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DESCRIPCION

Medio acondicionado y producto bioldgico difundible producido incubando células atrapadas.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere al encapsulado de células en agarosa y coldgeno, seguido de recubrimiento con
agarosa, métodos terapéuticos que emplean los materiales celulares, y su fabricacion.

Antecedentes de la técnica anterior

El encapsulado de diversos materiales biol6gicos en materiales compatibles biol6gicamente es una técnica que se
ha usado durante algin tiempo, aunque con éxito limitado. Ejemplos de la técnica son las patentes de los EE.UU. n*
5.227.298 (Weber, et al.); 5.053.332 (Cook, et al.); 4.997.443 (Walthall, et al.); 4.971.833 (Larsson, et al.); 4.902.295
(Walthall, et al.); 4.798.786 (Tice, et al.); 4.673.566 (Gooser, et al.); 4.647.536 (Mosbach, et al.); 4.409.331 (Lim);
4.392.909 (Lim); 4.352.883 (Lim); y 4.663.286 (Tsang, et al.). También es de interés la solicitud en tramite junto a la
presente con n° de serie 08/483.738 presentada el 7 de junio de 1995 de Jain, ef al. Jain, et al. trata, en algun detalle,
el encapsulado de células secretoras en diversos materiales biocompatibles. Como se trata en dicho documento, las
células secretoras son células que secretan productos biolégicos. En lineas generales, las células secretoras poseen, al
menos, algunas propiedades de células endocrinas, y pueden, en general, ser tratadas como equivalentes a células que
son endocrinas por naturaleza. La solicitud en tramitacién con la presente trata, por ejemplo, el encapsulado de células
que producen insulina, preferentemente en forma de islotes, en perlas de agarosa-coldgeno que han sido recubiertas
también con agarosa. Los productos resultantes son ttiles para tratar enfermedades en las que un individuo necesita
terapia con insulina, como la diabetes.

La solicitud de Jain, et al. trata, en algtin detalle, los enfoques anteriores en terapia de transplantes realizados por
la técnica. Estos se resumen también en la presente memoria.

Se conocen cinco planteamientos fundamentales para proteger el tejido transplantado de la respuesta inmunitaria
del anfitrién. Todos implican intentos de aislar el tejido transplantado del sistema inmunitario del anfitrién. Las téc-
nicas de inmunoaislamiento usadas hasta la fecha incluyen: cdmaras de difusién extravascular, cdmaras de difusién
intravascular, cdmaras de ultrafiltracion intravascular, microencapsulado, y macroencapsulado. Sin embargo, todos
estos métodos han fallado, debido a uno o mds de los siguientes problemas: una respuesta fibrética del anfitrién al
material implantado, inestabilidad del material implantado, difusién limitada de nutrientes a través de las membra-
nas semipermeables, agentes secretores y permeabilidad del producto, y difusion retrasada a través de las barreras de
membrana semipermeable.

Por ejemplo, un procedimiento de microencapsulado para cercar células viables, tejidos, y otras membranas ines-
tables dentro de una membrana semipermeable fue desarrollado por Lim en 1978. (Lim, informe de investigacion para
Damon Corporation (1978)). Lim usé microcédpsulas de alginato y poli L-lisina para encapsular los islotes de Langer-
hans. En 1980 se informé de la primera aplicacién in vivo con éxito, en investigacion de diabetes, de esta novedosa
técnica (Lim, er al., Science 210: 908 (1980)). La implantacién de estos islotes de Langerhans microencapsulados
dio como resultado mantener un estado euglucémico en animales diabéticos. Sin embargo, otros investigadores repi-
tiendo estos experimentos, encontraron que el alginato provocaba reaccién tisular y fueron incapaces de reproducir
los resultados de Lim et al. (Lamberti, et al. Applied Biochemistry and Biotechnology 10: 101 (1984); Dupuy, et al.,
J. Biomed. Material and Res. 2-2: 1061 (1988); Weber, et al., Transplantation 49: 396 (1990); y Doon-shiong, et
al., Transplantation Proceedings 22: 754 (1990)). Se considera ahora que la solubilidad en agua de estos polimeros
es responsable de las limitadas estabilidad y biocompatibilidad in vivo de estas microcdpsulas (Dupuy, et al. citado
anteriormente, Weber, et al. citado anteriormente, Doon-shiong, et al., citado anteriormente, y Smidsrod, Faraday
Discussion of Chemical Society 57: 263 (1974)).

Recientemente, Iwata et al., (Iwata, et al. Jour. Biomedical Material and Res. 26: 967 (1992)) utiliz6 agarosa
para el microencapsulado de islotes pancreaticos alogénicos y descubrié que podia usarse como un medio para la
preparacion de microperlas. En su estudio, 1500-2000 islotes se microencapsularon individualmente en agarosa al 5%
y se implantaron en ratones diabéticos inducidos por estreptozotocina. El injerto sobrevivié durante un largo periodo
de tiempo, y los receptores mantuvieron normoglucemia indefinidamente.

Su método padece, sin embargo, varios inconvenientes. Es incémodo e inexacto. Por ejemplo, muchas perlas per-
manecen recubiertas de forma parcial y varios cientos de perlas de forma vacia de agarosa. Se requiere, de este modo,
un tiempo adicional para separar los islotes encapsulados de las perlas vacias. Es mds, la mayoria de la microperlas
implantadas se rednen en la cavidad pélvica, y se requiere un gran nimero de islotes en perlas individuales completa-
mente recubiertas para conseguir normoglucemia. Ademds, las perlas transplantadas son dificiles de recuperar, suelen
ser fragiles, y liberaran facilmente islotes tras ligero dafio.

También se ha probado un procedimiento de macroencapsulado. Se hicieron macrocédpsulas de diversos materiales
diferentes, como poli-2-hidroxietil-metacrilato, policloruro de vinilo-c-acido acrilico, y acetato de celulosa, para el
inmunoaislamiento de islotes de Langerhans. (Véase Altman, et al., Diabetes 35: 625 (1986); Altman, et al., Trans-
plantation: American Society of Artificial Internal Organs 30: 382 (1984); Ronel, et al., Jour. Biomedical Material
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Research 17: 855 (1983); Klomp, et al., Jour. Biomedical Material Research 17: 865-871 (1983)). En todos estos
estudios sélo se consiguidé una normalizacidn transitoria de la glucemia.

Archer et al., Journal of Surgical Research 28: 77 (1980), usé fibras huecas de copolimero acrilico para prevenir de
forma temporal el rechazo de islotes xenoinjertados. Informaban de supervivencia a largo plazo de injertos pancreati-
cos de murina neonatal dispersada en fibras huecas que fueron transplantadas a hamsters diabéticos. Recientemente,
Lacy et al., Science 254: 1782-1784 (1991) confirmaron sus resultados, pero encontraron que el estado euglucémico
estaba en una fase transitoria. Descubrieron que cuando los islotes eran inyectados en la fibra, se agregaban dentro
del tubo hueco con la resultante necrosis en la porcion central de las masas de islotes. La necrosis central impedia la
prolongacidn del injerto. Para resolver este problema usaron alginato para dispersar los islotes en la fibra. Sin embargo,
este experimento no se ha repetido mucho. Por lo tanto, la funcién de las membranas como un medio de transplante
de islotes en seres humanos es cuestionable.

De este modo, existia la necesidad de conseguir transplante de células secretoras, y, en particular, la supervivencia
de islotes pancredticos aloinjertados y xeroinjertados sin el uso de agentes inmunosupresores crénicos.

En el trabajo de Jain, et al. tratado anteriormente, los inventores informaban que encapsular células secretoras en
un material de gel hidréfilo resulta en un material funcional, no inmunogénico, que puede ser transplantado a animales
y que puede ser almacenado durante largos periodos de tiempo. El encapsulado de células secretoras proporciond
una técnica mds eficaz y manejable para transplante de células secretoras. La técnica de encapsulado se describio
como Util para encapsular otros agentes bioldgicos, como enzimas, microorganismos, agentes tréficos incluyendo
agentes tréficos producidos de forma recombinante, agentes citotoxicos, y agentes quimioterapéuticos. Los agentes
biolégicos encapsulados fueron discutidos como ttiles para tratar enfermedades que se sabe que responden a los
agentes bioldgicos.

La solicitud no trata, en ninguna medida, la incorporacién de células que producen materiales bioldgicos difundi-
bles, siendo los ultimos utiles en un contexto terapéutico. Se distingue en la presente memoria entre células secretoras y
células que producen materiales bioldgicos difundibles. El formador, de acuerdo con los ejemplos dados en la solicitud
de Jain, se refiere, en general, a productos como hormonas, agentes que dan sefiales celulares, etc., que se considera,
normalmente, que son “mensajeros” bioldgicos. En contraste, los materiales biolégicos difundibles se refieren a ma-
teriales como péptidos que son sintomas de MCH, reguladores de la expresion celular como supresores, activadores,
inductores, y asi sucesivamente. La distincién se verd en el campo de la oncologia, por ejemplo, de acuerdo con la
siguiente discusion.

Estudios extensos en cdncer han incluido trabajos en extractos celulares heterogéneos, y diversos componentes
celulares. Mediante el uso de anticuerpos monoclonales, la técnica ha identificado relevantes antigenos asociados con
cancer, por ejemplo, GM2, TF, STn, MUC-1, y diversos epitopos derivados de ellos. Teorias actuales postulan que los
epitopos derivados de forma no covalente de estos diversos complejos indicadores de tumores, con moléculas MCH,
forman, de este modo, un agrotipo por células T citoliticas especificas. Este mecanismo no es distinto de diversos
mecanismos involucrados en la respuesta biolégica a infecciones viricas. Nota a este respecto, Van der Bruggen, et al.,
Science 254: 1643-1647 (1991); Boon, et al., documento 5.405.940, y Boon, et al., documento 5.342.774.

Investigaciones adicionales que comparan el trabajo de identificacion de los asi llamados epitopos de cdncer se
ha centrado en la regulacién de la proliferacién del cdncer, como via supresién o, mas generalmente, biomodulacién.
Véanse, por ejemplo, Mitchell, J. Clin. Pharmacol 32: 2-9 1992); Maclean, et al., Can. J. Oncol. 4: 249-254 (1994).
El propésito que une todos estos diversos planteamientos al cdncer es la modificacién de la respuesta inmunitaria del
anfitrién, para provocar alguna mejora en la enfermedad del paciente.

La clave de todos estos planteamientos es la actividad de uno o mds productos bioldgicos difundibles que actian de
comtin acuerdo con otros materiales para modular la respuesta inmunitaria. Boon, et al. y van der Bruggen, et al., por
ejemplo, revelan moléculas pequefias de péptido. Mitchell habla de moléculas mayores que funcionan, por ejemplo,
COMmO supresores.

Un problema con todos los planteamientos terapéuticos que emplean estos materiales es la administracion de éstos
de una forma segura y eficaz. Esto no es realizable de forma facil. Ahora se ha descubierto, sorprendentemente, que
la técnica de Jain, et al. que fue tan ttil en el desarrollo de terapias para enfermedades que requieren productos de
células secretoras, pueden ahora usarse en otros areas.

Cémo se realiza esto es el tema de la invencidn, cuya descripcion detallada viene a continuacion.

Descripcion detallada de realizaciones preferidas
Ejemplo 1
Este ejemplo, y los que siguen, emplean células RENCA. Estas son células de adenocarcinoma renal espontineo

de ratones BALB/C, que estdn ampliamente disponibles, que han sido mantenidas tanto en cultivos in vitro como in
vivo. Véase Franco et al., Cytokine Induced Tumor Immunogenecity, 181-193 (1994).
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Muestras de células RENCA congeladas fueron descongeladas a 37°C, y situadas después en matraces de cultivo
histico que contenian Medio Modificado de Dulbecco (D-MEM), que habia sido suplementado con un 10% de suero
bovino, penicilina (100 pg/ml) y estreptomicina (50 ug/ml), para dar lo que se denominard “medio completo” de aqui
en adelante.

Las células se dejaron crecer hasta confluencia, y después se tripsinisaron, seguido de lavado con solucidn salina
equilibrada de Hank, y después con el medio completo referido anteriormente.

Para determinar si las células RENCA producian tumores de forma eficaz, se inyectaron, de forma intraperitoneal,
10 de estas células a dos ratones BALB/C. Se observé a los ratones durante un periodo de 3-4 semanas. Clinicamente,
parecian sanos durante las dos primeras semanas, y mostraban una actividad normal. De ahi en adelante, las manifes-
taciones clinicas de cancer se hicieron evidentes. Un ratén murié después de 23 dias, y el segundo después de 25 dias.
Se examiné a los ratones después de la muerte, y se detectaron numerosos tumores de diversos tamafios. Algunos de
los tumores mostraban, también, hemorragia.

Una muestra de un tumor, tomada de uno de los ratones, se fijé en formol al 10% para posterior examen histolégico.

Ejemplo 2

Tras la demostracion de que las células RENCA crecian in vivo, se realizaron estudios para determinar si estas
células crecian en perlas de acuerdo con la invencidn.

Las células se dejaron crecer hasta confluencia, como se describi6 anteriormente, se tripsinisaron y se lavaron,
como se describié también con anterioridad. Se prepararon entonces muestras de entre 60.000 y 90.000 células. Las
células se centrifugaron después, a 750 rpm, y se eliming el liquido. Las células se suspendieron después en soluciones
de atelocoldgeno al 1%, en solucién salina de fosfato tamponada a un pH de 6,5.

Se preparé una solucién de agarosa al 1% de baja viscosidad, en el minimo medio esencial (MEM), se mantuvo a
60°C, y después se afiadieron 100 ul de ella a la suspensién de células RENCA vy atelocoldgeno, descrita anteriormente.
Los materiales se transfirieron después, inmediatamente, como una dnica gran gotita, a un aceite mineral estéril a
temperatura ambiente. La mezcla formé una tnica perla semisdlida lisa. Este procedimiento se repitié para producir
varias perlas.

Después de un minuto, las perlas se transfirieron al medio completo, como se describi6 anteriormente, a 37°C. Las
perlas se lavaron entonces tres veces con el minimo medio esencial que contenia los antibidticos listados anteriormen-
te. Se incubaron entonces las perlas a 37°C hasta el dia siguiente, en una atmdsfera humidificada de aire y un 5% de
CQO,. Tras la incubacion, las perlas, ahora sélidas, se transfirieron a una cuchara estéril que contenia 1 ml de agarosa
al 5% en el minimo medio esencial. Se hicieron rodar las perlas en la solucién 2-3 veces para recubrirlas de forma
uniforme con agarosa. Se transfirieron las perlas a aceite mineral antes de que la agarosa solidificara, para propor-
cionar una superficie exterior lisa. Después de 60 segundos, se lavaron las perlas, cinco veces, con medio completo
a 37°C para eliminar el aceite. Siguié incubacién hasta el dia siguiente (37°C, atmésfera humidificada de aire, 5%
CO,).

Estas perlas que contenian RENCA se usaron en los experimentos que siguen.

Ejemplo 3

Antes de realizar investigaciones in vivo, fue necesario determinar si las células RENCA crecerian en las perlas
preparadas de la manera descrita anteriormente.

Para hacer esto, perlas preparadas como se trat6 en el ejemplo 2 se incubaron en el medio descrito en el ejemplo 2,
durante un periodo de tres semanas en las condiciones enumeradas. Se cortaron entonces tres de las perlas en trozos
pequefios, y se cultivaron en matraces normalizados de cultivo, permitiendo el contacto directo tanto con el matraz
como con el medio de cultivo.

La observacién de estos cultivos indicé que las células crecian y formaban colonias RENCA estdndar. Esto indic6
que las células se habian mantenido viables en las perlas.

Ejemplo 4

Se realizaron entonces experimentos in vivo. En estos experimentos, se incubaron las perlas durante siete dias a
37°C. Ratones sujeto recibieron transplantes de perlas. Para hacer esto se realizé a cada uno de cuatro ratones una
incisién en la linea media llevada a término de forma intraperitoneal. Se transplantaron tres perlas, cada una de las
cuales contenia 60.000 células RENCA. Se cerraron entonces las incisiones (sutura en dos capas), usando una sutura
absorbible. Los cuatro ratones (BALB/C) eran normales, ratones macho, que pesaban entre 24-26 gramos y parecian
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estar sanos. Se establecieron dos conjuntos de controles. En el primer conjunto, dos ratones recibieron tres perlas que
contenian células no RENCA, y en el segundo, no se trat$ a dos ratones con nada.

Tres semanas después de la implantacion, se inyecté a todos los ratones, de forma intraperitoneal, 10° células
RENCA. Dieciocho dias después, un ratén de control murié. Todos los ratones restantes fueron entonces sacrificados
y observados.

Los ratones de control mostraban numerosos tumores, mientras que los ratones que recibieron los implantes de
células encapsuladas en perlas mostraban sélo nédulos al azar por toda la cavidad.

Estos alentadores resultados sugerian el disefio de los experimentos expuestos en el siguiente ejemplo.

Ejemplo 5

En estos experimentos, se simularon canceres demostrados inyectando células RENCA bajo una capsula renal de
cada uno de seis ratones BALB/C. Quince dias después, se dividieron los ratones en dos grupos. Los tres ratones del
primer grupo recibieron cada uno tres perlas, como se describid en el ejemplo 4, citado anteriormente. El segundo
grupo (el grupo de control) recibi6 perlas que no contenian células RENCA.

Después de 4-5 dias, los ratones que habian recibido implantes que contenian células RENCA parecian letdrgicos
y su pelo se habia vuelto erizado, mientras el grupo de control permanecia energético, sin cambios en la condicién del
pelo.

Sin embargo, diez dias después de la implantacién (25 dias después de la inyeccién de células RENCA), los ratones
de control se volvieron perezosos y mostraban abdémenes distendidos. Uno de los tres ratones de control murid catorce
dias después del transplante de las perlas. Sigui6 el sacrificio de los ratones.

Las cavidades corporales de los ratones de control mostraban profusa hemorragia, con numerosos tumores por todo
el canal alimentario, higado, estdémago y pulmones. Toda la cavidad abdominal se habfa vuelto indistinguible debido
al desenfrenado crecimiento tumoral. Los ratones que habian recibido perlas con células RENCA encapsuladas no
mostraban, sin embargo, hemorragia y sélo mostraban unos pocos nédulos en los canales alimentarios. La comparacién
de los grupos de prueba y control mostré que, en el grupo de prueba, los nédulos no habian progresado.

Ejemplo 6

El crecimiento de forma libre de células RENCA inoculadas se inhibe cuando se incuban junto con células RENCA
encapsuladas. Se realizé un conjunto adicional de experimentos para determinar si este efecto se observaba con otras
células.

Una estirpe celular de adenocarcinoma, es decir, MMT (tumor mamario de ratén), se obtuvo a partir de la Coleccién
americana de cultivos tipo. Las células de MMT encapsuladas se prepararon, como se describié anteriormente, con
células MMT, para producir perlas que contenian 120.000 6 240.000 células por perla. Tras la preparacién de las perlas,
se usaron para determinar si inhibirfan la proliferacién de células RENCA in vitro. Se prepararon, expresamente, dos
placas Petri de seis pocillos, via inoculacién con 1 x 10* células RENCA por pocillo, en 4 ml de medio. En cada placa
tres pocillos servian de control y tres de prueba. Uno de los tres pocillos de control en cada placa recibié una perla.
Cada uno de los otros pocillos recibieron o dos o tres perlas vacias. El segundo pocillo se traté de forma similar, con
pocillos que recibian una, dos o tres perlas que contenian 120.000 6 240.000 células MMT. Los pocillos se incubaron
a 37°C durante una semana, después de lo cual las células RENCA fueron tripsinisadas, lavadas y contadas, usando
un hemocitémetro. Los resultados fueron los siguientes:

PLACA #1 (MACROPERLAS
VACIAS) # de células recuperadas

después de una semana

PLACA #2 (MACROPERLAS CON CELULAS
MMT) # de células recuperadas después de

upa semana

Pocillo # Control Vacias 120.000 células MMT | 240.000 células MMT
1 24x10° | 2,8x10° 1,4x10° 1x10°
2 20x10° | 3,5x10° 12x10° 7 x 10°
3 44x10° | 25x10° 1,25 x 10° 9 x 10
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Ejemplo 7

Tras los resultados del ejemplo 6, se realizaron los mismos experimentos usando 1 x 10* células MMT en lu-
gar de células RENCA. El experimento se realiz exactamente como en el ejemplo 6. Los resultados se exponen a
continuacion.

. Macroperlas Macroperlas Macroperlas
Pocillo # Control
vacias MMT(1) MMT(2)
1 3,1x10°% 2,8x10° 1,6 x 10° 1,3x 10°
2 3,3x10 26x10% 1,0 x 10° 1,1 x10°
3,0x 10° 2,8 x10° 6,0 x 10° 50x10°

Estos resultados alentaron el uso de un experimento in vivo. Este experimento se presenta en el ejemplo 8.

Ejemplo 8

Las células RENCA, como se usaron en los ejemplos anteriores, son células renales cancerosas. Para demostrar
de forma mds completa la eficacia general de la invencidn, se realizé un trabajo usando un tipo diferente de células
cancerosas. Especificamente, se usaron células de adenocarcinoma.

Se obtuvo una estirpe celular de tumor mamario de ratén (MMT) a partir de la Coleccién americana de cultivos
tipo. Usando los protocolos expuestos anteriormente, se prepararon implantes que contenian 120.000 células por perla,
y 240.000 células por perla.

El modelo experimental usado fue el modelo de ratén, mencionado anteriormente. Veintidés ratones se dividieron
en grupos de 4, 9 y 9. El primer grupo, es decir, los controles, se dividieron ademads en tres grupos de dos, uno y uno.
El primer subgrupo recibié implantes de una perla que no contenia células. Un ratén recibié dos perlas vacias y uno
recibid tres perlas vacias.

Dentro del grupo experimental A (9 animales), las perlas contenian 120.000 células, mientras en el grupo B, las
perlas contenian 240.000 células. Dentro de los grupos “A” y “B” habia tres subdivisiones, cada una de las cuales
contenia tres ratones. Tres subgrupos recibieron una, dos o tres perlas que contenian células MMT.

Veintitn dias después de la implantacidn, se inyectd a todos los animales 40.000 células RENCA. Inmediatamente
después de la inyeccion, los ratones estaban letdrgicos, con el pelo erizado. Esto persisti6 durante, aproximadamente,
cinco dias, después de lo cual se observé un comportamiento normal.

Después de veinte dias, los ratones de control mostraban abdémenes distendidos, y pelo extremadamente erizado.
Un ratén de control muri6 25 dias después de la inyeccion, mientras el resto de los ratones de control aparecian
terminales. Se sacrificaron todos los ratones, y se observé el desarrollo tumoral. Estas observaciones se registran a
continuacion:
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NUMERO DE CONTROL GRUPO GRUPO
MACROPERLAS EN EXPERIMENTALA | EXPERIMENTAL B
RATONES
1 +++4 - -
1 ++++ -- -
1 + ++
++++ - -
++ ++
+44++ - -
3 - -
- +++

Estos resultados muestran, que de dieciocho ratones probados, trece no mostraron enfermedad. De los ratones del
grupo (A), un ratén mostraba unos pocos nédulos y otro ratén mostraba unos pocos tumores. Un ratén que recibié dos
perlas mostraba unos pocos tumores.

Dentro del grupo B, un ratén que habia recibido una perla y un ratén que recibié dos perlas mostraban unos pocos
tumores, enredados con los intestinos. Uno de los ratones que recibi6 tres perlas, habia desarrollado un gran tumor
solido y estaba aparentemente muy enfermo. Aun asi, los resultados de conjunto mostraron que las células de tumor
mamario de ratén encapsuladas inhibian la formacién de tumores.

Ejemplo 9

Como se sugiri anteriormente, la practica de la invencién resulta en la produccién de algunos materiales o factores
que inhiben y/o previenen la proliferacion de células tumorales. Esto fue mds explorado en el experimento que sigue.

Se hicieron perlas adicionales, como se describid anteriormente en el ejemplo 2, excepto que no se incluyé ateloco-
lageno. Por lo tanto, estas perlas son perlas de agarosa/agarosa. Las células RENCA, como se describi6 anteriormente,
se incorporaron a estas perlas, de nuevo como se describié anteriormente.

Se usaron entonces dos conjuntos de tres placas de seis pocillos como control, y grupos experimentales. En el
grupo de control, los pocillos se llenaron con 4 ml de medio completo RPMI (10% de suero fetal de terneray 11 ml/l
de penicilina). Cada pocillo del grupo de control fue inoculado entonces con 10.000 células RENCA.

En el grupo experimental, se acondicioné el medio completo RPMI, anadiendo material asegurado incubando 10
perlas que contenian RENCA, inmunoaisladas (120.000 células por perla), en una placa Petri de 35 x 100 mm que
contenia 50 ml del medio completo RPMI. Tras cinco dias de incubacién, se recogié el medio de estas placas, y se
colocaron 4 ml de €l en cada pocillo de prueba. Se inocularon después estos pocillos con 10.000 células RENCA.

Todas las placas (tanto de control como experimentales) se incubaron a 37°C durante cinco dias. Tras el periodo
de incubacion, las células fueron lavadas por tripsinisacion, y contadas usando un hemocitémetro. Se pusieron juntas
las células de cada pocillo en las placas tras la tripsinisacién, y se contaron, los resultados fueron los siguientes.

POCILLO# | CONTROL (CELULAS) | ACONDICIONADAS (CELULAS)
1 7 x10° 3x10°
2 8x 10° 25x10°
3 7 x 10° 3,4x10°
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Estos resultados muestran que las células, cuando estaban restringidas en, por ejemplo, las perlas de la invencién,
produjeron algun factor que result6 en la supresion de la proliferacidn de células tumorales. Este factor de restriccién
inhibidor se produce por las células en vista de su atrapamiento en la trampa de las perlas, y difiere de otros materiales
como el factor de contacto inhibidor, que se produce cuando las células entran en contacto una con otras.

Ejemplo 10

El experimento expuesto anteriormente mostraba que el crecimiento de células RENCA, en un medio acondicio-
nado, era aproximadamente la mitad del crecimiento de las células en medio de control. Los experimentos expuestos
en la presente memoria examinaron si el factor que inhibe el crecimiento permaneceria activo después de que el medio
acondicionado fuera congelado.

El medio RENCA acondicionado se prepard incubando 10 perlas inmunoaisladas que contenian RENCA, durante
cinco dias. La incubacién se realizé en placas Petri de 35 x 100 mm, con 50 ml de medio completo RPMI, a 37°C.
Tras la incubacion, se recogié el medio y se almacené a -20°C. El medio acondicionado se prepard incubando perlas
inmunoaisladas que contenian células MMT (tumor mamario de ratén). Las perlas contenian 240.000 células por perla;
por lo demds todas las condiciones fueron las mismas.

El medio congelado fue descongelado a 37°C, y después usado en las pruebas siguientes. Se usaron tres placas
de seis pocillos para cada tratamiento, es decir, (1) medio de control RPMI, (2) medio RENCA acondicionado con-
gelado, y (3) medio MMT acondicionado congelado. Se dispensaron un total de 4 ml de medio en cada pocillo. Se
inocularon entonces todos los pocillos con 10.000 células RENCA, y se incubaron a 37°C durante cinco dias. Tras la
incubacion, se tomaron dos placas de muestras a partir de cada pocillo, se tripsinisaron, se juntaron, y se contaron en
un hemocitémetro. A los ocho dias, se analizaron de la misma forma el resto de las tres placas de cada pocillo.

Los resultados fueron los siguientes:

PLACADE 5 | MEDIO DE MEDIO DE RENCA MEDIO DE MMT
DIAS DE CONTROL ACONDICIONADO ACONDICIONADO
ANTIGUEDAD CONGELADO CONGELADO
1 6x10° x 10° 8 x 10°
2 6,8 x 10° 42 x10° 8,5 x 10°
8 DIAS DE
ANTIGUEDAD
3 2,8 x10° 2x10° 8 x 10*

Cuando se comparan estos resultados con los del ejemplo 6, mencionado anteriormente, parecerd que, mientras
que el medio RENCA acondicionado congelado/descongelado no detuvo el crecimiento en la misma extensidon que
lo hizo en medio no congelado (comparense los ejemplos 6 y 7), sin embargo, si detuvo el crecimiento. El medio
acondicionado congelado que usa células MMT detuvo el crecimiento incluso méas que el medio MMT acondicionado
no congelado. Estos resultados muestran que, de dieciocho ratones analizados, trece no mostraban enfermedad. De los
ratones del grupo (A), un ratén mostraba unos pocos nédulos, y otro ratén mostraba unos pocos tumores.

Lo anterior describe la fabricacién de perlas implantables que contienen uno o més tipos de células que producen
un producto bioldgico difundible, como se define esta frase en la presente memoria. El producto biolégico difundible
es uno que tiene un efecto en el individuo en el que se implanta la perla. Este efecto es, preferentemente, de inmuno-
modulacién, como estimular una respuesta inmunitaria, o suprimir una respuesta. En el caso del cancer, por ejemplo, el
producto biolégico difundible puede ser un péptido que se compleje con las moléculas MHC en las células cancerosas
en un individuo, provocando, de este modo, una respuesta CTL a ello, conduciendo sucesivamente a una reduccién en
la carga tumoral en el individuo. El producto difundible puede ser, también, un supresor del crecimiento tumoral. En
relacion con esta forma de terapia, es posible, aunque no necesariamente preferible, situar las perlas implantadas en o
cerca de un tumor identificado.

“Producto bioldgico difundible” como se usa en la presente memoria se refiere a materiales como proteinas, glico-
proteinas, lipoproteinas, hidratos de carbono, lipidos, glicolipidos, y péptidos. Mds especificamente, materiales como
anticuerpos, citoquinas, hormonas, enzimas, y asi sucesivamente, son ejemplos, pero de ninguna manera son el tnico
tipo de materiales incluido. Excluidos estdn los muy conocidos “productos finales” de los procesos celulares, como
C02 y HzO
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Como muestra el experimento, las perlas implantables pueden usarse también de forma profil4ctica. Es bien sabido
que al menos un segmento de la poblacién de pacientes con cdncer es propensa a la reaparicion de la enfermedad. Los
experimentos descritos en la presente memoria muestran que los implantes pueden prevenir la aparicién o reaparicién
de céncer, via el efecto bioldgico que el producto difundible tiene en el sistema de un individuo.

La discusién de la invencién esta enfocada a planteamientos in vivo. También debe entenderse que hay aproxi-
maciones in vitro a la invencién, alguno de los cuales se tratan en la presente memoria. Por ejemplo, es bien sabido
que muchas células que producen productos deseables, cuando se cultivan in vitro, requieren la presencia de células
alimentadoras. Siempre hay asuntos con tales células alimentadoras. Pueden crecer mds rdpido que las células desea-
das, conduciendo a una “estrangulamiento” de facto de los materiales de interés. Ademas, puede haber un problema
con varios productos toxicos que son producidos por las capas alimentadoras. Las perlas implantables de la invencién
actdan casi como incubadores celulares, protegiendo las células incorporadas, mientras permiten que los productos
difundibles se muevan en un medio de cultivo, por ejemplo, en los que pueden ser recogidos.

Como se ha indicado anteriormente, la preparacion de las perlas implantables requiere primero la suspension de
las células en solucién, preferentemente acuosa de coldgeno. El coldgeno es, preferentemente, atelocoldgeno, en una
solucién de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2%. Dependiendo del tipo de célula usado, el nimero de células
en la solucién a un tiempo dado, y, por lo tanto, el nimero de células en una perla, variard. Se usan, preferentemente,
de aproximadamente 10.000 a aproximadamente 200.000 células por perla, mas preferentemente de aproximadamente
30.000 a aproximadamente 100.000. Lo mds preferentemente, se usan de aproximadamente 40.000 a aproximadamente
60.000 células.

Tras la suspension de las células en la solucién de coldgeno, se afiade una solucién de agarosa. Esta solucion de
agarosa estard, preferentemente, en el intervalo de aproximadamente 0,5% a aproximadamente 5%, preferentemente,
aproximadamente 1%. Haciendo gotear la mezcla en o sobre materiales inertes, como Teflén® o aceite mineral, se
forma una perla. Esta perla es semisélida. La perla semisélida se transfiere entonces a un medio estéril, preferentemente
uno que contenga antibidticos, se lava y se incuba para polimerizar el coldgeno. La polimerizacién del coldgeno es un
fenémeno muy estudiado, y las condiciones en las que ocurre no necesitan ser elaboradas en la presente memoria.

Tras la solidificacién de la perla, se recubre entonces con agarosa, preferentemente haciéndola rodar en una solu-
cién de agarosa. Una forma preferida de llevar a cabo esto es una simple cuchara recubierta de Teflon® que contiene
una solucién de agarosa, preferentemente al 5% o al 10%.

La discusidn anterior de productos bioldgicos difundibles no debe ser interpretada como estar limitada a los mate-
riales naturales. Por ejemplo, se puede incorporar facilmente células anfitrionas transformadas o transinfectadas, como
células eucariotas (por ejemplo, células 293, células CHO, células COS), o incluso células procariotas (por ejemplo,
E. Coli), que han sido tratadas para producir proteina heterogénea, o modificada, via, por ejemplo, recombinacién
homéloga, para producir cantidades aumentadas de productos bioldgicos deseables. Se pueden usar también otros
materiales, como los hibridomas, siendo el producto biolégico difundible un anticuerpo monoclonal.

Otras caracteristicas y aspectos de la invencidn estardn claros para el experto en la técnica, y no necesitan sen
expuestos aqui.
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REIVINDICACIONES

1. Una perla que contiene agarosa, recubierta de agarosa, que contiene células cancerosas que producen un material
que suprime la proliferacién.

2. La perla segun la reivindicacidn 1, en la que dicha célula es una célula cancerosa renal o una célula cancerosa
de mama.

3. La perla segtn la reivindicacién 1 6 2, que comprende preferiblemente de aproximadamente 10.000 a aproxi-
madamente 200.000 células, mds preferiblemente, de aproximadamente 30.000 a aproximadamente 100.000 células,
lo mas preferiblemente de aproximadamente 40.000 a aproximadamente 60.000 células.

4. Método para producir una perla que contiene agarosa, recubierta de agarosa segun cualquiera de las reivindica-
ciones 1 a 3, que comprende:

(a) suspender células que producen un material que suprime la proliferacién en una disolucion de agarosa;
(b) formar una perla semisodlida lisa a partir de dichas células suspendidas de la etapa (a);
(c) incubar dicha perla semisélida de la etapa (b) mientras se forma una perla sélida;

(d) recubrir dicha perla sélida de la etapa (c) con agarosa para obtener una perla que contiene agarosa, recu-
bierta de agarosa.

5. Método de la reivindicacion 4, en el que la etapa (a) comprende afiadir una disolucién al 1% de agarosa de baja
viscosidad a las células y/o la etapa (d) comprende aplastar dicha perla sélida de la etapa (c) en agarosa al 5%, y/o
poner en contacto dicha perla s6lida aplastada con aceite mineral, y/o lavar dicha perla aplastada para obtener dicha
perla que contiene agarosa, recubierta de agarosa.

6. Método de la reivindicacion 4 6 5, en el que dicha célula es una célula cancerosa renal o una célula cancerosa
de mama.

7. Uso de una perla que contiene agarosa, recubierta de agarosa, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
para la preparacién de un medicamento para suprimir la proliferacién de células en un sujeto que lo necesite.

8. Uso de las perlas de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para la produccién de un producto biolégico
difusible.

9. Uso de la reivindicacién 8, en el que se emplea una cantidad terapéuticamente eficaz del producto para la
preparacion de un medicamento para suprimir la proliferacién de células en un sujeto que lo necesite.

10. Método para producir un medio acondicionado que comprende

incubar al menos una perla de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el medio, donde un material se difunde a
través de dicha perla hacia el medio,

bajo condiciones apropiadas, y
recoger el medio con los medios apropiados.
11. Uso de las perlas de cualquiera de las reivindicaciones 1-3 para la produccién de un medio acondicionado.

12. El uso de la reivindicaciéon 11, en el que las células son células cancerosas renales o células cancerosas de
mama.

13. El uso de la reivindicacién 11 6 12, en el que las células son de ratén o humanas.
14. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en el que la perla contiene de aproximadamente 10.000
a aproximadamente 200.000 células y, preferiblemente, de aproximadamente 30.000 a aproximadamente 100.000

células, lo mas preferiblemente de aproximadamente 40.000 a aproximadamente 60.000 células.

15. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, en el que las perlas se incuban en medio completo RPMI
durante cinco dias.

16. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15, en el que el medio acondicionado estd congelado.
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17. El uso de las reivindicaciones 11 a 16, en el que el medio acondicionado contiene material que puede suprimir
la proliferacion de células.

18. El uso de la reivindicacién 17, en el que el material es una proteina, glicoproteina, lipoproteina, carbohidrato,
lipido, glicolipido, péptido, anticuerpo, citoquina, hormona o enzima.

19. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 11 a 18, en el que el medio acondicionado o el material es para la
preparacién de un medicamento para estimular, o suprimir una respuesta inmune, o para el tratamiento de una afeccién
patolégica que se caracteriza por un crecimiento celular anormal en un sujeto.

20. Uso segtn la reivindicacion 19, en el que la afeccion patoldgica es cancer.

21. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 11 a 18, en el que el medio acondicionado o el material es para
aplicaciones in vitro tales como investigacion, ensayo y diagndstico.

22. Uso segun la reivindicacién 19 6 20, en el que dichas células restringidas o atrapadas son del mismo tipo
asociado a la afeccién con la que estd afectado dicho sujeto, o de un tipo distinto del tipo de célula asociado con la
afeccién con la que estd afectado dicho sujeto.

23. Uso segun la reivindicacién 19 6 20, en el que dichas células restringidas o atrapadas se toman del sujeto al
que se administra dicha composicién de materia.

24. Un método para determinar si una composicién de materia es util para suprimir la proliferacion de células
cancerosas, que comprende:

(a) afadir una muestra de células cancerosas no atrapadas a un medio de cultivo, donde dicho medio de cultivo
se ha usado para cultivar una composicién de materia que comprende una muestra de células cancerosas
atrapadas en una perla de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,

cultivar dicha muestra de células cancerosas no atrapadas en dicho medio de cultivo durante un periodo de
tiempo definido y

comparar la proliferacién de dichas células cancerosas no atrapadas con una muestra de dichas células
cancerosas no atrapadas en el mismo medio de cultivo, donde dicho medio de cultivo no se ha usado para
cultivar dicha composicién de materia,

donde una disminucién de la proliferacion indica que dicha composicion de materia es util para suprimir la
proliferacién de dichas células cancerosas no atrapadas, o

(b) mezclar una muestra de células cancerosas no atrapadas, medio de cultivo y una composicién de materia que
comprende una muestra de células cancerosas atrapadas en una perla de cualquiera de las reivindicaciones
1 a 3 para formar una primera mezcla,

cultivar dicha mezcla durante un periodo de tiempo definido, y comparar la proliferacién de dichas células
cancerosas no atrapadas con una segunda mezcla de dicho medio de cultivo y dichas células cancerosas
no atrapadas, en ausencia de dicha composicién de materia, cultivadas durante el mismo periodo de tiem-
po, donde una disminucién en la proliferacién en dicha primera mezcla indica que dicha composicién de
materia es util suprimiendo la proliferacién de dichas células cancerosas no atrapadas.

25. El método de la reivindicacion 24, en el que dichas células cancerosas atrapadas son células cancerosas de
mama o células cancerosas renales.

26. El método de la reivindicacién 24, en el que dichas células cancerosas atrapadas y/o no atrapadas son células
cancerosas humanas, o células cancerosas de raton.

27. El método de la reivindicacién 24, en el que dicha composicién de materia contiene preferiblemente de apro-
ximadamente 10.000 a aproximadamente 200.000 células, mas preferiblemente de aproximadamente 30.000 a aproxi-
madamente 100.000 células, lo més preferiblemente de aproximadamente 40.000 a aproximadamente 60.000 células.

28. El método de la reivindicacién 24, en el que dichas células cancerosas atrapadas son del mismo tipo o son de
tipo distinto a las células cancerosas no atrapadas.
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