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DESCRIPCION
Macroperlas que contienen células secretoras que comprenden agarosa Seakem Gold, y sus usos
SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica la prioridad de las solicitudes provisionales Serie n°® 60/629.227, presentada el 17 de
noviembre de 2004, y Serie n° 60/720.917, presentada el 26 de septiembre de 2005.

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a métodos para mejorar la calidad y cantidad de macroperlas de agarosa que contienen
células secretoras revestidas con agarosa. Esto se logra via el uso de agarosa Seakem Gold descrita mas abajo.

ANTECEDENTES Y TECNICA ANTERIOR

Ahora se ha confirmado que la terapia de sustituciéon de islotes es un enfoque viable para el tratamiento de pacientes
con diversos trastornos. Estos incluyen pacientes con cancer que sufren evisceracion abdominal superior (Tzakis, et
al., Lancet 336: 402-405 (1990)); pancreatitis (Clayton, et al., Transplantation 76: 92-98 (2003); Farney, et al.,
Surgery 110: 427-437 (1991); Fontes, et al., Transplant Proc 24: 2809 (1992); Obenholzer, et al., Transplantation 69:
1115-1123 (2000); Robertson, et al., Diabetes 50: 47-50 (2001)), y pacientes insulinodependientes, en los que el
transplante de islotes es una opcion terapéutica (Goss, et al., Transplantation 74: 1761-1766 (2002); Ricordi, et al.,
Transplantation 75: 1524-1527 (2003); Ryan, et al., Diabetes 50: 710-719 (2001); Shapiro, et al., N. Engl. J. Med
343: 230-238 (2000)).

Debido a la utilidad de los islotes en terapia, como se indica mas arriba, hay por supuesto interés a la hora de
desarrollar formas para aislarlos. Aunque hay muchos informes sobre el aislamiento de islotes usando el método
automatizado (Brandhorst, et al., Exp. Clin. Endocrinol Diabetes 103 Supl. 2: 3-14 (1995); Cui, et al., Cell Transplant
6: 48-54 (2001); Marchetti, et al., Transplantation 52: 209-213 (1991); Miyamoto, et al., Cell Transplant 7: 397-402
(1998); Nielsen, et al., Comp. Med. 52: 127-135 (2002); Swanson, et al., Hum. Immunnol 62: 73 9-749 (2001);
Toomey, et al., Brit. J. Surg. 80: 240-243 (1993); Toso, et al., Cell Transplant 9: 297-305 (2000); Wennberg, et al.,
Transplant. Proc. 33: 2537 (2001)), el aislamiento de islotes sigue siendo notoriamente dificil. Por ejemplo, Bosta, et
al., J. Investig Med 43: 555-566 (1995); Krickhahn, et al., Cell Transplant 11: 827-838 (2002); Krickhahn, et al., Ann
Transplant 6: 48-54 (2001), O’Neil, et al., Cell Transplant 10: 235-246 (2001), y White, et al., Horm. Metab. Res 31:
579-524 (1999), discuten problemas con respecto a esto.

La fabricacion de microperlas que contienen células secretoras y/u organulos, tales como células cancerosas,
islotes, etc., es bien conocida. Véanse, por ejemplo, las patentes U.S. n°® 6.818.230; 6.808.705; RE 38.027;
6.303.151; 6.224.912; 5.888.497, y 5.643.569, asi como la solicitud de patente U.S. publicada 2005/0096561, todas
las cuales se incorporan como referencia.

La agarosa se usa para encapsular los materiales bioldgicos en estos documentos de patente, después de lo cual
las estructuras resultantes se encapsulan adicionalmente con una segunda capa de agarosa.

Aquellos familiarizados con la agarosa reconoceran que hay muchos tipos y variedades de este material disponibles.
Seakem Gold, uno de tales tipos de agarosa, se describe en la patente U.S. n° 4.983.268, cuya descripcion se
incorpora como referencia.

Existe una necesidad continua de versiones mejoradas de los materiales descritos primeramente en las patentes y
en la solicitud expuestas mas arriba. Ahora se ha encontrado que la agarosa Seakem Gold da como resultado un
producto que es inesperadamente superior a los productos de la técnica anterior.

Los detalles de la invencion se exponen en la descripcion que sigue:

BREVE DESCRIPCION DE LA FIGURA

La Figura 1 da informacion sobre los niveles de glucosa diaria media para animales de ensayo y de control.
DESCRICION DETALLADA DE REALIZACIONES PREFERIDAS

EJEMPLO 1

Se aislaron islotes segun la metodologia expuesta en Gazda, et al.,, publicada en la Solicitud de Patente
2006/0121445, publicada el 8 de junio de 2006, Serie Numero 11/273.737, que se incorpora como referencia en su
totalidad. Sin embargo, se deberia de mantener en mente que son posibles y se pueden usar otras metodologias
para aislar islotes, ya que la invencion no depende del método de aislamiento particular.

Tras el aislamiento y evaluacion, los pancreas adecuados se procesaron posteriormente. Se elimind la grasa y el
2
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tejido conectivo de las glandulas, y después el conducto pancreatico principal se canulé con una aguja de extremo
romo de 16 g, de acero inoxidable. Se perfusioné una disolucién de HBSS que contiene colagenasa P, a una
concentracion de 1,5-2,0 g/l, a una velocidad de 50 ml/mm, a 30°C, para proporcionar 2 ml de disoluciéon por gramo
del peso del pancreas.

El pancreas se cubrié entonces con 500 ml de HBSS y PS al 2%, junto con 200 ml de disolucién de colagenasa, a
30°C. La circulacion externa de agua a 39°C calent6 lentamente el 6rgano hasta 37°C, y mantuvo la temperatura del
digestato a 36-37°C. Cuando los érganos parecieron disociados, y ofrecieron poca resistencia a la presion manual
(después de un tiempo total de alrededor de 10-20 minutos, y 5-10 minutos después de alcanzar 37°C), se detuvo la
digestion.

El digestato recogido se centrifugd entonces, los sobrenadantes se aspiraron, y el pelete resultante se suspendié en
PS al 10% y una disolucidon conservante de 6rganos. Los islotes se purificaron entonces en Ficoll discontinuo, con
gradientes de densidad de 1,105, 1,095, 1,085y 1,05 g/cm3, HBSS mas PS al 2%, en tubos de 50 ml. Los tubos se
centrifugaron a 650 g a 4°C y se recogieron las capas que contenian islotes, y se lavaron tres veces en HBSS mas
PS al 10%, después de lo cual se purificaron a mano del tejido sin islotes con la ayuda de un microscopio de
diseccion. Los islotes se suspendieron de nuevo, y se usaron dos muestras de 0,5 ml para contar el rendimiento de
los islotes.

El rendimiento medio de diez pancreas ensayados fue 130.000 NIE (numero de islotes equivalentes), con una media
de 1.101 NIE por gramo de tejido digerido. La pureza, en todos los casos, fue alrededor de 90%. Para 9 de los
organos, la viabilidad de los islotes fue mayor que 89%.

EJEMPLO 2

Después de aislamiento de los islotes, se determinaron varios parametros, incluyendo la pureza y la viabilidad, como
se menciona mas arriba.

La pureza se evalué tifiendo alrededor de 500 NIE con DTZ, durante diez minutos, y luego se llevé a cabo un
analisis de imagenes estandar usando un microscopio de diseccion y una camara digital.

La viabilidad se determin¢ tifiendo una muestra con diacetato de fluoresceina (FDA) y bromuro de etidio (EB). Para
la elaboracion, se afiadieron alrededor de 500 NIE a 1 ml de RPMI, PS al 10%, y antibiotico/antimitético (“A/A”) al
1%. Entonces, se afiadieron 20 pl de la tincion de FDA, que se habia preparado con 10 mg de FDA y 1 ml de
acetona, y 200 ul de EB, que se habia preparado con 30 ul de EB y 1 ml de PBS. Los islotes se tifieron, en la
oscuridad, durante siete minutos, y luego se visualizaron y se fotografiaron muestras aleatorias de 10-50 islotes con
un microscopio fluorescente, para determinar la viabilidad usando un analisis de imagenes estandar.

También se midié el contenido de insulina de los islotes, colocando aproximadamente 500 NIE en disolucién de
extraccion alcohodlica acida (7,2 ml de HCI 1N, 400 ml de etanol desnaturalizado al 100%). Las muestras se
almacenaron a -20°C, y se llevé a cabo un RIA de insulina.

Tabla 1

Lote n° Contenido de insulina

(mu/500EIN)

W1561 338,66
02109 1288,69
Y8641 775,37
037360 402,59
0786 184,40
Y8587 669,92
w1102 590,05
W1524 ND
039820 ND
R2027 474,55
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EJEMPLO 3

Este, y los ejemplos que siguen, abordan la pregunta de si se pueden usar en macroperlas los islotes identificados
como Uutiles y aislados como se describe.

Los islotes purificados se suspendieron de nuevo en RPMI1640 + PS al 10% + A/A al 1%, en un volumen de 2000
NIE/mI. Los islotes se distribuyeron uniformemente en tubos, de modo que cada tubo contuviera 1 ml de la
suspension a 2000 NIE.

Después de sedimentar por gravedad, los sobrenadantes se eliminaron, y se afadieron a cada muestra 0,5 ml de
1,5% de agarosa Seakem Gold, a 50°C, preparada en medio esencial minimo mas tampén HEPES al 2,5%, y se
mezclé cuidadosamente. La suspension se expulsé entonces por debajo de aceite mineral estéril, para preparar
cuatro perlas con superficies lisas y distribuciones iguales de islotes.

Las macroperlas se retiraron, y se lavaron dos veces (RPMI + PS al 5% + A/A al 1%). Estas macroperlas se
cultivaron en la misma disolucién, en una atmoésfera de CO; al 5% humedecida, durante 5-7 dias, después de lo cual
se lavaron, tres veces, en RPMI + A/A al 1%, seguido de la aplicacion de una segunda capa de agarosa. Para esto,
se transfirieron 0,5 ml de agarosa al 5% en MEM, mas tampon HEPES a 60°C, via una pipeta, a una cuchara de
plastico estéril, y cada macroperla se hizo girar 3-5 veces para producir un segundo revestimiendo uniforme de
agarosa. Después de transferir a aceite mineral estéril para producir una superficie lisa, las macroperlas se retiraron,
se lavaron dos veces en RPMI + PS al 2,5% + A/A al 1%, y se incubaron a 37°C en CO»al 5% humedecido mas aire.

Se determind que las macroperlas que contenian los islotes encapsulados permanecian viables durante mas de 6
meses, en cuyo tiempo los radioinmunoensayos revelaron que siguieron produciendo buenos niveles de insulina.

EJEMPLO 4
Este ejemplo describe experimentos que demuestran la capacidad de los islotes porcinos para funcionar in vivo.

Se usaron ratones CB17-PrKdc <scid>/J diabéticos machos, no obesos, de 7-9 semanas. Después de una semana
de aclimatacion, los animales recibieron 275 mg/kg de estreptozotocina, que induce la diabetes. Nueve dias mas
tarde, cuando sus niveles de glucemia tenian una media de mas de 480 mg/dl, se comenzé la terapia con insulina.

En el dia 34-35 después de la administracion de estreptozotocina, los animales recibieron aproximadamente 1000
NIE de islotes porcinos, que se trasplantaron en un coagulo de sangre, segun Bowen, et al., Aust J. Exp. Biol. Med.
Sci. 58:441-447 (1980), incorporado como referencia. Brevemente, los islotes se peletizaron de la suspension y se
aspiraron los medios. Entonces, se extrajeron alrededor de 5-10 pl de sangre del animal, se afiadieron a los islotes,
y se permitié que coagulara. Los animales receptores se anestesiaron con volimenes iguales de quetamina (167
mg/dl), xilazina (33 mg/ml) y disolucion salina. La mezcla se administré subcutaneamente, a una dosis de 0,5 ml/100
g. Se hizo una pequefia incision en el lado izquierdo para exponer el rifion y se usé un microscopio de diseccion
para hacer una pequefia incision en la capsula del rifidn. La capsula se separé entonces del rifidn, los
islotes/coagulo se colocaron bajo la capsula, se cerrd la incision, y se dejo que los animales se recuperaran.

Se realizaron nefrectomias en los animales, 38-39 dias después del trasplante. De forma breve, después de la
anestesia, se expuso el rifidén que llevaba el injerto, los vasos sanguineos renales se ligaron, y se quité el rindn de
cada animal. Cinco dias mas tarde, los animales se sacrificaron, y los pancreas se recogieron para una confirmacion
histologica de la destruccion completa de células beta de los islotes.

Las muestras de tejido se colocaron en formacion tamponada neutra al 10%, durante 24 horas, y luego se
transfirieron a alcohol etilico al 70%.

Después de esto, los tejidos se embebieron en parafina y se tifieron secciones de 5 ym con hematoxilina y eosina.
El pancreas y las secciones de rifién injertadas se tifieron para insulina, y después se estudiaron las células que
contenian glucagén, usando métodos estandar.

Todos los ratones se volvieron normoglucémicos después del injerto de los islotes. Después de la nefrectomia, todos
los ratones se hicieron hiperglucémicos, en cuatro dias.

EJEMPLO 5

Este ejemplo describe experimentos que se disefiaron para determinar el grado en el que las perlas de agarosa
revestidas con agarosa, hechas de diferentes agarosas, provocaron reaccion tisular, es decir, inflamacioén, en los
animales receptores.

Se usaron dos razas de ratas, es decir, ratas Wistar y Sprague Dawley. Se ensay6 un total de 29 ratas (14 Wistar,
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15 Sprague Dawley). Se usaron tres ratas de cada raza para ensayar las perlas de agarosa Seakem Gold revestidas
de agarosa de la invencion. Se usaron tres de cada raza para ensayar tipos de agarosa FMC HGT(P) y Amresco.
Para ensayar agarosa Sigma HV, se usaron dos ratas Wistar, asi como cuatro ratas Sprague Dawley. Finalmente,
para ensayar perlas de agarosa Sigma LV, se usaron tres ratas Wistar, como lo fueron dos ratas Sprague Dawley.

Se implantd un total de 60 perlas vacias de cada tipo en las cavidades peritoneales de las ratas, con dos
excepciones. Dos ratas Sprague Dawley recibieron 54 6 59 perlas de agarosa Sigma HV. Las ratas se observaron
durante 3 meses, y después se sacrificaron. Se retiraron diversos 6rganos para estudiar la inflamacion (bazo,
higado, rifién, musculo esquelético, pancreas, y mesenterio).

Los tejidos se evaluaron segun la inflamacién usando estandares aprobados por la American College of Veterinary
Pathology. La evaluacion uso6 una escala de 6 puntos para evaluar la inflamacion, esencialmente segun lo siguiente:

0 = normal
1 = minima (inflamacién menor de 10%)
2 = leve (inflamacion de 10-25%)
3 = moderada (inflamacion de 25-50%)
4 = notable (inflamacion de 50-75%)
5 = severa (inflamacién mas de 75%)
Los tejidos para cada animal se evaluaron, y después se promediaron. Los resultados aparecen mas abajo:

Puntuaciones medias de gravedad por tejido

Wistar
Invencion FMC HGT(P) Sigma HV Amresco Sigma LV

Bazo 1,0 1,7 1,3 1,0 0,7
Higado 0,0 0,3 0,3 1,0 0,7
RifAdén 0,3 0,7 0,3 0,5 0,7
Musculo esquelético 0,5 1,3 1,7 0,0 2,5
Pancreas 1,7 1,7 1,3 2,5 2,0
Mesenterio 2,3 3,0 2,0 2,5 3,3
TOTAL 5,8 8,7 6,9 7,5 9,9
Puntuacion Global 19 36 25 24 20

Puntuaciones medias de gravedad por tejido

Sprague Dawley
Invencion FMC HGTP Sigma HV Amresco Sigma LV

Bazo 1,3 2,0 2,3 2,3 2,0
Higado 0,0 0,0 0,7 0,0 0,0
RifAdén 1,0 0,7 1,0 1,3 0,0
Musculo esquelético 1,3 1,0 1,5 1,5 1,0
Pancreas 1,7 1,3 1,7 2,3 1,0
Mesenterio 2,3 3,0 3,0 2,3 1,5
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TOTAL 7,6 8,0 10,2 9,7 5,5

Puntuacion Global 15 24 29 22 27

Suma de las puntuaciones medias de gravedad para cada raza

Wistar + Sprague Dawley
Invencion FMC HGTP Sigma HV Amresco Sigma LV

Bazo 2,3 3,7 3,7 3,3 2,7
Higado 0,0 0,3 1,0 1,0 0,7

RifAdén 1,3 1,3 1,3 1,8 0,7
Musculo esquelético 1,8 2,3 3,2 1,5 3,5
Pancreas 3,3 3,0 3,0 4.8 3,0
Mesenterio 4,7 6,0 5,0 4,8 4,8
TOTAL 13,6 16,6 17,2 17,2 15,4
Puntuacion Global 34 60 54 46 47

Las perlas de agarosa revestidas de agarosa de la invencién fueron claramente las menos inflamatorias.

Se llevaron a cabo estudios adicionales de inflamacién en perros, comparando las perlas de la invencién con perlas
hechas de agarosa FMC HGT(P) (agarosa FMC HGTP), y revestidas con ella. Nuevamente, las perlas de agarosa
revestidas con agarosa de la invencion fueron menos inflamatorias.

En un estudio adicional, los perros recibieron perlas de agarosa revestidas con agarosa de la invencion, que
contenian islotes porcinos. Los animales se sacrificaron después de 2,5 afos, y s6lo se observd una minima
inflamacién. En comparacion con animales de control sin implante, el peritoneo y el mesenterio parecian
notablemente normales.

EJEMPLO 6

En estos experimentos, las macroperlas de agarosa Seakem Gold que contienen islotes, que se habian cultivado in
vitro, se compararon con macroperlas de control (vacias).

Se prepararon islotes encapsulados en agarosa Seakem, como se describe en el Ejemplo 3, mas arriba.

Como animales, se usaron doce ratas BB macho, espontaneamente diabéticas. Todos los animales tenian 10-15
semanas, y habian mostrado signos de diabetes clinica durante 3-16 dias.

A los 20-21 dias después de llegar, las ratas BB se anestesiaron con quetamina/xilacina/NaCl, administrado
subcutaneamente, a una dosis de 2,2-2,3 ml/kg de peso corporal. Después de anestesiarlos, los animales recibieron
un implante de macroperlas que contienen islotes, a una dosis equivalente a 1,0 veces la necesidad diaria de
insulina, o un nimero comparable de macroperlas vacias.

Tras el implante, se observd a los animales, registrandose observaciones clinicas diarias, que incluyen el estado
general (bueno, aceptable, o malo), peso corporal, glucemia, glucosuria, y cetonuria. Se recogieron muestras de
suero a lo largo del estudio, para ser usadas para determinar insulina, glucagon, y péptido C porcino. Para medir
estos parametros, se usaron radioinmunoensayos. También se llevaron a cabo ensayos de tolerancia intraperitoneal
a la glucosa.

Noventa y siete dias después del implante, se llevaron a cabo necroscopias completas en los animales. Los
animales se anestesiaron y se desangraron, y se expusieron las cavidades peritoneales.

A lo largo del periodo de 97 dias del estudio, los seis animales que habian recibido las perlas de agarosa Seakem
que contienen islotes no necesitaron la administracion de insulina. Esto contrasta con los animales que recibieron
macroperlas vacias. A estos animales se les administré insulina exdgena, empezando dos dias después del
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comienzo del estudio, debido a que los niveles de glucemia aumentaron hasta 300-500 mg/dl. Dos de estos
animales de control fueron encontrados muertos en el tercer dia del estudio, presumiblemente debido a deficiencia
de insulina.

Los niveles de glucemia diaria media fueron significativamente menores en los animales que recibieron las perlas de
agarosa Seakem que contienen islotes, en comparacion con los controles. También, los seis animales de ensayo
mostraron un intervalo muy estrecho de desviaciones de glucemia diaria, incluso sin terapia con insulina.

Después de un mes, estos animales que habian recibido los islotes se hicieron moderadamente hiperglucémicos,
pero mostraron excursiones glucémicas limitadas (alrededor de 100 mg/dl). Esto contrasta con los controles, que
mostraron una variacion extrema, de aproximadamente 400-500 mg/dl, a pesar de la administracion de 2-3 U/dia de
insulina exégena.

Se llevaron a cabo ensayos iniciales de tolerancia a la glucosa intraperitoneal en todos los animales, a fin de
confirmar el diagndstico clinico de diabetes tipo |. Este ensayo también se llevé a cabo 8 y 90 dias después de los
transplantes. Cinco dias antes de los transplantes, no era evidente una respuesta a la exposicion a la glucosa, pero
en el octavo dia después del transplante los receptores de las macroperlas que contienen islotes mostraron una
respuesta acusada a la exposicion a la glucosa, es decir, una elevacion inicial en la glucemia, seguido de una vuelta
a la normoglucemia. Igualmente, la hiperglucemia no se inhibié en animales que habian recibido las macroperlas
vacias, a pesar de la terapia con insulina concurrente, como se describe mas arriba. A los 90 dias después del
implante, se llevd a cabo otro ensayo de tolerancia a la glucosa intraperitoneal. La glucemia del valor inicial se
restablecié nuevamente para ratas que habian recibido las macroperlas con los islotes, pero los niveles de glucemia
de partida fueron considerablemente mayores, es decir, aproximadamente 400 mg/dl. Las ratas que habian recibido
macroperlas vacias no pudieron restablecer la glucemia del valor inicial.

Los ensayos para determinar el péptido C porcino no detectaron el péptido en los animales del estudio antes del
implante, o en receptores de macroperlas vacias. Por el contrario, el péptido se detecté de forma normal en el suero
de ratas implantadas con macroperlas que contienen islotes, a un nivel medio de 0,880 a 0,249 ng/ml a los 21 dias
después del implante, y a 0,662 a 0,160 ng/dl al final del estudio.

Los animales del estudio también se evaluaron para determinar la glucosuria, cetonuria, y la necesidad de
administrar bicarbonato. No hubo diferencias significativas antes del implante; sin embargo, después de éste, los
receptores con macroperlas con islotes experimentaron episodios significativamente menores de glucosuria (37 de
56 muestras, frente a 67 de 81) y cetonuria (20 de 64 muestras, frente a 32 de 54). La necesidad de terapia con
bicarbonato también se redujo significativamente (2 tratamientos, frente a 26).

EJEMPLO 7

Los experimentos a continuacion demuestran que las macroperlas con agarosa Seakem que atrapan islotes se
pueden cultivar in vitro durante periodos de tiempo prolongados, y todavia siguen siendo funcionales.

En estos experimentos, se us6 un conjunto de 12 ratas BB diabéticas, que satisficieron los mismos criterios que las
ratas en el Ejemplo 6 mas arriba, asi como se usaron 23 ratas Wistar-Furth, de 7 semanas. Este segundo grupo de
ratas sirvi6 como controles normales.

A cinco de estas ratas Wistar-Furth se les inyecto, a través de la vena de la cola, 65 mg/kg de estreptozotocina, para
inducir diabetes. Cuando se observaron dos lecturas de glucemia consecutivas > 500 mg/dl, las ratas comenzaron a
recibir terapia con insulina, como se describe mas abajo.

Los animales se anestesiaron 20-21 dias después de su llegada, usando una dosis de 0,1 ml/100 g de quetamina
(60 mg/ml)/xilazina (6 mg/ml)/butarfenol (3 mg/ml), administrada intramuscularmente.

Tras la anestesia, todas las ratas BB recibieron perlas de agarosa Seakem que contienen islotes, como se describe
mas arriba. Las ratas se dividieron en tres grupos de 4, y recibieron macroperlas que se habian cultivado in vitro
durante 9 semanas, 40 semanas, o 67 semanas. La cantidad de macroperlas administradas fue equivalente a 1,0x la
necesidad de insulina diaria del animal.

Cinco de las ratas Wistar-Furth recibieron macroperlas que se habian cultivado in vitro durante 7,8-11,5 semanas, a
la misma dosis que las ratas BB. Esto es aproximadamente 45-49 macroperlas por rata Wistar-Furth, y 56-60 por
rata BB.

Durante los experimentos, las ratas ganaron, de media, aproximadamente 75 g. Como resultado, en el dia 97 tras el
primer implante, se llevé a cabo un implante suplementario en ratas BB. La necesidad media de insulina antes del
implante para las ratas fue 0,0083 U de insulina/g de peso corporal. Este valor condujo a un calculo de que se
necesitaban 17 macroperlas adicionales que contienen islotes para producir 39,19 mU de insulina por 24 horas.
Como se explica mas abajo, debido a que se retiraron 4 perlas de cada rata antes del segundo implante, se
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administraron 21 macroperlas, cultivadas durante 19 dias. Las ratas Wistar-Furth no recibieron un segundo implante.

Los diversos ensayos llevados a cabo en el Ejemplo 7 se llevaron a cabo aqui igualmente, usando los mismos
métodos.

A los 201-202 dias después del implante, se llevaron a cabo necroscopias completas, también como se describe
mas arriba.

En la figura 1 se muestran los niveles de glucemia diaria media. Tras el implante, la normoglucemia (100-200 mg/dl)
se restaurd durante aproximadamente un mes en todas las ratas BB. Después de esto, se desarrolld hiperglucemia
moderada (200-400 mg/dl) en las ratas BB, y ésta persisti6 durante el resto del estudio. El desarrollo de
hiperglucemia moderada y el logro del peso corporal maximo se produjo contemporaneamente. El peso corporal
permanecié consistente, mientras que los niveles de glucemia fluctuaron entre 300-400 mg/dl durante el resto del
estudio. No se observaron diferencias en los niveles de glucemia diaria media entre los tres grupos de ratas que
recibieron macroperlas de Seakem Gold que contienen islotes, independientemente de la duracién del tiempo de
cultivo in vitro para las perlas.

Las ratas Wistar-Furth, en las que se indujo diabetes, también presentaron normoglucemia durante alrededor de un
mes, después de lo cual se observé una hiperglucemia moderada.

Se observo, mas arriba, que tuvo lugar un segundo implante en ratas BB 97 dias en el estudio. Este segundo
implante no impacto en los valores de glucemia diaria.

También se evalud el péptido C porcino, y se detectd en los 3 grupos de ratas BB. Durante los primeros 88 dias de
los experimentos, el nivel de péptido C porcino medio disminuy6 desde 0,6-0,9 ng/ml hasta 0,2-0,4 ng/ml. En el dia
116, tras el segundo implante, los niveles de péptido aumentaron hasta una media de 0,3-0,7 ng/ml, observandose
un incremento de 40 veces en el fluido peritoneal en la necroscopia.

Se llevaron a cabo procedimientos de exposicion a la glucosa a lo largo del periodo del estudio en todas las ratas
que habian recibido implantes de macroperlas que contienen islotes. No se observaron diferencias en la capacidad
de las macroperlas, cultivadas durante periodos de tiempo diferentes, para responder a la exposicion a la glucosa
tras el implante. Con mayor detalle, los niveles de glucemia de todas las ratas BB se duplicaron aproximadamente,
desde el valor inicial de 100-200 mg/dl. La vuelta a la glucemia del valor inicial se produjo en 120 minutos en 10 de
los 12 animales. Esta respuesta fue similar a la observada en animales Wistar-Furth normales.

Todos los animales del estudio se hicieron con el tiempo moderadamente hiperglucémicos, pero una exposicion a la
glucosa, en el dia 105 después del transplante, mostré una elevacion inicial en la glucemia, y después una vuelta a
la glucemia del valor inicial. A los 200 dias, tras el implante, s6lo hubo un ligero incremento en la glucemia del valor
inicial tras la administracion de glucosa, y después una vuelta a la glucemia del valor inicial.

Los resultados en estos estudios, cuando se comparan con el trabajo de Jain et al., en Transplantation, mas arriba,
muestran que las perlas de agarosa que contienen islotes, en las que la agarosa es Seakem Gold, fueron
inesperadamente mejores que las dadas a conocer por Jain et al. Por ejemplo, el 40% de los animales murieron
hacia el dia 200 en el informe de Jain et al., mientras que la tasa de mortalidad con las macroperlas de la invencion
fue cero. Ademas, los resultados logrados aqui se obtuvieron usando la mitad de las macroperlas dadas a conocer
por Jain et al. Ademas, en resultados no ampliados aqui, tras la necroscopia, se determinaron los niveles de
produccion de insulina de las macroperlas recuperadas, y fue sustancialmente mayor que el de las macroperlas
recuperadas tras la necroscopia, como se da a conocer por Jain et al.

EJEMPLO 8

Se llevaron a cabo experimentos para comparar la resistencia de las perlas de la invencioén frente a perlas obtenidas
y revestidas con agarosa FMC HGT(P).

En estos ensayos, se colocaron individualmente perlas en un dispositivo de compresién, que tiene una plancha
superior e inferior. La plancha superior se hizo mover hacia abajo, a una velocidad de 12 pulgadas por minuto (30,48
centimetros por minuto) y las perlas se comprimieron hasta que se rompieron. Se determind la fuerza de la
compresion (compresion maxima) en Ibf.

para HGT(P), la compresion maxima oscilé6 desde 0,714 Ibf hasta 3,183 Ibf, con una media de 1,958, y una
desviacién estandar de 0,5444. Para los productos de la invencién, el intervalo fue 2,322 Ibf a 6,418 Ibf, con una
media de 4,282, y una desviacion estandar de 1,096.

Claramente, las perlas de la invencion fueron mas resistentes que las de otras perlas revestidas con agarosa-
agarosa.

Los ejemplos anteriores describen diversas caracteristicas de la invencion, que se refieren a las macroperlas de
8
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agarosa que contienen células secretoras, revestidas con agarosa, en las que la agarosa usada es agarosa Seakem
Gold.

Como se expone aqui, el término “macroperla” se refiere a una estructura que es esencialmente esférica, con un
diametro desde alrededor de 4 hasta alrededor de 10-12 mm, lo mas preferible desde alrededor de 6 hasta alrededor
de 8 mm de diametro. La segunda capa de agarosa tiene preferiblemente un grosor de alrededor de 0,05 a
alrededor de 5 mm, mas preferiblemente un grosor de alrededor de 0,5 mm a alrededor de 5 mm, incluso mas
preferiblemente de alrededor de 1,0 a alrededor de 3 mm, y lo mas preferible un grosor de alrededor de 1,0 a
alrededor de 2,0 mm. La segunda capa de agarosa puede ser, aunque no es necesario, agarosa Seakem Gold.

“Macroperlas” se usa como una estructura preferida; sin embargo, cualquier estructura de agarosa soélida que
encapsule células secretoras, y esté revestida preferiblemente con una segunda capa de agarosa, es una
caracteristica de la invencion.

Las células secretoras pueden variar. Se puede encapsular cualquier célula u organulo que produzca un producto
secretor deseable. Los islotes, células cancerigenas, y células madre son ejemplos de los tipos de materiales que
pueden ser usados de esta manera. Cada perla puede contener un nimero variable de organulos celulares; para
islotes, por ejemplo, desde alrededor de 50 hasta alrededor de 5000 islotes, mas preferiblemente desde alrededor
de 100 hasta alrededor de 2500 islotes, incluso mas preferiblemente desde alrededor de 250 hasta alrededor de
1000, y lo mas preferible desde alrededor de 475 hasta alrededor de 550 islotes. Se prefiere muy especialmente
alrededor de 500 islotes.

Otros aspectos de la invencion seran claros para el experto, y no es necesario ampliarlos adicionalmente.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir una perla de agarosa que contiene células secretoras, revestida con agarosa, que
comprende:

(a) suspender células secretoras en una primera agarosa, en el que dicha primera agarosa tiene un
contenido de sulfato menor que 0,2% en peso pero mayor que cero, un contenido de piruvato de
0-0,1% en peso, un contenido de nitrogeno de 0-0,2% en peso, y forma un gel que tiene una
resistencia de gel a una concentracién de 1,0% en peso de al menos 1200 g/cmz, ausencia
sustancial de unién a ADN en tampodn de tris-acetato 0,7M o menos, y una electroendosmosis a
una concentracion de 1,0% en peso de 0,05 o menos,

(b) formar una perla a partir de dichas células secretoras suspendidas de la etapa (a),
(c) incubar dicha perla de la etapa (b) en aire humidificado, y
(d) revestir dicha perla de la etapa (c) con una segunda agarosa, para formar una perla de agarosa

que contiene células secretoras, revestida con agarosa.

2. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas hacer girar dicha perla de la etapa (c) en agarosa al 5%,
poner en contacto con aceite mineral dicha perla que se hizo girar, y lavar dicha perla que se hizo girar para formar
dicha perla de agarosa que contiene células secretoras, revestida con agarosa.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que las células secretoras son islotes.

4. El método de la reivindicacion 3, en el que dichos islotes son islotes seleccionados de un grupo que consiste en
islotes humanos, islotes bovinos e islotes porcinos.

5. El método de la reivindicacién 3, en el que dicha perla contiene de alrededor de 50 a alrededor de 5000 islotes,
preferiblemente de alrededor de 100 a alrededor de 2500 islotes, lo mas preferible alrededor de 475 a alrededor de
550 islotes.

6. El método de la reivindicacion 1, en el que dicha perla es una macroperla con un diametro de alrededor de 4 mm
a alrededor de 12 mm, preferiblemente de alrededor de 4 mm a alrededor de 10 mm, mas preferiblemente de
alrededor de 4 mm a alrededor de 8 mm, lo mas preferible de alrededor de 6 mm a alrededor de 8 mm.

7. El método de la reivindicacion 1, que comprende revestir dicha perla con una capa de agarosa de alrededor de
0,05 mm a alrededor de 5,0 mm, preferiblemente de alrededor de 1,00 mm a alrededor de 3,0 mm, lo mas preferible
de alrededor de 1,00 mm a alrededor de 2,0 mm.

8. Una perla de agarosa que contiene células secretoras, revestida con agarosa, en la que la agarosa de la perla de
agarosa que contiene células secretoras tiene un contenido de sulfato menor que 0,2% en peso pero mayor que
cero, un contenido de piruvato de 0-0,1% en peso, un contenido de nitrégeno de 0-0,2% en Peso, y forma un gel que
tiene una resistencia de gel a una concentracion de 1,0% en peso de al menos 1200 g/cm*®, ausencia sustancial de
union a ADN en tampon de tris-acetato 0,7M o menos, y una electroendosmosis a una concentracion de 1,0% en
peso de 0,05 o menos.

9. La perla de agarosa que contiene células secretoras revestida con agarosa de la reivindicacion 8, en la que dicha
perla contiene islotes.

10. La perla de agarosa que contiene células secretoras revestida de agarosa de la reivindicaciéon 9, en la que
dichos islotes son islotes seleccionados de un grupo que consiste en islotes humanos, islotes bovinos e islotes
porcinos.

11. La perla de agarosa que contiene células secretoras revestida con agarosa de la reivindicacion 9, que contiene
de alrededor de 50 a alrededor de 5000 islotes, preferiblemente de alrededor de 100 a alrededor de 2500 islotes, lo
mas preferible de alrededor de 475 a alrededor de 550 islotes.

12. La perla de agarosa que contiene células secretoras revestida con agarosa de la reivindicacion 9, que tiene un
diametro de alrededor de 4 mm a alrededor de 12 mm, preferiblemente de alrededor de 4 mm a alrededor de 10 mm,
mas preferiblemente de alrededor de 4 mm a alrededor de 8 mm, lo mas preferible de alrededor de 6 mm a
alrededor de 8 mm.

13. La perla de agarosa que contiene células secretoras revestida con agarosa de la reivindicaciéon 8, en la que
dicha perla esta revestida con una capa de agarosa de alrededor de 0,05 mm a alrededor de 5,0 mm,
preferiblemente de alrededor de 1,00 mm a alrededor de 3,0 mm, lo mas preferible de alrededor de 1,00 mm a
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alrededor de 2,0 mm.

14. Uso de las perlas de agarosa que contienen células secretoras revestidas con agarosa de la reivindicacion 8,
para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una afecciéon provocada por un funcionamiento
alterado de las células secretoras.

15. Uso segun la reivindicacion 14, en el que dicha afeccion es diabetes insulinodependiente.

16. Uso segun la reivindicacion 14, en el que dicha perla contiene islotes.

17. Uso segun la reivindicacion 16, en el que los islotes son islotes seleccionados de un grupo que consiste en
islotes humanos, islotes porcinos e islotes bovinos.

18. Uso segun la reivindicacion 14, en el que dichas perlas son para la colocacién en la cavidad intraperitoneal.
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