada. Tais fontes incluem, po-
rém nao estado limitadas aos campos magnéticos gerados pelos imas, campos mag-
néticos gerados pelo fluxo de corrente elétrica ou uma combinagédo dos mesmos. Em
determinadas modalidades, campos magnéticos apropriados gerados pelo fluxo de
corrente elétrica podem ser providos pelo fluxo de corrente elétrica através de um ou
mais fios condutores. Algumas modalidades utilizam especificamente anéis magnéti-
cos. Nanoparticulas magnéticas podem ser preferencialmente arrastadas para o eixo
geométrico de simetria de um anel magnético, enquanto se permite que a luz passe
através da abertura central de um anel magnético. Estes dois efeitos, tomados em
conjunto, podem permitir a visualizagdo dos conjuntos e da cultura de células quando
as células levitam com os anéis magnéticos. Os anéis magnéticos séo tradicional-
mente imas circulares, permanentes, embora qualquer tipo de ima de qualquer geo-
metria fornecendo uma abertura central estaria dentro do espirito da revelacdo. Um
exemplo de anel magnético é ilustrado nas figuras 3C e D.

[0076]Campos magnéticos extremamente grandes (> 4 T), tais como, nos ori-
ficios dos imas MRI supercondutores vém sendo empregados para levitar células atra-
vés do diamagnetismo natural dos materiais biol6gicos32 e imds menores podem ser
usados para aprisionar células imersas em um meio com uma concentracdo alta de
sais paramagnéticos33.

[0077]0utros esquemas para controlar a forma em 3D dos conjuntos podem

requerer a fabricagdo de materiais especialmente projetados, arcaboucos
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construidos36, géis moldados e/ou bioreatores com base em rotagdo ou agitacao.
Frequentemente, tais materiais e instrumentos podem ser caros, especificos para cé-
lula e ndo biocompativeis o que limita sua aplicabilidade. Arcabougos biodegradaveis
porosos e matrizes de proteina que promovem a adesao celular e imitam ou promo-
vem a formacgao de matriz extracelular séo rotineiramente empregados para producao
de amostras de tecido ex vivo em 3D37, porém podem sofrer de propagacao lenta das
células nas construcdes e estabelecimento de interacdes célula-célula14-17 e desa-
fios no projeto de um arcabougo biocompativel que ndo perturbe as propriedades da
célula.7, 11

[0078]As modalidades da presente revelacdo podem prover desenvolvimento
celular em 3D com manipulagao flexivel, sem arcabouco (“arcabouco virtual”) da forma
do tecido em tempo real. Determinadas modalidades removem a influéncia de pertur-
bacdo de uma superficie, particula de nucleo ou matriz e rapidamente concentram as
células para promover interagées célula-célula. Tais modalidades podem n&o requerer
meios especificos ou controle de temperatura e/ou processamento antes do uso e
podem ser compativeis com técnicas de cultura e diagndstico padréo.

[0079]A figura 3 ilustra um conjunto de células levitadas de acordo com algu-
mas modalidades da revelacdo. O painel superior de cada estrutura ilustra um es-
guema e o painel inferior correspondente pode ser uma microfotografia representativa
das células tronco neurais (NSC) no mesmo estagio do processo. A figura 3A ilustra
um hidrogel de fago Au-MIO disperso sobre as células, onde a mistura apode ser in-
cubada para liberar nanoparticulas por sobre e no interior das células. As manchas
pretas ilustram fragmentos macroscépicos do hidrogel. A figura 3B ilustra fragmentos
de hidrogel em excesso, nado interativos que podem ser removidos durante lavagens.
A figura 3C ilustra a mistura magnetizada se elevando para a interface de ar-meio
guando o im& é colocado. Esta imagem ilustra a mistura apds 15 minutos de levitacéo.

A figura 3D ilustra estruturas multicelulares caracteristicas e reprodutiveis formadas
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apos 12 horas de levitagao. As regides escuras podem resultar do aumento da espes-
sura oOptica da massa celular. As barras de escala em cada figura sao de 30 um.
[0080]A figura 4 ilustra a levitagcdo magnética de uma célula na auséncia de
anexacao da célula, de acordo com determinadas modalidades da revelacéo. A figura
4A ilustra um fago Au-MIO incubado com células suspensas por 15 minutos. Apds
incubacao, o fago Au-MIO mais a mistura de célula podem ser transferidos para uma
placa de cultura de célula. Um ima pode ser adicionado para levitar as células mag-
netizadas. A figura 4B ilustra fotomicrografias de contraste de fase (esquerda) e fluo-
rescéncia (direita) de astrdcitos humanos normais expressando proteina fluorescente
“‘mCherry” levitados 15 minutos apds o inicio da levitagdo e 48 horas apds o inicio da
levitacdo, onde a barra de escala é de 200 um. Em 48 horas, esferoides multicelulares
podem ser observados. O painel a extrema direita na figura 4C mostra uma imagem
ampliada de um esferoide (fluorescéncia mCherry, barra de escala de 50 pm).
[0081]Algumas modalidades fornecem um procedimento para cultivo levitado
através de levitacdo magnética sem anexagado da superficie. As células suspensas
podem ser incubadas com o fago Au-MIO. A incubagéo pode durar cerca de 15 minu-
tos, ap6s o que as células suspensas podem ser magneticamente levitadas, conforme
ilustrado na figura 4. Sem limitar a revelacao a uma teoria especifica ou mecanismo
de acéo, acredita-se atualmente que o campo das células levitadas versus néo levita-
das é influenciado pela quantidade de fago Au-MIO, tempo de incubagéo, resisténcia
e gradiente do campo magnético e distancia do ima para a superficie inferior. Con-
forme ilustrado nas figuras 4B e C, os astrdcitos humanos normais transfectados com
mCherry podem ser cultivados por 15 minutos e 48 horas. Tais procedimentos podem
prover uma técnica mais simples e rapida, embora o rendimento das células possa
ser menor. Tal procedimento pode aliviar a necessidade de anexacéo da superficie,
de modo que possa ser usado com estoques de células diretamente descongelados

de armazenamento congelado. Esta técnica pode ser aplicada a uma variedade de
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tipos de células. Por exemplo, as células de glioblastoma humano (figura 5), células
tronco diferenciadas (figura 6), astrocitos humanos (figura 7), conjuntos de glioblas-
toma (figura 8) e melanoma (figura 9).

[0082]A figura 5 ilustra um conjunto de células magneticamente levitadas de
acordo com algumas modalidades da revelagéo. As células de glioblastoma humano
(fileira inferior) podem ser tratadas com hidrogel contendo 6xido de ferro magnético
(MIO) e mantidas na interface de ar-meio pelo campo magnético criado pelo ima ane-
xado a parte superior da placa de cultura de tecido (fileira superior). Isto ilustra a barra
de escala como sendo de 5 mm e a imagem realizada em 48 horas de cultura.

[0083]A figura 6 ilustra células tronco neurais de murino, diferenciadas, levita-
das magneticamente (NSC), de acordo com as modalidades da revelagcdo. As NSCs
anexadas a superficie foram tratadas com mitomicina (1 ug/mL para diferenciagéo)
por 8 horas antes da suspensao das células. A figura ilustra 24 horas ap6s o inicio da
levitacao.

[0084]A figura 7 ilustra astrécitos humanos levitados magneticamente, de
acordo com determinadas modalidades da revelagao.

[0085]A figura 8 ilustra conjuntos de glioblastoma levitados magneticamente
de acordo com determinadas modalidades da revelacéo.

[0086]A figura 9 ilustra células de melanoma suspensas magneticamente
(B16), de acordo com determinadas modalidades da revelacéo, que podem se desen-
volver com uma folha. O melanoma, um tipo de cancer de pele raro, porém mortal, é
geralmente um tumor maligno que se manifesta do crescimento descontrolado de cé-
lulas de pigmento, denominadas melandcitos.

[0087]Embora as células de mamiferos possam eventualmente processar ma-
terial biolégico, tal como, fago38, a destruicdo celular das nanoparticulas metélicas
nao é bem entendida. Algumas modalidades da revelagao, contudo, podem demons-

trar a presenca a longo prazo de nanoparticulas de MIO nos conjuntos levitados. Por
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exemplo, apds meses de cultivo levitado, os conjuntos multicelulares viaveis podem
cair quando o campo magnético € removido e podem levitar novamente quando o
campo magnético é reaplicado. A dindmica de longo prazo das nanoparticulas de MIO
nas células ndo é totalmente entendida44-46. Contudo, conforme ilustrado na figura
10, a analise do microscépio eletrbnico de transmissao (TEM) pode mostrar que, apos
cerca de uma semana de cultivo levitado, as células de glioblastoma humano levitadas
podem liberar predominantemente nanoparticulas para o meio e/ou matriz extracelu-
lar. Sem determinacdo de mecanismo(s) molecular(es) para estas observagdes (tais
como, secrecao, morte apoptética da célula ou uma combinagéo), a “entrada” apa-
rente das nanoparticulas metélicas no conjunto pode explicar a capacidade do sistema
de levitar os conjuntos por periodos de tempo relativamente expandidos.

[0088]O TEM das secdes transversais dos esferoides das células de glioblas-
toma humano que se desenvolveram através de levitacdo magnética, de acordo com
a presente revelagédo, mostra a localizagdo das nanoparticulas em diferentes estagios,
conforme ilustrado na figura 10. Por exemplo, apds 24 horas de levitagdo, o volume
das nanoparticulas pode estar contido no citoplasma da célula, consistentemente com
os relatérios anteriores39, 47, 48. As células podem processar as nanoparticulas apés
8 dias de cultura e elas podem aparecer na matriz extracelular (ECM). Este pode ser
0 caso onde a divisdo celular e desenvolvimento do esferoide conduz presumivel-
mente a uma distribuicao diferencial das nanoparticulas (preferivelmente presentes no
centro do esferoide ao invés da regido externa).

[0089]A figura 10 ilustra imagens do microscépio eletrénico de transmissao
(TEM) de células de glioblastoma humano que se desenvolveram com levitagdo mag-
nética, de acordo com as modalidades da revelagdo. Em direcdo a esquerda da figura
10, as nanoparticulas (pretas) podem ser vistas dentro das células apds 24 horas de
cultivo. Na parte mediana da figura 10, nanoparticulas podem ser vistas na regiao

central do esferoide de tecido, porém mais amplamente na matriz extracelular apés 8
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dias de cultura. Na diregao da direita da figura 10, as regides externas do esferoide
(ap6s 8 dias de cultivo) podem ser vistas ndo contendo nanoparticulas detectaveis.
Nesta ilustracdo, a barra de escala € de 5 ym. A coesividade do conjunto e retencéo
das nanoparticulas no conjunto podem permitir que o conjunto seja levitado, conforme
descrito no texto.

[0090]Em algumas modalidades, o cultivo por levitacdo magnética pode pro-
duzir conjuntos em 3D. Conforme ilustrado na figura 11, imagens do microscépio ele-
trénico de varredura (SEM) podem mostrar a natureza em 3D das células de glioblas-
toma humano desenvolvidas sob levitagcdo magnética, de acordo com as modalidades
da revelagdo. Por exemplo, imagens SEM podem ser capturadas com o microscdpio
eletrénico de varredura JSM 5900, disponivel comercialmente na JEOL USA, Inc., de
Peabody, MA, equipado com um detector de elétron retrodifusor e camera digital. Adi-
cionalmente, estruturas multicelulares de células de glioblastoma humano podem ser
fixadas, secas ao ponto critico e revestidas com Au/Pd.49

[0091]A figura 11 ilustra imagens do microscépio eletrbnico de varredura
(SEM) mostrando cultivo levitado de estruturas em 3D de acordo com as modalidades
da revelacdo. A SEM das células de glioblastoma humano desenvolvidas sob levita-
cdo magnética por 24 horas pode ser vista na direcdo a esquerda, enquanto aquela
para e de 8 dias pode ser vista na direcao a direita, onde a barra de escala é de 100
um.

[0092]Algumas modalidades podem prover resultados que comparam favora-
velmente com os métodos tradicionais. Por exemplo, o cultivo por levitagcdo magnética
pode prover resultados favoraveis quando comparado ao cultivo tradicional em 2D. O
crescimento da célula pode ser avaliado através de monitoramento visual e quantita-
tivo da taxa de formacéao, tamanho e viabilidade das células de glioblastoma humano
modificadas geneticamente por um periodo de 8 dias por monitoramento da fluores-

céncia da expressao de proteina estavel de mCherry, conforme ilustrado na figura
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12A. As células podem ficar juntas dentro de 30 minutos da levitagdo. Além disto, um
conjunto multicelular coesivo pode emergir por 24 horas e uma forma esferoide pode
se formar entre 3-8 dias. Fluorescéncia vermelho intenso da expressao da proteina
mCherry pode ser observada, o que pode confirmar a viabilidade da célula dentro do
conjunto em 3D. Em algumas modalidades, os conjuntos podem ser mantidos por pelo
menos tanto quanto 12 semanas ou mais. A taxa de crescimento das células levitadas
magneticamente em comparagao as células cultivadas em placas de cultura em 2D é
ilustrada na figura 12B. Em contraste com a tendéncia exponencial indicada para o
crescimento das células levitadas, as células cultivadas em 2D mostram um padréo
de desenvolvimento linear, um aspecto tipico dos conjuntos anexados na superficie50.
Em parte devido ao volume acessivel durante o desenvolvimento em 3D das células
levitadas, um conjunto grande pode ser obtido com ciclos de destacamento/nova co-
locacao em placa (“passagem”) de modo geral necessarios no cultivo padrao de teci-
dos em 2D.

[0093]As células cultivadas por levitagcdo magnética, de acordo com as moda-
lidades da revelacédo, podem mostrar similaridade aos tecidos in vivo. Tais similarida-
des podem ser vantajosas para determinadas aplicagdes. Por exemplo, a expressao
da proteina nas células de glioblastoma humano pode exibir similaridades. A figura
12C ilustra uma comparacado da expressao do marcador de N-caderina nas células
levitadas, células que se desenvolvem em uma superficie 2D de uma placa de Petri e
células em xenoenxertos de tumor em camundongos imunodeficientes. Sem limitar a
revelagdo a uma teoria especifica ou mecanismo de agao, acredita-se correntemente
que a N-caderina, uma proteina de transmembrana que media interagdes de célula-
célula através das interacdes de adesdo da célula homotipica51 pode fornecer um
padrao de expressao que na realidade recapitula pelo menos alguns tragos semelhan-
tes in vivo das células que se desenvolvem em 3D. Na realidade, conjuntos 2D podem

mostrar N-caderina difundida no citoplasma e nucleo, porém ausente da membrana
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enquanto as células levitadas expressam N-caderina na membrana, citoplasma e jun-
cbes de células (relacionado ao padrdo de expressao de proteina observado nos xe-
noenxertos de tumor). Esta observacao é qualitativamente consistente com os resul-
tados reportados recentemente por Ofek e outros.,51 onde a cartilagem desenvolvida
in vitro também rendeu padrédo de expressédo de N-caderina diferencial em cultura le-
vitada em relacédo a 2D. Sem levitacdo, ndo havera alteracao detectavel na expressao
de N-caderina nas células de glioblastoma anexadas com qualquer combinagao de
hidrogéis contendo MIO e/ou campos magnéticos. Assim, em algumas modalidades,
a levitagédo induzida magneticamente das células in vitro pode prover um substituto
complementarmente mais barato que a geracdo em laboratério e de custo intensivo e
manutencdo de xenoenxertos de tumor de cérebro humano em camundongos imuno-
deficientes52. Em geral, indicacdes sdo de que a levitacdo magnética pode produzir
células que sdao mais semelhantes as células nos organismos vivos que as obtidas
com técnicas tradicionais de cultivo artificial.

[0094]A figura 12 ilustra uma comparacdo do conjunto de células levitadas
com conjunto 2D e xenoenxerto de camundongo de acordo com determinadas moda-
lidades da revelacdo. A figura 12A ilustra fotomicrografias de contraste de fase (su-
perior) e fluorescéncia (inferior; células expressando mCherry através da transfeccao
estavel) de células de glioblastoma humano levitadas que foram monitoradas em um
intervalo de 8 dias. Dentro de algumas horas, as células podem se juntar. Em 24 ho-
ras, pode haver um conjunto multicelular definido de células de glioblastoma humano
que eventualmente formaram um esferoide. Nesta ilustracdo, a barra de escala é de
200 um. Na figura 12B, o numero de células como uma fungéo do tempo para o con-
junto de células levitado em 12A é ilustrado (quadrados, linha azul indica tendéncia
de desenvolvimento exponencial). Também é ilustrado um conjunto em 2D represen-
tativo (tridngulos, linha vermelha mostra tendéncia linear). A figura 12C ilustra imuno-

fluorescéncia de N-caderina (vermelho, Alexanfluor 555) e coloragdo nuclear (azul,
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DAPI) de cérebro de camundongo contendo xenoenxerto de glioblastoma humano,
células de glioblastoma humano cultivadas por levitagdo magnética em 3D por 48 ho-
ras e conjunto padrdo em 2D de célula de glioblastoma humano anexada a umalamina
de vidro com revestimento deslizante, onde a barra de escala é de 10 uym.

[0095]0s métodos de acordo com determinadas modalidades da revelacao
podem fornecer padronizacao celular, controle de forma e manipulacédo da forma de-
pendente do tempo. Conforme discutido anteriormente, a levitagdo magnética pode
resultar da atragdo das nanoparticulas de MIO em relagao as regiées de campo mag-
nético alto. Em algumas modalidades, o campo magnético pode ser conformado por
imas apropriadamente conformados ou temporalmente variados com eletroimas ou
por movimento de imas permanentes. Em tais modalidades existe um grande poten-
cial para padronizacao espacial das células e manipulacao das estruturas no tempo.
O campo magnético pode funcionar, de modo geral, como um arcabouco invisivel,
ajustavel sobre o qual moldar os conjuntos multicelulares magnetizados, conforme
ilustrado na figura 13. Deste modo, formas complexas de células em todas as escalas
de comprimento podem ser obtidas, por exemplo, através do uso de eletroiméas e téc-
nicas de microfabricagéo.

[0096]As estruturas de conjunto de glioblastoma multicelulares com imas per-
manentes conformados em anel de diferentes didmetros e resisténcias de forca mag-
nética variadas podem ser levitadas, conforme ilustradas na figura 13. As estruturas
resultantes podem refletir diretamente as propriedades do campo magnético empre-
gado. O ima maior e mais forte pode gerar a estrutura maior, conforme ilustrada na
figura 13B. Adicionalmente, uma vez que o padrdo de campo no menisco pode apre-
sentar um local minimo sobre o eixo (sob o orificio de imageamento), as células podem
se desenvolver em um padrao de anel que traca 0 maximo do campo. Para imas pe-
quenos, também ilustrados na figura 13B, com orificios menores, o campo minimo

sobre o eixo pode se tornar insignificante ou desaparecer na altura das células. Isto
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pode de forma final render um conjunto multicelular compacto ao invés de conformado
em anel.

[0097]A levitagcdo magnética, de acordo com as modalidades da revelagéo,
pode fornecer controle temporal e/ou espacial do padrédo das células. A colocacao das
células em proximidade pode facilitar as interacdes entre populacdes de células que
estavam originalmente afastadas. Isto pode ser realizado em um ambiente que conduz
a visualizagdo ou imageamento molecular in situ. Por exemplo, tais atributos do sis-
tema sé&o ilustrados (i) com tipos de célula simples nas figuras 3-9 e (ii) com tipos
diferentes de células (ou populagdes) em ensaios de confrontamento nas figuras 13C-
D entre células de glioblastoma humano cocultivadas (transfectadas com GFP; células
verdes) e astrocitos humanos normais (transfectadas com mCherry; células verme-
lhas). Os conjuntos que foram originalmente cultivados separadamente podem ser
confrontados magneticamente, conforme ilustrados na figura 13C (considerado tempo
zero) e sua interacao pode ser monitorada por 14 dias, conforme ilustrado na figura
13D. Embora uma interface limpida separando as estruturas celulares possa ser inici-
almente evidente, por 12 horas, as popula¢des podem comecar a fundir e perder suas
formas esféricas individuais. Apds 3 dias, o ensaio de confrontamento pode coalescer
em um esferoide simples com as células de glioblastoma humano invadindo a estru-
tura composta de astrécitos humanos normais. Estas modalidades podem apresentar
aplicacéo pratica em relacao ao glioblastoma multiforme, o tipo mais comum, invasivo
e letal de tumor do cérebro astrocitico53-57. Astrécitos humanos normais estdo, de
modo geral, entre o principal tipo de célula formando o cérebro e a coluna espinhal e
sdo conhecidos por sustentarem a invasdo do glioma maligno no tecido cerebral in
vivo58. O cultivo levitado pode ser empregado para analise da invasdo do tumor ce-
rebral de células do cérebro normais em ensaios de cultura de confrontacdo, que ha
muito vém sendo correlacionada aos resultados clinicos58.

[0098]JEm algumas modalidades, mais de dois tipos de células e/ou
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populagdes de células podem ser cocultivados. As células levitadas podem ser culti-
vadas na presenc¢a de uma camada de alimentacao. A forga que é aplicada as células
e receptores pode variar por alteracdo do campo magnético, por exemplo, por em-
prego de eletroimas ou por movimento de imas permanentes. Estes métodos podem
apresentar aplicacao pratica na pesquisa de mecanismos mecanossensiveis nas cé-
lulas, tais como na pesquisa de células tronco.

[0099]Em conjunto com a figura 12, que ilustra células levitadas mostrando
semelhanga impressionante com tecido nos organismos vivos, a figura 13 ilustra o
potencial para levitagdo magnética de acordo com algumas concretizagdes, para for-
mar a base para eficacia do medicamento e ensaios de classificagcdo de medicamento.
Varios compostos podem ser introduzidos para ver se qualquer um deles torna lenta
a invasao do cancer. Resultados positivos podem indicar medicamentos promissores
para luta contra o cancer. Os resultados podem indicar a eficiéncia do medicamento
nos tumores em organismos vivos, devido ao fato de que as células levitadas lembram
tecidos vivos.

[00100]A figura 13 ilustra um controle de forma e posicao das células durante
o cultivo da célula; cocultivo e ensaio de confrontagdo, também conhecido como en-
saio de invasdo de acordo com as modalidades da revelagdo. A figura 13A ilustra
padrdo de campo magnético calculado dos imas em anel usados para o conjunto de
célula em 3-D na figura 13B. Altura e raio foram graduados pelo raio interno do ima
(R). Os imas em 13B, i, ii e iii apresentam valores de R de 2,8, 2,3 e 1,7 mm respecti-
vamente. Para cada im& o raio externo é de cerca de 4R e a espessura é igual a R.
Um gréfico universal fornece uma aproximacao do perfil do campo como uma fungéo
das coordenadas normalizadas. A escala de cor € linear e Bmax ~3.000, 2.000 e 1.500
G para estruturas B i, ii e iii. O centro do ima é tomado como z = 0. As linhas pretas
indicam as alturas dos conjuntos de células nas estruturas B i, ii e iii. O hidrogel mag-

netizado e as células podem ser atraidos para regides de campo maximo, porém nao
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podem deixar o0 meio devido a tensao superficial. A figura 13B ilustra os esferoides de
glioblastoma humano resultantes agrupados dos campos magnéticos descritos na fi-
gura 13A. Para imas de raio maior (i), na altura do conjunto o campo € maximizado
fora do eixo geométrico de simetria, conduzindo a um padrédo de célula conformado
em anel. As células mostram esta distribuicdo espacial imediatamente no inicio da
levitagdo, onde a barra de escala é de 400 um. Estas estruturas multicelulares 3D
foram cultivadas nas placas de cultura de tecido com revestimentos modificados por
anexacgao de um ima conformado em anel acima de cada pogo. A figura 13C ilustra
fotomicrografia de campo brilhante e fluorescéncia de células de glioblastoma humano
(verde; células expressando GFP) e de astrécitos humanos normais (vermelho; mar-
cados mCherry) cultivadas separadamente e entdo guiadas magneticamente em con-
junto (tempo = 0). A figura 13D ilustra confronto entre células de glioblastoma humano
e astrocitos normais na figura 13C, monitoradas por dez dias e meio. A invasao do
esferoide composto de astrécitos humanos normais por células de glioblastoma hu-
mano serve como um ensaio padrao da invasividade do glioma maligno34. Nesta fi-
gura, a barra de escala é de 200 pm.

[00101]Outra modalidade da revelagao pode fornecer impressao ou padroni-
zacgao celular sobre uma superficie. Por exemplo, isto pode ser realizado por direcio-
namento magnético de um conjunto de células para uma superficie, permitindo que
algumas células sejam anexadas a superficie e movendo a esfera de células sobre a
superficie para formar um padrao de células, conforme ilustrado nas figuras 14 e 15.
Alternativamente, isto pode ser realizado por emprego de fios para transporte de cor-
rente ou de im&s permanentes, que podem criar um perfil de campo na forma desejada
para as células, pelo que, permitindo que as células inicialmente livres se movam no
campo para anexacgao ao padrao desejado, conforme ilustrado nas figuras 16-20.

[00102]Em algumas modalidades, as células podem ser padronizadas sobre

uma superficie através de técnicas de impresséo. A impressao das células sobre uma
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superficie pode ser benéfica para uma ampla faixa de aplicacées médicas, tais como,
substituicdo de tecido/6rgéo e cura de feridas60-68. As figuras 14 e 15 demonstram o
potencial de determinadas modalidades desta revelacédo para impressao/obtencéo de
gréafico das células. Em algumas modalidades, este procedimento pode ser obtido du-
rante o tratamento das células com fago Au-MIO. No mesmo, as células podem ser
levitadas por um periodo de tempo desejado, que pode variar de minutos a dias e as
células podem ser guiadas magneticamente em direcao a superficie para padroniza-
cao. Em algumas modalidades, apds as células comegarem a atacar a superficie, as
células podem entdo deslocar a estrutura em 3D para uma nova posi¢éo, onde as
células anexadas a superficie permanecerdo anexadas. Em algumas concretizacoes,
as células podem ser células guiadas magneticamente, direcionadas para o padréao
magnético de impressao, desviando da levitacdo da célula. Com qualquer um destes
procedimentos, as células podem atacar a superficie e permanecerem viaveis. Estes
procedimentos podem produzir um padrao de células na superficie. Por exemplo, a
figura 15 ilustra uma nova letra N escrita sobre uma superficie desta forma.

[00103]A figura 14 ilustra um exemplo de padronizacéo celular sobre uma su-
perficie empregando uma técnica de impressdo de célula de acordo com algumas
modalidades da revelacdo. Um conjunto que foi inicialmente levitado foi guiado para
uma superficie plastica. Ap6s 12 horas, algumas células migraram para fora do con-
junto e se anexaram ao plastico.

[00104]Determinadas modalidades podem combinar litograficamente padro-
nizagdo com imas permanentes. Por exemplo, quando se emprega padrao de campo
magnético pequeno, um campo de base uniforme pode ser aplicado com um ima per-
manente grande ou eletromagnético. A superficie pode ser orientada em qualquer di-
recdo com relacdo a gravidade, ndo sendo necessariamente plana. Isto pode aumen-
tar a magnetizacao das particulas magnéticas e aumentar as forcas sobre as nano-

particulas, células e materiais.
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[00105]A figura 15 ilustra um exemplo de padronizacéo celular sobre uma su-
perficie empregando uma técnica de impressao celular, de acordo com uma modali-
dade da revelagéo. A imagem de fluorescéncia de HGBM expressando GFP magne-
ticamente padronizado emprega técnica de impressao celular. Em direcao a esquerda,
pode ser visto que a letra N foi gerada sobre o plastico de cultura de tecido por direci-
onamento magnético das células HGBM tratadas com fago Au-MIO em relacao aos
pontos especificos na superficie de uma placa de cultura de tecido. Em direcédo a di-
reita, uma fotomicrografia das células HGBM que podem ser vistas anexadas a ponta
do padréo N (indicado por linhas pontilhadas).

[00106]Algumas modalidades da revelacdo podem fornecer padronizacao ce-
lular sobre uma superficie empregando fios transportando corrente ou campos mag-
néticos permanentes que atraem as células para um padrao sobre a superficie. Os
fios de transporte de corrente podem ser criados em ou sobre uma superficie ou afi-
xados em ou sobre uma superficie ou se manterem em proximidade acima ou abaixo
de uma superficie por uma variedade de técnicas. Em algumas modalidades, a padro-
nizagao litografica do material conduzido sobre a superficie pode ser empregada para
fabricacao de fios. O padréo das amostras é ilustrado na figura 16. Um exemplo de
um perfil de forga gerado por tais fios € ilustrado na figura 17. Um prot6tipo de fios
sobre um substrato de safira, com pocgos de cultura de tecido (também conhecido
como amostra bioldgica) acima do mesmo é ilustrado na figura 18. Fotografias do
prototipo, juntamente com equipamento para gerar correntes e incorporagdo em uma
configuragao do microscépio, sdo ilustrados na figura 19. A figura 20 ilustra correntes
passando através dos fios para criar um campo magnético que atrai as células e o
hidrogel contendo nanoparticulas MIO. O padrdo dos campos magnéticos que pode
produzir efeitos semelhantes pode também ser produzido com padrdo de material
magnético permanente, tal como, imas permanentes em volume, padrao sobre fita de

gravacdo magnética ou padrdo de materiais, tais como os usados nos HD dos
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computadores para armazenamento magnético de dados.

[00107]A figura 16 ilustra uma imagem tomada proxima do padréo litografico
de amostra para fios de transporte de corrente para fabricacao do padrao de superficie
das células, de acordo com as modalidades da revelagao. A barra de escala de 50 ym
se aplica apenas as 3 formas superiores.

[00108]A figura 17 ilustra calculos da forca magnética da amostra, aplicaveis
a algumas modalidades da revelacao. O perfil de forga pode ser normalizado para
corrente ao quadrado e momento dipolar do im& para uma secao transversal através
de dois fios de transporte de corrente paralelos de 1 micron acima dos fios. Hidrogel
contendo MIO e células podem ser atraidos para posi¢coes onde a forga cruza zero.

[00109]A figura 18 ilustra protétipo da constru¢do de microdispositivo para os
fios litograficamente padronizados, de acordo com as modalidades da revelacdo. Os
fios de transporte de corrente podem ser padronizados empregando técnicas padrao
de litografia, seguido por eletrogalvanizacao de ouro. Um fotoresistor tanto negativo
quanto positivo pode ser empregado, onde o padréo resultante é inverso a mascara
empregada. Os exemplos da mascara litografica sdo mostrados no lado esquerdo da
figura. No lado direito se encontra uma lamina para microscépio de safira com os fios
de ouro litograficamente padronizados. Na parte superior da lamina se encontra uma
fileira de pocos de amostra de plastico. A safira pode ser uma boa escolha de subs-
trato uma vez que a mesma é opticamente transparente, eletricamente isolada, termi-
camente condutora, opticamente polida e ndo suscetivel a fratura quando do aqueci-
mento local.

[00110]A figura 19 ilustra uma preparacéo de microscépio e dispositivo de mi-
crochip util em algumas modalidades da revelagcéo. O lado esquerdo mostra 0 micros-
cépio com um microchip. O lado direito mostra uma imagem tomada proxima do chip,
mostrando conexdes elétricas e pocos de amostra de plastico.

[00111]A figura 20 ilustra a manipulacdo e padronizacdo de superficie de
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células tronco neurais com microdispositivo de padronizagdo, de acordo com as mo-
dalidades da revelacao. Células tronco neurais de murino C17.2 podem ser cultivadas
dentro do hidrogel por 48 horas. A figura 20A néo ilustra corrente sendo aplicada. A
figura 20B ilustra conjuntos de células revelados na diregcdo do padrao de fio Au
qguando uma corrente 4A é aplicada. No presente documento, os fios estdo abaixo do
plastico formando o recipiente para as células e meios, de modo que as células nao
estdo em contato com os fios. As células nos pogos foram ainda viaveis por 48 horas
apds o experimento ter sido realizado.

[00112]Ainda outra modalidade da revelagdo pode utilizar os mesmos siste-
mas e métodos para padronizar uma superficie de fago Au-MIO sem células, conforme
ilustrado nas figuras 21-24.

[00113]A figura 21 ilustra a formacéao de padrao de fago Au-MIO empregando
fios transportando corrente para gerar um campo magnético padronizado. Padréo se-
melhante pode ser gerado com im&s permanentes, tais como, fita de grava¢cao mag-
nética ou com material magnético sélido, tal como é usado nos HD (discos rigidos) do
computador. O padréo levitado pode também ser formado e manipulado. Um gradi-
ente de fago Au-MIO pode também ser formado por criagdo de um gradiente no campo
magneético, conforme ilustrado na figura 22.

[00114]A figura 21 ilustra manipulacao e padronizacdo de material de fago Au-
MIO sem células, demonstrado com microdispositivo de padronizacao, de acordo com
as modalidades da revelacdo. A padronizagéo do hidrogel pode ser gerada por apli-
cacao de corrente aos ions Au litograficamente padronizados. Isto pode mover o hi-
drogel na diregdo maxima do campo magnético que esta localizado entre os fios ou
no centro dos lagos. Ambas as figuras 21A e 21B ilustram as sequencias sem corrente
sendo aplicadas na primeira estrutura e a corrente em elevacao até 4.0 A em um
intervalo de 45 segundos, o que produz padrdo de hidrogel mostrado no padrao na

extrema direita.
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[00115]De acordo com as modalidades da revelagéo, o campo pode apresen-
tar uma resisténcia e gradiente de resisténcia suficiente para elevar a célula da super-
ficie inferior do recipiente de cultura ou coletar as células em suspenséo ou tracionar
as células para a superficie, dependendo do efeito desejado. As células podem ser
levitadas no volume do meio ou trazidas para a interface de ar-liquido quando a tenséo
de superficie impedira que as células deixem o meio liquido. De modo a controlar a
posicao das células, a quantidade de material magnético por célula e a resisténcia e
gradiente do campo magnético podem ser suficientes para superar as outras forgas
sobre as células que poderiam interromper a padronizagéo. Isto pode ser realizado
em uma grande faixa de parametros previstos por férmulas padréo, porém os para-
metros podem depender da modalidade especifica da revelacdo. Por exemplo, para
superficie ou padronizacado levitada e manipulacdo das células, pelo menos 0,01
pg/célula de magnetita € necessario. Mais material magnético pode ser empregado,
até 100 ug/célula o que pode produzir mais forga. Material com magnetizagdo maior
ou menor necessitaria de concentragdes menores ou maiores, respectivamente. Cam-
pos magnéticos tipicos na ordem de 1G a 105 G e gradientes de campo de 0,01 G/cm
a 105 G podem ser usados dependendo da aplicacdo. Experimentagdo simples pode
ser realizada para encontrar 6timas condigdes.

[00116]A figura 22 ilustra uma geracao de gradiente de fago Au-MIO empre-
gando gradiente de campo magnético, de acordo com as modalidades da revelacao,
mostrada com fotomicrografia de campo claro (luz transmitida) (barra de escala de 20
um). Esta imagem mostra uma troca na luz transmitida resultante do gradiente de
hidrogel (densidade mais alta na regido escura, indicada pela seta abaixo da figura)
gerada da colocagcédo de um ima permanente proximo ao micropo¢o no qual a solugcéo
de nanoparticulas de Au-FeO foi adicionada a solugéo de fago como parte da sintese
do hidrogel.

[00117]As células podem se concentrar espontaneamente nas regides de
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concentragao alta de hidrogel, assim a padronizagdo do hidrogel primeiro pode forne-
cer outro modo de padronizar as células, conforme ilustrado na figura 23. O hidrogel
pode ser formado do diferentes tipos de fago sem alterar significativamente a capaci-
dade de formar um hidrogel ou incorporar nanoparticulas magnéticas. O fago pode
ser projetado com receptores especificos para célula que preferivelmente se ligam as
células, tais como, fago expressando o peptideo RGD-4C. Um padrao de hidrogel Au-
MIO-RGD-4C, formado em uma modalidade com dois imas permanentes abaixo do
poco de cultivo, pode conduzir a uma padronizacdo das células de Melanoma (B16)
incubadas por 16 horas (superior, mediado por receptor). O fago expressando o pep-
tideo fd-tet pode néo se ligar as células tdo fortemente, assim, o hidrogel Au-MIO-fd-
tet pode servir como um controle (inferior, controle). Dois imas permanentes podem
ser colocados sob cada pogo, com os campos magnéticos apontados para direcdes
opostas, de modo que os imas se repelem propriamente. O hidrogel e as nanoparti-
culas podem ser absorvidos e/ou anexados as células através do motivo de peptideo
ligando a integrina, o0 que media a adesé&o celular, revelada sobre o fago. Isto pode
conduzir a mais de uma concentragcao das células nas areas de campo forte proximas
a cada ima (indicado pela fenda das células entre os imé&s). Em contraste, as células
de hidrogel de controle (inferiores) podem cobrir todo o micropogo.

[00118]A figura 23 ilustra a padronizacdo celular alvejada para receptor
usando padronizacdo de campo magnético de hidrogéis, de acordo com algumas mo-
dalidades da revelacdo. Um hidrogel pode ser formado com tipos diferentes de fago,
sem alterar significativamente a capacidade de formar um hidrogel ou incorporar na-
noparticulas magnéticas. O fago pode ser projetado com receptores especificos para
célula que se combinam preferivelmente com as células, tais como, fago expressando
o peptideo RGD-4C. Um padrédo de hidrogel Au-MIO-RGD-4C formado neste caso
com dois imas permanentes abaixo do poco de cultivo pode conduzir a uma padroni-

zagcao das células de Melanoma (B16) incubadas por 16 horas (parte superior,
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mediada por receptor). O fago expressando peptideo fd-tet pode nado se ligar as célu-
las tao fortemente, assim o hidrogel Au-MIO-fd-tet pode servir como um controle (parte
inferior, controle). Dois imas permanentes foram colocados sob cada po¢o, com cam-
pos magnéticos apontados para direcdes opostas (imas repelidos um do outro). O
sistema onde o hidrogel e as nanoparticulas sdo absorvidos e/ou anexados as células
através do motivo de peptideo de ligacdo de integrina, que media a adesao celular,
deslocado sobre o fago conduz a mais concentra¢do de células nas areas de campo
forte pr6ximo de cada ima (indicado pela fenda das células entre os imas). Em con-
traste, as células de hidrogel de controle (parte inferior) cobriram todo o micropogo.

[00119]Uma vez que o fago pode ser modificado para servir como um vetor
de liberacéo de gene, a padronizacao do hidrogel pode conduzir a transfeccao padro-
nizada do material genético, conforme ilustrado na figura 24. Em algumas modalida-
des, o fago do virus adeno-associado (AAVP)38 pode ser usado para formar Au-MIO-
AAVP para ferramentas de liberagéo de gene superiores. A combinagdo de AAVP com
hidrogel de fago pode ser uma ferramenta Gtil para seguir o destino das nanoparticu-
las. Adicionalmente, a combinagédo pode fornecer indicagcées de onde a tradugéo do
gene é realizada e, para combinacao de imageamento multimodal, diretriz magnética
e liberacao de gene/RNA. As células na regido com alta concentracdo de hidrogel
podem mostrar um nivel mais alto de transfeccao, produzindo uma expressao padro-
nizada do gene. Esta abordagem pode também traduzir a liberacdo de RNA pequeno
guiado na direcdo das ferramentas de silenciamento do gene. Esta capacidade de
liberagéo do gene pode também ser incorporada a qualquer um dos métodos de pa-
dronizagéo celular ja discutidos.

[00120]A figura 24 ilustra transfecgcéo de gene guiada magnética empregando
Au-MIO-AAVP, de acordo com as modalidades da revelagdo. Aqui, células KS1767
séo incubadas com Au-MIO AAVP-RGD-4C. O Au-MIO AAVP-RGD-4C (AAVP, fago

de virus adeno- associado)38 pode integrar propriedades de alvejamento e
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transducgéo de gene eficientes dos vetores a base de fago com diretriz magnética de
hidrogéis como uma ferramenta de liberagao de gene superior. O painel a esquerda é
uma imagem de campo claro enquanto o da direita € uma imagem de fluorescéncia
de células expressando GFP. Dentro do mesmo micropo¢o, a linha indica o limite di-
vidindo uma regido na qual um iméa concentrou a nanoparticula magnética transpor-
tando Au-MIO AAVP-RGD-4C (ima permanente colocado sob o0 po¢o) e regido na qual
existe um campo magnético inferior e nenhuma concentracdo. As células na regido
com concentragdo maior de hidrogel podem mostrar niveis de transfecgdo que sao
significativos (~ 6x maiores).

[00121]Algumas modalidades podem prover resultados que se comparam fa-
voravelmente aos métodos tradicionais. Por exemplo, o cultivo por levitacdo magné-
tica pode fornecer resultados favoraveis quando comparados aos métodos de cultivo
em 3D estabelecidos. Um produto de matriz de cultivo em 3D comum é Matrigel®
comercialmente disponivel na BD, Inc. A matrigel geralmente consiste na matriz de
membrana de base purificada derivada de camundongos e é considerada o “padrao
puro” para conjunto de célula em 3D7. As células dispersas na Matrigel podem formar
estruturas multicelulares maiores com interagdes de célula-célula significativas ape-
nas apos decurso de tempo para migracéo e divisao celular suficientes. A matriz ma-
trigel pode também produzir altos niveis de difragdo, difusdo, opacidade e autofluo-
rescéncia que sao dificuldades conhecidas em muitos modelos de cultura de célula
em 3D estabelecidos com base nas matrizes extracelulares e géis/arcabougo polimé-
ricos2, 59. A matrigel pode apresentar limitagées adicionais incluindo a necessidade
de condic¢des isentas de soro que ndo sédo desejaveis para cultivo da maioria das cé-
lulas e suplementos de fator de crescimento caros. O tecido desenvolvido na Matrigel
pode nao ser introduzido em seres humanos uma vez que as proteinas dos camun-
dongos podem promover uma resposta imune. Finalmente ndo existe potencial para

manipulagdo espacial ou temporal das células empregando Matrigel, enquanto,
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conforme mostrado a seguir, isto é ébvio com levitagdo magnética.

[00122]A presente revelacao fornece, em determinadas modalidades, um sis-
tema compreendendo células, varias nanoparticulas dispostas dentro ou anexadas ou
contidas nas células, pelo menos um tipo das quais € magnético e um campo magné-
tico criado por fios de transporte de corrente e/ou imas permanentes que aplicam uma
forca a pelo menos uma das varias nanoparticulas.

[00123]A presente revelagdo prové, em determinadas modalidades, um sis-
tema compreendendo células, varias nanoparticulas dispostas dentro ou anexadas ou
contidas nas células, pelo menos um tipo das mesmas sendo magnético e um campo
magnético criado por fios de transporte de corrente ou imas permanentes que aplicam
uma forga a pelo menos uma das varias nanoparticulas, trazendo as células para fora
da superficie, de modo a desenvolverem em suspensado no meio liquido ou em uma
interface de gas-liquido. As células podem entdo se desenvolver enquanto estao sus-
pensas.

[00124]A presente revelacao fornece, em determinadas modalidades, um sis-
tema compreendendo células, varias nanoparticulas dispostas no interior, anexadas
ou contidas nas células, pelo menos um tipo das mesmas sendo magnético e um
campo magnético criado por fios que transportam corrente ou imas permanentes que
aplicam uma forgca a pelo menos uma das varias nanoparticulas e traz as células para
fora da superficie, de modo a se desenvolverem em suspensao no meio liquido ou em
uma interface de gas-liquido. As células entdo se desenvolvem enquanto suspensas
e 0 campo magnético é alterado, de modo a trazer as células para um local especifico
na superficie, de modo que algumas células serdo anexadas la. O campo é entédo
alterado para permitir que as células se anexem em outro local para formar um padréo.

[00125]A presente revelagéo fornece, em determinadas modalidades, um sis-
tema compreendendo células, varias nanoparticulas dispostas no interior, anexadas

ou contidas nas células, pelo menos um tipo das mesmas sendo magnético e um
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campo magnético criado por fios que transportam corrente ou imas permanentes que
aplicam uma forca a pelo menos uma das varias nanoparticulas e traz as células na
direcdo da superficie, de modo a se desenvolverem em um padréo especifico.

[00126]A presente revelacao fornece, em determinadas modalidades, um sis-
tema compreendendo fago, varias nanoparticulas dispostas no interior do fago e um
campo magnético criado por fios que transportam corrente ou imas permanentes que
aplicam uma forga a pelo menos uma das varias nanoparticulas.

[00127]A presente revelacao fornece, em determinadas modalidades, um sis-
tema compreendendo fago, varias nanoparticulas dispostas no interior do fago, e um
ou mais fios condutores, onde pelo menos uma por¢cao de um ou mais fios condutores,
onde pelo menos uma por¢ao de um ou mais fios esta em contato com o fago.

[00128]A presente revelacao fornece, em determinadas modalidades, um mé-
todo para fabricacdo de um material, o método compreendendo: provisdo de um ma-
terial compreendendo fago, varias nanoparticulas e um ou mais fios condutores, onde
pelo menos uma porcdo de um ou mais fios estd em contato com o fago, escoando
uma corrente elétrica através de um ou mais de um ou mais fios condutores, de modo
a gerar um campo magneético e permitindo que o material seja alterado em resposta
ao campo magnético.

[00129]A presente revelacao fornece, em determinadas modalidades, um mé-
todo para levitagdo de varias células. O método pode compreender provisdo de um
campo magnético. O método pode compreender também levitagdo de pelo menos
algumas das varias células no campo magnético, onde as varias células compreen-
dem nanoparticulas magnéticas.

[00130]A presente revelagdo também prové, em algumas modalidades, um
método de cultivo das células. O método pode compreender provisdo de varias célu-
las. O método pode compreender também provisdo de um campo magnético. O mé-

todo pode compreender também levitacdo de pelo menos algumas das varias células
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no campo magnético, onde as varias células compreendem nanoparticulas magnéti-
cas. O método pode compreender também manutencéo da levitagcdo por um tempo
suficiente, de modo a permitir o desenvolvimento das células para formar um conjunto.

[00131]A presente revelacao também prové, em outras modalidades, um mé-
todo para manipulacéo de células. O método pode compreender provisao das primei-
ras varias células. O método pode compreender também provisdo de um campo mag-
nético. O método pode compreender também levitagdo de pelo menos algumas das
primeiras varias células no campo magnético, onde as primeiras varias células com-
preendem nanoparticulas magnéticas. O método pode compreender também variagao
do campo magnético com o passar do tempo, de modo a manipular pelo menos uma
primeira porcao das primeiras varias células.

[00132]A presente revelacao também prové, nas modalidades especificas, um
método para preparagdao de nanoparticulas. O método pode compreender forneci-
mento de um hidrogel compreendendo nanoparticulas magnéticas. O método pode
compreender também provisdo de um campo magnético. O método pode compreen-
der também a sujei¢cdo do hidrogel ao campo magnético.

[00133]A presente revelacdo também prové, ainda em outras modalidades,
um sistema para levitacédo de varias células. O sistema pode compreender um campo
magnético. O sistema também pode compreender as varias células, onde as varias
células estao dispostas no campo magnético e as varias células compreendem nano-
particulas magnéticas.

[00134]De modo a facilitar um melhor entendimento da presente revelacao
séo fornecidos a seguir exemplos de modalidades especificas. Os exemplos que se
seguem nao se destinam a limitar ou definir todo o escopo da revelacao, de que forma
for.

EXEMPLOS

[00135]Um conjunto de hidrogel contendo nanoparticulas magnéticas foi
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formado como se segue. Os hidrogéis foram gerados pelos procedimentos de nano-
fabricacao descritos3% 40, exceto para a inclusdo de nanoparticulas MIO. Uma solucédo
de nanoparticula de ouro (diametro de 50 + 8 nm) foi preparada seguindo-se o proce-
dimento de reducéo de citrato comum?® (razdo molar de 0,8:1,0 de citrato de sddio:
cloreto de Au(lll); Sigma-Aldrich). Hidrogéis contendo MIO foram preparados por mis-
tura da solugéo de nanoparticula de ouro (Absorvéncia 6pticassonm = 1,2-1,5 unidades)
com nanop6 de MIO (especificado como magnetita, tamanho de particula polidispersa
< 50 nm; estabilizado com um agente tensoativo de PVP (polivinilpirrolidona); Sigma-
Aldrich) a uma concentracdo de 0,3 mg/mL. Uma diluicdo de fago foi preparada com
10° unidades de transdugao (TU)/ul em agua com resina Picopure (H20). Finalmente,
a solucéo de fago e a nanoparticula de ouro mais solu¢do de 6xido de ferro foram
misturadas com volumes iguais e deixadas descansar por toda noite a 4°C para for-
macao de hidrogel. Antes do uso experimental, cada sobrenadante mostrou nao con-
ter nanoparticula conforme evidenciado por medigdes de extingdo de luz na regiao
visivel, os dados indicando que todas as nanoparticulas metalicas foram incorporadas
ao hidrogel resultante.

[00136]Células cultivadas em hidrogéis contendo MIO foram levitadas mag-
neticamente como se segue. As células anexadas a superficie (crescimento a aproxi-
madamente 80% de confluéncia) foram tratadas com 1 uL de hidrogel por 1 cm? de
area de superficie disponivel para cultivo das células (tamanho do frasco de cultura)
e incubadas por toda noite. As células tratadas foram destacadas por tripsina e EDTA.
A tripsina foi removida por centrifugagéo. As células tratadas foram colocadas em uma
placa de Petri de cultivo de tecido39, 40. Um revestimento superior com um imé de
neodimio anexado foi imediatamente colocado no lugar. As linhagens de células e
meios de cultura correspondentes usados foram LN-229 derivado de glioblastoma hu-
mano ou células U-251MG (transfectadas com GFP e mCherry) e astrécitos humanos

normais (transfectados com mCherry) em meio de Eagle modificado Dulbecco
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(DMEM) contendo soro bovino fetal a 10% (FBS) e DMEM (glicose alta contendo FBS
a 10% suplementado com piruvato de sddio 2 mM, glutamina, penicilina e estreptomi-
cina. Células tronco neurais de murino C17.2 foram cultivadas em DMEM glicose alta
contendo FBS a 10% e suplementado com piruvato de so6dio 2 mM, glutamina, peni-
cilina e estreptomicina71.

[00137]Conforme ilustrado na figura 12, a viabilidade das células e numero de
células usadas foram assegurados apds as células serem destacadas. As células fo-
ram verificadas quanto a viabilidade com exclus&o de azul-tripano e contadas com um
hemocitébmetro padrdo. Neste experimento, metade da populacdo das células
(~3x104) foi transferida para semear uma amostra anexada a superficie em 2D e a
outra metade foi semeada para formar um conjunto levitado em 3D. Finalmente, o
namero de células na estrutura multicelular levitada foi estimado por divisdo do volume
estimado da estrutura (de sua forma e tamanho) pelo volume médio de uma célula
simples (~1,0 nL).

[00138]A figura 1 ilustra Imagens de Ressonancia Magnética que foram ad-
quiridas com um instrumento MRI Bruker Biospec de 4,7 T, 40 cm. Os hidrogéis foram
colocados em um tubo cénico, plastico de 12 mL para imageamento.

[00139]Conforme ilustrado nas figuras 4, 7, 8, 12, 13, 14,15, Bosc, NHA (as-
trocitos normais humanos) e as seguintes linhagens de células humanas HGBM:
LN229 e U251 foram desenvolvidas em meio de Eagle modificado Dulbecco (DMEM)
suplementado com soro bovino fetal a 10% (FCS). As transfecgdes e infecgdes retro-
virais foram descritas. A m-cherry e a eGFP nos vetores retrovirais pCXb e pCXp,
respectivamente, foram transfectadas no interior de células Bosc para produzir retro-
virus contendo sobrenadantes que foram coletados 48 horas apds a transfeccao e
usados para infec¢do das células NHA, NSC e GBM, conforme descrito anteriormente.
As células foram tratadas e mantidas no meio de selegéo 48 horas apéds infecgao:

blasticidina (mCherry) ou puromicina (eGFP) e expressam a proteina fluorescente em
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um modo estavel.

[00140]Conjuntos multicelulares de células de glioblastoma humano foram fi-
xados em 10 mM de PBS contendo glutaraldeido a 1% apds 24 horas e 8 dias de
levitagdo magnética. Estas estruturas foram entdo colocadas sobre redes de malha
de niquel previamente revestidas com Formvar e evaporadas com carbono sendo en-
tao flutuadas sobre gotas de poli-L-lisina a 0,1% (Sigma Diagnostics) sobre “parafiim”
(pelicula flexivel, semitransparente) por 5 minutos. A solugdo em excesso foi removida
da rede por toque cuidadoso da borda da rede sobre filtro de papel. As redes néo
foram secas completamente em qualquer uma das etapas. As redes flutuaram sobre
gotas da amostra sobre “parafilm” por 1 hora. Fluido em excesso foi removido e as
redes foram entdo flutuadas sobre as gotas de BSA a 0,02% contendo molibdato de
amonio a 1% em agua destilada (pH 7,0) por 1 minuto. Fluido em excesso foi removido
e as redes foram secas por toda noite. As imagens do microscépio eletronico de trans-
missao foram capturadas por um microscépio eletrdnico de transmissao (JEM-1010,
JEOL) ajustado com um sistema de camera e dispositivo acoplado de carga digital
AMT Advantage (Deben UK Limited, Suffolk, Reino Unido) .

[00141]Portanto, a presente revelacao esta bem adaptada para obtencéao dos
fins e vantagens mencionados, bem como aqueles que sdo inerentes a mesma. As
modalidades especificas reveladas acima sdo apenas ilustrativas, uma vez que a pre-
sente revelacao pode ser modificada e praticada de modos diferentes, porém equiva-
lentes e claros aos versados na técnica com o beneficio dos ensinamentos do pre-
sente documento. Adicionalmente, ndo € apresentada nenhuma limitagdo aos deta-
lhes da construgéo ou projeto mostrados no presente documento, a ndo ser conforme
descrito nas reivindicagdes a seguir. Portanto, fica claro que as modalidades ilustrati-
vas especificas reveladas acima podem ser alteradas ou modificadas e todas tais va-
riacoes sao consideradas como estando dentro do espirito e escopo da presente re-

velacdo. Na prética, qualquer faixa de valores (da forma, “de cerca de a cerca de b”
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ou equivalente, “aproximadamente de a para b” ou equivaléncia, “aproximadamente a
partir de a-b”) revelada no presente documento deve ser entendida como se referindo
ao conjunto de dominio (o conjunto de todos subconjuntos) da respectiva faixa de
valores, e estabelecida cada faixa englobada dentro da faixa mais ampla de valores.
Também, os termos nas reivindicagdes apresentam seu significado comum, a menos
qgue de outra forma explicita e claramente definida pelo depositante da Patente.
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REIVINDICACOES
1. Método CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

fornecer um campo magnético;

fornecer uma primeira pluralidade de células que compreende uma ou mais
nanoparticulas magnéticas no interior das ditas células; e

levitar pelo menos alguma da primeira pluralidade de células no campo mag-
nético por um tempo suficiente para permitir que pelo menos alguma da primeira plu-
ralidade de células forme um conjunto de células 3D.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que o campo magnético € pelo menos parcialmente formado por um ou mais imas em
anel.

3. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que o conjunto de células 3D é formado através do crescimento da célula.

4. Método, de acordo com a reivindicacao 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que 0 campo magnético é pelo menos parcialmente formado por um ou mais eletroi-
mas, imas permanentes, ou ambos.

5. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que a primeira pluralidade de células compreende mais que um tipo de célula.

6. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende ainda prover uma camada de alimentacédo, em que pelo menos al-
guma da primeira pluralidade de células é levitada proximo a camada de alimentacéo.

7. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende ainda introduzir as nanoparticulas magnéticas na primeira plurali-
dade de células.

8. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende ainda variar o campo magnético com o passar do tempo para mani-

pular pelo menos uma primeira por¢ao da primeira pluralidade de células.
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9. Método, de acordo com a reivindicacdo 8, CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende ainda trazer a primeira porcéo da primeira pluralidade de células na
proximidade de uma superficie e, opcionalmente, manter a primeira pluralidade de
células na proximidade da superficie por um tempo suficiente para permitir aderéncia
de pelo menos uma segunda porcéo da primeira pluralidade de células a superficie, e
opcionalmente ainda, em que a segunda porcdo da primeira pluralidade de células
aderidas a superficie forma um padrao de células na superficie.

10. Método, de acordo com a reivindicacdo 9, CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende ainda fornecer uma segunda pluralidade de células que compreende
uma ou mais nanoparticulas magnéticas.

11. Método, de acordo com a reivindicagcdo 10, CARACTERIZADO pelo fato
de que compreende ainda variar o campo magnético com o passar do tempo para
manipular a primeira pluralidade de células e a segunda pluralidade de células para
fornecer uma interacéo entre pelo menos uma segunda porc¢ao da primeira pluralidade
de células e pelo menos uma terceira por¢cao da segunda pluralidade de células.

12. Método, de acordo com a reivindicagdo 10, CARACTERIZADO pelo fato
de que compreende ainda:

variar o campo magnético com o passar do tempo para manipular a primeira
pluralidade de células e a segunda pluralidade de células para trazer pelo menos uma
segunda porcao da primeira pluralidade de células e pelo menos uma terceira porcao
da segunda pluralidade de células em proximidade, e/ou contato fisico.

13. Método, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 8, CARACTERIZADO pelo
fato de que pelo menos uma das nanoparticulas magnéticas é ligada a uma célula da
primeira pluralidade de células.

14. Método, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 8, CARACTERIZADO pelo
fato de que compreende ainda introduzir as nanoparticulas magnéticas a primeira plu-

ralidade de células usando um hidrogel.
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15. Método, de acordo com a reivindicagcdo 1 ou 8, CARACTERIZADO pelo
fato de que compreende ainda introduzir as nanoparticulas magnéticas a primeira plu-
ralidade de células usando um Au-MIO-fago.

16. Método, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 8, CARACTERIZADO pelo
fato de que pelo menos alguma da primeira pluralidade de células é levitada no volume
aparente de um liquido.

17. Método, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 8, CARACTERIZADO pelo
fato de que pelo menos alguma da primeira pluralidade de células é levitada em uma

interface de gas-liquido.
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 14
. conjunto GBM anexado ao
Conjunto GBM suspenso plastico da parte inferior
magneticamente (12 horas)
conjunto GBM
‘guiado magneti--

camente para a
parte inferior




15/24

Figura 15
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Figura 16
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Figura 17
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Figura18
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Figura 19
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Figura 20
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Figura 21
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Figura 22
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Figura 23

RGD-4C (alvejado)

Fd-tet (ndo alvejado)

oy

. —

A

e
&



24/24

Figura 24
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