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DESCRIPCION
Recubrimiento conformal de células para inmunoaislamiento

ANTECEDENTES

La encapsulacion de células es una estrategia prometedora para el inmunoaislamiento de células individuales y de
agrupaciones celulares, previniendo de esta manera cualquier respuesta inmune que comprometeria la
funcionalidad de las células durante la implantacion. La bio-encapsulacion se ha utilizado ampliamente en nuevos
ensayos clinicos en el campo de la diabetes, la hemofilia, el cancer y el fallo renal. Sin embargo, la mayoria de los
ensayos no han tenido un éxito completo debido a una combinacién de razones:

o falta de reproducibilidad en los métodos de encapsulacion y aislamiento celular;

o falta de materiales de encapsulacion adecuados que deberian ser biocompatibles, estables mecéanica y
guimicamente, y presentar un tamafio de corte de poro apropiado para permitir el flujo de nutrientes y sub-
productos hacia el interior y hacia el exterior de la capsula, a la vez que protegen el biomaterial encapsulado
de los efectos del sistema inmunitario;

e produccion de cépsulas no uniformes o no recubiertas conformalmente (lo que afecta a la difusion de
oxigeno y nutrientes a través de la capsula y por tanto a la viabilidad de la célula encapsulada);

¢ imposibilidad de escalado del proceso de encapsulacion desde estudios con animales pequefios a estudios
pre-clinicos con primates no humanos; y

¢ elecciones de sitios de trasplante desfavorables.

Estos retos de la tecnologia de encapsulacion pueden verse en el contexto del trabajo en uno de los campos
terapéuticos mas prometedores para la encapsulacion de células: la diabetes.

La diabetes es el resultado de la destruccion autoinmune de células pancreaticas beta, uno de los diversos tipos de
células que constituyen las isletas de Langherans. A lo largo de su vida, los pacientes de diabetes deben monitorizar
y controlar frecuentemente los niveles de glucosa en sangre y administrarse insulina cuando experimentan
hiperglucemia, la cual presenta muchos efectos colaterales. El alo-trasplante de isleta es una terapia muy
prometedora para tratar a los pacnentes de diabetes, pero requiere una vida entera de inmunosupresion sistémica
para evitar el rechazo de aloinjerto.”

Para evitar la administracion de farmacos inmunosupresores a nivel sistémico, los aloinjertos de isletas pueden ser
inmunoprotegidos recubriendo las células para trasplante con una capsula polimérica que permita la difusion de
oxigeno, glucosa e insulina, a la vez que evite el contacto célula-célula y la difusién de moléculas citotoxicas, que de
otro modo activarian la respuesta inmune contra el injerto y finalmente su rechazo por parte del hospedante Las
isletas presentan un tamafio no uniforme que varia entre aproximadamente 50 y 300 um de didmetro. La mayoria de
los procedimientos de recubrimiento desarrollados por otros no permiten un recubrimiento conformal de las isletas; el
diametro de capsula generalmente es constante e independiente del tamafio de la isleta, y por tanto normalmente es
superior a 300 pm para garantizar el recubrimiento de las isletas mas grandes.3 Debido al exceso de material de
recubrimiento libre de células, el volumen total del implante de isletas aumenta enormemente de tal modo que la
Unica zona de injerto de tamafio apropiado es la cavidad abdominal, pobremente oxigenada, lo que contribuye a la
hipoxia de las células encapsuladas. Adicionalmente, el espesor de la capsula aumenta la barrera de difusion del
oxigeno a través del recubrimiento, lo que también agrava la h|p0X|a celular, y retrasa la sensibilidad a glucosa y por
tanto la capacidad de respuesta a la secrecion de insulina® (Figura 1A). La mayoria de estos métodos de
encapsulacién se basan en la generacion de pequefias gotas de material de recubrlmlento mezcladas con las isletas
mediante una bomba de chorro de aire o generadores de gotas electrostaticos.®

Al contrario que los métodos de encapsulacion basados en la generacion de gotas pequefias, el recubrimiento
conformal de agrupaciones de células de diversos didmetros ha sido objeto de algunas investigaciones recientes. La
mayoria de estos métodos se basan en (a) la formacién del recubrimiento capa-a-capa directamente sobre las
células (por ejemplo, mediante reaccion quimica o foto-polimerizacion) o (b) un procedimiento puramente
hidrodinamico, que implica tipicamente la formacion de particulas a través de la formacion de emulsiones de agua
en aceite, o mediante la ruptura de un chorro de agua en agua por el principio de dindmica de fluidos de
inestabilidad de Rayleigh- Plateau.’

Usando estos métodos, es posible generar particulas de agua con un didmetro constante dependiente Unicamente
de las caracteristicas del agua y de la fase oleaglnosa la tension superficial entre las dos fases y la proporcion de
los parametros hidrodinamicos de las dos fases.>”®° En las industrias alimentaria y farmacéutica, estos metodos
han sido explotados de manera extendida para nano-encapsular farmacos y otras sustancias solubles en agua y tan

solo recientemente se han extendido a la encapsulacion de células individuales y agrupaciones celulares a escala de
micrémetros, habiéndose publicado algunos éxitos, tal como se describe a continuacion.

Chabert M. y colaboradores desarrollaron un sistema microfluidico de alta capacidad para encapsular y auto-
clasificar células individuales en base al principio descrito antes.™ Sin embargo, su sistema esta disefiado para la
2
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encapsulacién y clasificacién de células individuales (con un didmetro de 40 um o inferior), y no puede aplicarse a
agrupaciones de células debido a las dimensiones micrométricas de su dispositivo, que someteria a las células no
individuales a tensiones de cizalla no admisibles.

Garfinkel M.R. y colaboradores desarrollaron otro método para encapsular isletas retirando de forma selectiva la fase
acuosa de isleta de una fase oleaginosa externa para crear un recubrimiento delgado sobre las agrupaciones de
células. En este método, la penetracion de la fase acuosa en la fase aceite se logra por succién de la capa de fase
acuosa situada en la parte superior de la fase aceite. En este disefio se crea un flujo turbulento en la zona de
extraccion de agua, que finalmente conduce a un recubrimiento incompleto que requiere una segunda ronda de
encapsulacién, aumentando la cantidad de estrés a la que se someten las células y reduciendo el rendimiento del
proceso.ll Adicionalmente, la polimerizacion del gel se logra a través de una foto-polimerizacién, que puede
comprometer la funcion a largo plazo de las células recubiertas.

Hubbell J.A. y colaboradores desarrollaron una estrategia de recubrimiento mediante una reacciéon quimica
directamente sobre la superficie celular, mediante la cual se adsorbe un fotosensibilizador a la superficie de las
isletas, y las isletas tratadas con fotosensibilizador fueron suspendidas en una disolucién acuosa de un macrémero
fotopolimerizable (Patente de Estados Unidos 6.911.227). La fotoiluminacién de la suspension de isletas condujo a la
polimerizacion y el reticulamiento del macromero para crear un gel polimérico conformal ligado a la superficie de las
isletas.

En vista de lo anterior, sigue existiendo una necesidad en la técnica de métodos eficientes de alto rendimiento para
recubrir células y agrupamientos celulares conformalmente sin comprometer la funcionalidad celular.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método para recubrir conformalmente células y agrupaciones de células con
hidrogeles que son biocompatibles, mecanica y quimicamente estables y porosos, con un tamafio de poro de corte
apropiado. De forma ventajosa, los métodos de la invencién son reproducibles y dan como resultado un rendimiento
elevado de grupos de células recubiertos frente a grupos de células no recubiertos, sin comprometer la funcionalidad
celular. La invencion proporciona ademas dispositivos de recubrimiento conformal configurados para llevar a cabo
los métodos de la invencion, métodos para utilizar de forma 6ptima dichos dispositivos y para purificar las isletas
recubiertas, y los biomateriales recubiertos preparados mediante dichos métodos.

Otras ventajas de la presente invencién incluyen (1) reduccién general del volumen de injerto de biomaterial
encapsulado, (2) barreras de difusion minimas para el oxigeno y los nutrientes a través de las cépsulas, (3) retraso
minimo de la respuesta de insulina tras exposicion a glucosa, (4) dafio minimo a la superficie de la célula/grupo de
células, permitiendo una renovacion y reorganizacion celular, y (5) facilidad de escalado desde escala de laboratorio
a escala clinica.

Para alcanzar éstos y otros efectos, hemos seguido el principio puramente hidrodindmico de Chabert et al., tal como
se ha descrito anteriormente. Especificamente, en ausencia de células, se inyecta coaxialmente una fase acuosa en
una fase oleaginosa externa y se hace fluir a través de una regién de enfoque de tal modo que la fase interna
acuosa puede experimentar una transicion desde goteo a chorro dentro de la fase oleaginosa y el chorro de agua es
estirado. La camara de flujo que contiene las dos fases tiene una geometria de enfoque especial que permite la
formacion y la aceleracién del chorro (elongacion) en un chorro liquido de tamafio micrométrico. Las dimensiones del
chorro dependen de las caracteristicas de las dos fases y de sus pardmetros fluidodinamicos. La tension superficial
entre la fase acuosa y la fase oleaginosa activa entonces una inestabilidad de Rayleigh-Plateau entre las dos fases
que finalmente hace que el chorro de agua se rompa en gotitas de microlitros con un tamafio constante que depende
de (a) la geometria del dispositivo, (b) la proporcién entre los caudales de agua y aceite, (c) la proporcion entre las
viscosidades de agua y aceite, y (d) la tensién superficial entre las dos fases.

Cuando se afladen agrupaciones de células a la fase acuosa interior, éstas fluyen coaxialmente dentro del chorro de
agua (la fase acuosa fluye alrededor de la agrupacion ya que el sistema es simétrico axialmente). En las regiones de
enfoque, el componente de elongacion del flujo permite una separacion facil de las agrupaciones de células. Una
vez que el chorro se rompe, las agrupaciones de células son recubiertas con una delgada capa de agua que es
proporcional al tamafio del chorro. De esta manera, las capsulas que contienen agrupaciones celulares presentan un
diametro que es proporcional al tamafio de la agrupacion y el espesor de la capsula solo depende de las condiciones
fluidodinamicas externas.

Puesto que el didmetro de la agrupacion es mayor que el didmetro del chorro y el caudal de agua es constante,
incluso si la densidad celular de la fase acuosa es elevada, las agrupaciones son separadas unas de otras por la
componente de elongacion del flujo en la region de enfoque, lo que permite que las agrupaciones se alineen
individualmente en el centro del chorro antes de la encapsulacion. Esto permite la encapsulacion de agrupaciones
celulares individuales dentro de gotas individuales independientemente de la densidad de agrupaciones.
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Existen varios parametros que es necesario controlar en este método para alcanzar un recubrimiento conformal de
los biomateriales, tal como agrupaciones de células, con un espesor preciso del recubrimiento: (1) transicién del
goteo de agua a chorro, (2) rotura del chorro en gotitas de microlitros (para la fase acuosa libre de agrupaciones
celulares) y en gotitas que contienen agrupaciones celulares individuales (para las agrupaciones celulares en fase
acuosa), (3) polimerizacion interna del material de recubrimiento tras la rotura del chorro y antes de la purificacion, y
(4) purificacion eficiente de las agrupaciones celulares recubiertas a partir de la fase oleaginosa y del material de
recubrimiento libre de biomaterial.

Cada uno de estos puntos ha sido abordado usando modelos computacionales y mediante optimizacion
experimental, tal como se describe mas detalladamente a continuacion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIGURA 1: A. Esquema que muestra los resultados del recubrimiento conformal mediante los métodos de la
invencion (izquierda) frente a la encapsulacion mediante métodos previos (derecha). Los métodos de la
invencion permiten el recubrimiento de células y agrupaciones celulares de tal modo que el tamafio de la
capsula es proporcional al tamafio de las células/agrupaciones celulares encapsuladas. B. Esquema que
muestra el procedimiento de recubrimiento conformal, en el que la fase acuosa que contiene la disolucion de
recubrimiento y las agrupaciones celulares es inyectada coaxialmente en una fase oleaginosa externa y se
hace fluir a través de una region de enfoque de tal modo que la fase acuosa interna puede experimentar una
transicién desde goteo a formacién de chorro dentro de la fase oleaginosa y el chorro de agua es elongado.
La tension superficial entre la fase acuosa y la fase aceite activa entonces una inestabilidad de Rayleigh-
Plateau entre las dos fases que finalmente hace que el chorro se rompa en gotitas de microlitros de tamafio
constante, lo que da como resultado el recubrimiento de las agrupaciones celulares con capsulas que tienen
un diametro proporcional al tamafio de la agrupacién. C. Modelo computacional que muestra una geometria
2D axisimétrica usada con: “mas enfoque” (parte superior izquierda), “menos enfoque” (parte superior
central), y diferentes puntos de inyeccion de agua (parte superior derecha). La malla ha sido creada
imponiendo un tamafio maximo del elemento en el eje central (r=0) igual a 10°m (parte inferior).

FIGURAS 2-11: Modelos computacionales con los parametros especificados en la Tabla 1.

Los resultados de cada simulacién son: grafico de superficie de la distribucion de fase acuosa dentro de la
fase aceite para el ultimo punto temporal (A); grafico de superficie de los perfiles de velocidad para el Gltimo
punto temporal (B); y grafico de frontera (eje-z, a r=0) del esfuerzo total en la direccién r (Tr, C izquierda) y del
esfuerzo total en la direccién z (Tz, C derecha) frente a la posicion a lo largo del eje z.

e FIGURA 2: Modelo 1.

e FIGURA 3: Modelo 2.

e FIGURA 4: Modelo 3.

¢ FIGURA 5: Modelo 4.
FIGURA 6: Modelo 5.
FIGURA 7: Modelo 6.
FIGURA 8: Modelo 7.
FIGURA 9: Modelo 8.
FIGURA 10: Modelo 9.
FIGURA 11: Modelo 10.

FIGURA 12: disefio de la camara de flujo que se caracteriza por una camara con una region de enfoque de
flujo (estrechamiento 10 a 1), un sistema de inyector coaxial y un canal de salida de flujo coaxial estrecho. A.
Ensamblaje de las diferentes partes y tabla con la descripcién de cada parte. B. Vista de seccién plana
frontal.

FIGURA 13: Esquema que muestra la funcionalizacion de PEG con dVS (superior al 90%) mediante adicion
de tipo Michael de dVS en presencia de NaH.

FIGURA 14: Izquierda: esquema que muestra el marcaje de PEG-dVS con fluoresceinamina mediante adicion
de tipo Michael en un tampdn de carbonato sédico (1bis). Derecha: imagen de microscopio fluorescente de
capsulas de gel FITC-PEG.

FIGURA 15: imagenes confocales de particulas recubiertas con FITC-PEG. lzquierda: proyeccién ortogonal
de un escaneo-z de la particula recubierta completa. Derecha: reconstruccién 3D de la serie de escaneos-z,
seccionada en el plano medio.

FIGURA 16: imagenes de microscopio de fluorescencia de la morfologia de particulas recubiertas, que
muestran diferentes resultados obtenidos variando las condiciones experimentales. Se ha afiadido FITC-
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PEG-dVS a la fase acuosa en una concentracion del 1% para marcar fluorescentemente el recubrimiento. A.
Proporcion baja de particulas recubiertas frente a particulas poliméricas vacias y particulas secundarias
grandes. B. Proporcion baja de particulas recubiertas frente a particulas poliméricas vacias pero particulas
secundarias méas pequefias. C. Proporcion mas alta de particulas recubiertas frente a particulas poliméricas
vacias y particulas secundarias mas pequefias pero baja eficiencia de encapsulacion. D-F. Proporcion
elevada de particulas recubiertas frente a particulas poliméricas vacias, particulas secundarias pequefias y
elevada eficiencia de encapsulacion (protocolo optimizado).

FIGURA 17: permeabilidad y permselectividad de los hidrogeles para recubrimiento conformal. A.
Permeabilidad de diferentes hidrogeles basados en ALGINATO y PEG a 10 kDa FITC dextrano segun el
desarrollo de c/cins con el tiempo. B. Permselectividad de PEG ALG DTT a FITC dextrano de diferente peso
molecular segun el desarrollo de c/cins con el tiempo.

FIGURA 18: Biocompatibilidad de diferentes hidrogeles basados en ALGINATO y PEG en la zona subcutanea
y bajo la capsula renal en el dia 7.

FIGURA 19: recubrimiento conformal de isletas de Langerhans de rata. A. Microscopia de contraste de fase
de isletas recubiertas. B. Imdgenes confocales de recubrimientos de PEG marcados con FITC. C. Imagenes
confocales de FITC dextrano de 2000 kDa atrapado en recubrimientos de PEG. Azul: contra-tincién nuclear.
Barras de escala: 100 um.

FIGURA 20: respuesta funcional (liberacion de insulina tras estimulacion de glucosa) de isletas de rata
encapsuladas con diferentes composiciones de hidrogel. A. PEG-dVS 8-brazos 10 kDa reticulado con DTT:
isletas recubiertas conformalmente a diferentes porcentajes de PEG y MVG alginato (ALG) frente a isletas
dentro de masas y varillas de PEG. B. Isletas recubiertas conformalmente con PEG-dVS 8-brazos 10 kDa
reticulado con DTT frente a HS-PEG-SH multi-brazo frente a adicion de MVG alginato (ALG). Bajol: 60 mg/dL
de glucosa, Alto: 300 mg/dL, Bajo2: 60 mg/dL.

FIGURA 21: Efecto del tiempo entre aislamiento / encapsulacion / evaluacion funcional de la viabilidad de
isleta y de la respuesta funcional (liberacion de insulina tras estimulacién de glucosa) de isletas de rata
encapsuladas con un 5% de PEG-dVS 8-brazos 10 kDa 0,8% de MVG reticulado con DTT (PEG ALG). A.
Tincion viva (verde) / muerta (rojo) de isletas de rata encapsuladas con PEG ALG dos dias después del
aislamiento y con imagenes obtenidas justo después de la encapsulacién (izquierda), 24 horas después de la
encapsulacién (centro) o 48 horas después de la encapsulacion (derecha). B. Respuesta funcional de isletas
desnudas 2, 3 6 4 dias tras el aislamiento. C. Respuesta funcional de isletas encapsuladas con PEG ALG un
dia después del aislamiento y evaluadas 24 y 48 horas después de la encapsulacion. D. Respuesta funcional
de isletas encapsuladas con PEG ALG dos dias después del aislamiento y evaluadas 24 y 48 horas después
de la encapsulacion. L1: 60 mg/dL de glucosa, H: 300 mg/dL, L2: 60 mg/dL.

FIGURA 22: Funcion in vivo de isletas de raton (C57BL/6) recubiertas conformalmente con PEG ALG y
trasplantadas bajo la capsula renal de ratones singénicos diabéticos inducidos quimicamente, expresada
como glucosa en sangre de ratones receptores con el tiempo. Se llevé a cabo una nefrectomia para confirmar
gue la normoglucemia se debia a la funcion de isletas recubiertas.

FIGURA 23: Evaluacion histolégica (H&E, izquierda) e inmunohistoldgica (insulina: derecha) a tiempo de
rechazo de controles desnudos (parte superior, dia 11) e isletas recubiertas conformalmente (parte inferior,
dia 5%) trasplantadas bajo la capsula renal de receptores xenogénicos concordantes.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencidn se refiere a los métodos y a los medios para inmunoaislar biomateriales, por ejemplo, células y
agrupaciones celulares, para prevenir el rechazo inmune, inflamacién y/o destruccién autoinmune, a la vez que se
preserva la funcionalidad celular cuando los biomateriales son implantados en un sujeto.

En algunas realizaciones, la invencién proporciona un método para recubrir conformalmente un biomaterial con un
material de recubrimiento, que comprende las etapas de:

a) inyectar una fase acuosa dentro de una fase oleaginosa coaxial en un dispositivo de recubrimiento que
permite la transicion desde goteo a formacion de chorro y la elongacion del flujo de la fase acuosa dentro de
la fase oleaginosa;

b) afadir el biomaterial y el material de recubrimiento a la fase acuosa, en donde se produce la
polimerizacion del material de recubrimiento aguas abajo de la rotura del chorro de fase acuosa para formar
particulas, dando como resultado el recubrimiento conformal del biomaterial con el material de recubrimiento;

y
c) recolectar el flujo de salida del dispositivo de recubrimiento;
y opcionalmente, que comprende la etapa o etapas de:

5
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d) purificar el biomaterial recubierto conformalmente y el material de recubrimiento libre de biomaterial de la
fase oleaginosa; y

e) separar el biomaterial recubierto conformalmente del material de recubrimiento libre de biomaterial; en
donde el biomaterial comprende células o agrupaciones celulares. Véase, por ejemplo, la Figura 1B.

Los métodos de la invencion pueden usarse para encapsular cualquier material que pueda beneficiarse de un
inmunoaislamiento cuando se implanta en un sujeto. El material puede ser no uniforme. En una realizacion, el
material que puede beneficiarse del inmunoaislamiento es un biomaterial. En algunas realizaciones, los métodos de
la invencion pueden usarse para encapsular una o mas células, agrupaciones de células, organulos subcelulares,
sustancias bioldgicas tal como proteinas, acidos nucleicos y anticuerpos, y no biolégicas (por ejemplo, moléculas
pequefias) tal como farmacos. En algunas realizaciones, los métodos de la invencion se usan para encapsular
células y/o agrupaciones celulares. En una realizacion particular, los métodos de la invencion se usan para
encapsular células de isleta pancreaticas y agrupaciones celulares.

En determinadas realizaciones, las células y agrupaciones celulares recubiertas conformalmente pueden
comprender una 0 mas isletas pancredticas autdlogas, heter6logas, singénicas, alogénicas o xenogénicas (por
ejemplo, células de Sertoli, células mesenquimales y derivadas de médula 6sea, células progenitoras endoteliales,
células madre, células T reguladoras Treg, etc., referidas todas ellas de forma general como “células colaboradoras”
de implante) que proporcionan factores de crecimiento y/u otros agentes beneficiosos para el establecimiento, el
mantenimiento o la expansion de las células recubiertas conformalmente, o para ayudar a las células recubiertas
conformalmente a proporcionar su efecto terapéutico cuando son implantadas en un hospedante. En una realizacion,
las células colaboradoras son células madre mesenquimales.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “hospedante” se refiere al receptor del biomaterial implantado e
incluye a todos los animales. En una realizacién, el hospedante es un mamifero. En un ejemplo de realizacion, el
hospedante es humano.

Los métodos de la invencion pueden usarse de forma ventajosa para el recubrimiento conformal en sistemas de
modelo de terapia celular. Las células recubiertas conformalmente pueden proporcionar un beneficio terapéutico, por
ejemplo, expresando un factor terapéutico in vivo tras el implante. Los ejemplos de dichas células incluyen, aunque
sin limitacion, células que producen: insulina para tratar la diabetes; dopamina para tratar la enfermedad de
Parkinson (Minquez-Castellanos et al., J Neurol Neurosurg Psychiatri, in press (2007)); hormona de crecimiento para
tratar el enanismo (Chang et al., Trends Biotechnol 17: 78-83 (1999)); factor VIII y factor IX (Chang et al., Trends
Biotechnol 17, 78-83 (1999)) para tratar la hemofilia; y eritropoyetina para tratar la anemia (Rinsch et al., Kidney
Intern 62: 1395-1401 (2002)). Se pueden imaginar muchos mas factores beneficiosos producidos por células o
actividades celularesf/tisulares. En algunas realizaciones, las células recubiertas conformalmente pueden expresar
y/o proporcionar mas de un factor terapéutico, o pueden comprender dos o mas tipos de células que proporcionan
uno o mas factores terapéuticos. En algunas realizaciones, las células recubiertas conformalmente también, o
alternativamente, expresan y/o proporcionan un antagonista, agonista, analogo, derivado, quimera, fusion o
fragmento de un factor terapéutico para proporcionar un efecto terapéutico cuando se implantan en un hospedante.

En algunas realizaciones, al menos parte de las células recubiertas conformalmente también, o alternativamente,
proporcionan un efecto terapéutico sin secretar un factor difusible. En determinadas realizaciones, las células
recubiertas conformalmente proporcionan una actividad enzimatica que, por ejemplo, convierte un sustrato en un
producto que tiene un efecto beneficioso, y/o metaboliza, secuestra o absorbe una sustancial perjudicial. En
determinadas realizaciones, las células recubiertas conformalmente proporcionan un efecto terapéutico a través de
un factor ligado a material bioldgico, tal como un factor ligado a superficie celular.

En algunas realizaciones, las células recubiertas conformalmente proporcionan de forma natural un efecto
terapéutico, sin modificaciones genéticas, tras ser implantadas en un hospedante. En algunas realizaciones, las
células recubiertas conformalmente son modificadas genéticamente para proporcionar un efecto terapéutico. Como
ejemplos no limitativos, las células pueden ser transfectadas con vectores de expresion, o transducidas con vectores
lentiviricos, que hacen que las células sean capaces de expresar uno o mas factores celulares terapéuticos y/o
colaboradores. En otra realizacion, las células pueden comprender, constar de, o consistir esencialmente en células
transfectadas con vectores de expresion que hacen que las células sean capaces de expresar uno o mas factores
celulares terapéuticos y/o colaboradores. Dicha expresion puede producirse de una forma constitutiva o regulada,
por ejemplo, en respuesta a moduladores bioldgicos del torrente sanguineo o a tejidos a los que se exponen las
células.

En algunas realizaciones, las células para recubrimiento conformal son derivadas de tejido muerto o de tejido vivo.
En algunas realizaciones, las células son de origen no mamifero o de origen mamifero, de origen no humano o de
origen humano, propias o ajenas. Las células pueden ser pluripotentes, multipotentes, totipotentes o células madre
embrionarias o adultas diferenciadas; células primarias diferenciadas; o células inmortalizadas, entre otros tipos de
células. En determinadas realizaciones, las células madre comprenden, por ejemplo, células derivadas de sangre de
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cordén umbilical, de fluido amniético, de sangre menstrual, placenta, gelatina de Wharton, citotropoblastos, y
similares. Las células también pueden comprender cualquier combinacion de los tipos celulares enumerados.

Los ejemplos de factores terapéuticos que pueden ser proporcionados por las células recubiertas conformalmente
incluyen, aungue sin limitacion, uno o mas de: insulina, glucagon, eritropoyetina; Factor VIII; Factor IX; hemoglobina;
albumina; neurotransmisores tales como dopamina, éacido gamma-aminobutirico (GABA), acido glutamico,
serotonina, norepinefrina, epinefrina y acetilcolina; factores de crecimiento tales como factor de crecimiento nervioso
(NGF), factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), neurotrofina-3 (NT-3), neurotrofina 4/5 (NT-4/5), factor
neurotréfico ciliar (CNTF), factor neurotréfico derivado de linea celular glial (GDNF), factor de diferenciacion
colinérgica/factor inhibidor de leucemia (CDF/LIF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento de
tipo insulina (IGF), factor de crecimiento de fibroblasto (FGF) y factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF);
inhibidores del dolor tales como Sustancia P, catecolaminas, dinorfinas, endorfinas o encefalinas; hormonas tales
como la hormona paratiroidea o la hormona del crecimiento; inmunomoduladores tales como el factor estimulador de
colonia de granulocito-macréfago (GM-CSF); neuromoduladores; linfocinas; citocinas; cofactores; anticuerpos;
aptameros y enzimas. La eleccion de uno o mas factores terapéuticos y las concentraciones a las que se producen y
se liberan desde las células vienen dictadas por las necesidades del paciente en tratamiento, y se pueden
determinar facilmente de forma empirica por el especialista en la técnica.

En algunas realizaciones, las células recubiertas conformalmente producen un factor terapéutico que tiene actividad
de tipo insulina o reguladora de insulina. En determinadas realizaciones, el factor terapéutico es insulina. En
determinadas realizaciones, el factor terapéutico es una forma precursora de la insulina, tal como preproinsulina o
proinsulina. En determinadas realizaciones, el factor terapéutico es una proteina quimérica de insulina o una
proteina de fusién de insulina.

En algunas realizaciones, el efecto terapéutico proporcionado por las células recubiertas conformalmente
comprende la regulacion de los niveles de insulina en sangre. En determinadas realizaciones, el efecto terapéutico
comprende la regulacion de los niveles de glucosa en sangre. En otras realizaciones, el efecto terapéutico
comprende la regulacion de los niveles de uno o mas reguladores de respuesta biolégica adicionales en la sangre
del paciente.

En algunas realizaciones, el(los) factor(es) terapéutico(s) se libera(n) de las células recubiertas conformalmente
debido a la recepcién de un estimulo o sefial. Para células implantadas, el estimulo o sefial pueden recibirse desde
el hospedante (por ejemplo, cambios en los niveles en sangre de glucosa, hormonas, agentes de sefializacion
metabdlica, moléculas de sefializacion quimica, etc.).

En algunas realizaciones, las células y/o las agrupaciones de células de la invencion generalmente presentan un
tamafio uniforme. En otras realizaciones, las células y/o agrupaciones celulares de la invenciéon no presentan un
tamafio uniforme. En determinadas realizaciones, las células y/o agrupaciones celulares varian entre 10 um y 10000
pm de didmetro; entre 25 pm y 500 um de didmetro; o entre 40 pm y 400 um de didmetro. En una realizacion
particular, las células y/o agrupaciones celulares varian entre 50 y 300 um de diametro. En algunas realizaciones,
las células y/o agrupaciones celulares que varian entre 50 y 300 um de didmetro comprenden células de isleta.

El material de recubrimiento usado en los métodos de recubrimiento conformal de la invencién es biocompatible y es
estable mecéanica y quimicamente. Adicionalmente, los materiales preferidos para el recubrimiento conformal no
interfieren, o no interfieren sustancialmente, con la funcion del biomaterial encapsulado, y reducen, minimizan o
eliminan una respuesta inmune cuando el biomaterial encapsulado es implantado en un hospedante. En
determinadas realizaciones, el material de recubrimiento puede ser polimerizado mediante gelacion interna. En
determinadas realizaciones, el material usado en los métodos de recubrimiento conformal de la invencién es
biodegradable.

En algunas realizaciones, el material de recubrimiento comprende uno o méas de polietilen glicol (PEG), éxido de
polietileno (PEO), poli(N-vinil pirrolidinona) (PVP), polietil oxazolina, polivinil alcohol (PVA), politiloxazolina (PEOX),
poli(aminoacidos) y Biodritin®; polisacaridos tales como alginato, acido hialurénico, sulfato de condroitina, dextrano,
sulfato de dextrano, heparina, sulfato de heparina, sulfato de heparano, quitosan, goma gellan, goma xantana, goma
guar, derivados de celulosa solubles en agua y carragenano; y proteinas tales como gelatina, coldgeno y albdmina.
En determinadas realizaciones, el material de recubrimiento es polietilen glicol (PEG).

En determinadas realizaciones, el material de recubrimiento es de mono-brazo. En determinadas realizaciones, el
material de recubrimiento es multi-brazo.

En algunas realizaciones, el recubrimiento conformal tiene caracteristicas de permeabilidad que permiten el
intercambio de nutrientes y subproductos celulares, y la liberacion de factores terapéuticos, pero también pueden
evitar que entren en las capsulas moléculas efectoras inmunes del hospedante y/u otros elementos no deseados. En
determinadas realizaciones, el recubrimiento conformal comprende poros con un tamafio de corte de 100, 110, 120,
130, 140, 145, 150, 155, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240 6 250 kDa. En determinadas realizaciones, el

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 637 640 T3

recubrimiento conformal comprende poros con un tamafio de corte de 150 kDa. En determinadas realizaciones, el
recubrimiento conformal comprende poros con un tamafio de corte de 150 kDa. En determinadas realizaciones, el
recubrimiento conformal comprende poros con un tamafio de corte de hasta 500 kDa.

El espesor del recubrimiento conformal no depende del tamafio/didmetro del material recubierto. En algunas
realizaciones, el espesor del recubrimiento oscila entre 1 pm y 100 yum, entre 5 pm y 50 pm, o entre 8 um y 25 pym.
En algunas realizaciones, el espesor del recubrimiento oscila entre 25-50 um. En algunas realizaciones, el espesor
del recubrimiento oscila entre 10-20 pm.

En algunas realizaciones, el recubrimiento se visualiza marcando el recubrimiento de material con un marcador
detectable. El marcador puede ser, por ejemplo, una marca fluorescente, enzimatica, quimioluminiscente o epitopica.
En determinadas realizaciones, el recubrimiento se puede visualizar mediante el atrapamiento de FITC dextrano de
elevado peso molecular dentro del material de recubrimiento. En una realizacién particular, el material de
recubrimiento marcado es PEG-dVS-FITC.

En algunas realizaciones, el material de recubrimiento puede ser alterado quimicamente para contener grupos
funcionales. En algunas realizaciones, los grupos funcionales ayudan a estabilizar el recubrimiento. Adicionalmente,
el material de recubrimiento puede comprender factores terapéuticos u otras moléculas que se asocian con dichos
factores terapéuticos, tales como receptores o agentes de afinidad (véase, por ejemplo, Kim et al,
Biomacromolecules 4(5): 1214-1223 (2003)). Los factores terapéuticos pueden incorporarse en el material de
recubrimiento mediante reticulacion covalente, emulsion, interacciones ionicas, interacciones de afinidad especifica,
atrapamiento simple, o cualquier combinacion de los mismos.

En una realizacion, el recubrimiento de material comprende moléculas anti-inflamatorias para reducir la respuesta
inflamatoria del hospedante tras implante de las células recubiertas conformalmente. Los ejemplos de agentes anti-
inflamatorios incluyen corticosteroides (dexametasona, cortisol, prednisolona, loteprednol etabonato, flucinolona
acetonide, y otros), interleucina-1 (IL-1), interleucina-10 (IL-10), alfa l-antitripsina (AAT), lisofilina, pentoxifilina,
inhibidores de COX-2, péptido antagonista de receptor de interleucina-1 (IRAP), interleucina-10 (IL-10), alfa 1-
antitripsina (AAT), TGF-beta; anticuerpos de IL-1, interferébn-gamma, y TNF-alfa; factor anti-tejido, e inhibidores de
complemento. En algunas realizaciones, el material de recubrimiento comprende moléculas de matriz extracelular
(ECM) tales como colageno de tipo | o IV, laminina, fibronectina, o péptidos arginina-glicina-aspartato (Beck et al.,
Tissue Eng 13(3): 1-11 (2007)). En algunas realizaciones, las moléculas anti-inflamatorias y/o ECM son ancladas a
la superficie del material de recubrimiento. En determinadas realizaciones, las moléculas son recubiertas o
encapsuladas para una liberacion lenta.

El recubrimiento conformal del biomaterial se produce en un dispositivo de recubrimiento. Tal como se usa en la
presente memoria, el término “dispositivo de recubrimiento” se refiere a cualquier dispositivo que es capaz de
recubrir conformalmente un biomaterial. En algunas realizaciones, el dispositivo de recubrimiento es un dispositivo
gue permite una transicion de un goteo a formacion de chorro y elongacion de una fase acuosa dentro de una fase
no miscible (por ejemplo, oleaginosa), en donde la fase acuosa es sometida a una rotura de chorro en particulas. En
algunas realizaciones, el dispositivo de recubrimiento es una camara de flujo que comprende una o mas entradas de
fase aceite, una 0 méas entradas de fase acuosa (que pueden ser las mismas o diferentes de las de fase aceite), y
una o mas regiones de enfoque del flujo aguas debajo de las entradas, donde los chorros co-fluyentes de la fase
oleaginosa enfocan a la fase acuosa. La camara de flujo puede comprender ademas uno o mas canales aguas
debajo de la(s) region(es) de enfoque de flujo. El didmetro de el(los) canal(es) de fase acuosa puede ser, por
ejemplo, 0,5,0,6,0,7,0,8,0,9,1,1,1,1,2,1,3,1,4,1,5,1,6,1,7,1,8,1,9,2,2,1,2,2,2,3,2,4,25, 2,6, 2,7,2,8, 2,9, 3,
3,1, 3,2, 3,3, 3/4, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9 6 4 mm de diametro. El diametro de el(los) canal(es) de fase oleaginosa
puede ser, por ejemplo, 5, 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8, 8,5, 9, 9,5, 10, 10,5, 11, 11,5, 12, 12,5, 13, 13,5, 14, 14,5, 15, 15,5,
16, 16,5, 17, 17,5, 18, 18,5, 19, 19,5 6 20 mm de diametro. En determinadas realizaciones, el diametro de el(los)
canal(es) de fase oleaginosa puede ser de hasta 100 mm. La longitud de el(los) canal(es) puede ser, por ejemplo, 5,
6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 6 15 mm. Los canales pueden conducir a una o méas salidas de la camara de flujo.
Véase, por ejemplo, la Figura 12 para ejemplos de detalles de disefio y fabricacion de la camara de flujo.

En algunas realizaciones, el dispositivo proporciona un flujo enfocado desde un canal de 10d hasta un canal de d
(restriccion 1/10 del diametro para permitir una transiciéon de goteo a formacién de chorro). En determinadas
realizaciones, d oscila entre 0,5-10 mm. En determinadas realizaciones, d oscila entre 1-4 mm. En una realizacién
particular, d es alrededor de 1 mm. En algunas realizaciones, el &ngulo de enfoque del dispositivo oscila entre 100 y
5 grados (de mayor a menor enfoque). En determinadas realizaciones, el angulo de enfoque oscila entre 90 y 10
grados. En determinadas realizaciones, el angulo de enfoque es superior a 10, 20, 30, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 80 6 90
grados. En determinadas realizaciones, el angulo de enfoque del dispositivo es de aproximadamente 60 grados. En
algunas realizaciones, la region de enfoque de flujo tiene una longitud de 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140
6 150. En determinadas realizaciones, la region de enfoque de flujo tiene una longitud de 100 mm.

En algunas realizaciones, el diametro de la camara (cilindro) de fase aceite externa es de 1-20 mm. En algunas
realizaciones, el diametro de la cAmara de fase aceite externaes de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 6 15 mm. En una
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realizacién particular, el didmetro de la cAmara de fase aceite externa es de 10 mm. En algunas realizaciones, la
camara de fase aceite externa se alimenta a través de un puerto lateral situado 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9 6 10 mm
aguas arriba (en distancia axial del cilindro) del puerto de inyeccion coaxial de la fase acuosa. En determinadas
realizaciones, el puerto lateral esta situado 5 mm aguas arriba del puerto de inyeccién de la fase acuosa. En
determinadas realizaciones, la camara de fase aceite externa se alimenta a través de mas de un puerto lateral
situado 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 mm aguas arriba (en distancia axial del cilindro) del puerto de inyeccion coaxial
de la fase acuosa.

En algunas realizaciones, la punta de la aguja de inyeccién de agua se co-localiza con la base de la regiéon de
enfoque del dispositivo. En algunas realizaciones, la punta de la aguja de inyeccién de agua esta posicionada
aproximadamente 0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 2, 3, 4 6 5 mm aguas arriba 0 aguas abajo (en
distancia axial de cilindro) de la base de la region de enfoque del dispositivo. En una realizacion particular, la punta
de la aguja de inyeccion esta posicionada aproximadamente 0,5 mm aguas arriba de la region de enfoque.

En una realizacion particular, el dispositivo se caracteriza por una cadmara de fase aceite externa con un didmetro de
10 mm, alimentada a través de un puerto lateral situado 5 mm aguas arriba del puerto de inyeccion coaxial de la fase
acuosa, que estd 0,5 mm aguas arriba de la region de enfoque del flujo, y el enfoque del flujo se produce en un
canal que constrifie el diametro de 10 mm a 1 mm y que tiene una longitud de 100 mm, con un angulo de enfoque de
60 grados.

En algunas realizaciones, el dispositivo es capaz de recubrir células y/o agrupaciones celulares con un diametro
mayor de 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950
6 1000 um. En determinadas realizaciones, el dispositivo es capaz de recubrir células y/o agrupaciones celulares
con un diametro superior a 40 um. En algunas realizaciones, el dispositivo es capaz de recubrir células y/o
agrupaciones celulares de hasta 1000 um de diametro.

En algunas realizaciones, el flujo de fase acuosa, el flujo de fase oleaginosa, 0 ambos, se mantienen mediante una
bomba peristéltica. En algunas realizaciones, el flujo de fase acuosa, el flujo de fase oleaginosa, o ambos, se
mantienen mediante una bomba de jeringa. En una realizacion, el flujo de fase acuosa se mantiene mediante una
bomba de jeringa y el flujo de fase oleaginosa se mantiene mediante una bomba peristaltica.

En algunas realizaciones, los métodos de recubrimiento conformal de la invencién no implican: (1) la generacion de
gotitas del material de recubrimiento mezcladas con isletas mediante una bomba de chorro de aire o mediante
generadores de gotas electrostaticos; (2) la formacion del recubrimiento capa a capa directamente sobre las células;
(3) el recubrimiento mediante una reaccidbn quimica directamente sobre la superficie celular; y/o (3)
fotopolimerizacion.

En algunas realizaciones, la concentracion de células/agrupaciones de células de la fase acuosa puede oscilar entre
100-1.000.000 células/mL, 500-750.000 células/mL, 1.000-500.000 células/mL 6 2.500-250.000 células/mL. En
determinadas realizaciones, la concentracion de células/agrupaciones celulares afiadidas a la fase acuosa oscila
entre 5.000 y 100.000 células/mL. En una realizacion particular, las 5.000 a 200.000 células/mL afadidas a la fase
acuosa son células de isleta pancreética, que pueden estar enriquecidas opcionalmente en células o agrupaciones
de células beta secretoras de insulina.

La fase acuosa puede comprender un tensioactivo. En algunas realizaciones, el tensioactivo comprende uno o mas
de, por ejemplo, co-polimeros de bloque Pluronic (F-68 y/o F-127) y PEG-PPS. En una realizacion, el tensioactivo es
Pluronic F-68. En algunas realizaciones, la concentracion de tensioactivo en la fase acuosa oscila entre 0-10%, 0-
8%, 0-6%, 0-5%, 0-4%, 0-3%, 0-2,5%, 0-1,5% 6 0-1%. En determinadas realizaciones, la concentraciéon de
tensioactivo es del 2%. En otra realizacion, la concentracién de tensioactivo es del 1%.

La fase acuosa puede comprender un agente para recubrir la superficie de la isleta y prevenir la aglomeracién. En
algunas realizaciones, el agente comprende alginato de grupos-G de viscosidad media (MVG). En determinadas
realizaciones, el agente comprende alginato sodico con un 60% de guluronato (G) y una viscosidad de 200000 —
300000 g/mol (PRONOVA UP MVG, Producto n° 4200106, NovaMatrix, Sandvika, Noruega). En otras realizaciones,
el agente comprende adicional o alternativamente un compuesto cargado sintético o natural polimérico (por ejemplo,
acido poliacrilico) o no polimérico (por ejemplo, heparina).

En algunas realizaciones, el pH de la fase acuosaes 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4,45, 5,55, 6, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6,
6,7, 6,8, 6,9, 7, 7,5 u 8. En realizaciones particulares, el pH de la fase acuosa es 4,5, 5,5, 6,5 6 7. En una
realizacion, el pH de la fase acuosa es 6-7.

En determinadas realizaciones, la fase acuosa comprende células/agrupaciones celulares en el medio, tensioactivo,
y uno o mas reactivos tiolantes o reductores (que pueden ser, por ejemplo, agentes mono- o multi-funcionales que
son lineales o multi-brazo). En algunas realizaciones, las células/agrupaciones celulares comprenden isletas
celulares, el medio esta libre de suero o es una Disolucion Salina Equilibrada de Hank (HBSS), el tensioactivo es
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Pluronic-F68, y/o el agente tiolante o reductor es DTT. En algunas realizaciones, la fase acuosa comprende 5-10%
de PEG (por ejemplo, 5% o 10% de PEG), 0-0,8% de alginato de grupos G de viscosidad media (por ejemplo, 0,
0,4% o0 0,8% de MVG), 0-2% de Pluronic-F68 (por ejemplo, 0%, 1% o 2% de Pluronic-F68), 50.000-100.000 células
de isleta/mL (por ejemplo, 50.000 6 75.000 células de isIeta/mLzy 0,31-0,62% p/v de DTT (por ejemplo, 0,31% o
0,62% p/v de DTT) en medio libre de suero o HBSS sin ca®" y Mg Ta pH 4,5-7,4 (por ejemplo, pH 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5,
7 6 7,4); y la fase oleaginosa comprende 0-0,2% de trietanolamina (por ejemplo, 0%, 0,02% o 0,2% de
trietanolamina). Los métodos de recubrimiento conformal de la invencidon abarcan cualquier combinacién de dichos
valores. En determinadas realizaciones, por ejemplo, la fase acuosa comprende 5-10% de PEG, 2% de Pluronic-
F68, 75.000 células de isleta/mL y 0,31-0,62% p/v de DTT en medio libre de suero a pH 6,5. En otras realizaciones,
la fase acuosa comprende 5-10% de PEG, 75.000 células de isleta/mL y 0,31-0,62% p/v de DTT en HBSS sin ca* y
Mg2+ a pH 4,5 6 5. En otras realizaciones, la fase acuosa comprende un 5% o un 10% de PEG, 0,8% de alginato de
grupos G de viscosidad media, 3% de Pluronic-F68, 50.000 células de isleta/mL y 0,31 6 0,62% p/v de DTT en
HBSS libre de calcio y magnesio a pH 7. En otras realizaciones, la fase acuosa comprende un 5% o un 10% de
PEG, un 0,8% de alginato de grupos G de viscosidad media, 75.000 células de isleta/mL, y 0,31 6 0,62% p/v de DTT
en HBSS libre de calcio y magnesio a pH 6. En una realizacién, la invencion proporciona un método en donde la
fase acuosa comprende un 10% de PEG, 2% de Pluronic-F68, 75.000 células de isleta/mL y 0,62% p/v de DTT en
medio libre de suero a pH 6,5; en donde la fase oleaginosa comprende PPG con un 10% de Span80, en donde dicha
fase oleaginosa opcionalmente comprende ademés un 0,02% de trietanolamina (TEA). En otra realizacion particular,
la invencién proporciona un método en donde la fase acuosa comprende un 5% de PEG, 1% de Pluronic-F68,
75.000 células de isleta/mL y un 0,31% p/v de DTT en HBSS sin ca® y Mg% a pH 4-6; en donde la fase oleaginosa
comprende PPG con un 10% de Span80, en donde dicha fase oleaginosa opcionalmente comprende ademas un
0,02% de trietanolamina. En otra realizacion particular, la invencién proporciona un método en donde la fase acuosa
comprende un 5% de PEG, 1% de Pluronic-F68, 0,8% de alginato de grupos G de viscosidad media, 75.000 células
de isleta/mL y 0,31% p/v de DTT en HBSS sin ca” y Mg2+ a pH 7; en donde la fase oleaginosa comprende PPG con
un 10% de Span80, en donde dicha fase oleaginosa opcionalmente comprende ademas un 0,02% de trietanolamina.
En otra realizacion particular, la invencién proporciona un método en el que la fase acuosa comprende un 5% de
PEG, 0,8% de alginato de grupos G de viscosidad media, 75.000 células de isleta/mL y 0,31% p/v de DTT en HBSS
sin Ca?" y Mgz+ a pH 6; en donde la fase oleaginosa comprende PPG con un 10% de Span80, en donde dicha fase
oleaginosa opcionalmente comprende ademas un 0,02% de trietanolamina. En otra realizacién particular, la
invencion proporciona un método en el que la fase acuosa comprende un 5% de PEG, 0,8% de alginato de grupos G
de viscosidad media, 75.000 células de isleta/mL y 0,31% p/v de DTT en HBSS sin ca” y Mg2+ a pH 5; en donde la
fase oleaginosa comprende PPG con un 10% de Span80, en donde dicha fase oleaginosa opcionalmente
comprende ademéas un 0,02% de trietanolamina. En cualquiera de las reivindicaciones descritas en la presente
memoria, la fase oleaginosa puede comprender opcionalmente, por ejemplo, 0,01%-0,5% de trietanolamina, por
ejemplo, 0,02%-0,2% de etanolamina. En algunas realizaciones, la fase oleaginosa puede comprender
opcionalmente un 0,2% de trietanolamina, por ejemplo, en lugar de un 0,02% de trietanolamina.

En determinadas realizaciones, la fase oleaginosa comprende uno o mas, por ejemplo, de polipropilen glicol (PPG) o
aceite mineral con una viscosidad de al menos 2,5 veces superior a la viscosidad de la fase acuosa. La fase
oleaginosa puede comprender ademas uno o mas reactivos seleccionados, por ejemplo, entre Span80 y/o
trietanolamina.

En algunas realizaciones, la fase oleaginosa comprende PPG. En determinadas realizaciones, la fase oleaginosa
comprende PPG con 1-20%, 5-15%, 6-14%, 7-13%, 8-12%, 9-11% o 10% de Span80, y/o 0-2%, 0,005-0,5%, 0,008-
0,05% o 0,01-0,02% de trietanolamina. En una realizacion particular, la fase oleaginosa comprende PPG con un
10% de Span80. En algunas realizaciones, la fase oleaginosa que comprende PPG con un 10% de Span80 ademas
comprende un 0,01%, 0,02% o 0,2% de trietanolamina (TEA).

En algunas realizaciones, los caudales de la fase acuosa (Qw) y la fase oleaginosa (Qo) se seleccionan
respectivamente de: 10 pL/min y 3,5 mL/min; 1 pL/min y 3,5 mL/min; 10 pL/min y 7 mL/min; 50 uL/min y 0,5 mL/min;
50 pL/min y 2,5 mL/min; 150 pyL/min y 0,5 mL/min; y 150 uL/min y 2,5 mL/min. En algunas realizaciones, se inyecta
aire antes de la fase acuosa para permitir la estabilizacion del agua en el chorro de aceite. En determinadas
realizaciones, se introduce aire en un catéter de inyeccién que contiene la fase acuosa, de tal modo que la burbuja
de aire puede inyectarse en la fase oleaginosa antes de la inyeccion de fase acuosa en la fase oleaginosa para
ayudar a visualizar el comienzo de la fase acuosa.

Los caudales de la fase acuosa y de la fase oleaginosa pueden ajustarse con el tiempo. En algunas realizaciones, la
fase acuosa se reduce con el tiempo a la vez que se incrementa la fase oleaginosa. En una realizacion particular, la
fase acuosa entre en la fase oleaginosa en primer lugar con un caudal de 50 pL/min y después se reduce a 10
puL/min. En determinadas realizaciones, el caudal de fase oleaginosa se aumenta gradualmente desde 0,5 hasta 3,5
mL/min a la vez que se reduce la fase acuosa, y después se mantiene constante durante el proceso completo de
encapsulacion, o el caudal de fase oleaginosa se mantiene constante a 3,5 mL/min a lo largo del proceso de
encapsulacion.
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En algunas realizaciones, la ratio entre la velocidad de la fase oleaginosa y la velocidad de la fase acuosa esta entre
70 y 500. En determinadas realizaciones, la ratio es 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 310, 320, 330, 340,
350, 360, 370, 380, 390, 400, 450 6 500. En una realizacion particular, la ratio es 350.

En algunas realizaciones, la ratio entre la viscosidad de la fase oleaginosa y la viscosidad de la fase acuosa esta
entre 2,5y 100. En determinadas realizaciones, la ratio es 2,5, 3, 3,1, 3,2, 3,3, 3,4, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9, 4, 5, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 6 100. En una realizacion particular la ratio es 3,5.

Tras la rotura del chorro de agua, el material a encapsular (por ejemplo, células y/o agrupaciones celulares) es
recubierto con una capa de agua que contiene un material de recubrimiento delgado que es proporcional al tamafio
del chorro, lo que permite el recubrimiento conformal. Las células/agrupaciones celulares recubiertas son
recolectadas entonces del flujo de salida del dispositivo de recubrimiento. En algunas realizaciones, tras la
recoleccion, las células y/o agrupaciones celulares recubiertas se mantienen en agitacion durante, por ejemplo, 1-30,
5-20 u 8-12 minutos para evitar la coalescencia hasta que se complete la polimerizacién del recubrimiento. En
algunas realizaciones, la agitacion tiene lugar a entre 4 y 25°C. En realizaciones particulares, la agitacion tiene lugar
a 25°C. En algunas realizaciones, la velocidad de agitacién estd entre 50-500 rpm o 100-300 rpm. En una
realizacion, las células y/o agrupaciones celulares recubiertas se mantienen en agitacion durante aproximadamente
10 minutos. En otras realizaciones, las células y/o agrupaciones celulares recubiertas son recolectadas en un
recipiente y se dejan sedimentar por gravedad. En algunas realizaciones, las células y/o agrupaciones celulares
recubiertas se mantienen sin agitacion en el bafio externo durante, por ejemplo, 1-30, 5-20 u 8-12 minutos para
permitir que se complete la polimerizacién del recubrimiento. En algunas realizaciones, las células y/o agrupaciones
celulares recubiertas son recolectadas dentro de un recipiente que comprende PPG y un 10% de Span80 y un
0,02% de TEA. En otras realizaciones, las células y/o agrupaciones celulares recubiertas son recolectadas en un
recipiente que comprende PPG y un 10% de Span80 y un 0,2% de TEA. En otras realizaciones, las células y/o
agrupaciones celulares recubiertas son recolectadas en un recipiente que comprende PPG y un 0,02 o un 0,2% de
TEA.

A continuacion la fase oleaginosa se puede separar de la fase acuosa. En algunas realizaciones, la separacion se
produce mediante centrifugacion y/o extraccion con hexano. En determinadas realizaciones, dicha centrifugacion
comprende las etapas de:

a) centrifugar el flujo de salida para separar el biomaterial recubierto conformalmente y el material de
recubrimiento libre de biomaterial de la fase oleaginosa; y

b) retirar el sobrenadante de la fase oleaginosa del biomaterial recubierto conformalmente y del material de
recubrimiento libre de biomaterial.

En determinadas realizaciones, la fase oleaginosa se separa de la fase acuosa mediante centrifugacion durante 5-20
minutos a 1000-2000 rpm seguido de 1-10 minutos a 100-1000 g. En una realizacion particular, la fase oleaginosa se
separa de la fase acuosa mediante centrifugacion durante 5 minutos a 1500 rpm seguido de 1 minuto a 500 g.

En algunas realizaciones, la extraccion con hexano comprende las etapas de:

a) resuspender el biomaterial recubierto conformalmente y el material de recubrimiento libre de biomaterial
en una composicién que comprende hexano;

b) centrifugar la mezcla de la etapa a) para separar el biomaterial recubierto conformalmente y el material de
recubrimiento libre de biomaterial del hexano; y

c) retirar el sobrenadante de hexano.

En algunas realizaciones, la extracciéon con hexano comprende ademas, o alternativamente, las etapas de:

d) resuspender el biomaterial recubierto conformalmente y el material de recubrimiento libre de biomaterial
en una composicién que comprende hexano y un tampon;

e) centrifugar la mezcla de la etapa d) para separar el biomaterial recubierto conformalmente y el material de
recubrimiento libre de biomaterial del hexano y del tampon; y

f) retirar el sobrenadante de hexano/tampon.

El biomaterial recubierto conformalmente y el material de recubrimiento libre de biomaterial pueden resuspenderse
entonces en una disolucién acuosa, por ejemplo, en un tampon.

En otras realizaciones, la extraccién con hexano comprende ademas, o alternativamente, las etapas de:
d) resuspender el biomaterial recubierto conformalmente y el material de recubrimiento libre de biomaterial

en una composicion que comprende o0 que consiste en hexano;
e) afiadir el tampdn a la composicién de hexano y mezclar, por ejemplo, invirtiendo el recipiente;
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f) centrifugar la mezcla de la etapa e) para separar el biomaterial recubierto conformalmente y el material de
recubrimiento libre de biomaterial de la composicion de hexano y tampén; y
g) retirar el sobrenadante de hexano/tampén.

En algunas realizaciones, se puede llevar a cabo una segunda extraccion con hexano.
En una realizacion particular, la extraccién con hexano comprende las etapas de:

a) resuspender el biomaterial recubierto conformalmente y el material libre de biomaterial en una
composicién que comprende hexano;

b) afiadir tampoén (HBSS sin ca* y Mgz+) al biomaterial recubierto y al material de recubrimiento libre de
biomaterial y a la mezcla de hexano y mezclar, por ejemplo, invirtiendo el recipiente;

c) centrifugar la mezcla de la etapa b) durante 5 minutos a 500 g;

d) eliminar el sobrenadante de hexano y tampdn, afiadir tampén (HBSS sin ca* y Mgz+) y resuspender el
biomaterial recubierto conformalmente y el material de recubrimiento libre de biomaterial;

e) centrifugar la mezcla de la etapa d) durante 30 segundos a 500 g;

f) eliminar el sobrenadante de tampdn, afiadir hexano y resuspender el biomaterial recubierto
conformalmente y el material de recubrimiento libre de biomaterial; afiadir tampén (HBSS sin Ca** y Mg®") y
resuspender el material;

g) centrifugar la mezcla de la etapa f) durante 30 segundos a 500 g; y

h) retirar el sobrenadante de hexano/PBS.

A continuacién se puede resuspender en PBS el biomaterial recubierto conformalmente y el material de
recubrimiento libre de biomaterial.

Puede ser deseable separar las células y/o agrupaciones celulares recubiertas del material de recubrimiento libre de
biomaterial. Esta separacion se puede lograr mediante cualquiera de una serie de técnicas de separacion basadas
en tamafio o densidad bien conocidas en la técnica, por ejemplo, mediante centrifugacion de gradiente. En
determinadas realizaciones, las células y/o agrupaciones celulares recubiertas son purificadas adicionalmente del
material de recubrimiento mediante centrifugacion de gradiente, que comprende las etapas de:

a) estratificar disoluciones para formar un gradiente de densidad capaz de separar el biomaterial recubierto
conformalmente y el material de recubrimiento libre de biomaterial;

b) aplicar el biomaterial recubierto conformalmente y el material de recubrimiento libre de biomaterial al
gradiente de densidad;

c) centrifugar el gradiente de densidad para separar el biomaterial recubierto conformalmente del material
de recubrimiento libre de biomaterial; y

d) retirar la parte del gradiente que contiene el material de recubrimiento libre de biomaterial.

En una realizacién, las disoluciones estratificadas para formar el gradiente tienen las densidades de (1) 1-1,1 g/mL,
por ejemplo, 1,042 g/mL, y (2) densidad del medio. En algunas realizaciones, se purifica mas del 50, 60, 70, 80, 85,
90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 6 100% del biomaterial recubierto del material de recubrimiento libre de
biomaterial. En una realizacién determinada, se purifica mas del 95% del biomaterial recubierto del material de
recubrimiento libre de biomaterial.

En una realizacion particular, la invencién proporciona un método en el que la fase acuosa comprende 10% de PEG,
2% de Pluronic-F68 y 0,62% p/v de DTT en medio libre de suero a pH 6,5;

en donde la fase oleaginosa comprende PPG con un 10% de Span80, en donde dicha fase oleaginosa comprende
opcionalmente un 0,02% de trietanolamina. En otra realizacion particular, la invencion proporciona un método en
donde la fase acuosa comprende un 5% de PEG, 1% de Pluronic-F68 y un 0,31% p/v de DTT en HBSS a pH 5,5; en
donde la fase oleaginosa comprende PPG con un 10% de Span80, en donde dicha fase oleaginosa opcionalmente
comprende un 0,02% de trietanolamina. En otra realizacion particular, la invencion proporciona un método en donde
la fase acuosa comprende un 5% de PEG, 1% de Pluronic-F68, 0,8% de alginato de grupos G de viscosidad media y
un 0,31% p/v de DTT en HBSS a pH 7; en donde la fase oleaginosa comprende PPG con un 10% de Span80, en
donde dicha fase oleaginosa opcionalmente comprende un 0,02% de trietanolamina. En otra realizacién particular, la
invencion proporciona un método en donde la fase acuosa comprende un 5% de PEG, 0,8% de alginato de grupos G
de viscosidad media y 0,31% p/v de DTT en HBSS a pH 4-7; en donde la fase oleaginosa comprende PPG con un
10% de Span80, en donde dicha fase oleaginosa opcionalmente comprende un 0,02-2% de trietanolamina (por
ejemplo, 0,02% o 0,2% de trietanolamina). En cualquiera de dichas realizaciones, el dispositivo de recubrimiento
puede comprender una camara de flujo que comprende una regién de enfoque de flujo “de mayor enfoque” con una
reduccion del diametro interno del canal desde 10 mm a 1 mm, con un angulo de enfoque de 60 grados, y un canal
aguas abajo de la region de enfoque de flujo que tiene un didmetro de aproximadamente 1 mm y una longitud de
100 mm;
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en donde el método comprende las etapas de:

a) aplicar la fase oleaginosa a la camara de flujo;

b) inyectar aire en la camara de flujo a través de una aguja cuya punta esta localizada 0,5 mm aguas arriba
de la base de la region de enfoque;

c) inyectar la fase acuosa en la camara de flujo a través de dicha aguja, en donde la fase acuosa es
inyectada primero a 50 pL/min y después se reduce a 10 puL/min, mientras que la fase oleaginosa se mantiene
a 3,5 mL/min, de tal modo que la tensioén superficial entre la fase acuosa y la fase oleaginosa hace que el
chorro de agua se rompa en gotas de tamafio de microlitros que comprenden el biomaterial recubierto
conformalmente y el material de recubrimiento libre de biomaterial;

d) recolectar el flujo de salida de la camara de flujo;

e) centrifugar el flujo de salida para separar el biomaterial recubierto conformalmente y el material de
recubrimiento libre de biomaterial de la fase oleaginosa;

f) retirar el sobrenadante de la fase oleaginosa del biomaterial recubierto conformalmente y el material de
recubrimiento libre de biomaterial;

g) resuspender el biomaterial recubierto conformalmente y el material de recubrimiento libre de biomaterial
en una composicion que comprende hexano, y afadir tampdn y mezclar (por ejemplo, invirtiendo el
recipiente);

h) centrifugar la mezcla de la etapa g) para separar el biomaterial recubierto conformalmente y el material de
recubrimiento libre de biomaterial del hexano y del tampoén;

i) eliminar el sobrenadante hexano/tampén;

j) resuspender el biomaterial recubierto conformalmente y el material de recubrimiento libre de biomaterial
en una composicién que comprende un tampon;

k) centrifugar la mezcla de la etapa j) para separar el biomaterial recubierto conformalmente y el material de
recubrimiento libre de biomaterial del tampon;

I) retirar el sobrenadante de tampon;

m) opcionalmente, repetir las etapas g) — j);

n) estratificar las disoluciones para formar un gradiente de densidades capaz de separar el biomaterial
recubierto conformalmente y el material de recubrimiento libre de biomaterial;

0) aplicar el biomaterial recubierto conformalmente y el material de recubrimiento libre de biomaterial al
gradiente de densidades;

p) centrifugar el gradiente de densidades para separar el biomaterial recubierto conformalmente del material
de recubrimiento libre de biomaterial; y

q) retirar la parte del gradiente que contiene el material de recubrimiento libre de biomaterial.

En determinadas realizaciones, las células de isleta y/o el PEG son afiadidos a la fase acuosa antes de inyectarlas
en la camara de flujo, o alternativamente, tras inyectarlas en la caAmara de flujo.

Si el material de recubrimiento tiene una marca fluorescente, las células y/o agrupaciones celulares recubiertas
conformalmente pueden ser visualizadas, por ejemplo, mediante microscopia de fluorescencia, fluorocitometria,
tecnologia de clasificacion celular de citometria de flujo, o mediante un lector de placas fluorescente. En algunas
realizaciones, las células recubiertas conformalmente marcadas fluorescentemente pueden ser detectadas y/o
aisladas usando, por ejemplo, citometria de flujo o FACS.

En algunas realizaciones, los métodos de la invencion son escalados para recubrir conformalmente al menos
50.000; 100.000; 150.000; 200.000; 300.000; 400.000; 500.000; 600.000; 700.000; 800.000; 900.000 6 1.000.000 de
células y/o agrupaciones celulares al mismo tiempo. En algunas realizaciones, este escalado se consigue llevando a
cabo los métodos de la invencién en una serie de camaras. En una realizacién, los métodos de la invencién son
escalados montando una serie de camaras verticales paralelas, por ejemplo, en configuracion radial, en la que un
flujo radial para cada camara alimenta la fase acuosa a cada cadmara separada con unas caracteristicas de flujo
hidrodinamico comparables. En algunas realizaciones, las células y/o agrupaciones celulares recubiertas y el
material de recubrimiento libre de biomaterial de cada camara son recolectadas en recipientes separados. En
algunas realizaciones, las células y/o agrupaciones celulares recubiertas y el material de recubrimiento libre de
biomaterial procedentes de cada camara son recolectadas en el mismo recipiente y se purifican al mismo tiempo.

En algunas realizaciones, los métodos de la invencion proporcionan un recubrimiento conformal superior al 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 6 100% del biomaterial
introducido en el dispositivo de recubrimiento. En determinadas realizaciones, los métodos de la invencion
proporcionan un recubrimiento conformal superior al 95% del biomaterial introducido.

En algunas realizaciones, la viabilidad y la funcién de las células y/o agrupaciones celulares recubiertas se
determina mediante cualquiera de una serie de métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, ensayo MTT,
tincion viva/muerta, y/o (en el caso de isletas) estimulacién de glucosa estatica de perfusion. En los casos en los que
las células recubiertas son isletas, se puede evaluar la inmunoproteccion de las isletas trasplantadas mediante
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recubrimiento conformal, por ejemplo, monitorizando el nivel de glucosa y/o el peso del paciente trasplantado, y/o
mediante evaluacion histolégica.

La invencion proporciona ademas métodos para tratar un trastorno en un paciente, que comprenden las etapa de
implantar en el paciente el biomaterial recubierto conformalmente aislado mediante los métodos referidos en la
presente memoria. Dichos trastornos incluyen, aunque sin limitacién: diabetes, hemofilia, fallo renal, amiloidosis,
trastornos del sistema inmune, inflamaciones, dolor crénico, artritis, hipertensién, trastornos del sistema nervioso,
trastornos metabdlicos, trastornos endocrinos, trastornos linfoproliferativos, trastornos mieloproliferativos, sindromes
mielodisplasicos, trastornos de células madre, trastornos de fagocitos, trastornos histiociticos, anormalidades de
eritrocitos o plaquetas, trastornos de células plasmatica, leucemias agudas, leucemias crénicas, malignidades
(carcinoma de mama, sarcoma de Ewing, neuroblastoma, carcinoma de célula renal, etc.), hipotiroidismo,
hipopituitarismo, hipogonadismo, rechazo de injerto, enfermedad de injerto contra hospedante (GVD), enfermedad
veno-oclusiva, efectos secundarios de quimioterapia pre-trasplante (tales como sangrado excesivo, infertilidad y
complicaciones renales, pulmonares o de corazon), y otros trastornos y enfermedades que serian reconocidos por el
médico especialista.

Tal como se refiere en la presente memoria, el término “paciente” se refiere al receptor de un tratamiento terapéutico
e incluye todos los animales. En una realizacién, el paciente es un mamifero. En una realizacion particular, el
paciente es humano.

El biomaterial recubierto conformalmente producido mediante los métodos de la invencion puede ser implantado en
cualquier lugar apropiado dentro de un paciente. El biomaterial puede implantarse en sitios naive o pre-
vascularizados; en sitios fisioldgicos o transformados; y dentro de tejidos y 6rganos o adyacente a los mismos. En
determinadas realizaciones, la localizacién del implante no es la cavidad abdominal.

En algunas realizaciones, el biomaterial recubierto conformalmente producido mediante los métodos de la invencién
se coloca en un dispositivo antes de la implantacién en un paciente, para reducir la respuesta inmune del paciente
yl/o para prolongar la supervivencia de las células. El dispositivo puede ser cualquier dispositivo adecuado para la
implantacion de material biolégico en un paciente, por ejemplo, el dispositivo tal como se describe en la Publicacion
de EE.UU. n° 2006/0024276 o en la Publicacion de Patente de EE.UU. n°® 6.716.246. En algunas realizaciones, el
biomaterial recubierto conformalmente es implantado dentro de, o adyacente a, un sustrato estructural natural o
sintético, biodegradable o no biodegradable.

Para que la presente invencién pueda entenderse mejor, se presentan los siguientes ejemplos. Estos ejemplos
tienen propoésito meramente ilustrativo y no deben considerarse como limitativos del alcance de la invenciéon en
modo alguno.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Modelo computacional

Se ha desarrollado un modelo computacional en Comsol Multiphysics (funcidon de parametros a dos niveles del
moédulo de ingenieria quimica) para determinar el efecto de diferentes parametros geométricos (“mas enfoque” y
“menos enfoque” en la camara de flujo y diferentes puntos de inyeccion de la fase acuosa en la fase oleaginosa) y
parametros dinamicos (ratio entre los caudales de agua y aceite, ratio entre las viscosidades de agua y aceite, y
tension interfacial entre las dos fases) en la transicion de goteo a formacion de chorro de la fase acuosa, en el
tamafio del chorro de agua final, y en la tension total que actda en el centro del chorro de agua.

Se ha usado una geometria 2D axisimétrica con dos parametros de enfoque diferentes: “mas enfoque” y “menos
enfoque” y diferentes puntos de inyeccion de agua. Se ha creado la malla imponiendo un tamafio maximo de
elemento en el eje central (r=0) igual a 10°m (Figura 1C).

La Tabla 1 muestra los valores de los diferentes parametros fluidodinamicos experimentales (viscosidad de las fases
acuosa y oleaginosa, velocidad de las fases acuosa y oleaginosa, tension superficial) y de la geometria de la camara
(punto de inyeccion de la fase acuosa en el aceite y tipo de geometria de enfoque) para cada modelo computacional
desarrollado. La Tabla 1 también indica si el conjunto de parametros experimentales elegidos para cada modelo da
como resultado la formacién de chorro o de goteo de la fase acuosa dentro de la fase oleaginosa, asi como los
valores maximos de la tension radial total.

No fue posible ejecutar el modelo con los valores verdaderos de las velocidades de agua y aceite, ya que los
tiempos de compilacion habrian sido inaceptables y la memoria de ordenador disponible habria limitado las
compilaciones. Por lo tanto, aumentamos en 10° la magnitud de las velocidades. De esta manera, los resultados
(especialmente en relacion a los valores de tensiones de cizalla) no son representativos de los valores reales del
sistema experimental que se describe méas detalladamente a continuacién, pero aportan informacién para la
comparacion entre las diferentes condiciones.
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Tabla 1
Viscosidad | Viscosidad | Maxima Maxima Tensién Punto de | Geometria Chorro Tension
aceite agua velocidad | velocidad | superficial | inyeccion de (jetting) o total
aceite agua enfoque goteo maxima
(dripping)
Modelo n aceite n agua vmax vmax o (N/m) | estandar | menos/ J/D Tr max
n° (Pa-s) (Pa-s) aceite agua / més mas (din/cmz)
(m/s) (m/s) cerrado
1 0,34 0,01 5x10 1x107° 0,005 std mas J 2.10°
2 0,34 0,01 5x107 1x107 0,005 std menos D 2.10°
3 0,34 0,01 5x107 5x107 0,005 std menos J 2-10°
4 1,301 0,01 5x10 5x10 0,005 std menos J 7,5-10°
5 1,301 0,01 5x10 5x107 0,005 mas menos J 7,5-10°
cerrado
6 1,301 0,01 5x107 50x107 0,005 std menos J 8-10°
7 1,301 0,1 1x107 700x107 0,005 std mas J 6-10°
8 1,301 0,01 1x107 700x10 0,005 std mas J 5.10°
9 1,301 0,01 1x107 350x10 0,005 std mas J 3,5-10°
10 1,301 0,01 1x107 125x107 0,005 std mas J 2,5-10°

Los resultados se muestran en las Figuras 2-11.

Ejemplo 2: Disefo y realizacién de la camara de flujo

Se han disefiado camaras de flujo (con geometria de “mas enfoque” y de “menos enfoque”, con diferentes diametros
de las camaras co-axiales) y se han fabricado para evaluar experimentalmente los efectos de las diferentes
geometrias y de los diferentes parametros hidrodinamicos sobre la encapsulacién de isletas.

Las camaras de flujo se caracterizan por una region de enfoque del flujo (“mas” o “menos” enfoque) y un canal recto
estrecho aguas abajo.

La fase acuosa que contiene las disoluciones de recubrimiento y las agrupaciones celulares es inyectada en el canal
central mediante un catéter (Figura 12A: 11, geometria de “mas enfoque”) que esta conectado al tubo de inyeccion y
a una bomba a través de un anillo de cierre integral macho Luer (Figura 12A: 10), y es enfocada en la camara
principal (Figura 12A: 3) al interior del canal estrecho aguas abajo (Figura 12A: 4, 5, 7) desde la camara principal
mediante el flujo conjunto de una corriente externa de aceite que es inyectada dentro de la camara a través de un
puerto paralelo (Figura 12A: 9). El aire atrapado se elimina a través de un puerto lateral (Figura 12A: 8) aguas arriba
del puerto de inyeccion de aceite. El catéter de inyeccion de agua (Figura 12A: 11) se asegura en su posicion optima
mediante un tapon de cierre (Figura 12A: 1) para la camara interior (Figura 12A: 2).

El flujo de fase oleaginosa se mantiene mediante una bomba peristaltica mientras que el flujo de la fase acuosa se
mantiene con una bomba de jeringa de 2 mL.

Se han evaluado ambas camaras de flujo, la de “més enfoque” y la de “menos enfoque”, obteniéndose resultados
mas prometedores para la camara de flujo de “mas enfoque” (ver el disefio de ejemplo de camara de flujo: Figura
12).

También se han evaluado diferentes posiciones de inyeccién de la fase acuosa dentro de la fase oleaginosa y se ha
descubierto que las posiciones éptimas son: (1) la estandar en la que la punta de la aguja de inyeccion de agua se
co-localiza con la base de la regién de enfoque del dispositivo, y (2) una posicién en la que la punta de la aguja de
inyeccion de agua esta 0,5 mm por encima de la region de enfoque (Figura 12).

Llevamos a cabo experimentos de optimizacién usando particulas de tipo isleta (poliestireno rojo) que presentan un
tamafio similar a las isletas (50-300 pm).

Llevamos a cabo experimentos para determinar:

- la ratio éptima de velocidades de agua frente a aceite;

- la concentracion dptima de particulas de tipo isleta en la fase acuosa;

- la instalacion optima para permitir la inyeccion de la fase acuosa dentro de la fase oleaginosa sin que se
produzca un retroceso de flujo en la fase oleaginosa hacia la aguja de inyeccion de agua;

- la composicién éptima de la fase acuosa para evitar la coalescencia de agrupaciones celulares;
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- la composicion y el pH 6ptimos de la fase acuosa y la fase oleaginosa para permitir la gelificacion de la
disolucion de recubrimiento aguas debajo de la rotura del chorro;

- el método 6ptimo para purificar las particulas recubiertas y no recubiertas con PEG, y las gotas de PEG de
la fase oleaginosa de PPG en el flujo de salida; y

- el método 6ptimo para purificar las particulas recubiertas de las particulas de PEG vacias.

Los resultados se discuten a continuacion.

Ejemplo 3: Funcionalizacién con PEG y gelificacion

La gelificacion con PEG se obtiene por reticulacion de PEG de 8 brazos de 10 kDa, que ha sido funcionalizado con
divinil sulfona (PEG-dVS) o con maleimida (PEG-MAL), mediante la adicién de ditiotreitol (DTT) y ajustando el pH
desde menos de 6,5 a 7,4 con trietanolamina (TEA). La gelificacion de hidrogeles alternativos no basados en PEG
(por ejemplo, VLVG) se consigue mediante reticulacion de mondémeros que han sido funcionalizados con divinil
sulfona (dVS) o con maleimida (MAL) mediante adicion de ditiotreitol (DTT), y ajustando el pH desde menos de 6,5 a
7,4 con trietanolamina (TEA).

En la Figura 13 se muestra un esquema de la funcionalizacién de PEG con dVS (superior al 90%) mediante adicion
de tipo Michael de dVS en presencia de NaH (1).

Para ser capaces de obtener imagenes del gel de PEG mediante microscopia de fluorescencia, marcamos el PEG-
dVS con fluoresceinamina mediante adicion de tipo Michael en un tampdn de carbonato sédico (1bis) (Figura 14).

Ejemplo 4: Pardmetros hidrodindmicos y experimentales
En las camaras de flujo que hemos disefiado, hemos optimizado la formacién de chorro y la rotura en gotas de
pequefio tamafio que contienen isletas, en paralelo a un modelo computacional y unas determinaciones empiricas.

La fase oleaginosa se prepara con polipropilen glicol (PPG) 4000 (Sigma) con un 10% de Span80 (Sigma), con o sin
un 0,02% o un 0,2% de trietanolamina (TEA) para controlar la velocidad de polimerizacion. Se afiade TEA al bafio de
aceite aguas debajo del flujo de salida (Figura 12A: 5).

La fase acuosa se prepara con un 5% p/v de PEG-dVS o PEG-MAL (PEG-dVS-FITC afiadido en una ratio 1:10 con
PEG-dVS o0 3000 kDa FITC dextrano a una concentracion de 1 mg/mL cuando se requiere marcaje de fluorescencia
de gel PEG), 3,1 mg/mL de DTT (4 moles de DTT por 1 mol de PEG-dVS), 0,8% de MVG (Novamatrix) y 75.000
particulas de tipo isleta (particulas rojas de poliestireno) o agrupaciones celulares por mL en tampoén (HBSS sin ca*
y Mgz+). El pH de la disolucién de PEG ha sido ajustado por debajo de 6 (5 para PEG-dVS y 3,5 para PEG-MAL).

La fase acuosa se inyecta a través de una aguja en la fase oleaginosa primero a 50 pL/min y después se reduce a
10 pL/min. El caudal de fase oleaginosa se mantiene constante a 3,5 mL/min mientras que la fase acuosa se
disminuye para evitar un retroflujo de aceite en la aguja de inyeccion de fase acuosa, y a continuacién se mantiene
constante durante el proceso de encapsulacion completo. Se inyecta aire antes del agua para evitar desperdiciar
polimero y productos de particulas y para permitir la estabilizacién del agua en el chorro de aceite.

Ejemplo 5: Purificacion y caracterizacion de agrupaciones celulares encapsuladas

También hemos optimizado los métodos para purificar particulas modelo recubiertas o agrupaciones celulares
recubiertas de la fase oleaginosa. Las particulas de tipo isleta recubiertas y las agrupaciones celulares recubiertas y
las gotas de PEG son recogidas del flujo de salida de la camara de flujo en un tubo cénico de 50 mL que contiene
fase oleaginosa con un 0,02% o un 0,2% de trietanolamina (TEA) hasta que se completa la polimerizacion del
recubrimiento de PEG (entre 5 y 10 minutos después de que la ultima agrupacion encapsulada haya alcanzado la
salida).

La fase oleaginosa se separa de la fase acuosa primero mediante centrifugacion durante 5 minutos a 1500 rpm en
tubos conicos de 50 mL. Posteriormente, se logra la eliminacion completa de PPG mediante extraccién con hexano
varias veces (50% de hexano y 50% de HBSS) centrifugando primero durante 5 minutos a 1500 rpm en un tubo
conico de 50 mL y después durante 1 minuto a 500 g en tubos Eppendorff de 1,5 mL hasta que el aceite es
eliminado completamente de la fase acuosa y los resultados de HBSS estan libres de PPG (una emulsion
blanguecina formada entre las dos fases revela facilmente la presencia de PPG en HBSS). Se afiade una disolucion
50 mM de CacCl, en tampdn equilibrado osméticamente para permitir la gelificacion de MVG.

Las gotas de PEG se pueden separar de las particulas recubiertas de PEG o de las agrupaciones recubiertas de
PEG mediante centrifugacién de gradiente (el gel de PEG tiene una densidad inferior a las isletas) mediante
estratificacion en disoluciones Ficoll con las siguientes densidades: 1,042 g/mL y medio. Tras centrifugacion, las
particulas o agrupaciones recubiertas iran al fondo mientras que las particulas vacias se estratificaran en la parte
superior de la capa de 1,042 g/mL y en el medio. Se desecha el sobrenadante y las particulas y agrupaciones
recubiertas son recolectadas y lavadas. El recubrimiento de PEG de particulas o agrupaciones puede visualizarse
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mediante microscopia de fluorescencia o mediante microscopia confocal si se aflade PEG-dVS-FITC o FITC
dextrano de 3000 kDa a la fase acuosa.

Optimizando la instalacion experimental, mejoramos la eficacia del recubrimiento de particulas y agrupaciones
celulares con PEG desde un 10 a un 95%, logrando un buen rendimiento de particulas o agrupaciones recubiertas
frente a no recubiertas. Las particulas recubiertas presentan una cobertura de PEG uniforme alrededor de su
volumen de entre aproximadamente 10 y 20 um, y el espesor de dicho recubrimiento no depende del tamafio de
particula (que varia entre 50 y 300 um).

La obtencion de imagenes confocales y el procesado de imagenes mediante Imaris permite la evaluacién de la
calidad del recubrimiento, con algunas limitaciones relativas a la penetracién del laser confocal a través de las
muestras (no se pueden obtener imagenes de ambos lados del recubrimiento). La Figura 15 muestra algunos
ejemplos de iméagenes confocales de particulas recubiertas con FITC-PEG; izquierda: proyeccion ortogonal de un
escaneo-Z de la particula recubierta completa, derecha: reconstruccion 3D de la serie de escaneos-Z y seccionado
en el plano medio.

Ejemplo 6: Optimizacion de la encapsulacién para espesor y grado total de recubrimiento usando modelos de
particulas heterogéneas

Las caracteristicas del recubrimiento conformal que buscamos conseguir son las siguientes: (1) elevada eficacia de
recubrimiento (alta proporcién de particulas recubiertas frente a particulas no recubiertas), (2) alta eficacia de
productos polimeros primarios frente a secundarios (reducir el nimero de particulas poliméricas vacias y el tamafio
de productos secundarios de la rotura del chorro), y (3) alto rendimiento de particulas recubiertas tras purificacion
desde de la fase oleaginosa.

Llevamos a cabo varios experimentos en los que se evalud el efecto de los siguientes pardmetros como un indicador
de resultado:

(@) concentracion de particulas en la fase acuosa (desde 5.000 a 100.000 IEQ/mL),

(b) concentracion de tensioactivo en la fase acuosa (para evitar la coalescencia de particulas tras el
recubrimiento, de 0 a 2,5% de Pluronic F-68),

(c) ratio de los caudales de la fase acuosa (Qw) con respecto a la fase oleaginosa (Qo) y caudal absoluto
de la fase oleaginosa (se han evaluado las siguientes combinaciones Qw/Qo: 50 pL/min — 0,5 mL/min; 50
pL/min — 2,5 mL/min; 150 pL/min — 0,5 mL/min; 150 pL/min — 2,5 mL/min,

(d) disefio de la camara de flujo (se han modificado tanto el &ngulo de enfoque del dispositivo que permita
una transicion de goteo a formacién de chorro de la fase acuosa en el aceite como el diametro del canal
aguas abajo (diametro: d), dando como resultado cuatro disefios de dispositivo diferentes: mas enfoque / d=1
mm; menos enfoque / d= 1 mm; mas enfoque / d= 3 mm; menos enfoque / d= 3 mm),

(e) posicion de la aguja de inyeccion de la fase acuosa con respecto al canal de enfoque del dispositivo
(esto afecta a la transicién de goteo a formacién de chorro) (de 0 mm a 1 mm por encima de la regién de
enfoque),

(f) composicion e instalacion de los medios de recoleccion del flujo de salida (100% de fase oleaginosa y
0% de fase acuosa y diferentes % de trietanolamina en aceite, y agitacion magnética frente a ausencia de
agitacion del flujo de salida recogido),

(g) extraccion de particulas recubiertas de la fase oleaginosa y separaciéon de las particulas poliméricas
secundarias y la fase oleaginosa (adicion de diferentes volimenes de disolvente hexano para la eliminacion
de fase oleaginosa y diferentes ciclos de centrifugacion y periodos de sedimentacion de particulas
recubiertas).

La Figura 16 muestra ejemplos de morfologias de particulas recubiertas resultantes de diferentes combinaciones de
los anteriores parametros experimentales. En estos ejemplos, se ha afiadido FITC-PEG-dVS a la fase acuosa en
una concentracion del 1% para marcar fluorescentemente el recubrimiento y para permitir la evaluacion de la
eficacia de recubrimiento.

Un protocolo optimizado para el recubrimiento de particulas resultante de los anteriores experimentos de
optimizacion es el siguiente:

e Composicion de fase acuosa: 10% de PEG-dVS, 2% de Pluronic F-68, 50000 IEQ/mL y 0,62% p/v de DTT

en medio libre de suero, pH 6,5;

e Pardmetros de flujo: Qw =50 pL/min/ Qo = 0,5 mL/min (Qo/Qw = 350 y Vo/Vw = 3,5);

e Disefio de dispositivo: dispositivo de mas enfoque, d = 1 mm, angulo de enfoque de 60 grados, aguja de

inyeccion de 0,5 mm aguas arriba de la region de enfoque;

¢ Salida de flujo: 5 mL de PPG con 0,02% de trietanolamina agitado a 300 rpm / tubo de salida de flujo dentro

de la fase aceite y lejos del cono de agitacion; y

¢ Purificacién: recogida del flujo de salida en un tubo cénico de 15 mL. Centrifugacién a 1500 rpm / 5 minutos.

Desechar todo el PPG. Resuspender las particulas recubiertas y las particulas de polimero secundario en 1
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mL de hexano y transferir a un tubo Eppendorf de 2 mL. Centrifugar 1 minuto / 500 g. Desechar el
sobrenadante de hexano. Afadir 0,5 mL de hexano y resuspender, a continuaciéon afiadir 1 mL de PBS.
Centrifugar 1 minuto / 500 g. Desechar el sobrenadante de hexano / PBS. Resuspender en 1 mL de PBS.
Proceder con una centrifugacion de gradiente (descrita anteriormente) para purificar las particulas recubiertas
de las particulas de PEG secundarias vacias.

Ejemplo 7: Optimizacién de la composicion del material de recubrimiento para obtener la permeabilidad y
permselectividad deseadas

Dependiendo de la aplicacion de la tecnologia de encapsulacion descrita en la presente memoria, pueden ser
necesarios diferentes valores de permeabilidad y permselectividad. Nosotros hemos validado métodos
experimentales existentes para determinar dichos parametros en varios hidrogeles basados en PEG y alginato.
Encontramos una correlacion negativa entre el grado de reticulacion y la rigidez de la red de los hidrogeles basados
en PEG-dVS y su permeabilidad a proteinas de peso molecular conocido (Figura 17A). A fin de disminuir el grado de
reticulacion de PEG-dVS de 8-brazos y 10 kDa a través de DTT, realizamos un “capping” de los grupos funcionales
VS mediante exposicién a beta-mercaptoetanol en diferentes relaciones molares respecto a los grupos funcionales
(cap 0: des-funcionalizar O de 8 grupos VS del PEG; cap 2: des-funcionalizar 2 de 8 grupos VS del PEG; cap 4: des-
funcionalizar 4 de 8 grupos VS del PEG). Para reducir la rigidez de las redes de hidrogel, incluimos alginato (MVG
de Novamatrix) como “espaciador” de red y sustituimos el DTT con un agente reticulante de mayor longitud
(PEGdIiTiol 1 kDa) o usamos PEG-dVS de 4-brazos y 20 kDa como mondémero en lugar del PEG-dVS de 8-brazos y
10 kDa. Se afiadio FITC dextrano de 10 kDa en una concentracién de 1 mg/mL a las particulas de hidrogel y se
midi6 la cantidad (como concentracion: ¢) que difundié al exterior con el tiempo mediante lectura de fluorescencia del
bafio exterior en el que estaban depositadas las particulas. Se represento la ratio entre ¢ y la concentracion de
equilibrio calculada (ciy) frente al tiempo, que representa la cinética de difusién hacia el exterior de dextrano de 10
kDa de cada composicion de hidrogel en comparacién con MVG al 1,6%. Para cada composicion de hidrogel, se
midio la permselectividad afiadiendo proteinas de diferente peso molecular a las particulas de hidrogel y midiendo la
concentracion de cada proteina en el lote exterior a diferentes tiempos. El porcentaje de proteinas que han difundido
hacia el exterior a tiempos mayores para cada proteina representa la capacidad de cada proteina para moverse
selectivamente a través de la red de hidrogel. Para PEG-dVS de 8-brazos y 10 kDa, y 0,8% de MVG reticulado con
DTT, se puede asumir que la permselectividad esta entre 250 y 500 kDa (Figura 17B).

Ejemplo 8: Optimizacion de la composicién del material de recubrimiento en términos de biocompatibilidad en el sitio
de implante deseado

Dependiendo de la aplicacion de la tecnologia de encapsulacion descrita en la presente memoria, son deseables
diferentes sitios de implante. Al ser la biocompatibilidad para un determinado hidrogel dependiente del sitio de
implante, nosotros hemos establecido y validado un método para evaluar la biocompatibilidad de diferentes
composiciones de hidrogel en ratones. Generamos macroparticulas de hidrogel (con un tamafio de entre 0,5y 2
mm) y las implantamos en condiciones de esterilizacion dentro de HBSS en diferentes sitios en ratones y ratas:
subcutanea, bajo la capsula renal, grasa epididimal, intraperitoneal, en la bolsa omental). Se evalu6 un examen
histolégico de infiltrados celulares y un remodelado tisular en la interfaz biomaterial-tejido y se puntu6 para comparar
la biocompatibilidad de diferentes materiales. Hemos observado que la biorreactividad de PEG-dVS es mayor que la
PEG-MAL y la de ALG-VS, independientemente del sitio de implante (Figura 18), y que los sitios subcutaneos y
subcapsular renal son sitios mas reactivos para el implante del biomaterial.

Ejemplo 9: Optimizacion de la encapsulacion para recubrimiento completo usando isletas de rata

Las caracteristicas de recubrimiento conformal que perseguiamos alcanzar son las siguientes: (1) alta eficacia de
recubrimiento (alta ratio de isletas recubiertas frente a no recubiertas), (2) alta eficacia de productos poliméricos
primarios frente a secundarios (reducir el nUmero de particulas poliméricas vacias y el tamafio de los productos
secundarios de la rotura de chorro), y (3) alto rendimiento de isletas recubiertas tras purificacion de la fase
oleaginosa.

Realizamos varios experimentos en los que se evalué el efecto de los siguientes parametros como indicadores de
resultado:

(a) concentracion de isletas en la fase acuosa (entre 5.000 y 100.000 IEQ/mL),

(b) concentracion de tensioactivo y alginato en la fase acuosa (para prevenir la coalescencia de isletas tras el
recubrimiento, de 0 a 2,5% de Pluronic F-68 y de 0 a 1,6% de MVG de Novamatrix),

(c) la ratio de caudales entre la fase acuosa (Qw) y la fase oleaginosa (Qo) y el caudal absoluto de fase
oleaginosa (por ejemplo, se han evaluado las siguientes combinaciones de Qw/Qo: 50 pL/min — 0,5 mL/min;
50 pL/min — 2,5 mL/min; 150 pL/min — 0,5 mL/min; 150 uL/min — 2,5 mL/min),

(d) el disefio de la camara de flujo (se han modificado tanto el &ngulo de enfoque del dispositivo, que permite
la transicién de goteo a formacién de chorro de la fase acuosa en el aceite, como el diametro del canal aguas
abajo (didmetro: d), dando como resultado cuatro disefios diferentes de dispositivo: mas enfoque / d = 1 mm;
menos enfoque / d = 1 mm; mas enfoque / d = 3 mm; menos enfoque / d = 3 mm),

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 637 640 T3

(e) la posicion de la aguja de inyeccion de la fase acuosa con respecto al canal de enfoque del dispositivo
(esto afecta a la transicion de goteo a formacion de chorro) (entre 0 mm y 1 mm aguas arriba de la regién de
enfoque),

() la composicion y la instalacion del medio de recoleccion del flujo de salida (100% fase aceite y 0% fase
agua y diferentes % de trietanolamina en aceite, y agitacion magnética frente a ausencia de agitacion del flujo
de salida recogido),

(g) la extraccion de isletas recubiertas de la fase oleaginosa y la separacion de las particulas poliméricas
secundarias y la fase oleaginosa (adicion de diferentes volimenes de disolvente hexano para la eliminacion
de la fase oleaginosa y de diferentes ciclos de centrifugacion y periodos de sedimentacion de isletas
recubiertas).

La Figura 19 muestra la morfologia de las isletas recubiertas como resultado de las combinaciones 6ptimas de los
anteriores parametros experimentales. En estos ejemplos, se ha afiadido FITC-PEG-dVS (Figura 19B) o FITC
dextrano de 2000 kDa (Figura 19C) a la fase acuosa en un 1% o 1 mg/mL de concentracién respectivamente para
marcar fluorescentemente el recubrimiento y para permitir la evaluacion de un recubrimiento completo y de la
eficacia de recubrimiento.

El protocolo optimizado para el recubrimiento de isletas resultante de los anteriores experimentos de optimizacion es
el siguiente:

e Composicion de fase acuosa: 5% de PEG-dVS, 0,8% de MVG (Novamatrix), 75000 IEQ/mL y 0,31% p/v de
DTT en HBSS sin Ca** y MgZ+ con la disolucion de PEG a pH 5;

e Parametros de flujo: Qw = 10 pL/min/ Qo = 3,5 mL/min (Qo/Qw = 350 y Vo/Vw = 3,5);

¢ Disefio de dispositivo: dispositivo de mas enfoque, d = 1 mm, angulo de enfoque de 60 grados, aguja de
inyeccion de 0,5 mm aguas arriba de la regién de enfoque;

¢ Salida de flujo: 15 mL de PPG con 0,02% de trietanolamina en un tubo cénico; y

e Purificaciéon: Centrifugacion a 1500 rpm / 5 minutos. Desechar todo el PPG. Resuspender las isletas
recubiertas y las particulas de polimero secundario en 5 mL de hexano y pipetear arriba y abajo 5 veces sin
romper la particula. Afiadir 40 mL de HBSS sin ca® y Mg2+ e invertir el tubo dos veces. Centrifugar 5 minutos
/ 1500 rpm. Desechar el sobrenadante. Afadir 1 mL de HBSS sin ca* y Mg”. Centrifugar 30 segundos / 500
g. Descartar el sobrenadante y resuspender en medio basal de isletas. Llevar a placa las isletas recubiertas a
38 IEQ/cm? en placas Petri que contienen medio completo que habia sido equilibrado en una incubadora a
37°C con un 5% de CO, durante al menos 15 minutos.

Ejemplo 10: Evaluacion de la funcion in vitro de isletas encapsuladas en funcion de los materiales de encapsulacion
La respuesta funcional (liberacién de insulina tras estimulacion de glucosa) de isletas de rata encapsuladas con
diferentes composiciones de hidrogel ha sido evaluada a través de un método establecido previamente de
estimulacion estética con diferentes cantidades de glucosa: Bajal: 60 mg/dL de glucosa, Alta: 300 mg/dL, Baja2: 60
mg/dL. Como era de esperar, la respuesta de insulina a la estimulacién de glucosa se correlacion6 positivamente
con el aumento de la permeabilidad de cada composicién de recubrimiento de hidrogel (Figuras 17 y 20). Las isletas
recubiertas con PEG-dVS de 8-brazos y 10 kDa y reticuladas con DTT presentaron una mejor respuesta a bajos
porcentajes de PEG y para recubrimiento conformal frente a masas y varillas (SPAGH) y cuando se afiadi6é alginato
MVG (ALG) al hidrogel (Figura 20A). Las isletas recubiertas conformalmente con PEG-dVS de 8-brazos y 10 kDa
reticuladas con DTT mostraron una mejor respuesta que los geles reticulados con HS-PEG-SH lineal, mientras que
el “capping” de grupos funcionales de PEG-VS con beta-mercaptoetanol no mostré ninguna mejora significativa
(Figura 20B). Las isletas recubiertas conformalmente con PEG-dVS de 8-brazos y 10 kDa reticuladas con DTT
mostraron una mejor respuesta que la reticulacién con HS-PEG-SH multi-brazo (4-brazos y 10 kDa y 4-brazos y 20
kDa, Figura 20C).

Ejemplo 11: Optimizacidn de la encapsulacion en términos de viabilidad y funcion in vitro de las isletas encapsuladas
en funcién de la secuencia temporal

Hemos evaluado el efecto de modificar los tiempos entre aislamiento / encapsulacién / evaluacién funcional sobre la
viabilidad de las isletas (tincién viva/muerta) y la respuesta funcional (liberacién de insulina tras estimulaciéon de
glucosa) de isletas de rata encapsuladas con un 5% de PEG-dVS de 8-brazos y 10 kDa y un 0,8% de MVG
reticuladas con DTT (PEG ALG). Las isletas de rata encapsuladas mediante recubrimiento conformal dos dias
después del aislamiento son poco viables justo después de la encapsulaciéon y muestran un anillo de muerte en la
superficie externa. El cultivo en condiciones estandar durante hasta 48 horas tras la encapsulacion permite una
recuperacion completa de la viabilidad de las isletas (Figuras 21A). Aunque la respuesta funcional (secrecion de
insulina tras estimulacién de glucosa: L1: 60 mg/dL de glucosa, H: 300 mg/dL, L2: 60 mg/dL) de isletas desnudas se
deteriora rapidamente durante el cultivo ex vivo estandar tras el aislamiento (Figura 21B), la encapsulacion mediante
recubrimiento conformal con PEG ALG un dia (Figura 21C) o dos dias (Figura 21D) tras aislamiento, y evaluada a 24
y 48 horas de la encapsulacion, es capaz de preservar completamente la funcién de isleta.

Ejemplo 12: Evaluacién de la funcién in vivo de isletas encapsuladas para restaurar la normoglucemia de ratones
diabéticos inducidos quimicamente.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 637 640 T3

Se ha evaluado la funcion in vivo de isletas encapsuladas mediante recubrimiento conformal para determinar su
capacidad para restaurar la normoglucemia en ratones inmunocompetentes diabéticos inducidos quimicamente,
después de trasplantes de isletas singénicas encapsuladas bajo la capsula renal.

Isletas de ratdn (C57BL/6) recubiertas conformalmente con PEG ALG y trasplantadas a 700 6 1500 IEQ/ratdn bajo la
capsula renal de ratones singénicos diabéticos inducidos quimicamente produjeron una rapida reversion en los
ratones receptores y permitieron mantener la normoglucemia durante mas de 100 dias. Una nefrectomia confirmé
que la normoglucemia se debia a la funcién de las isletas recubiertas (Figura 22).

La evaluacion histoldgica (Figura 23, izquierda) e inmunohistoquimica (Figura 23, derecha), en el momento de
rechazo de controles desnudos (parte superior, dia 11) y recubiertos conformalmente (parte inferior, dia 55), de
isletas trasplantadas bajo la capsula renal de receptores xenogénicos concordantes confirma que el recubrimiento
conformal es capaz de proteger xeno-trasplantes de isletas frente a la destruccion inmune sin comprometer su
viabilidad y su funcién metabodlica.

Ejemplo 13: Utilidad del recubrimiento conformal en el inmunoaislamiento de aloinjertos de isletas

Las isletas son aisladas y recubiertas conformalmente mediante los métodos descritos anteriormente, a continuacion
son implantadas en hospedantes alogénicos diabéticos. La viabilidad y la funcion de las isletas recubiertas son
evaluadas mediante ensayo MTT, tincion viva/muerta y mediante estimulacion estatica de glucosa pre-implantacion,
tal y como se ha descrito antes para garantizar de las isletas recubiertas para normalizar la glucemia en
hospedantes diabéticos. La inmunoproteccion de isletas trasplantadas frente al rechazo por efecto del recubrimiento
conformal se evalia monitorizando el nivel de glucosa en sangre y el peso del hospedante trasplantado y mediante
evaluacion histolégica tras sacrificio.

Ejemplo 14: Utilidad del recubrimiento conformal en el inmunoaislamiento de xenoinjertos de isletas

Las isletas son aisladas y recubiertas conformalmente mediante los métodos descritos anteriormente, a continuacion
son implantadas en hospedantes xenogénicos diabéticos. La viabilidad y la funcién de las isletas recubiertas son
evaluadas mediante ensayo MTT, tincion viva/muerta y mediante estimulacion estatica de glucosa pre-implantacion,
tal y como se ha descrito antes para garantizar de las isletas recubiertas para normalizar la glucemia en
hospedantes diabéticos. La inmunoproteccion de isletas trasplantadas frente al rechazo por efecto del recubrimiento
conformal se evalia monitorizando el nivel de glucosa en sangre y el peso del hospedante trasplantado y mediante
evaluacion histolégica tras sacrificio.

Ejemplo 15: Escalado de los métodos de recubrimiento conformal

En las camaras de flujo que hemos disefiado, la fase oleaginosa se prepara con polipropilen glicol (PPG) 4000
(Sigma) con un 10% de Span80 (Sigma). La fase acuosa se prepara con disolucion de hidrogel. La fase acuosa se
inyecta a través de una aguja en la fase oleaginosa con un caudal de pL/min. El caudal de fase oleaginosa se
mantiene en 3,5 mL/min.

Debido a que el dispositivo de recubrimiento esta en configuracion vertical, el procedimiento puede escalarse para
garantizar el recubrimiento conformal de preparaciones humanas de mayor tamafio sin variabilidad entre lotes de la
misma preparacion. Para permitir la encapsulacion de cientos de miles de isletas humanas al mismo tiempo, y con
los mismos parametros experimentales, se puede ensamblar una serie de camaras verticales paralelas en
configuracion radial en las que el flujo radial a cada camara alimenta la fase acuosa que contiene la preparacion de
isletas a cada camara separada con unas caracteristicas hidrodinamicas comparables. De esta manera, la rotura del
chorro de agua se produce al mismo tiempo en cada camara separada, dando como resultado recubrimientos
comparables para isletas que proceden de diferentes canales. Las isletas recubiertas y las particulas de polimero
vacias son recolectadas a continuacion en el mismo recipiente, y se purifican al mismo tiempo para reducir ain mas
cualquier variabilidad potencial entre lotes.

Todas las publicaciones y solicitudes de patente citadas en la presente especificacion se incorporan a la presente
memoria a modo de referencia, como si la publicaciéon o solicitud de patente individual estuviera especifica e
individualmente indicada para ser incorporada a modo de referencia.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para recubrir conformalmente un biomaterial con un material de recubrimiento, que comprende las
etapas de:

a) inyectar una fase acuosa dentro de una fase oleaginosa coaxial en un dispositivo de recubrimiento que
permite una transicion desde goteo a formacion de chorro y una elongacion del flujo de la fase acuosa dentro
de la fase oleaginosa;

b) afadir el biomaterial y el material de recubrimiento a la fase acuosa, en donde se produce la
polimerizacion del material de recubrimiento aguas abajo de la rotura del chorro de la fase acuosa en
particulas, dando como resultado el recubrimiento conformal del biomaterial con el material de recubrimiento;
c) opcionalmente recolectar el flujo de salida del dispositivo de recubrimiento;

d) opcionalmente purificar el biomaterial recubierto conformalmente y el material de recubrimiento libre de
biomaterial de la fase oleaginosa; y

e) opcionalmente separar el biomaterial recubierto conformalmente del material de recubrimiento libre de
biomaterial;

en donde el biomaterial comprende células o agrupaciones celulares.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde el biomaterial comprende células o agrupaciones de células de isleta
pancreatica.

3. El método de la reivindicacion 1 6 2, en donde el material de recubrimiento comprende polietilen glicol (PEG).
4. El método una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde:
a) lafase acuosa comprende 75.000 células de isleta/mL, y ademas comprende:

i) 10% de PEG, 2% de Pluronic-F68 y 0,62% p/v de DTT en medio libre de suero a pH 6-7;

if) 5% de PEG, 1% de Pluronic-F68 y 0,31% p/v de DTT en medio libre de suero a pH 6-7;

iii) 5% de PEG, 1% de Pluronic-F68, 0,8% de alginato de grupos-G de viscosidad media y 0,31% p/v
de DTT en HBSS sin Ca®* y Mg** a pH 6-7; 0

iv) 5% de PEG, 0,8% de alginato de grupos-G de viscosidad media y 0,31% p/v de DTT en HBSS sin
ca’*yMg? apH 6-7;y

b) la fase oleaginosa comprende PPG con un 10% de Span80, en donde dicha fase oleaginosa comprenden
opcionalmente ademas 0,02 6 0,2% de trietanolamina.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el dispositivo de recubrimiento comprende
una camara de flujo que comprende una regién de enfoque del flujo y un canal aguas abajo de la region de enfoque
de flujo; y en donde la cAmara de flujo tiene al menos una de las siguientes propiedades:

a) el diametro del canal interior de la regién de enfoque del flujo se restringe desde 10d hasta d a lo largo de
su longitud, en donde d es aproximadamente 1 mm;

b) el &ngulo de enfoque de la regidn de enfoque de flujo es de aproximadamente 60 grados;

c) el canal aguas abajo de la regién de enfoque de flujo tiene 1 mm de diametro; y

d) la fase acuosa se inyecta en la camara de flujo a través de una aguja o un catéter cuya punta esta
localizada aproximadamente 0,5 mm aguas arriba de la regién de enfoque.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el método tiene al menos una de las
siguientes propiedades:

a) laratio entre la velocidad de la fase oleaginosa y la velocidad de la fase acuosa es de 350;

b) laratio entre la viscosidad de la fase oleaginosa y la viscosidad de la fase acuosa es de 3,5, 130 6 13;

c) lafase acuosa es inyectada en la fase oleaginosa primero a 50 pL/min y después se reduce a 10 pL/min,
mientras que la fase oleaginosa se mantiene a 3,5 mL/min; y

d) seinyecta aire en la fase oleaginosa antes de la inyeccion de la fase acuosa.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la etapa de purificar el biomaterial recubierto
conformalmente y el material de recubrimiento libre de biomaterial de la fase oleaginosa comprende las etapas de:

a) centrifugar el flujo de salida del dispositivo de recubrimiento para separar la fase oleaginosa del
biomaterial recubierto conformalmente y del material de recubrimiento libre de biomaterial; y

b) llevar a cabo opcionalmente una extraccién con hexano hasta eliminar completamente la fase oleaginosa
del biomaterial recubierto conformalmente y del material de recubrimiento libre de biomaterial.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 637 640 T3

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la etapa de separar el biomaterial recubierto
conformalmente del material de recubrimiento libre de biomaterial se lleva a cabo mediante centrifugacion de
gradiente o mediante decantacion por gravedad de las agrupaciones recubiertas.

9. El método de la reivindicacioén 1, en donde:

a) dicha fase acuosa comprende 5% de PEG, 0,8% de MVG, 75.000 células de isleta/mL, y 0,31% p/v de
DTT en HBSS sin Ca*" y Mg®* a pH 6-7;

b) dicha fase oleaginosa comprende PPG con un 10% de Span80, en donde dicha fase oleaginosa
opcionalmente comprende 0,02% 6 0,2% de trietanolamina; y

c) dicho dispositivo de recubrimiento comprende una camara de flujo que comprende una region de enfoque
de flujo con un canal cuyo diametro interior se reduce de 10 mm a 1 mm con un angulo de enfoque de 60
grados, y un canal aguas abajo de la region de enfoque de flujo con un didmetro de aproximadamente 1 mm.

10. El método de la reivindicacién 9, en donde:
a) dicho método comprende las etapas de:

i) aplicar la fase oleaginosa a la camara de flujo;

i) opcionalmente inyectar aire en la camara de flujo a través de un catéter cuya punta esta localizada
0,5 mm aguas arriba de la base de la region de enfoque; e

iii) inyectar el aire, si esta presente, y la fase acuosa en la caAmara de flujo a través de dicho catéter, en
donde la fase acuosa se inyecta primero a 50 pL/min y después se reduce a 10 pL/min, mientras que
la fase oleaginosa se mantiene a 3,5 mL/min, de tal modo que la tension superficial entre la fase
acuosa y la oleaginosa hace que el chorro de agua se rompa en gotas del tamafio de microlitros que
comprenden el biomaterial recubierto conformalmente y el material de recubrimiento libre de
biomaterial; y

b) dicho método opcionalmente comprende ademas las etapas de:

iv) recolectar el flujo de salida de la camara de flujo;

v) centrifugar el flujo de salida para separar el biomaterial recubierto conformalmente y el material de
recubrimiento libre de biomaterial de la fase oleaginosa;

vi) eliminar el sobrenadante de la fase oleaginosa del biomaterial recubierto conformalmente y del
material de recubrimiento libre de biomaterial,

vii) resuspender el biomaterial recubierto conformalmente y el material de recubrimiento libre de
biomaterial en una composicién que comprende hexano;

viii) centrifugar la mezcla de etapa vii) para separar el biomaterial recubierto conformalmente y el
material de recubrimiento libre de biomaterial del hexano;

ix) eliminar el sobrenadante de hexano;

x) resuspender el biomaterial recubierto conformalmente y el material de recubrimiento libre de
biomaterial en una composicién que comprende hexano y un tampoén (sin ca* y Mgz+);

xi) centrifugar la mezcla de la etapa x) para separar el biomaterial recubierto conformalmente y el
material de recubrimiento libre de biomaterial del hexano y tampon (sin ca* y Mgz+);

xii) eliminar el sobrenadante de hexano/tamp6n; y

xiii) resuspender el biomaterial recubierto conformalmente y el material de recubrimiento libre de
biomaterial en tampdn que contiene ca” y Mgz+; y

c) dicho método opcionalmente comprende ademas las etapas de:

xiv) estratificar las disoluciones para formar un gradiente de densidad capaz de separar el biomaterial
recubierto conformalmente y el material de recubrimiento libre de biomaterial;

xv) aplicar el biomaterial recubierto conformalmente y el material de recubrimiento libre de biomaterial
al gradiente de densidad;

xvi) centrifugar el gradiente de densidad para separar el biomaterial recubierto conformalmente del
material de recubrimiento libre de biomaterial; y

xvii) eliminar el sobrenadante que contiene el material de recubrimiento libre de biomaterial.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el método tiene al menos una de las
siguientes propiedades:

a) mas del 95% del biomaterial recubierto conformalmente es purificado del material de recubrimiento libre
de biomaterial;
b) el recubrimiento conformal alrededor del biomaterial oscila entre 10-20 um de espesor; y
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c) mas del 90% del biomaterial introducido en el dispositivo de recubrimiento es recubierto conformalmente.

12. Un biomaterial recubierto conformalmente mediante el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11,
en donde dicho biomaterial comprende células o agrupaciones celulares.

13. El biomaterial recubierto conformalmente de la reivindicaciéon 12, en donde dicho biomaterial comprende células
de isleta o agrupaciones de células de isleta.

14. Un biomaterial para uso en el tratamiento de un trastorno en un paciente, en donde el biomaterial comprende
células o agrupaciones celulares, en donde el biomaterial debe implantarse en el paciente y donde el biomaterial ha
sido recubierto conformalmente mediante el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

15. El biomaterial para uso segun la reivindicacion 14, en donde dicho trastorno es diabetes y dicho biomaterial
recubierto conformalmente comprende células de isleta o agrupaciones de células de isleta.

24



ES 2 637 640 T3

gl old

NODYYIdNIIY (€

OY¥YOHD 30 V¥NLOY (T

of wwp=p

OY¥YOHD 3 NQDYINYGOS (T

SIUVINTID SINOIDVANEOV A
OLNIIAINENDIY 30 TVIHILVIN

VSONDV 3Svd

VSONI9VIT0 3Sv4

vl Old

HY1NT3D NOIDVYANEOY £ oLNFIWIMEND3Y 30 TvrELYIN P

25



ES 2 637 640 T3

S00°0

5000

0

700°0

7000

102

18
vNovia
NOI2D3ANI
JLIN3IH3HIa

INDO4NI
SONIN

INDO4N3
SYW

26



ES 2 637 640 T3

Y¢ Ol

oL X

00’0~

Z00'0-

Z00'o

rooo

300°0

200D

100

27



(]

0,01

0,008

0,006

0,004

0,002

-0,002

ES 2 637 640 T3

CAMPO DE VELOCIDAD [m/s]

-0,004

-0,002

0 0002 0,004
r

FIG. 2B

28

0,006

0,008

0.01

MAX: 7,762



ES 2 637 640 T3

¢ 9l

4
T
L L 00 400 00 00 00 gms smz gm; Dg: m 100 600D Q000 000 9000 SOUO KOO0 5000 2000 L00 D
| i i T T ] T T H
i N i i i i | i
o e e i, ii'a m 0
| = 20
be - = )
0¢ m 0
z g0
.. - : cm m
z 90
o
i S, 0l- M |
2 Al
0 m 7l
= 9
s B ([R=]
g gl
® 3 4

X
[Fwa/wNIQ] 2 ILNINOLINODD “YIUY HOd TWLOL vZHINd [rwa/yN1a] 4 ILNINOAINOD "W3HY HOd TWLOL YZH3INd mo

[fwa/yNIals IININODINOD ‘YIHY HOd TYLOL YZHIN
29



ES 2 637 640 T3

S0

Ve Ol

100 5000 0 50010

W0

0NN 700
0

§00°0-

5000

100

100

00 XYW

€ 001N74 130 NIWNTOA :31214493dNS NQIDDVYES 2=0dW3IL

il

30



ES 2 637 640 T3

o CAMPO DE VELOCIDAD [m/s] MAY: ?’555
0,02
0015
001
0,005
0
o 0,005 0 0,005 001 0,015

r

FIG. 3B

31



ES 2 637 640 T3

€ Old

z
200 8100 9100 pLOT 7000 100 8000 9000 $0OD 000 O

[:w2/¥NIa] Z ILNINOJINOD ‘VI¥Y HOd TYLOL vZHIN4

[fwa/yNIQ] Z ILININOJINOD V3V HOd TVLOL ¥Z¥3nd

i

200 2100 90 oD TH00 10D 800 9000 K000 2000 O

['wo/¥NIa] 4 IININOJINOD ‘VIYY ¥Od VLOL VZ4IN4

glix

0

50

[cwa/wyNIa] 4 ILNINOJWOD ‘VIYY ¥Od TVLOL VZHINd

32



ES 2 637 640 T3

4100

100 5000 0 500°- 0

=

5000

6100

avaioo13aA 3d OdWYD -31N3IYY0D 30 V3N
avainoian 3d OdNv2 :vHII14

T 0dINT4 3d NIWNTOA 30 NQIDDVHS :31D1443dNS L T=0dN3IL

00

33



ES 2 637 640 T3

CAMPO DE VELOCIDAD [m/s]

0,02

0,015

0,01

0,005

0,01 -0,005 0 0,005 0,01 0,015

r

FIG. 4B

34



ES 2 637 640 T3

¥ Ol

z

0L

[Fwa/¥NIa] Z IININOJINOD ‘V3¥Y HOd TVLOL VZHIN4

[*wa/¥NId] Z ILNINOJINOD ‘VIYY YOd 1¥.LOL ¥Z¥3nd

z
200 8100 9100 $I00 210D 100 8000 9000 HOOD 2000 0

. OLX
[*wo/W¥NIQ) 4 ILNINOJINOD ‘V3YY ¥Od TVLOL vzyInd °

0

[fwa/¥NIa] 4 ILNINOJINOD WIHY ¥Od TV.LOL ¥ZH3Nd

35



ES 2 637 640 T3

VG 'Ol

GHOD 100 6000 0 50070

iy

T 0dINT4 3d NIWNTOA 3a NQI2DWVYH4 31214493dNS S9°0=0dN3IL

5001

100

G0

36



ES 2 637 640 T3

CAMPO DE VELOCIDAD [m/s]
MAX: 7,668

0,02

0,015

!

0,01

0,005

0,01 -0,005 0 0,005 0,01 0,015
r

FIG. 5B

37



ES 2 637 640 T3

Z

2008100 9100 ¥I00 7000 100 800 9000 00D 2000 O

108

96 Ol

00¢-

[fwa/w¥NIQ] Z 3ILININOJINGD ‘Y3IHY ¥Od 1¥LOL YZ¥IN4

[cw2/¥NIA)] 2 ILNINOJINOD ‘VIYY HOd TVLOL YZ¥Ind

z
200 8100 900 P00 200 100 8000 9000 00D TOOD

. 0
[fw2/¥NIa] 4 3ININOJINOD ‘VIHY HOd T¥.LOL ¥Z¥3Nd ¢

o0 M~ D Wy = o O

Fu

[fwa/w¥NIQ] 4 ILININOJINGD ‘Y3YY ¥Od T¥LOL VZHInd

38



ES 2 637 640 T3

0 NIW

0

V9 Ol

G107 H 500 0 §00°0-

W

00°) -XvI

Z 0dINT4 3 NIWNTOA 30 NQIDDVYH4 :31D14¥3dNS 6+7°0=0dIN3IL

5000

100

200

39



ES 2 637 640 T3

CAMPO DE VELOCIDAD [m/s]
MAX: 7,86

0,02

0,015

00

0,005

-0,01 -0,005 0 0,008 0,01 0,015
r

FIG. 6B

40



ES 2 637 640 T3

2070

1

810D 900 R0 T W00 8000 9007

[fwo/¥NIa] Z 3ININOJINOD ‘V3HY HOd TV.LOL ¥Z¥3nd

00¢-

05

00z

0st-

99 Ol

[rwo/¥NIa] Z ILNINOJWOD ‘VINY HOd TVLOL YZ¥3nd

i

9000

00 800 900 #00 TWO 100 80070

=

[rwa/wNIa] 4 ILININOJINGD ‘Y3YY ¥Od TV.LOL VZH3NA

glx

_.u
0
I

@ us

—

[rwa/wNId] 4 ILNINOJINOD ‘WANY ¥Od TV.LOL VZ¥3INd

41



ES 2 637 640 T3

l
00°k XYW

G0

V. Ol

W70 5000 0 800°0-

10

L

U

€ 00IN14 3d NIWNT0A 30 NOI2OVYA :3101443dNS #T°0=0dN3IL

co0'-

500

10

500

00

42



ES 2 637 640 T3

CAMPO DE VELOCIDAD [m/s] MAX: 0206

0,02

0,015

0,01

0,005

-0,01 -0,005 0 0,005 0,01

FIG. 7B

43



ES 2 637 640 T3

z
200 8100 9100 MO0 2000 10D 8000 9000 %000 2000 O

[*w2/¥NIa] Z IININOJINOD ‘VANY YOd TV10L YZ¥3Nn4

006"
008
004
000
00¢-

00¢-

=1 00¢

00k
0

-1 00}

00¢

9. 9l

[fwa/¥NIa] Z ILNINOJINODD ‘VI¥Y HOd 1¥LOL ¥Z¥Ind

z
200 8100 9100 ¥400 2400 400 800 9000 KOO0 200D ¢

i
1

0l
[rwo/¥Nid] 4 ILNINOINOD ‘VI¥Y HOd TVLOL vZ¥INg *

r— &> w3 o= o e

[rwa/¥NIa] 4 ILNINODINOD ‘VI¥Y ¥Od T¥LOL YZH3IN4

44



ES 2 637 640 T3

|
500°F XvW

oo

100

V8 'Ol

8000 9000 $00°0 2000 0 2000

$00°0-

900°-

2.00IN74 30 NIWNTOA 30 NOI22VYHS :3121443dNS Z=0dN3IL

$00°0-

2007

2000

p00'0

9000

8000

45



ES 2 637 640 T3

CAMPO DE VELOCIDAD [m/s] MAX: 17.573

0,01

0,008

0,006

0,004

0,002

-0,002

0,006 -0004 -0002 O 0002 0004 0006 O0008 001 0,012
r

FIG. 8B

46



ES 2 637 640 T3

z

0

38 Ol

000 H00°7:
00t

i

100 80007 9000 #000 2000

[*w2/¥NId] Z 3LNINOJINOD ‘V3YY ¥Od 1¥LOL YZ¥IN4

[fwa/¥NIA] Z ILNINONOD “WIYY HOd TVLOL YZHINd

z

100 8000 9000 $000 2000 0

ATOYSTPRS. 1 TR . | S el Y.

2000 00’

(=1

[fwo/¥NIA] 4 ILNINOdINOD ‘VI¥Y HOd TVLOL ¥Z¥3nd

g0ix

|
0
|

[«wa/y¥NIa] 4 ILININOINOD ‘Y3 YOd TVLOL ¥ZH¥3N4

a7



ES 2 637 640 T3

20

100

V6 Old

8000 900 000 2000 0 2000

#00

800

|
5007 X¥W

€ 0dINTd 30 N3WNT0A 30 NOIDOVYHA 3121443dNS 2=0dW3IL

000

2000

2000

000

900°0

8000

48



ES 2 637 640 T3

CAMPO DE VELOCIDAD [m/s]

MAX: 25,052
0,01 %
0,008
'. 0
0,006 H
: 15
0,004 -
0,002 410
0
0002

0

0006 0004 0002 0 0002 0004 0006 0008 001 00120

r

FIG. 9B

49



ES 2 637 640 T3

z
100 8000 9000  $000 2000 0 2000 00

[rwa/¥NIa] Z ILININOJINOD YIYY HOd TVLOL YZ¥3Nn4

96 Ol

-nu
08

: Gv.

0z

09

[cwo/¥NIa] Z ILNINOJINOD ‘VIYY ¥Od TYLOL YZ¥3IN4

z

00 __ 8000 9000 %000 2000 0 00T s000

; 0ix
[«wa/¥NIQ] 1 ILNINOAINOD ‘V3Y ¥Od TV10L vZ¥3n ®

g0

§1

4

gt

&

65

[Fw3/¥NIa] 4 IININOINOD ‘VIY¥Y HOd TV.L0L vZ¥3N4

50



ES 2 637 640 T3

100

Y0l Ol

8000 9000 b00°0 2000 0 2000 $000- 900

2 00IN1d 3@ NIWNT0A 30 NQI2DYY4 :31D14¥3dNS 2=0dWN3IL

#00-

2007

2000

$000

9000

8000

100

51



ES 2 637 640 T3

CAMPO DE VELOCIDAD [m/s]

MAX: 13,706
0,01

0,008
0,006 I

0,004

0,002

-0,002

0

-0,006 -0,004 -0002 0 0002 0004 0006 0008 001 0,012 MIN: 0

r

FIG. 10B

52



ES 2 637 640 T3

i

10

[fw2/¥NIA] Z ILNINOJINOD ‘vIHY HOd TVLOL YZ43Nnd

201 Ol

00 8000 9000  p00D 2007 0 2007 $00C

0

0

0z

0l

m-

G

[fw2/wNIa] 2 3LININOJINDD ‘¥IHY ¥Od 1V.LOL ¥Z43Nd

Z

00 8000 %000 POOD 00 0 2000 00T

OiX
[w>/vNIa]  IININOAIOD ‘V3uY ¥Od V101 vZy3ns *

0
)]
!
¢
4

G-

‘VIYY ¥Od TVLOL ¥Z¥3Nnd

[fwa/yNIa] 4 ILININODINOD

53



ES 2 637 640 T3

Vil Ol

0 8000 9000 000 2000 0 200°0-

poo's-

900°-

€ 0dINT4 30 NIWNTOA 3d NOIDDVYHS :31D01443dNS Z=0dWN3IL

p00'0-

2000

2000

b0070

90010

8000

0

54



0,01

0,008

0,006

0,004

0,002

-0,002

ES 2 637 640 T3

CAMPO DE VELOCIDAD [m/s]

MAX: 5,674

0006 0004 0002

0 0002 0,004
r

FIG. 11B

55

0,006

0,008

0,01

0
0012y



ES 2 637 640 T3

z

100 8000 9000  H0OD 200 0 2000 400

[rwa/¥NIa] Z ILNINOJINOD ‘YI¥Y ¥Od V101 YZ¥IN4d

Jtl Ol

00z-

051+

00}

[(wo/wNIa] 2 IININOJWOD ‘VaHY YOd TV.LOL vZ¥3nd

i

W0 9000 9000 #000 2000 0 2000 p007;

K
[fwa/¥NIa] 4 IININOJINOD ‘VI¥Y HOd TV10L ¥Z¥3In4

g0

0

[fwa/vyNIa] 4 ILNINOJINOD ‘V3HY YOd TW.LOL YZy¥Ind

56



ES 2 637 640 T3

DISPOSITIVO DE ENCAPSULACION

uD. DESCRIPCION

TAPON DE CIERRE

CAMARA INTERIOR

CAMARA PRINCIPAL

ANILLO DE RETENCION TUBO VIDRIO

VIDRIO BOROSILICATO TERMORESISTENTE
GmmDE X12mm D1, 12° LONGITUD

JUNTATISZ X 11132

JUNTA 174" X 38"

CONECTOR, TUBO 3/32" (2.4 mm) DI

CONECTOR, TUBO 332" (2.4 mm) D.I.

ANILLA CIERRE INTEGRAL LUER MACHO PARA
CONECTOR SERIE 200, TUBO 3/32" (2.4 mm) Dl

CATETER SURFLASH IV D.E. 1,70 mm

FIG. 12A

57

ENTRADA FASE
ACUOSA

¢

P4
4
/
SALIDA /]
BURBUJA ;
DE AIRE
d ENTRADA FASE
\ L/ OLEAGINOSA
NS PARTE DE
N ENFOQUE
77 Z'
. SALIDA

FIG. 12B



ES 2 637 640 T3

€l "Old

A S Yp— 11586 " s
€957 Nﬂmt th ﬂ . - . mﬁmmm
| oxmw‘mn_zoz i ] 93d
] HoQ i i sozitg ] O¥IWONOW
1 HSA | . HO- , _,
1 HO SAP-50Z814-8-93d N i ]
SAP-S0ZEIG-8-93d HO-s0Zelg-g-93d
VYNO4TNS TINIAIG-93d (SAP) YNOSINS TINIAIG BQY 0} S0Ze1q-9 93d
i o gy HHOIEHIL A A A0
I 0 W' H-Y%0TH2HOY _ [
0 HY0HOZHD)  UTHOTHOOH

(NINY 90d %06<] 3d NOJ NOIDQVZITYNOIONN TF

58



ES 2 637 640 T3

934-0114 139 30 SVINsdyd

(SAP SO4NED €1 VNIAYNIZOSTHON 14 NOJ SAP-93d 30 0QvVOdvI (51aF

59



ES 2 637 640 T3

asi ol

60



ES 2 637 640 T3

491 Ol

3191 Ol

asi old

L%

Vol Ol

61



ES 2 637 640 T3

gl "9ld

(unw) 0311

%000
%007
%007
%009
%008
%000}
%0071
%0071
%0091
%008}
%0002

€2
=}
=

00} 08
H0GT -
W0} —e—
Hp=v=—
H00G=*~=

() 04311
0f 0o 08 o0
QY 0 S0Zeiqp ©3d %0} +e=ere Y B l.“.....u

0dea B} 10111P93d BOM 0} $0Z810-8 D3 %0}
OV %8'0 0ded 110 eQy 01 S0zeiq-§ Dd %S
0dea 1|0 eQy 0} S0ZeIq-g 93d %S

pdea || 0 eQY 0} SOZRIG-g 93 %04

2ded | 10 eQ 01 S0zelq-g 93d %01

0de 110 eQy 0} sozeig-g 93d %04
OLYNIDTY %9’}

o

- i -

9

e

-

I

i

62



ES 2 637 640 T3

TW-93d

O1¥ SNP-93d

T¥YN3H YINSdyo

O3ANYLNOENS

63



ES 2 637 640 T3

o6l Ol

g6l Ol

wrl oo}

V6l Old

64



INSULINA (ng/mL)

ES 2 637 640 T3

140 ,
120 4
— 10 4 CIBAJOT
E @ALTO
2 801 @BAJO2
=
3
200
120 ! . o
T : :
0] [: : 0l
; ; CIBAJOT
@ALTO
80 - B @BAJO2
0l | 1|
0 fz .f‘-f' 'r-;:‘ﬁ .-71 - I’;l _elidn
CONTROL 10%PEG- 10%PEG- 10%PEG- 5%PEG- 5%PEG- 10%PEG-

INSULINA (ng/mL)
2z 83

en
p=1

DfTcapd DTTcap? DTTcapd DIT CTT08%  diTiol

FIG.20B ™

65



ES 2 637 640 T3

dl¢ old

NQIOVINSdYIONT NOIOVINSdYINI
SVYl HeY SYYLHYE

Jl¢ Ol

NOIOYINSdYONI NQIOVINSdYON3
SVHL HeY SYdLHPE

gi¢ Ol

¥ vIa £via £via Zvia vvia _
L r . L 3 - =i
% & z 5
no| B e £ [21e E [e =
HO roy = Ho Z | Ho s
2 3 3
o k0§ g (A fsi :w.lf 110 Mx
g £ = 2
IATREINE] e A TCRENE i
JINIWTYWHOINOD OLY¥IIgN03Y JINIWTYWHOINOD OL¥3IENITY 0anNs3a
NOIOYINSAYONI SYMLHSY  NOIOVINSIVONI SYMLHPZ NOIOWINSAYONI SYHL OLSNr
JLNIWTYWHOINOD

014319n23d

66



ES 2 637 640 T3

0ed

VINOLO3H43N

\

0zl 1)

¢¢ 9l

VINOLO3443N

sv|a

i

;<

031004 T0HINOY -©-
031005} T04INQY -°-
03100£ 9 93d
03000, 91¥93d —-
0310051 9TY 93d =
03100, 97¥ 93d —=-

FHONVS N3 ¥SO00N19

67



ES 2 637 640 T3

INSULINA

8T 55 V10
SYLYIIBNO3Y ON V1YY 30 SYLITSI IATOHINGO 110 NOD SYLN3I8N03Y Y.1vy 30 SYLITSI

68

FIG. 23



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

