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DESCRIPCION
Método mejorado para la fabricacién de macroperlitas
Campo de la invencion

[0001] Esta invencidon se refiere a métodos mejorados para fabricar una composicion quimica que comprende
células, en particular células secretoras, atrapadas en una perlita permeable o en otra estructura, que a continuacién
es recubierta con agarosa. La perlita puede comprender o consistir en agarosa. La agarosa Litex es especialmente
preferida para las perlitas.

Antecedentes y técnica anterior

[0002] La elaboracion de composiciones quimicas que contienen células viables, atrapadas en un medio
permeable, ha demostrado ser importante en diversos campos, tales como la terapia de la diabetes, el tratamiento
del cancer y el mantenimiento de las células madre. A este respecto, véase, por ejemplo, la Reedicion 40, 555; las
Patentes de EE.UU. n® 7.838.291; 6.818.230; 6.808.705; 6.303.151; 6.224.912; 5.888.497; y 5.643.569, y la solicitud
de patente publicada 2007/0071732, todas las cuales se incorporan como referencia en su totalidad.

[0003] EI proceso para la elaboracion de estas composiciones quimicas, denominadas en lo sucesivo
"encapsulados”, ha sido esencialmente el mismo, independientemente del tipo de célula usada. Después del
aislamiento o de la proteccion de las células de interés, éstas se suspenden en una solucién acuosa de un agente tal
como agarosa, coldgeno, o combinaciones de estos, o se coloca en un material tal como una esponja de gelatina.
Cuando se usan soluciones acuosas se forman perlitas semisélidas que contienen las células de interés colocando
la suspensién en aceite mineral. Si se usa una esponja de gelatina, el producto que contiene las células se hace
rodar hasta obtener una esfera, tras lo cual se vierte la agarosa sobre ella para formar una perlita.

[0004] Después, las perlitas se ponen en contacto con una solucién de agarosa, por ejemplo, en una cuchara de
Teflon. Las perlitas ruedan en la mezcla, para formar lo que se denomina en la materia y se menciona mas arriba
macroperlitas recubiertas de agarosa.

[0005] Las ensefianzas iniciales segun se muestran, por ejemplo, en el documento RE 40.555 y en la Patente de
EE.UU. n? 5.888.497 que ensefnan la encapsulacién de células secretoras, tales como islotes productores de insulina
y células cancerosas, han estado seguidas por mejoras, incluyendo la encapsulacion de células madre, segun se
muestra en la Patente de EE.UU. n® 7.838.291 y a través de mejoras en los materiales usados, como se observa,
por ejemplo, en la solicitud de patente publicada 2007/0071732.

[0006] Ademas, en el documento WO 2012/034871 se describe un proceso para la produccion automatica de
perlitas de un principio activo con un material portador de tipo gel y con un material biolégicamente activo embebido
en dicho portador material.

[0007] EI documento US 2007/0071732 describe la fabricacion y el uso de células secretoras que contienen
estructuras de perlitas recubiertas con agarosa, y el documento US 2007/0069408 notifica un proceso y un aparato
para la formacion de perlitas de agarosa o recubiertas con agarosa.

[0008] Por lo tanto, existe una continua necesidad de mejorar la metodologia para la elaboracién de estos Utiles
materiales.

[0009] Una mejora, que es muy deseable en este campo, es la capacidad para automatizar lo que es un proceso
manual.

[0010] En el transcurso de la automatizacién del proceso de fabricacion, los inventores han desarrollado unas
herramientas especiales que facilitan el proceso de fabricacion. Ademas, han averiguado que al finalizar el proceso
a través de la colocacién de las macroperlitas en un recipiente de aceite mineral con un gradiente de temperatura, se
pueden producir macroperlitas con una forma mas uniforme y una textura mas lisa de lo que se creia posible.

[0011] Cdmo se lleva esto a cabo se observara en la divulgacion, que sigue.

Breve descripcion de las figuras

[0012]

La Figura 1 muestra la dispensaciéon automatizada de células y de agarosa en una matriz multipocillo que
contiene un aceite mineral.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2647613 T3

Las Figuras 2a - 2c presentan diferentes vistas de una realizacion preferida de la "herramienta de trompeta"” de la
invencion.

La Figura 3 muestra una segunda realizacion de la herramienta de trompeta.
Las Figuras 4a y 4b muestran diferentes realizaciones de la invencién de herramienta de paja.
La Figura 5 representa un resumen del proceso de la invencion.

La Figura 6 muestra un dispositivo usado para mantener el gradiente de temperatura en la operacion de la
invencion.

La Figura 7 representa los niveles de produccién de insulina a partir de perlitas hechas con diferentes
concentraciones y tipos de agarosa.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

[0013] Se hace referencia a las Patentes de EE.UU. mencionadas mas arriba, todas las cuales describen
metodologias manuales detalladas para la elaboracion de macroperlitas, que contienen diferentes tipos de células,
tales como células secretoras segin se define en ese documento. La invencion descrita en el presente documento
modifica esos métodos mediante la sustitucion de la etapa final de poner en contacto las perlitas de agarosa con un
recubrimiento de agarosa con un aceite mineral en una cuchara o en una superficie de Teflon, con un recipiente que
contiene un aceite mineral mantenido en un gradiente de temperatura, como se describe a continuacién.

[0014] Las macroperlitas tales como las que se describen en estas patentes también pueden ser fabricadas
robéticamente o a través de una automatizacién. Una de dichas metodologias se describe en el presente
documento.

[0015] En una realizacion, segun se representa en la Figura 1, un dispensador robético, tal como una matriz de
pipetas, dispensa las células secretoras en una placa de pocillos multiples, tal como una placa de 96 pocillos tipica.
Después se afnade agarosa fundida a los pocillos. Las células y la agarosa fundida se transfieren después, a través,
por ejemplo, de un medio automatizado tal como una matriz multipipeta, a recipientes de pocillo Gnico o multipocillo
que contienen un medio tal como un aceite mineral, tales como placas de 96 pocillos, para formar las perlitas.

[0016] Después, las perlitas son extraidas de los pocillos, preferentemente a través del uso de la denominada
"herramienta de trompeta," representada en las Figuras "2 a-c y 3." La herramienta de trompeta, fabricada segun lo
sucesivo, esta disefiada de forma que no altere la superficie de la perlita.

[0017] En una realizacion adicional, se proporciona un medio de salida en el fondo del pocillo, a través del cual las
perlitas escapan del pocillo y pueden usarse en las etapas siguientes. En otra realizacion adicional, las perlitas
resultantes del proceso analizado mas arriba pueden ser transferidas a la parte superior del aceite mineral a través
de un medio automatizado, tal como una plataforma desplazable, y extraerse también del aceite mineral que
contiene el medio a través de sistemas automatizados.

[0018] Después de la recogida mediante la herramienta de trompeta, o del paso a través del medio de salida, y la
eliminacion de cualquier aceite mineral adherido por medio de un aclarado con una solucién apropiada, tal como una
solucidn salina equilibrada, las perlitas se colocan en pocillos que contienen agarosa reciente y caliente. Después de
esto, las perlitas se extraen junto con la agarosa caliente, preferentemente usando la denominada "herramienta de
paja," segun se muestra en las Figuras 4a y 4b, usando una succion suave, y son dispensadas en los recipientes
que contienen el aceite mineral en un gradiente de temperatura controlado.

[0019] El recipiente que contiene el aceite mineral puede ser, por ejemplo, un tubo de ensayo, una cubeta, un vaso
de precipitados o cualquier otro objeto que sea adecuado, aunque se prefieren los tubos de ensayo y las cubetas de
diversos tamanos. El material usado para la elaboracién de estos recipientes, es decir, los tubos de ensayo, las
cubetas, etc., puede variar. El vidrio es especialmente preferido, aunque pueden usarse otros materiales, tales como
los recubiertos con una sustancia para proporcionar una capa hidrofila.

[0020] EI gradiente de temperatura del recipiente puede ser mantenido mediante cualquier método conocido en la
materia. Es clave que la temperatura del aceite mineral sea mayor en la parte superior del recipiente que en el fondo
del mismo. La temperatura y la cantidad del gradiente variaran basandose, por ejemplo, en la longitud del recipiente,
el tipo de célula encapsulada, el tipo de agarosa usada, y similares. Los factores que son importantes para
establecer estos valores incluyen, por ejemplo, las temperaturas a las cuales son viables las células encapsuladas,
la temperatura a la que solidificara la agarosa empleada, y similares. La temperatura al inicio del gradiente es
preferentemente de entre 20°C y 80°C, mas preferentemente de entre 20°C y 50°C, e incluso mas
preferentemente, de entre 20 °C y 40 °C. Idealmente, la temperatura de partida es de entre aproximadamente 20 °C
y aproximadamente 25 °C. La temperatura en el fondo del recipiente también puede variar, variando, por ejemplo,
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entre 0 °C y -10 °C, mas preferentemente entre 0 °C y -8 °C, y lo mas preferentemente entre aproximadamente 0 °C
y aproximadamente -2 °C. El diferencial total entre la mayor y la menor temperatura es preferentemente de entre
20 °C y 50 °C, mas preferentemente de entre aproximadamente 20 °C y aproximadamente 30 °C.

[0021] Las perlitas formadas a través de dicho proceso anterior tienen un diametro de entre 4-12 mm y/o un
recubrimiento de agarosa de entre 0,5y 5 mm de espesor.

[0022] Las figuras, que son parte de esta solicitud, ampliaran la descripcion precedente.

[0023] La Figura 1 muestra como tanto las células como la agarosa son dispensadas en los pocillos de las placas.
Después de la extraccion del aceite mineral, por ejemplo, a través de un lavado o de una aspiracién, o a través de
un medio de salida analizado mas arriba, la "herramienta de trompeta" mencionada mas arriba, y segin se muestra
en las Figuras 2a - 2c y 3, es insertada en el pocillo, para extraer las perlitas con las células atrapadas. Esta
herramienta de trompeta tiene una fuente de vacio unida en un extremo, que no altera la superficie de la perlita, de
forma que se facilite su extraccion.

[0024] La perlita que consiste en una capa de agarosa y las células, es depositada a través de la denominada
"herramienta de trompeta" en un nuevo pocillo y lleno con agarosa caliente que sirve como segunda capa o
recubrimiento de agarosa. La perlita se extrae junto con la agarosa caliente, usando preferentemente una
"herramienta de paja," tal como una de las mostradas en las Figuras 4a y 4b, preferentemente con la ayuda de una
succién leve, y la perlita es dispensada en un recipiente que contiene el aceite mineral con el gradiente de
temperatura. El gradiente de temperatura puede ser mantenido, por ejemplo, mediante el dispositivo mostrado en la
Figura 5, pero el artesano experto estara familiarizado con otras opciones. Cuando la macroperlita ha atravesado el
recipiente y ha alcanzado el fondo, puede usarse una forma alargada de la herramienta de trompeta, con succion,
para extraer las macroperlitas para lavarlas en un medio, 0 como se ha mencionado mas arriba, puede emplearse
un medio de salida para la extraccion de la perlita. En este punto, las macroperlitas estan listas para su uso, aunque
en diferentes situaciones puede ser preferible permitir que las células proliferen y/o maduren en las perlitas hasta
que haya presente un numero suficiente o hasta que un producto especifico sea expresado por las células. Este
periodo de tiempo podria variar, por ejemplo, desde una semana hasta varios meses.

[0025] Haciendo referencia ahora a las figuras de la invencion reivindicada, las Figuras 2a, 2b, 2c y 3 muestran
diferentes vistas de los dispositivos segun la invencion, la denominada "herramienta de trompeta.”

[0026] Haciendo referencia a la Figura 2a, se muestra una herramienta de trompeta 40. La descripcion de la
herramienta como una "herramienta de trompeta” deriva de la semejanza de la seccién conica negativa 41 con una
trompeta. En un extremo se proporciona un segmento conico negativo 41, con un borde 42 unido al extremo coénico
41. El extremo cénico 41 se conecta con una seccion longitudinal hueca 43 que esta adaptada para el paso de un
fluido a través de la misma, tal como aire.

[0027] Como muestra la Figura 2a, la seccién longitudinal hueca 43 discurre a lo largo de la totalidad del
dispositivo. Puede observarse el medio de abrazadera 44 esta posicionado aproximadamente entre 2/3 y 3/4 del
recorrido a lo largo de la longitud de la herramienta de trompeta, con respecto al extremo cénico negativo. El medio
de abrazadera 44, asi como otras diversas caracteristicas descritas en el presente documento, son artefactos del
proceso de elaboracion y no afectan al funcionamiento del dispositivo.

[0028] EI medio de abrazadera 44, marca, sin embargo, el punto en el cual el medio longitudinal expande su
circunferencia. La porcién del dispositivo representada por 45 se corresponde con un extremo de acoplamiento que,
durante su operacioén, conecta la herramienta a una fuente de fluido, por ejemplo, aire, tal como vacio. La apertura
de conexién 46 tiene la circunferencia mas ancha de cualquier parte del dispositivo y actia para completar la
conexién, por ejemplo, con un medio de vacio. Las estructuras internas, tales como las mostradas en la Figura 2c,
se proporcionan para facilitar la unién al medio de vacio. Estas estructuras pueden variar segun el aparato que se
esté usando.

[0029] Se observa un medio de cresta 47 en el dispositivo, asi como una serie de proyecciones separadas
uniformemente 48 a, b y c, todas las cuales son, al igual que el medio de abrazadera 44, artefactos de fabricacion;
sin embargo, estas proyecciones también sirven para ayudar a sostener sus herramientas asociadas en su sitio, por
ejemplo, en una rejilla de dispensacion.

[0030] El interior del dispositivo puede observarse en ambas Figuras 2b y 2c, donde puede observarse que, de
hecho, el dispositivo es hueco a lo largo de la totalidad de su longitud. La vista del segmento cénico negativo de la
Figura 2c muestra con mas detalle como se estrecha hasta un punto en el que la circunferencia es ligeramente
menor que un objeto con el que esta disefiado para acoplarse, por ejemplo, una perlita.

[0031] Durante su operacion, el dispositivo 40 esta conectado a través del extremo de conexién 46, por ejemplo, a
un medio de bomba de vacio, y esta ubicado verticalmente sobre el objeto que va a ser extraido, tal como una
perlita. EI medio de bomba de vacio (no mostrado) extrae todo el aire de la herramienta y permite la captacion de la
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perlita, por ejemplo, a través del control de la fuerza de succion creada por el vacio, la configuracién del extremo
conico negativo 41 permite la extraccion de una perlita, tal como una perlita de agarosa semi-blanda, desde una
posicién, y un movimiento hacia otra, tal como una solucién de agarosa de recubrimiento. En ese punto la presion de
vacio se modifica, por ejemplo, proporcionando aire al medio longitudinal 45, que actlia expeliendo la perlita en la
solucién de agarosa del extremo cénico 41 sin ningdin cambio en la configuracion de la perlita.

[0032] La Figura 3 muestra otra realizaciéon del dispositivo de las Figuras 2a-2c. Este dispositivo, preparado a
través de un medio de fabricacion diferente al de la realizacién de las Figuras 2a-2c, muestra un medio de cresta a lo
largo de la seccion longitudinal 43. También se apreciara que hay variaciones en el medio de abrazadera, asi como
en el medio de cresta 47 y 48 a-c. El extremo cénico negativo 41 y su borde, asi como el extremo de acoplamiento
45 y la apertura de conexion, funcionan sin embargo de la misma forma que las estructuras comparables de las
Figuras 2a-2c.

[0033] Las Figuras 4a y 4b representan realizaciones de un dispositivo conocidas en lo sucesivo como
"herramienta de paja." Haciendo referencia ahora a la Figura 4a, se muestra una herramienta de paja 50. La
herramienta muestra una geometria esencialmente cilindrica a lo largo de un eje longitudinal hueco 51, un extremo
de acoplamiento 52 y un extremo de recepcién 53.

[0034] La herramienta de paja incluye un espacio de receso 54, que se extiende a lo largo del eje longitudinal 51,
abriéndose en el extremo de recepcion 53.

[0035] El espacio de recepcion 54 se extiende a lo largo del eje longitudinal, que es contiguo a una seccién de
canal 55, que puede tener un diametro menor que el espacio de recepcién. Esta seccion de canal 55 se une al
medio de conexién 52, y la combinacion de "52," "54" y "55" forma un canal de trabajo que acepta cambios en la
presion de un fluido, tal como aire u otro gas. Durante su operacion, el medio de conexién 52 esta acoplado a un
dispositivo capaz de cambiar la presion de un fluido en la herramienta de paja, tal como una bomba de aire. La
herramienta de paja se coloca a continuacién sobre un objeto, tal como una perlita, y tras el cambio en la presioén, se
extrae la perlita a través de la herramienta de paja. Deberia apreciarse que el diametro de la abertura en el extremo
de recepcidn 53 es lo suficientemente grande como para recoger el objeto, por ejemplo, la perlita, y para permitir que
la perlita se mueva verticalmente en la cavidad longitudinal de la herramienta. Una vez que la perlita se ha movido a
la ubicacion deseada, un segundo cambio en la presion provoca la caida de la perlita, y permite la reutilizacién de la
herramienta de paja.

[0036] Las Figuras 4a y 4b difieren en que las configuraciones del medio de conexiéon 52 son diferentes; sin
embargo, la diferencia en las configuraciones es el resultado de los procesos de fabricaciéon y no afecta a la
operacion del dispositivo.

[0037] En cada dispositivo, las lineas discontinuas indican la adaptacién de la herramienta de paja para la
recepcion de un medio de conexién a vacio de eleccion. Se representa un canal de receso 56, que es capaz de
aceptar un medio de conexion, tal como un anillo en O expandible. También, una caracteristica del dispositivo es un
medio 57, para impedir el progreso de una pipeta. Este "estante de pipeta" detiene el paso de una pipeta o de otro
medio de administracion para el fluido, por ejemplo, de aire.

[0038] Los ejemplos que siguen deberian tomarse como ejemplares, pero no limitantes, de la invencién segln se
describe en el presente documento.

EJEMPLO 1

[0039] Se disolvié agarosa en polvo (Litex FISB-LV) en medio esencial minimo hasta una concentracion del 0,8 %
o del 4,5 % (p/v), y después se tratd en el autoclave a 121 °C durante 20 minutos. Esto produjo soluciones fundidas
viscosas. Las soluciones de agarosa se enfriaron y se mantuvieron a 51-53 °C o0 a 61-63 °C, respectivamente.

[0040] Se afiadi6 un total de 150.000 células RENCA (cancer renal) a un pocillo, tras lo cual se afadieron 0,25 ml
de la solucion de agarosa al 0,8 % para formar una suspension, y después esta suspension de célula/agarosa se
dispensd bien en aceite mineral a la temperatura ambiente en un bol de plastico, o bien en una placa de plastico de
96 pocillos profundos llenada previamente con un aceite mineral a la temperatura ambiente.

[0041] Se formaron células RENCA que contienen macroperlitas de agarosa en forma de perlitas redondas con
unas superficies lisas, y las células distribuidas uniformemente. Después se exirajo mediante una aspiracion el
aceite mineral de las macroperlitas, y las macroperlitas se lavaron con medio de cultivo celular RPMI.

[0042] EI recubrimiento de la macroperlita usé la solucién al 4,5 % p/v. La agarosa para el recubrimiento era del
mismo tipo que el usado para las perlitas; sin embargo, deberia apreciarse que pueden diferir.

[0043] Para llevar a cabo el modo manual de preparacion de las perlitas, se hicieron rodar las perlitas preparadas
mas arriba en una cuchara de plastico que contenia 1,0 ml de la agarosa al 4,5 %, que habia sido mantenida a 61-
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63 °C, tras lo cual se dejaron caer en un aceite mineral a la temperatura ambiente.

[0044] En el método de la invencion, el material de recubrimiento se mantuvo a 61 - 63 °C, y se transfirié a una
placa de 24 pocillos. Después se uso6 la “herramienta de trompeta"” mostrada en la Figura 2a y analizada mas arriba,
para extraer las perlitas del aceite mineral a la temperatura ambiente y colocarlas en la segunda solucion de
recubrimiento de agarosa después de lavar las perlitas para eliminar el aceite mineral. Se usé una herramienta de
paja, representada en la Figura 4a, junto con una succion suave, para extraer las perlitas, junto con 0,5 ml de
agarosa, a un recipiente que contiene un aceite mineral mantenido a un gradiente de temperatura.

[0045] Las macroperlitas se dispensaron desde la herramienta de paja, en la parte superior del gradiente del aceite
mineral, que se mantuvo a diversas temperaturas, como se analiza a continuacion. Segun descendia la macroperlita
a través del aceite mineral, el recubrimiento se solidificaba sobre la perlita, formando una esfera. La temperatura del
aceite mineral disminuia desde la parte superior hacia el fondo del recipiente, hasta una temperatura baja en el
fondo, también segln se describe a continuacion. Después, las macroperlitas de agarosa/agarosa se extrajeron del
recipiente usando la herramienta de trompeta de la Figura 2a y después se lavaron con medio. Las macroperlitas
resultantes estaban entonces listas para un cultivo tisular rutinario.

EJEMPLO 2

[0046] Se usé una serie de diferentes experimentos usando el gradiente de temperatura descrito mas arriba.

Experimento Temperatura superior Temperatura inferior
Control TA (temperatura ambiente) TA (temperatura ambiente)

1 25°C -2°C

2 30°C -2°C

3 40 °C -2°C

4 TA TA

5 50 °C -1,8°C

6 60 °C -1,6 °C

7 TA TA

8 70 °C 0°C

9 25°C -2°C

[0047] Después de recuperar y lavar las perlitas, como se ha analizado mas arriba, se prob6é su actividad
metabdlica. Esta evaluacion se llevé a cabo usando un ensayo de MTT estandar, que es bien conocida en la técnica.
La actividad metabdlica se determiné el dia = 0 para las células no encapsuladas, y el dia 7 posterior a la produccion
para los encapsulados. Los resultados se resumen a continuacion.

Experimento | Control 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Células libres | 0,603 | 0,682 | 0,682 | 0,682 | 0,669 | 0723 | 0,723 | 0,517 | 0,686 | 0,686
Encapsulados | 0,507 | 0,411 | 0,299 | 0,279 | 0,261 | 0,182 | 0,173 | 0,448 | 0,167 | 0,415

[0048] Los resultados indican que, mientras que las células encapsuladas sobrevivian independientemente de la
temperatura inicial cuando se dejaban caer en el gradiente, la actividad metabdlica era inversamente proporcional a
la temperatura a la que comenzaba el gradiente, es decir, cuanto mayor sea la temperatura, menor es la actividad
metabdlica resultante.

EJEMPLO 3

[0049] Dado que la temperatura de partida éptima del gradiente del aceite mineral fue establecida como de
aproximadamente 25 °C, y la temperatura final de aproximadamente -2 °C, se us6é esto en un conjunto de
experimentos para determinar la actividad metabdlica y la capacidad inhibidora tumoral.

[0050] La actividad metabdlica se determind de la misma forma que la establecida mas arriba.

[0051] La actividad inhibidora tumoral se determind sembrando las células RENCA en placas de 6 pocillos (15.000
células/pocillo) en 4 ml de medio de cultivo nuevo, o la misma cantidad de medio de cultivo tomada a partir de los
cultivos de los encapsulados, después de 5 dias de cultivo. Las células RENCA libres se cultivaron en el medio
durante 5 dias a 37 °C y con una atmoésfera de un 5 % de CO.. Las células RENCA se fijaron después con metanol,
se tifieron con rojo neutro al 0,33 % (p/v), y se determind la absorbancia a 540 nm, usando 630 nm como la longitud
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de onda de referencia. La inhibicion se definié como el porcentaje de diferencia en la AbSso nm -630 nm €ntre el medio
tratado y el nuevo.

[0052] Los resultados que siguen presentan los datos de la actividad metabdlica. "Célula libre" se refiere a las

células RENCA que no fueron tratadas en modo alguno con agarosa, mientras que "12 capa" se refiere a las perlitas
no recubiertas.

S Al (sp} <t w

Edad , £ S e ° g
@as)| TP | | T | E|N|E || Y[ E| || E|"

O o o o o

O @) O O

0 |Célulalibre| 0,768 | 0,530 | 0,378 | 0,462 | 0,481 | 0,532 | 0,532 | 0,384 | 0,518 | 0,518 | 0,530 | 0,553
12 capa | 0,926 | 1,209 | 0,912 | 1,279 | 1,056 | 1,120 | 1,120 | 1,129 | 1,002 | 1,002 | 1,157 | 1,711
7 1 semana | 0,247 | 0,260 | 0,332 | 0,143 | 0,739 | 0,801 | 0,710 | 0,409 | 0,390 | 0,227 | 1,330 | 0,697
21 | 3semana | 0,201 | 0,351 | 0,328 | 0,258 | 0,555 | 0,560 | 0,770 | 0,462 | 0,531 | 0,380 | 0,977 | 0,555
35 5semana | 0,647 | n/a | 0,856 | n/a | 1,156 | n/a | 1,092 | 1,141 n/a nfa |1,447 | n/a
49 7 semana | 1,080 n/a | 1,236 | n/a [1,324| n/a |1,066| 1,215 | n/a nfa 1,926 | n/a
84 |12semana|1,025| n/a | 1548 | n/a | 1,623 | n/a |1,095|1,725| n/a n‘a |1,886| n/a
112 |16semana| 1,652 | n/a |2,440| n/a |2,247 | n/a | 1,128 1,872 | n/a n/a n/a n/a

[0053] En la siguiente tabla se determiné la capacidad de inhibicién tumoral:

Edad

(dias) | 1P°

Control
1
Control
2
Control
3
4
Control
5
Control
6

35 % 129,99 %|29,80 % (12,78 %|11,23 %|11,10 %| 7,54 % (17,37 %|23,97 %|26,20 %|33,85 %|33,28 %
49 % (23,62 %|33,53 %|26,15 %|33,98 %|32,70 % (29,63 % (29,63 %|34,54 %|40,90 %| n/a n/a
84 % 33,10 % (45,69 % (23,41 %|33,93 %|43,20 %|56,02 % (56,09 %| n/a n/a n/a n/a
112 | % (50,19 %|55,66 %|42,21 %|46,03 %|55,28 %|44,84 %| n/a n/a n/a n/a n/a

[0054] Los resultados indican que las perlitas de agarosa producidas segun la invencién son equivalentes en todos
los aspectos pertinentes a las perlitas producidas manualmente.

EJEMPLO 4

[0055] Se produjeron perlitas segun la invencién como se ha descrito mas arriba, y el método manual representado
por la citada técnica anterior. A lo largo de un periodo de 7 meses se seleccionaron diez perlitas aleatoriamente para
determinar sus diametros. Los resultados, presentados en la tabla que sigue, muestran que las perlitas producidas
segun la invencién tienen un diametro coherente, y por lo tanto un recubrimiento mas coherente.

Automatizado: Manual: diametro
diametro (p) (p)

Enero 0,352 0,350 Parametro Auto Manual
0,363 0,347
0,364 0,347 Media 0,350386 0,3339714
0,354 0,353 Error estandar 0,001267 0,0015674
0,350 0,346 Mediana 0,35 0,3325
0,347 0,348 Modo 0,347 0,347
0,355 0,351 Deviacién tipica 0,010601 0,0131137
0,348 0,350 Varianza de la muestra  0,000112 0,000172
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Automatizado:

Manual: didametro

diametro (p) ©) Parametro Auto Manual
0,353 0,352 Curtosis 0,697026 -1,117773
0,347 0,350 Asimetria -0,30036 -0,151897
0,350 0,350 Rango 0,057 0,05
0,354 0,328 Minimo 0,318 0,307
0,351 0,327 Méaximo 0,375 0,357
0,354 0,326 Suma 24,527 23,378
0,361 0,324 Recuento 70 70
0,353 0,332

0,355 0,325

0,362 0,328

0,353 0,321

0,348 0,316

0,335 0,322

0,354 0,317

0,357 0,308

0,364 0,347

0,356 0,331

0,349 0,313

0,351 0,346

0,334 0,333

0,358 0,329

0,352 0,307

0,332 0,344

0,342 0,331

0,345 0,324

0,334 0,334

0,351 0,344

0,375 0,346

0,345 0,339

0,343 0,319

0,368 0,339

0,346 0,331

0,368 0,335

0,344 0,332

0,349 0,322

0,333 0,317

0,346 0,315

0,337 0,316
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Automatizado: Manual: diametro
diametro (p) (p)
0,341 0,318
0,329 0,347
0,347 0,317
0,329 0,332
Junio 0,370 0,330
0,318 0,357
0,350 0,346
0,350 0,343
0,351 0,347
0,347 0,345
0,353 0,336
0,347 0,344
0,347 0,318
0,363 0,332
Julio 0,341 0,347
0,349 0,343
0,350 0,345
0,346 0,326
0,366 0,324
0,361 0,342
0,362 0,357
0,348 0,321
0,351 0,314
0,369 0,335

[0056] También, después de un analisis se averigu6 que el proceso de la invencién dio como resultado una
reducida contaminacién celular. Para describirlo con detalle, se ha averiguado que cuando las perlitas se preparan
segun el método manual de la técnica anterior, existe un problema con las células que no quedan completamente
encapsuladas. Cuando las células son células cancerosas, forman placas o colonias tumorales, y las perlitas en el
cultivo con ellas deben ser desechadas debido a la contaminacién.

[0057] A lo largo de un periodo de 8 meses se fabricaron manualmente 56 lotes de perlitas, conteniendo cada lote
un nimero de cultivos en placas de Petri. Al menos estaba contaminado un cultivo en cada lote. Por el contrario, se
prepararon 62 lotes en el mismo periodo usando el método de la invencién. Unicamente 12 de esos 62 lotes mostré
algun tipo de contaminacion.

EJEMPLO 5

[0058] EIl siguiente ejemplo detalla la produccién de tres grupos diferentes de perlitas de agarosa recubiertas con
agarosa que contienen islotes.

[0059] Los islotes se prepararon a partir de animales mayores de dos afios de edad y con un historial de multiples
paridades.

[0060] Se perfundieron los pancreas de los animales con una solucion de colagenasa/proteasa neutra
(Colagenasa P, a 1,0 g/L, o Liberasa MTF/Termolisina, a 7,5 U/g de pancreas), y una soluciéon de 0,01 g/L de DNasa
I, 0 2,5 mg/pulmozima de pancreas, preparada bien en una solucién salina equilibrada de Hank (GBSS) o bien en
soluciéon madre de purificacion para almacenamiento en frio.
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[0061] Después de la cuantificacion, los islotes se separaron en 2.000 alicuotas IEQ, antes de ser resuspendidos
en 0,5 ml de una solucién de uno de Seakem Gold al 1,5 % (en lo sucesivo, "SG", SG al 0,8 % o de Litex al 0,8 %
("Li" en lo sucesivo). Un "IEQ" segln se usa en el presente documento significa un islote que tiene un didametro de
150 um. Por lo tanto, un islote con un diametro de 300 ym es 2 IEQs, mientras que uno con un diametro de 75 pym
es 0,5 IEQ. La agarosa Litex posee las siguientes propiedades: una resistencia del gel > 1.000 g/cm2 aun1,5%de
gel de entre 5,8 y 8,7 cP cuando se usa una solucién al 1,5 %, una temperatura de gelificacién de 40-43 °C para una
solucion al 1,5 %, un valor de EEO (electro endosmosis) de entre 0,06 y 0,12, y un contenido en sulfato < 0,30 %.
Las soluciones se prepararon en medio esencial minimo con HEPES 25 mM.

[0062] Las suspensiones fueron expelidas por debajo de la superficie del aceite mineral estéril para producir cuatro
perlitas esféricas de 0,125 ml, de aproximadamente 5-6 mm de diametro, conteniendo cada una 500 IEQ.

[0063] Estas perlitas de agarosa no recubiertas se cultivaron a 37 °C en una atmésfera humidificada con un 5 % de
CO,. Después de 5-7 dias, se aplicd una segunda capa de agarosa SG al 5 %, produciendo perlitas de agarosa que
contienen islotes recubiertas de agarosa, con un diametro final de 8-9 mm.

[0064] Estas perlitas se cultivaron a 37 °C en una atmésfera humidificada con un 5 % de CO; hasta que se usaron
en los experimentos que siguen. Se colocaron en un medio de cultivo (glucosa 11 mM, complementada con un
2,5 % de suero porcino inactivado por calor, y un 1 % de antibiético/antimicético). El medio de cultivo se cambid
semanalmente y las muestras del medio se analizaron 24 horas después de cada cambio, cada semana, segun los
ensayos analizados a continuacion.

EJEMPLO 6

[0065] Como se ha indicado en el ejemplo anterior, se tomaron muestras de medio de cultivo a partir de las
muestras, y se ensay6 el contenido en insulina usando un ELISA de insulina porcina disponible comercialmente. Los
resultados estan representados en la Figura 6. Se observara que los islotes encapsulados en Li al 0,8 % superaron a
los islotes encapsulados tanto en SG al 0,8 % como en SG al 1,5 % con respecto a la produccién de insulina.

EJEMPLO 7

[0066] Los experimentos in vitro presentados mas arriba se extendieron a experimentos in vivo, como se analiza
en el presente documento.

[0067] En estos experimentos se usaron adultos (ratas de 8 semanas de edad). Los animales se dividieron en
grupos de controles de "solo insulina" o receptores de perlita. Todos los animales recibieron 65 mg/kg de
estreptozotocina a través de una inyeccién en la vena de la cola para inducir una diabetes.

[0068] La presencia de la diabetes se confirmé mediante un ensayo de la sangre de los animales en cuestion para
evaluar los niveles de glucosa sin ayuno. Un nivel de glucosa mayor de 400 mg/dl durante 3 dias consecutivos se
consider6 indicador de que habia presente una diabetes. Cualquier animal que no mostré una diabetes a las 2
semanas recibié una segunda dosis de estreptozotocina, tras lo cual todos los animales se volvieron diabéticos.

[0069] Los animales elegidos para recibir los implantes recibieron las perlitas segin Gazda, et al., Cell Transplant,
16: 609-620 (2007), que se incorpora como referencia en su totalidad. Para ampliar la informacién, se anestesiaron
animales de 12-13 semanas de edad usando isoflurano. Después de la incisién en la linea media a lo largo de la
cavidad peritoneal, se colocaron en la misma las perlitas.

[0070] EI numero de perlitas colocadas en cada animal variara dependiendo de la mayor dosis de insulina
administrada al animal en particular a lo largo del periodo de 3 dias previos al implante, dividido por la produccién
media de insulina por macroperlita (basada en la insulina producida por las perlitas a lo largo del periodo de 4
semanas previo al implante). Los ratones recibieron la cantidad de perlitas necesaria para proporcionar la dosis de
insulina exacta que habian recibido antes del implante (1x), o 1,7x esa dosis. Los animales hembras y machos
recibieron perlitas igual a 1x, pero sélo los machos recibieron 1,7x, en parte porque las ratas macho pesan mas que
las ratas hembra.

[0071] No se observo ninguna diferencia significativa en los requisitos de insulina antes del implante con respecto
a los diferentes tipos de implante (SG al 1,5%, SG al 0,8 %, Li al 0,8 %); sin embargo, se requerian mas
macroperlitas para las perlitas de SG al 1,5 %, y se requerian menos para las de Li al 0,8 %.

[0072] Después del implante, los animales se mantuvieron durante 90 dias, monitorizandose regularmente la
glucosa sanguinea y el peso corporal.

[0073] Los ratones hembra (todos los del grupo 1x) mostraron una normalizaciéon inmediata y sostenida de los

niveles sanguineos de glucosa en comparacion con los ratones que recibieron los controles de insulina. Las ratas
macho del grupo 1x mostraron una mejora inmediata pero temporal en la regulacién de la glucosa sanguinea, que
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volvié a los niveles previos al implante aproximadamente 30 dias después del implante.
EJEMPLO 8

[0074] Se llevaron a cabo estudios con las macroperlitas después de sacrificar y analizar la integridad estructural y
la capacidad funcional de los animales receptores.

[0075] Un analisis macroscopico indicé que Unicamente dos de las 1.540 macroperlitas recuperadas mostraron
algun dafio estructural.

[0076] Los ejemplos anteriores describen varias caracteristicas de la invencion, que se refieren a macroperlitas de
agarosa que contienen células secretoras recubiertas con agarosa, en las que la agarosa usada para las
macroperlitas tenia las propiedades de la agarosa Litex, establecidas mas arriba.

[0077] Segun se establece en el presente documento, el término "macroperlita” se refiere a una estructura que es
esencialmente esférica con un diametro de entre aproximadamente 4 y aproximadamente 10-12 mm de diametro, lo
mas preferentemente de entre aproximadamente 6 y aproximadamente 8 mm de diametro. La segunda capa de
agarosa es preferentemente de entre aproximadamente 0,05 y aproximadamente 5 mm de espesor, lo mas
preferentemente de entre aproximadamente 0,5 mm y aproximadamente 5 mm de espesor, incluso mas
preferentemente, de entre aproximadamente 1,0 mm y aproximadamente 3 mm, y lo mas preferentemente, de entre
aproximadamente 1,0 mm y aproximadamente 2,0 mm de espesor. La segunda capa de agarosa puede ser, aunque
no necesariamente, de la misma agarosa que la usada para la elaboracién de la perlita.

[0078] "Macroperlitas" se usa como estructura preferida; sin embargo, cualquier estructura sélida de agarosa que
encapsule células secretoras, y esté preferentemente envuelta con una segunda capa de agarosa, son
caracteristicas de la invencion.

[0079] Las células secretoras pueden variar. Puede encapsularse cualquier célula u organulo que produzca un
producto de secrecidon deseable. Los islotes, las células cancerosas y las células madre son ejemplos de los tipos de
materiales que pueden usarse. Cada perlita puede contener un nimero variable de organulos celulares, para los
islotes, por ejemplo, de entre aproximadamente 50 y aproximadamente 5.000 equivalentes de islotes (en lo
sucesivo, "IEQ"), méas preferentemente, de entre aproximadamente 100 y aproximadamente 2.500 IEQ, incluso mas
preferentemente, de entre aproximadamente 250 y aproximadamente 1.000, y lo mas preferentemente, de entre
aproximadamente 475 y aproximadamente 550 IEQ. Lo mas especialmente preferido es aproximadamente 500 IEQ.

[0080] También es una caracteristica de la invencién un método mejorado para la elaboracién de macroperlitas,
independientemente de la agarosa usada. Las células se mezclan con agarosa, y después se forman en una
suspensién, que a su vez se usa para formar una perlita. La perlita, por ejemplo, una macroperlita, se recubre
después con agarosa, tras lo cual la perlita recubierta resultante es dispensada en una muestra de aceite mineral a
un gradiente de temperatura, de forma que la perlita entre en contacto con el aceite mineral a una temperatura
mayor y gotee hacia un aceite a una temperatura menor. Las perlitas pueden contener cualquier tipo de célula
deseada, tal como, pero no se limitan a, células secretoras, células cancerosas, islotes, células madre, tales como
células madre pluripotentes, y similares

[0081] En algunas realizaciones particularmente preferidas, las herramientas de "trompeta" y de "paja", segln se
describen en el presente documento, se usan para extraer las perlitas no recubiertas y las recubiertas,
respectivamente.

[0082] EI gradiente de temperatura del aceite mineral puede variar. Preferiblemente, el gradiente es de entre 20 °C
y 50°C, es decir, la diferencia entre la temperatura superior y la inferior entra en este intervalo. Mas
preferentemente, la diferencia es de entre 20 °C y 35 °C.

[0083] La temperatura mas alta del aceite puede variar, pero preferentemente es de entre 20 °C y 30 °C, mas
preferentemente de entre 20 °C y 35 °C. De forma anéloga, la menor temperatura puede variar, y va desde 0 °C
hasta -8 °C, y mas preferentemente, desde 0 °C hasta -2 °C.

[0084] Otros aspectos de la invenciéon seran evidentes para el experto en la técnica, y no necesitan ninguna
aclaracion adicional.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la produccion de una composiciéon quimica que comprende una muestra de células vivas en una
perlita que contiene agarosa, en el que dichas perlitas se recubren con agarosa, que comprende:

(a) mezclar una primera muestra de agarosa con dicha muestra de células vivas para formar una suspensién;

(b) trasladar dicha suspension a una primera muestra de un aceite mineral, para formar una perlita a partir de
dicha suspension;

(c) extraer dicha perlita de dicha primera muestra de aceite mineral;

(d) aclarar el aceite mineral de la perlita;

(e) trasladar dicha perlita con una herramienta automatizada de recogida y desplazamiento de una perlita hacia
una segunda solucion de agarosa;

(f) recubrir dicha perlita con dicha segunda solucion de agarosa,

(g) extraer dicha perlita de dicha segunda solucidon de agarosa con una herramienta de extracciéon automatizada
de una perlita, y

(h) dispensar dicha perlita cubierta en una segunda muestra de un aceite mineral, en el que dicha muestra de
aceite mineral se mantiene a un gradiente de temperatura de forma que dicha perlita se mueva a lo largo de un
camino desde una ubicacion en el aceite mineral que esta a una temperatura mayor de entre aproximadamente
20 °C y aproximadamente 30 °C, hasta una ubicacion del aceite mineral a una temperatura menor de entre
aproximadamente 0 °C y aproximadamente -8 °C, para formar una perlita que tiene un didametro de entre 4-12
mm y/o0 un recubrimiento de agarosa de entre 0,5 y 5 mm de grosor.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que dichas células son células secretoras.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que dichas células son células cancerosas.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que dichas células son células madre cancerosas.
5. El método de la reivindicacion 1, en el que dichas células son células de islotes.

6. El método de la reivindicacion 1, en el que dichas células son células madre.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que dichas células son células madre embrionarias.
8. El método de la reivindicacion 1, en el que dichas células son células pluripotentes.

9. El método de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente extraer dicha perlita de dicha primera o segunda
muestra de un aceite mineral con una herramienta automatizada de captacién y desplazamiento de una perlita.

10. El método de la reivindicacion 1, en el que dicha temperatura mayor es de entre aproximadamente 20 °C y
aproximadamente 25 °C, y dicha temperatura menor es de entre aproximadamente 0 °C y aproximadamente -2 °C.

12
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Agarosa + Células

Placa de 96 pocillos
con aceite mineral
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Figura 2b
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1) Las células se dispensan en cada pocillo usando una pipeta.

2

Figura 5

Se aspira la mezcla de células + agarosa con una pipeta.
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3)

La mezcla de células + agarosa es expulsada a una placa
de pocillos profundos que contienen aceite mineral. Se forma
la perlita con el primer recubrimiento.

4)

Perlita con el primer recubrimiento

Aceite mineral—

Se usa la herramienta de trompeta para transportar
5) la perlita con el primer recubrimiento fuera del aceite mineral
para lavar la placa.

6‘} Una vez lavada, se transfiere |a perlita con el primer recubrimiento
mediante la herramienta de trompeta a una bandeja que contiene
el 2% recubrimiento de agarosa

2° recubrimiento de agarosa —

La herramienta de paja baja hasta el pocillo y recoge la perlita
7) con el primer recubrimiento y recubre la 22 capa de agarosa.

La herramienta de paja dispensa la perlita

con el primer recubrimiento + 22 capa de agarosa
a un tubo gue contiene aceite mineral

con un gradiente de temperatura

8)

Aceite mineral->

La herramienta de trompeta baja hasta el aceite mineral para
9) recoger la macroperlita con el segundo recubrimiento y
transferirla a la placa de lavado.
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Figura 7
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