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ES 2271612 T3

DESCRIPCION

Fluido de suministro de células para evitar la sedimentacion celular en el sistema de suministro.
Campo de la invencion

La invencion se refiere a un medio de vehiculo de suministro de células relacionado con un dispositivo médico, y
métodos para fabricar composiciones farmacéuticas para suministrar células para generar crecimiento tisular.

Antecedentes de la invencion

Previamente ha habido interés en el suministro de células a localizaciones en el interior del cuerpo de mamiferos
para conseguir nuevo crecimiento de tejido. Esta tecnologia estd disefiada para promover el crecimiento de tejido
nuevo a partir de células implantadas, a menudo originadas a partir del mismo mamifero que recibe las células, y esta
disenado para generar tejido nuevo en la region de implante. Se pueden implantar diversos tipos de tejido, incluyendo
por ejemplo hueso, cartilago, musculo y otros tipos.

El tejido cardiaco también ha sido el sujeto de intentos de suministro de células para reparar las paredes cardiacas
y otras regiones gravemente dafiadas por infartos de miocardio o fallo cardiaco congestivo. Un ejemplo de tal uso
incluye mioblastos procedentes de miisculo esquelético o células madre suministradas quirdrgicamente al miocardio
del paciente para regenerar el tejido dafiado, promover la revascularizacion y la angiogénesis. Las concentraciones de
volumen de células deseadas por suministro varian de acuerdo con las indicaciones, pero no es infrecuente tener de
decenas a cientos de millones de células que se pretenden suministrar a uno o mas sitios.

Breve sumario de la invencion

La invencién implica el reconocimiento del problema de la sedimentacion celular durante el intento de suministro
de células a las localizaciones designadas evitando de este modo que se suministren las concentraciones pretendidas de
células. Un método para superar este problema y los suministros inexactos posteriores es proporcionar un método para
preparar una suspension liquida de vehiculo de células para el implante en un mamifero, que evite la sedimentacién
de las células. El método implica seleccionar un tipo celular para el implante en un mamifero e identificar la densidad
relativa del tipo celular. Después se selecciona un liquido de vehiculo que tenga una densidad relativa dentro de
un intervalo de densidades relativas. Esto posibilita una coincidencia aproximada de la densidad relativa con el tipo
celular seleccionado, de forma que las células no tiendan a flotar o a sedimentar, pero se mantengan en suspension
para permitir el suministro de una proporcion aceptable de células a uno o mas destinos de suministro en el mamifero.
Ademds se desea asegurar que el liquido identificado tenga una osmolalidad y un pH apropiados para asegurar una tasa
de viabilidad aceptable de las células en el destino de suministro. Mezclando el liquido de vehiculo y las células en una
suspension liquida apropiada, es posible conseguir una suministro mas preciso y uniforme de la cantidad pretendida
de células especificas a un sitio especifico, de forma percutdnea o quirtrgica.

También se proporciona una suspension liquida de vehiculo de células para su suministro en el tejido de un mami-
fero, en la que la densidad de un componente del fluido de vehiculo coincide con la densidad de las células de interés.
Por consiguiente, la suspension liquida de vehiculo de células proporciona una suspension liquida formadora de tejido
con mayor eficacia en el tratamiento de tejido defectuoso.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un grifico de proporciones de recuento de células de la parte superior y del fondo.

La Figura 2 es un grafico de una proporcién de los recuentos de células totales de la parte superior y del fondo.

La Figura 3 es un grafico de la sedimentacién celular de mioblastos.

La Figura 4 es una tabla de valores de catéter.

La Figura 5 consta de imdgenes tomadas durante la sedimentacién de las células.

La Figura 6 es una tabla de la dindmica de suministro para el suministro de células a través de catéteres.

Las Figuras 7A-H son fotografias SEM del interior de la luz de los catéteres.

Descripcion detallada de la invencion

La invencién proporciona nuevos métodos para fabricar composiciones para el suministro preciso, predecible de
células en suspension a un sitio de suministro diana en un mamifero. Los métodos y composiciones contemplan el
suministro de una cantidad mas exacta y precisa de células y liquido de suspensién para hacer crecer tejido nuevo en
las localizaciones diana. Tales células pueden incluir células miogénicas maduras (por ejemplo, miocitos esqueléticos,

cardomiocitos, células de Purkinje, fibroblastos), células miogénicas progenitoras (tales como mioblastos), células
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maduras no miogénicas (tales como células endoteliales y epiteliales), células hematopoyéticas (monocitos, macréfa-
gos, fibroblastos, células de islotes alfa, célula de islotes beta, células de sangre umbilical, eritrocitos, plaquetas, etc.)
o células madre (células madre pluripotenciales, células madre mesenquimaticas, células madre endodérmicas, células
madre ectodérmicas, sean adultas o embrionarias, o sean aut6logas, alogénicas o xenogénicas). M4s particularmente,
las células que se pueden suministrar de acuerdo con esta invencién incluyen adicionalmente células de islotes, he-
patocitos, condrocitos, osteoblastos, células neuronales, células de glia, células de musculo liso, células endoteliales,
mioblastos esqueléticos, células de niicleo pulposo, y células epiteliales. Cualquiera de los tipos celulares menciona-
dos se puede manipular por ingenieria genética para que contenga ADN o ARN introducido en la célula mediante
técnicas recombinantes. EL ADN o ARN introducido en la célula puede incluir, pero sin limitacién, nuevos genes,
promotores, ARN de interferencia, y similares. Por consiguiente, se puede formar el tejido produciendo nuevo cre-
cimiento de cartilago, hueso, piel, capas del epitelio, nuevos 6rganos, tejido del sistema nervioso central, y musculo,
incluyendo el tejido apropiado para la regeneracién de ciertas funciones cardiacas. Se reconoce que los métodos y
composiciones, junto con los aspectos esenciales de la invencién, pueden permitir el suministro de numerosos tipos
de células que se hayan enumerado anteriormente, por ejemplo, o no, de forma mucho mas mejorada y con eficacia
aumentada. Se reconoce que cualquiera de las células mencionadas anteriormente usadas junto con los fluidos de ve-
hiculo correspondientes con la densidad celular se pueden marcar o etiquetar con marcadores de radioisétopo, marcar
por fluorescencia, marcar enzimdticamente, o usarse adicionalmente en combinacién con marcadores de anticuerpos
contra proteinas celulares especificas.

El desafio del suministro exacto de células (y los nutrientes que las acompafian) se ha abordado mediante el uso de
una matriz de gel (o estructuras similares) como un medio de vehiculo, tal como se muestra en las Patentes de Estados
Unidos 6.71.610 B1; 6.129.761; 5.667.778. Tipicamente, las células se colocan en suspensién en hidrogeles para
estabilizar las células en el sitio de suministro. Sin embargo, surgen problemas del uso de los geles debido a la presién
relativamente elevada requerida para inyectar los geles de elevada viscosidad a través de un catéter, que se considera
generalmente un enfoque menos invasivo que un paso quirdrgico directo. Ademas, los geles utilizan material que tiene
moléculas relativamente mds grandes y viscosidades mds elevadas que causa una tension tangencial aumentada durante
el suministro provocando mayor dafio celular. Como alternativa, los geles suministrados quirdrgicamente o mediante
endoscopia también tienen que compartir los factores de riesgo y las ineficacias relacionadas con esos procedimientos.

Otro tipo de medio de suministro de células es el mostrado en la Patente de Estados Unidos 5.543.316, que describe
una composicién inyectable comprendiendo mioblastos y un medio de calidad inyectable que tiene ciertos componen-
tes concebidos para mantener la viabilidad de los mioblastos durante periodos prolongados de tiempo. La osmolalidad
del medio es preferiblemente de aproximadamente 320 mOsm/kg a aproximadamente 550 mOsm/kg (por ejemplo,
mds preferiblemente seleccionado entre la osmolalidad de aproximadamente 250 mOsm/kg, aproximadamente 300
mOsm/kg, aproximadamente 350 mOsm/kg, aproximadamente 400 mOsm/kg, aproximadamente 450 mOsm/kg, apro-
ximadamente 500 mOsm/kg, aproximadamente 550 mOsm/kg, aproximadamente 600 mOsm/kg, y similares). Esta
técnica, combinada con los intentos de suministro de concentraciones celulares muy elevadas, representa otro método
para superar los desafios de la terapia de suministro de células eficaz.

La referencia anterior es un ejemplo de equivocacion del pasado en referencia a las causas de las inexactitudes en
el suministro de células. En el pasado se ha asumido que la muerte celular era la causa de los problemas del suministro
de células, tal como la producida por la tensién tangencial inducida por una combinacién de tiempo, presién, didmetro
del lumen del vehiculo de suministro, y el tamafo de las células que se administran. De lo que no se fue consciente
fue que la sedimentacién celular en soluciones liquidas era una causa importante de las inexactitudes en el suministro.

De lo que no se ha sido consciente o lo que no se ha identificado es una solucién simple al problema de concentra-
ciones celulares no uniformes que se suministra en un medio liquido. Los solicitantes han reconocido este problema
y han identificado un medio de suministro de células que tiene caracteristicas concebidas para superar este obstaculo
para una terapia eficaz. El medio de suministro de células se hace coincidir en densidad con las células en su sumi-
nistro. Por ejemplo, en un suministro mediante catéter transvenoso, se prefiere que el medio de suministro de células
tenga una viscosidad lo suficientemente baja para que se pueda suministrar a presiones de menos de aproximadamente
689 kPa (100 psi) (incluyendo pero sin limitacion presiones tales como aproximadamente igual a o menos de 552 kPa
(80 psi), 483 kPa (70 psi), 414 kPa (60 psi), 276 kPa (40 psi), 241 kPa (35 psi), 138 kPa (20 psi) o 103 kPa (15 psi) y
similares).

Los especialistas en la técnica reconocen que el didmetro interno (D.1.) del tubo de suministro afecta la dindmica de
fluidos de las soluciones suministradas. Por ejemplo, en un catéter de didmetro interno de 0,305 mm (0,012 pulgadas)
y longitud de 1,52 m (60 pulgadas) fue posible suministrar ficilmente un fluido de 1 centipoise pero no un fluido de
5 centipoise a las presiones usadas. En un ejemplo similar, en un catéter de didmetro interno de 0,432 mm (0,017
pulgadas) y longitud de 0,305 m (12 pulgadas) fue posible suministrar ficilmente fluidos de hasta e incluyendo 50
centipoise. Estas caracteristicas optimizardn la viabilidad de las células, la facilidad del suministro para un médico, y
el bienestar y la recuperacion del paciente.

Se reconoce entonces que esos diversos didmetros internos de catéteres se pueden usar con soluciones de densidad
celular seleccionada (incluyendo, pero sin limitacién, 0,432 m (0,017 pulgadas), 0,406 m (0,016 pulgadas), 0,356
m (0,014 pulgadas), 0,343 m (0,0135 pulgadas), 0,305 m (0,0012 pulgadas), 0,229 m (0,009 pulgadas) y similares).
De forma similar, debido a la alta tasa de supervivencia demostrada para células en estas soluciones, se pueden usar
indices de rotura mucho mayores de lo que se crefa previamente que era posible, incluyendo pero sin limitacién indices
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iguales o mayores de 1000 I/s, 2000 1/s, 3000 1/s, 4000 I/s, 5000 1/s, 6000 1/s, 7000 1/s, 8000 1/s. Una caracteristica de
los fluidos de suministro de células descritos es que permiten que las células sobrevivan a tensiones de rotura mucho
mayores en catéteres (incluyendo pero sin limitacién igual o mayor que 1 N/m?, 2 N/m?, 3 N/m?, 4 N/m?, 5 N/m?, 6
N/m? y similares). Los especialistas en la técnica reconocerian que la supervivencia de las células es proporcional a la
tension tangencial en el catéter y la cantidad de tiempo durante el que experimentan las tensiones de rotura eficaces.
Se reconoce que el tiempo eficaz durante el que una célula experimenta una tensién tangencial eficaz en el catéter
puede ser tan corto como aproximadamente 10 ms hasta mas de 5000 ms (incluyendo intervalos de menos de 4000
ms, menos de 3000 ms, menos de 2000 ms, menos de 1000 ms). Por lo tanto, las tasas de supervivencia ideales para
las células se pueden optimizar haciendo coincidir eficazmente los requisitos de suministro, la tensién tangencial, y el
tiempo de suministro.

También se reconoce que pueden ser posibles viscosidades mayores con dispositivos de suministro de células
mediante un enfoque quirdrgico mds directo en dispositivos de suministro de longitud relativamente menor y posi-
blemente de un tamafio de luz mayor, y todavia disfrutar de los beneficios de esta invencién. Sin embargo, un medio
liquido de vehiculo de células se tiene que hacer coincidir en densidad (o densidad relativa) con las células que trans-
porta para resultados 6ptimos. Sin embargo, la presente invencién puede usar vehiculos que coinciden en densidad
celular de forma menos 6ptima donde el uso de estos vehiculos con las células suministradas mejorara al menos una
dindmica de fluido que se puede medir en el catéter o al menos una medida de suministro eficaz. Consecuentemente
con la anterior coincidencia de vehiculos de densidad es que la solucién de densidad celular puede estar en aproxi-
madamente el 10%, aproximadamente el 5%, aproximadamente el 2%, aproximadamente el 1%, aproximadamente el
0,1%, aproximadamente el 0,01% de cualquier densidad celular dada. Los ejemplos conocidos de medios que pueden
ser apropiados, con formulacién apropiada, incluyen medio de mejora de imagen de marca Isovue (comercializado
por Bracco Dianostics), bromuro de perfluorooctilo (perflubron), conocido por el nombre de marca Oxygent (comer-
cializado por Alliance Pharmaceuticals), soluciones de dextrano, tales como Dextran 40 I.P, Microspan 40 en solucién
salina normal, y MICROSPAN40 en dextrosa al 5% (fabricado por Leuconostoc mesenteroides).

En otra realizacién de la presente invencidn las soluciones coincidentes con la densidad de las células también
pueden servir como agentes de mejora de imagen. Los agentes de mejora de imagen se pueden usar eficazmente para
formar imagenes del fluido suministrado y para equilibrar la densidad de las células. Tales reactivos incluyen solucio-
nes basadas en yodo (tales como yopamidol, comercializado como Isovue-300 por Bracco Diagnostics), gadodiamida
(Ominiscan comercializado por Claris Life Sciences), e InFeD (hierro dextrano fabricado por Schein Pharmaceutical).

En otra realizacién mds de la presente invencién las soluciones coincidentes con la densidad de las células también
se pueden marcar o etiquetar para ayudar a su deteccion. Varios de los reactivos mencionados son susceptibles de
sintetizarse con elementos radiactivos o marcarse radiactivamente (por ejemplo, soluciones de glucosa marcadas con
C' o H? radiactivos, Isovue radiactivo, reactivos con yodo radiactivo (I'*), y similares). Los agentes de mejora de
imdgenes se pueden usar eficazmente para formar imdgenes del fluido suministrado y para equilibrar la densidad
celular. Tales reactivos incluyen soluciones basadas en yodo (tales como yopamidol, comercializado como Isovue-300
por Bracco Diagnostics), gadodiamida (Ominiscan comercializado por Claris Life Sciences), e InFeD (hierro dextrano
fabricado por Schein Pharmaceutical).

Estan disponibles varias referencias para determinar la densidad celular. A continuacién se enumeran algunos
valores de densidad publicados para los tipos celulares dados:

Densidades Relativas de las Células

glébulos rojos 1,10
células madre (células CD34) 1,065
plaquetas 1,063
monocitos 1,068
linfocitos 1,077
hepatocitos 1,07 - 1,10
granulocitos 1,08 - 1,09

Los valores enumerados se dan como ejemplares y no limitantes, y se pueden determinar experimentalmente
para la poblacién celular relevante. Por ejemplo, el Percoll (un producto de Pharmacia) es un medio muy citado
para la centrifugacién de células en gradiente de densidad. El Percoll formard gradientes autogenerados durante la
centrifugacion de forma que las células mezcladas con Percoll antes de la centrifugacion se dividirdn en bandas de
forma isopicnica segin se forma el gradiente in situ. El Percoll se puede usar con gotas marcadoras de densidad
(producto Sigma N° DMB-10) que se puede usar para encontrar densidades celulares.

Las células suministradas suspendidas en los vehiculos descritos pueden variar ampliamente en la concentracion
celular eficaz real. La concentracién celular puede variar de aproximadamente 1x10° células por mililitro a aproxi-
madamente 1x10° células por mililitro (ml) (incluyendo aproximadamente 1x10° células/ml, aproximadamente 5x10®
células/ml, aproximadamente 1x10% células/ml, aproximadamente 5x107 células/ml, aproximadamente 1x107 célu-
las/ml, aproximadamente 5x10° células/ml, aproximadamente 1x10° células/ml, y similares, dependiendo del tamafio
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de las células). La eleccién de la concentracién celular suministrada junto con el nimero de células es un criterio
coincidente para seleccionar el vehiculo de suministro apropiado para las células y el medio suministrados al sitio
diana.

Uno de varios objetivos del medio de vehiculo de esta invencién es mitigar o evitar la sedimentacién no deseada de
las células colocadas en el medio de vehiculo. Esto se hace para conseguir una proporcién de concentracion celular de
suministro conocida, uniforme (y preferiblemente muy elevada), es decir, las células suministradas comparadas con
las células disponibles pretendidas para suministrarse por el médico a un sitio especifico son cercanos al valor de 1:1.
Un objetivo similar es asegurar que se consiga una proporcion de viabilidad aceptable (preferiblemente también cerca
de 1:1) por la que un alto porcentaje de células suministradas sean funcionales y se repliquen a niveles bien aceptados.
Proporcionar métodos y composiciones que consigan este objetivo permite enormes mejoras sobre las capacidades de
suministro conocidas de este tipo de tratamiento y mejora la fiabilidad de esta forma de tratamiento médico disponible
para millones de personas.

Los solicitantes se dieron cuenta a través de la investigacion de que la pérdida de células, mds que la muerte celular,
era posiblemente la cuestién critica en el suministro de células basado en catéteres. Siguiendo esta comprension,
ciertos experimentos validaron la pérdida de células como provocada por la sedimentacion de las células mds que
por la adhesion a la estructura de suministro. Los solicitantes también entendieron a través de la investigacidn que la
cuestion de la sedimentacion de las células es un componente critico de cualquier método de suministro sea a través
del uso de bombas o de catéteres. Las aplicaciones de catéter incluirian el uso con catéteres de suministro cardiaco;
epicardicas, endocdrdicas, pericdrdicas, intraluminales (por ejemplo, intracoronarias, endovenosas) y similares. El
uso de soluciones equilibradas de densidad celular también seria apropiado en otras metodologias de suministro no
cardiaco, tales como neurovasculares, vasculares periféricas, y similares, y mas generalmente al suministro de células
con jeringa.

Ejemplo I

Las células fibroblastos se almacenaron en tubos de centrifuga de 50 ml durante un periodo de 100 minutos, tanto
en hielo como a temperatura ambiente (TA). Las muestras se retiraron con una pipeta de la parte superior y del fondo
de las suspensiones en hielo y TA cada 20 minutos. No se realiz6 mezcla durante los primeros 60 minutos. En el
momento puntual minuto 80 se realizé una mezcla suave (giro manual) inmediatamente antes del muestreo. En el
momento minuto 100, se realizé una mezcla fuerte (giro manual vigoroso) inmediatamente antes del muestreo.

La Figura 1 ilustra las proporciones de recuento de células de la parte superior/fondo como los resultados de
este experimento. La estratificacion de una suspension de fibroblastos estdtica, mantenida a temperatura ambiente o
en hielo, estd claramente demostrada. A los 60 minutos, la concentracién celular tomada de la parte superior de la
suspension era de solo del 30% de la tomada del fondo. Pero después de una mezcla suave (en el momento puntual
minuto 80), se restaurd claramente el equilibrio de la suspension.

Los resultados mostrados en el Ejemplo I demuestran que las suspensiones de fibroblastos no mantienen su con-
centracion inicial cuando se les permite asentarse durante un tiempo. Los resultados sugieren que estd sucediendo
sedimentacién de las suspensiones, pero que incluso una mezcla suave devuelve estas suspensiones de nuevo al equi-
librio. Este descubrimiento tiene un impacto potencial sobre el dispositivo de suministro, el medio de suministro, y el
disefio del sistema de suministro global, y serd critico para asegurar que la concentracién celular terapéutica apropiada
se puede suministrar a través del catéter repetidamente y de forma fiable. Sin embargo, hay que entender que puede
suceder una sedimentacién rapida, y entonces puede que sea necesaria la agitacién constante de un vehiculo de sumi-
nistro y medio de inyeccidn para evitar tal fendmeno. Pero como un aspecto préctico, tal agitacion no es deseable para
el médico. Por consiguiente, los solicitantes identificaron una nueva solucién para conseguir una densidad coincidente
del medio de vehiculo con las células que se suministran por ese medio.

La prevencion de la sedimentacién de fibroblastos humanos se investigé usando soluciones isoténicas diluidas de
medios de mejora de imdgenes de marca Isovue para aumentar la densidad relativa de los medios celulares por encima
de la solucién salina normal.

Ejemplo I

Se hizo coincidir en densidad un medio de suministro de células con células como una dilucién de medio de
mejora de imdgenes Isovue-300 (comercializado por Bracco Diagnostics) y fibroblastos dérmicos humanos. Isovue es
un medio de mejora de imdgenes no idnico con el agente activo yopamidol. Las instrucciones de uso para el Isovue-300
enumeran la concentracién de 300 mg/ml (61%), osmolalidad de 616 mOsm/kg de agua, viscosidad a 20°C como 8,8
cP, y densidad relativa de 1,339. Isovue-300 después se diluyé 1:2 v/v (1 parte de Isovue a 1 parte de agua desionizada).
La osmolalidad de Isovue diluido 1:2 es de aproximadamente 300 mOsm/kg, y la densidad relativa calculada es
1,170. Los fibroblastos suspendidos en Solucién Salina Equilibrada de Hank (HBSS) se diluyeron después con el
medio Isovue diluido para conseguir una densidad relativa de 1,060. Como la osmolalidad de los medios tanto HBSS
como Isovue diluido es de aproximadamente 300 mOsm/kg, la dilucién no cambia la osmolalidad de las suspensiones
celulares diluidas.
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Las densidades relativas de las soluciones ensayadas fueron 1,060 (Medio A), 1,080 (Medio B) y 1,005 (control-
Medio C). Las concentraciones celulares en la parte superior y el fondo de las tres soluciones se contaron antes
y después de 4 horas de tiempo de sedimentaciéon. Como se muestra en la Figura 2, ambas soluciones de elevada
densidad ralentizaron significativamente la sedimentacion de fibroblastos en comparacién con el control. También se
puede hacer una comparacion de las capas superiores en el tiempo. Después de 4 horas, el control tenia cero células
en la capa superior, y las soluciones de Isovue diluido tenian el 105 y el 57% del recuento inicial de células en la capa
superior. Después de 4 horas, la capa del fondo de todas las soluciones contenia mds células que las que se contaron
inicialmente.

Los recuentos de células con Tripano (usando solucién de Azul de Tripano de Sigma Chemical) se realizaron en los
dos momentos puntuales (0 y 4 horas). El nimero de células tefiidas (muertas) no era significativamente diferente para
las soluciones de Isovue diluido comparadas con el control de solucién salina. Los medios Isovue diluidos no parecian
romper significativamente membranas celulares después de 4 horas de contacto. El ensayo de proliferacion celular
indic6 que los fibroblastos proliferaban después de la exposicion a Isovue asi como con el control de solucién salina.

Ejemplo III

Este experimento fue muy similar al realizado en el Ejemplo II, excepto en que se usaron mioblastos en vez de
fibroblastos. La prevencién de la sedimentacién de mioblastos se investigd usando soluciones isotdnicas diluidas de
medios de mejora de imédgenes Isovue para aumentar la densidad relativa de los medios celulares sobre la solucién
salina normal. Las densidades relativas de las soluciones ensayadas fueron 1,060 (Medio A), 1,080 (Medio B) y 1,005
(control-Medio C). Las concentraciones celulares en la parte superior y el fondo de las tres soluciones se contaron
antes y después de 4 horas de tiempo de sedimentacion.

Como se muestra en la Figura 3, ambas soluciones de elevada densidad ralentizaron significativamente la sedi-
mentacidon de mioblastos en comparacién con el control de HBSS. Después de 4 horas, el control tenia cero células
en la capa superior, y las soluciones de Isovue diluido tenian el 75 y el 85% del recuento inicial de células en la capa
superior. Después de 4 horas, los medios A y B tenian trazas de células suspendidas teniendo el control algunas de
las células agrupadas en la capa del fondo del tubo de centrifuga. Las trazas de mioblastos después de 4 horas eran
inesperadas, ya que esto no se observé con los fibroblastos. Los tubos de centrifuga se mezclaron suavemente por giro
manual antes del ensayo de proliferacion. Estos recuentos de células, después de la mezcla suave, indicaron que el 24-
40% de las células se perdieron después de cuatro horas debido a la adherencia a la pared del recipiente o entre ellas
(agrupamiento). La sedimentacion celular era una cuestién mds significativa que la adherencia ya que el control tenia
un aumento de 29 veces de células en el fondo del tubo después de cuarto horas de sedimentacion. La densidad de
los mioblastos es aproximadamente 1,06 g/ml. El nimero de células tefiidas con Tripano (muertas) era muy bajo y no
significativamente diferente para las tres soluciones. El medio Isovue diluido no parece romper significativamente las
membranas de las células mioblastos después de 4 horas de contacto. El ensayo de proliferacion celular indica que los
mioblastos proliferaron también después de la exposicion a Isovue asi como antes de la exposicion.

Los experimentos previos de los solicitantes demostraron que haciendo coincidir la densidad y osmolalidad de
un fluido de vehiculo al de las células que se suministran, entonces se puede minimizar la sedimentaciéon de las
células. Se hicieron experimentos adicionales en vista del problema conocidos de posible dafio a las células debido
a la adhesion con diversos materiales. Aunque los solicitantes realizaron satisfactoriamente los experimentos que
verificaron que mioblastos viables, proliferativos se pueden suministrar uniformemente a través de un amplio intervalo
de materiales de catéter. Los materiales de catéter pueden incluir diversos polimeros, incluyendo pero sin limitacion,
polieteretercetona (PEEK), poliimida (PI - calidad médica), poliuretanos, poliamidas, siliconas, polietilenos, mezclas
de poliuretanos, amidas de bloque de poliéter (por ejemplo, PEBAX), y similares, o incluyendo diversos materiales
metdlicos, incluyendo pero sin limitacién, acero inoxidable (SS), aleaciones de titanio, aleaciones de niquel y titanio
(por ejemplo, Nitinol), aleaciones de cromo (MP35N, Elgiloy, Phynox, etc.), aleaciones de cobalto, y similares. Mas
preferiblemente, los materiales de catéter se eligen entre el grupo de polieteretercetona (PEEK), poliimida (PI) y
acero inoxidable (SS). Una caracteristica estudiada cuando las células se suministran a través de catéteres (después
de la mezcla apropiada en la solucién de densidad celular) fue el comportamiento de los mioblastos y fibroblastos
en los diversos recipientes usados para contener, transportar e inyectar las células durante el periodo de implante
esperado. Por consiguiente, experimentos adicionales incluyeron combinaciones de medios de suministro coincidentes
en densidad y no coincidentes en densidad en catéteres de longitudes, tamafios de luz, y materiales representativos de
aquellos adecuados para el suministro transvenoso de células. Como se muestra en las Figuras 4 y 6, y como se usa
en las investigaciones de los siguientes Ejemplos IV y VI, algunos de los medios experimentan un tiempo de rotura
relativamente elevado, que previamente se crefa que era un indicador clave de la adhesién y las inexactitudes del
suministro de células.

El ejemplo IV evalda las dos tecnologias de suministro de células y la prevencion de sedimentacion celular reali-
zadas simultdneamente suministrando mioblastos a través de catéteres usando medios de prevencion de sedimentacién
celular. La investigacion se centra en la variacion de los pardmetros y su efecto sobre la supervivencia de las células.
Los pardmetros de disefio de interés incluyen presion, caudal, didmetro del catéter, longitud del catéter, y concentra-
cion celular. Las concentraciones y tasas de supervivencia de células suministradas desde los medios de prevencion de
sedimentacién se miden y se comparan con las de las células suministradas desde HBSS. Se permite que las células
sedimenten durante 40 minutos en un esfuerzo para determinar si las células suspendidas en el medio de prevencién
de sedimentacién se pueden suministrar sin necesidad de mezclarse.
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Ejemplo IV

Se prepararon tres soluciones de suministro diferentes. La concentracidn celular se mantuvo constante usando la
proporcién (2 ml de suspension celular/1 ml de solucion de vehiculo) para un total de 3 ml afiadidos a cada una de las
tres jeringas de suministro. La suspensién celular fue la misma en las tres soluciones. La composicién de cada una de
las tres soluciones de vehiculo fue la siguiente:

Soluciones 1 y 2: solucién salina equilibrada de Hank (HBSS) usada en experimentos previos.

Solucién 3: mezcla de Isovue 370/H, O desionizada (DI), ajustada para una densidad relativa de 1,060 y una osmo-
lalidad de 300 mOsm/kg.

La Solucién 3 se preparé de forma similar a los medios de prevencién de sedimentacién celular de experimentos
previos, con la excepcién de que se usé el medio de mejora de imdgenes Isovue 370 en lugar de Isovue 300. Isovue 370
es simplemente una solucién de yopamidol més concentrada que Isovue 300, y se descubrié que una dilucién adicional
con H,0 DI (3,8 ml de H,O DI por cada 16,2 ml de Isovue 370) devolvia las propiedades del medio Isovue 370 de
nuevo a las del medio Isovue 300. Las diluciones después continuaron como por el método mencionado anteriormente
en el Ejemplo III.

Las soluciones de células y vehiculo se mezclaron en tubos de centrifuga de 50 ml, Soluciones marcadas 1, 2 y
3 y se usaron como se describe a continuacién. Los ensamblajes de catéter de 152,4 m (60 pulgadas) de longitud
se construyeron a partir de tubos de 0,305 (0,012°*) de DI de PEEK. Los mioblastos se almacenaron en tubos de
centrifuga de 50 ml durante todo el experimento y nunca se congelaron antes de su uso. Las células se suministraron
a través de los ensamblajes de catéter usando el sistema de suministro de fluidos EFD Modelo 1500XL. Para cada
experimento se recogieron los siguientes datos:

e Recuentos en hemocitémetro y tincién de viabilidad con Azul de Tripano, sobre mioblastos de cada uno de los
tubos de centrifuga iniciales de 50 ml;

e Recuentos en hemocitometro y tincién de viabilidad con Azul de Tripano, sobre mioblastos de cada solucién
inmediatamente después de el suministro (t=0 minutos) a través de sus catéteres respectivos; y

e Recuentos en hemocitémetro y tincién de viabilidad con Azul de Tripano, en mioblastos de cada solucién inme-
diatamente después del suministro (t=40 minutos) a través de sus catéteres respectivos.

Las siguientes Tablas I, IT y III muestran los protocolos de mezcla para cada solucién. En resumen, la Solucién
1 es la soluciéon de HBSS/células, mezclada antes de t=0 pero no antes de t=40; la Solucién 2 es la solucién de
HBSS/células, mezclada antes de t=0 y de t=40; y la Solucién 3 es la solucién de Isovue/células, mezclada antes de
t=0 pero no antes de t=40.

TABLA I

Solucién N° 1: HBSS, sin mezcla en 40
(t=0: 11:35 am; t=40: 12:15 pm)

1A (t=0): 4,30 M, 95% viable

1B (t=0): 3,80 M, 94% viable

1C (t=0): 4,30 M, 94% viable

1D (t=40): 1,93 M, 92% viable

1E (t=40): 1,43 M, 97% viable

1F (t=40): 1,33 M, 95% viable

TABLA II

Soluciéon N° 2: HBSS, mezcla en 40
(t=0: 11:48 am; t=40: 12:28 pm)

2A (t=0): 4,20 M, 93% viable

2B (t=0): 3,83 M, 93% viable

2C (t=0): 3,83 M, 93% viable

2D (t=40): 4,10 M, 91% viable

2E (t=40): 3,98 M, 91% viable

2F (t=40): 3,93 M, 88% viable
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TABLA III

Solucién N° 3: Isovue/HBSS, sin mezcla en 40
(t=0: 12:01 am; t=40: 12:41 pm)

3A (t=0): 4,18 M, 97% viable

3B (t=0): 4,03 M, 96% viable

3C (t=0): 4,25 M, 96% viable

3D (t=40): 3,75 M, 96% viable

3E (t=40): 3,93 M, 93% viable

3F (t=40): 4,00 M, 94% viable

Se cultivaron mioblastos esqueléticos caninos hasta que estuvieron disponibles suficientes células. Los mioblastos
se disociaron, se aclararon y se resuspendieron en HBSS en un tubo de centrifuga de 50 ml que contenia la solucién
de vehiculo apropiada. En este experimento los solicitantes fueron capaces de suministrar un minimo de 1 millén de
células/ml en los catéteres.

Las células de todas las muestras descritas en las secciones precedentes se contaron manualmente por duplicado
usando un hemocitémetro. La Tabla IV muestra las proporciones de recuento de células, en unidades de células/ml.

TABLA IV
N° Solucién de | Concentracién | Concentracion | Concentracion | Proporcién, | Proporcidn,
Solucién | Suministro celular inicial de células de células t=0/inicial t=40/t=0 (%
suministradas | suministradas | (% de de t=0)
t=0 (promedio) {t=40 inicio)
{promedio)
1 HBSS, sin|3,95M 4,13 M 1,56 M 104% 38%
mezcia
2 HBSS, con|3,95M 3,95M 400 M 100% 101%
mezcla
3 Isovue, sin|447M 4,18 M 3,89 M 93% 94%
mezcla

Los resultados del Ejemplo IV demuestran claramente que el uso de un medio de prevencién de sedimentacién
celular (en este caso, una solucién diluida de medio Isovue 370) permite el suministro de la concentracién inicial de
mioblastos, incluso después de que hayan transcurrido 40 minutos sin mezcla. La concentracién de mioblastos después
del suministro de medio de prevencion de sedimentacién es esencialmente igual después de 40 minutos (94% de la
concentracion en t=0), mientras que se pierde una cantidad significativa de mioblastos después del suministro después
de 40 minutos en HBSS sin mezcla (solamente se administré 38% de la concentracion en t=0). Estos resultados mues-
tran claramente la eficacia del medio de prevencion de sedimentacion celular para la retencién de las concentraciones
de mioblastos en el suministro por catéter, incluso sin mezcla.

Ejemplo V

Se recogieron fibroblastos dérmicos humanos, se contaron y se dividieron en partes iguales en dos tubos diferentes.
El nimero de células en cada tubo era de aproximadamente 375 millones de células. La composicién de cada tubo era
la siguiente:

Solucidn -: solucién salina equilibrada de Hank (HBSS) con células

Solucién +: solucién salina equilibrada de Hank con células mezcladas con Isovue 370, ajustada para una densidad
relativa de 1,060 y una osmolalidad de 300 mOsm/kg. Los tubos se dejaron a temperatura ambiente y se tomaron
fotografias en los tiempos 0, 40 minutos y 3 horas (Figura 5). La Figura 5 ilustra el efecto que tienen las soluciones
coincidentes en densidad relativa con Isovue 370, comparadas con soluciones salinas equilibradas de Hank normales
sobre la sedimentacidn celular.
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Ejemplo VI

Se hicieron varios ensayos para evaluar el funcionamiento de los fluidos de suministro de células a través de
diferentes sistemas de catéter variando los materiales, longitudes, didmetros y presiones de suministro (véanse también
los siguientes ensamblajes de catéter generales) para diferentes tipos celulares (por ejemplo, fibroblastos y mioblastos
- véase también la siguiente preparacion de células) (Figura 6). En base a los diversos pardmetros de suministro, por
ejemplo, se midieron el indice de rotura, la tensién tangencial, el tiempo de rotura (véanse también los siguientes
parametros de flujo de fluido), el porcentaje de células vivas resultantes del suministro.

Las Figuras 7A a 7H son fotografias SEM de superficies de luces de catéteres. En cada par de figuras, la imagen
de la izquierda se tom6 con un aumento 100X, y la imagen de la derecha a 1000X. Las imdgenes a 1000X son dreas
representativas de los centros aproximados de las imdgenes a 100X andlogas: las Figuras 7A y 7B son fotografias
de luces de catéteres de PEEK después de no exponerse a células; las Figuras 7C y 7D son fotografias de luces de
catéteres de PEEK después del suministro de mioblastos; las Figuras 7E y 7F son fotografias de luces de catéteres de
acero inoxidable después de no exponerse a células; las Figuras 7G y 7H son fotografias de luces de catéteres de acero
inoxidable después del suministro de mioblastos. Estas imagenes indican que los vehiculos de suministro de células
dejan muy pocas células residuales en las superficies internas del catéter.

Preparacion General de Células

Se cultivaron fibroblastos dérmicos humanos, (Clonetics, Inc.) o, en experimentos posteriores, mioblastos esque-
1éticos caninos, en matraces de cultivo tisular usando un medios especiales de crecimiento (Clonetics, Inc.). El medio
se remplazé cada tres dias y cunado confluian, se realizaron pases celulares para propagar los cultivos. Después de
determinar que habia suficientes células disponibles, las células se aclararon una vez con solucion salina equilibrada
de Hank (HBSS) y después se disociaron con un lavado enzimatico de 5 min (tripsina al 0,25%) a 37°C. La suspensién
celular resultante se neutralizé con medio de crecimiento que contenia suero y después se centrifugd (800 g) durante
10 minutos para sedimentar las células. Se desechd el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en soluciéon HBSS.
En este punto, la concentracién celular aproximada se determind por un recuento de células en hemocitometro. Se
ajusté el volumen de HBSS para obtener la concentracién celular deseada. La concentracién celular inicial se calcul6
a partir del recuento de células en hemocitometro y la dilucién de HBSS. La suspensién celular final se almacené en
hielo mientras dur6 el experimento.

Ensamblaje del Catéter de Ensayo General

Los ensamblajes de catéter de ensayo se hicieron uniendo segmentos de PEEK (polieteretercetona), PI (poliimida),
[0 en experimentos posteriores, acero inoxidable (SS)] de diversas longitudes y didmetros a adaptadores con conexion
de ajuste luer con adhesivo Loctite 401 después de la preparacién con Loctite 7701.

Preparacion de Flujo de Fluido General

La preparacion de flujo de fluido constaba de un dosificador de fluido (EFD, Modelo 1500XL) que funciona con
aire comprimido (max. 586 kPa (85 psi)) acoplado con una jeringa de 3 cc. El fluido a dosificar (la suspensién celular
de interés o agua DI) se cargd en la jeringa. La punta de la jeringa se acopld en el ensamblaje de catéter de ensayo
descrito en la seccion previa. Se puede fijar el tiempo de suministro (lo mds cercano a 0,1 segundos) y presion (hasta
552 kPa (80 psi)) con este sistema. Para asegurar que se suministraba un volumen adecuado de suspensién celular, se
realizaron mediciones de caudal preliminares con agua DI.

Se reconoce que cualquiera de los diversos medios puede ser adecuado para el medio de vehiculo, con la condi-
cién de que tenga las caracteristicas bdsicas de coincidencia de densidad de las células pretendidas para el suministro,
una compatibilidad biolégica conocida, sea preferiblemente econémico, y sea preferiblemente adecuado para usos
de tipo solucién salina idnica. El dispositivo de suministro para un fluido de suministro de células preferido puede
utilizar componentes y técnicas que tengan un aspecto y ambiente conocido para el médico y que tengan facilidad de
funcionamiento debido a las caracteristicas del medio que son las de un fluido con una baja viscosidad. La técnica
de coincidencia de densidad identificada por los solicitantes permite una estructura mas simplificada del sistema de
suministro obviando la necesidad de zonas de mezcla complejas, luers, o similares. Con las células distribuidas uni-
formemente en todos los recipientes y tubos del sistema de suministro, se suministrard un nimero exacto y uniforme
de células, consiguiendo un resultado terapéutico mas uniforme. Esto se puede conseguir sin requerir mezclar o hacer
vibrar el fluido después de la colocacidén en el catéter de suministro. En una realizacion, un catéter es un dispositivo
médico desechable, aunque esto no es necesario. Un catéter de sistema de suministro puede estar construido de pldstico
de calidad médica y/u otros materiales, tales como acero inoxidable u otro material adecuado.

Otra realizacion de esta invencion incluye un método para aumentar la eficacia del suministro de células a un pa-
ciente que comprende las etapas de proporcionar un liquido de vehiculo para suministrar concentraciones exactas de
células a un paciente. El liquido de vehiculo tiene una densidad que coincide sustancialmente con la densidad de las
células a suministrar al paciente cuando se mezclan en solucién. Ademads, la solucion debe tener un pH en el interva-
lo de aproximadamente 6,0 a 8,0, y mds preferiblemente 6,8 a 7,6, y mucho mas preferiblemente aproximadamente
7,0, aproximadamente 7,2, y aproximadamente 7,4. Preferiblemente, el medio equilibrado es sustancialmente isot6-
nico como se ha descrito previamente. Una etapa adicional implica combinar el suministro de células de la solucién
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coincidente en densidad de liquido de vehiculo y células con otro procedimiento médico. El procedimiento médico
puede ser de diversos tipos, y para casi cualquier aplicacién médica. Aunque la combinacién puede suceder al mismo
tiempo, la combinacién puede que no se consiga simultdneamente, sino de manera sinérgica para aumentar la eficacia
del suministro de células o del otro procedimiento médico o de ambos. En una realizacién, el procedimiento médico
se puede seleccionar de la lista de colocacién de marcapasos cardiacos, estimulacién cardiaca, terapia cardiaca eléc-
trica, terapia cardiaca farmacoldgica, control cardiaco, formacién de imédgenes cardiacas, deteccién cardiaca, mapeo
cardiaco, procedimientos de intervencion, procedimientos quirtirgicos, procedimientos de infusioén, procedimientos
de diagndstico, y procedimientos terapéuticos. En otra realizacidn, el procedimiento médico se puede seleccionar de
la lista de estimulacién neuroldgica, terapia neuroldgica eléctrica, terapia neuroldgica farmacolédgica, control neu-
rolégico, formacion de imdgenes neuroldgicas, deteccion neuroldgica, mapeo neurolégico, procedimientos de inter-
vencién, procedimientos quirdrgicos, procedimientos de infusién, procedimientos de diagndstico, y procedimientos
terapéuticos.

Por tanto, se han descrito realizaciones de un fluido de suministro de células para la prevencién de la sedimen-
tacion celular en los sistemas de suministro. Los especialistas en la técnica apreciardn que la presente invencién se
puede practicar con realizaciones diferentes a las descritas. Las realizaciones descritas se presentan para propdsitos de
ilustracién y no de limitacién, y la presente invencidn se limita solamente por las siguientes reivindicaciones.

10
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REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar una suspension de liquido de vehiculo de células para el implante en un mamifero, que
comprende:

a. seleccionar un tipo celular para el implante en un mamifero e identificar la densidad relativa del tipo celular;

b. seleccionar un liquido de vehiculo que tenga una densidad relativa en un intervalo de densidades relativas indi-
cadas para coincidir aproximadamente con la densidad relativa del tipo celular seleccionado para producir una tasa de
suministro de células aceptable en un destino de suministro en el mamifero;

c. asegurar que el liquido identificado tiene una osmolalidad y pH apropiados para asegurar una viabilidad acepta-
ble de las células en el destino de suministro; y

d. mezclar el liquido de vehiculo y las células en suspension liquida.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que la etapa de seleccion de células comprende seleccionar entre tipos
celulares que incluyen fibroblastos o mioblastos.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que la etapa de seleccion de células comprende seleccionar un tipo celular
entre grupo compuesto por células de islotes, células madre pluripotenciales, células madre mesenquimadticas, células
madre endodérmicas, células madre ectodérmicas, hepatocitos, condrocitos, osteoblastos, células neuronales, células
de glia, células de musculo liso, células endoteliales, mioblastos esqueléticos, células de nicleo pulposo, células
epiteliales, mioblastos, células de islotes alfa, células de islotes beta, macréfagos, cardiomiocitos, células de Purkinje,
eritrocitos, plaquetas y fibroblastos.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que la etapa de seleccion del liquido de vehiculo comprende seleccionar
un liquido que tenga una densidad relativa que estd en el grupo seleccionado entre 5%, 2%, 1%, 0,1% y 0,01% de la
densidad relativa del tipo celular.

5. El método de la reivindicacién 1, en el que la etapa de seleccion del tipo celular incluye adicionalmente la
colocacién del tipo celular seleccionado en una solucion.

6. El método de la reivindicacién 1, en el que la etapa de mezcla produce una suspension liquida sustancialmente
isoténica.

7. El método de la reivindicacién 1, en el que la etapa de mezcla produce una suspension liquida que estd en
+300/-50 mOsm/ de isotonicidad.

8. El método de la reivindicacion 1, en el que la etapa de asegurar que el liquido identificado tiene una osmolalidad
y pH apropiados asegura que las células suministradas sean al menos 80% viables durante un periodo de al menos 4
horas.

9. El método de la reivindicacion 1, en el que la etapa de asegurar que el liquido identificado tiene un pH apropiado
comprende la seleccion de un liquido que tenga un pH en el intervalo de 6,0 a 8,0.

10. EI método de la reivindicacién 1, en el que la etapa de mezcla comprende mezclar el liquido de vehiculo y las
células en un biorreactor.

11. El método de la reivindicacién 1, en el que las células se han marcado o etiquetado con un marcador de
identificacién celular.

12. El método de la reivindicacion 1, en el que el liquido de vehiculo de células también contiene un agente de
mejora de imagenes.

13. El método de la reivindicacién 1, en el que el liquido de vehiculo de células también es un agente de mejora de
imagenes.

14. El método de la reivindicacién 1, en el que el liquido de vehiculo de células también contiene un elemento
radiactivo.

15. Una suspensién de liquido de vehiculo de suministro de células para el suministro de células en un tejido de un
mamifero, que comprende:

a. un volumen de células para su suministro a un sitio de destino en un mamifero para generar crecimiento de tejido
nuevo;

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2271612 T3

b. un liquido de vehiculo que tiene una densidad que coincide sustancialmente con la densidad de las células cuando
se mezcla en solucidn, y teniendo la solucién un pH en el intervalo de 6,0 a 8,0, y siendo sustancialmente isoténica;

c. en la que las células permanecen sustancialmente dispersas en la solucién de liquido de vehiculo para propor-
cionar una concentracion celular de suministro uniforme al sitio de destino.

16. La suspension de la reivindicacién 15, en la que las células se seleccionan entre el grupo compuesto por células
que forman cartilago, células que forman hueso, células musculares, fibroblastos, y células de 6rganos.

17. La suspension de la reivindicacion 15, en la que la osmolalidad de la suspensién es 300 mOsm/kg.

18. La suspension de la reivindicacion 15, en la que las células se seleccionan entre grupo compuesto por células de
islotes, células madre pluripotenciales, células madre mesenquimaticas, células madre endodérmicas, células madre
ectodérmicas, hepatocitos, condrocitos, osteoblastos, células neuronales, células de glia, células de musculo liso, célu-
las endoteliales, mioblastos esqueléticos, células de nicleo pulposo, células epiteliales, mioblastos, células de islotes
alfa, células de islotes beta, macréfagos, cardiomiocitos, células de Purkinje, eritrocitos, plaquetas y fibroblastos.

19. La suspension de la reivindicacién 15, en la que el liquido de vehiculo comprende una formulacién seleccionada
entre grupo de yopamidol, bromuro de perfluorooctilo, gadodiamida, y hierro dextrano.

20. La suspension de la reivindicacién 15, en la que las células se han marcado o etiquetado con un marcador de
identificacién celular.

21. La suspension de la reivindicacién 15, en la que el liquido de vehiculo de células también contiene un agente
de mejora de imégenes.

22. La suspension de la reivindicacién 15, en la que el liquido de vehiculo de células también es un agente de
mejora de imdgenes.

23. La suspension de la reivindicacién 15, en la que el liquido de vehiculo de células también contiene un elemento
radiactivo.

24. Fl uso de células para la fabricaciéon de una composicién farmacéutica para el tratamiento de infartos de
miocardio o fallo cardiaco congestivo, comprendiendo dicho uso las etapas de

a) proporcionar un liquido de vehiculo para suministrar una concentracién exacta de células, teniendo el liquido de
vehiculo una densidad que coincide sustancialmente con la densidad de las células a suministrar al paciente cuando se
mezclan en solucién, y teniendo la solucién un pH en el intervalo de 6,0 a 8,0, y siendo sustancialmente isoténica; y

b) en el que el suministro de la solucién coincidente en densidad de liquido de vehiculo y células se tiene que
combinar con otro procedimiento médico seleccionado de la lista de colocacién de marcapasos cardiacos, estimulacién
cardiaca, terapia cardiaca eléctrica, terapia cardiaca farmacoldgica, control cardiaco, formacién de imagenes cardiacas,
deteccidn cardiaca, mapeo cardiaco y procedimientos relacionados con el sistema cardiovascular.

25. El uso de la reivindicacién 24, en el que el suministro de células se tiene que conseguir con una bomba.
26. El uso de la reivindicacion 24, en el que el suministro de células se tiene que conseguir con un catéter.
27. El uso de la reivindicacién 24, en el que el suministro de células se tiene que conseguir con una jeringa.

28. El uso de la reivindicacién 24, en el que el suministro de células se tiene que conseguir en combinacién con un
mecanismo de infusién de farmacos.

29. El uso de la reivindicacion 24, en el que el liquido de vehiculo de células también es un agente de mejora de
imagenes.

30. El uso de la reivindicacién 24, en el que el liquido de vehiculo de células también contiene un elemento
radiactivo.

31. El uso de la reivindicacién 24, en el que las células se seleccionan de la lista de células de islotes, células
madre pluripotenciales, células madre mesenquiméticas, células madre endodérmicas, células madre ectodérmicas,
hepatocitos, condrocitos, osteoblastos, células neuronales, células de glia, células de musculo liso, células endoteliales,
mioblastos esqueléticos, células de nicleo pulposo, células epiteliales, mioblastos, células de islotes alfa, células de
islotes beta, macréfagos, cardiomiocitos, células de Purkinje, eritrocitos, plaquetas y fibroblastos.

32. El uso de la reivindicacién 24, en el que las células se han marcado o etiquetado con un marcador de identifi-
cacioén celular.
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33. El uso de la reivindicacion 24, en el que el liquido de vehiculo de células también contiene un agente de mejora
de imégenes.

34. Un nuevo uso para un liquido que tiene ciertas caracteristicas adecuadas para su uso o ajuste y uso como un
medio de vehiculo de suministro de células, en el que el nuevo uso comprende:

a. configurar el liquido como liquido de vehiculo que tenga una densidad que coincida sustancialmente con la
densidad de las células a suministrar al sitio de crecimiento tisular de un mamifero, configurandose el liquido de
forma que cuando se mezcle como una solucién con las células, entonces la solucién tenga un pH en el intervalo de
6,0 a 8,0, y sea sustancialmente isot6nico;

b. en el que las células permanecen sustancialmente dispersas en la solucién de liquido de vehiculo para propor-
cionar una concentracién celular de suministro uniforme al sitio de destino.

35. El uso para el liquido de la reivindicacién 34, en el que el liquido comprende una formulacién seleccionada
entre grupo de agentes de mejora de imagenes no iénicos.

36. El uso para el liquido de la reivindicacién 34, en el que el liquido comprende una formulacién seleccionada
entre grupo de yopamidol y bromuro de perfluorooctilo.

37. El uso para el liquido de la reivindicacion 34, en el que las células se han marcado o etiquetado con un marcador
de identificacién celular.

38. El uso para el liquido de la reivindicacion 34, en el que el liquido de vehiculo de células también es un agente
de mejora de imégenes.

39. El uso para el liquido de la reivindicacién 34, en el que el liquido de vehiculo de células también contiene un
elemento radiactivo.

40. El liquido de vehiculo de suministro de células de cualquiera de las reivindicaciones 1, 15, 24 6 34, en el que

la etapa de seleccion de liquido de vehiculo comprende seleccionar un liquido que tiene una densidad relativa que esta
en el grupo seleccionado entre 5%, 2%, 1%, 0.1% y 0,01% de una densidad relativa de células de 1,063 a 1,10.
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Figura3
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ID Material Vol DI Longitud Presiéon tiempo Caudal Velocidad Tension  Tiempo
Muestra administrado Catéter  Catéter (kPa) (s) (ul/s) {cm/s) tangencial de
1] (cm) (cm) (N'm?) rotura
(ms)

1A PEEK 206 0,030 152,4 551,43 28 74 101,60 3.31 1511
1B PEEK 202 0,030 1524 551,43 28 72 99,06 3,24 1541
1C PEEK 206 0,030 152,4 551,43 2,8 74 101,60 3.31 1511
2A PEEK 206 0,030 152,4 551,43 2.8 74 101,60 3.3 1511
2B PEEK 203 0.030 152,4 551,43 28 73 99,06 3,26 1534
2C PEEK 204 0.030 152,4 551,43 2.8 73 99,06 3.28 1526
2A PEEK 210 0,030 152,4 551,43 36 58 78,74 2,62 1906
2B PEEK 203 0,030 1524 551,43 36 56 76,20 2,54 1972
2C PEEK 207 0,030 152,4 551,43 3.6 58 78,74 2,59 1934
1D PEEK 195 0,030 1524 551,43 28 70 96,52 3.13 1697
1E PEEK 198 0.030 1524 551,43 2.8 71 96,52 3.18 1872
1F PEEK 209 0.030 152,4 551,43 2,8 75 101,60 3,36 1490
2D PEEK 207 0,030 152.4 551,43 28 74 101,60 3.32 1504
2E PEEK 209 0,030 152.4 551,43 2.8 75 101,60 3.36 1490
2F PEEK 205 0,030 1524 55143 28 73 101,60 3,29 1519
2D PEEK 207 0,030 1524 551,43 36 58 78,74 2,59 1934
2E PEEK 209 0,030 152,4 551,43 3.6 58 78,74 2,61 1915
2F PEEK 207 0,030 152,4 551,43 36 58 78,74 2,29 1934
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