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DESCRIPCION
Dispositivo micronizado para el suministro de moléculas activas biolégicamente y método de uso del mismo
Campo del invento
El presente invento se refiere en términos generales al campo de la terapia con células encapsuladas.
Antecedentes del invento

Muchas/os condiciones clinicas, deficiencias y estados patoldgicos se pueden remediar o aliviar por suministro al
paciente de una o mas moléculas activas biolégicamente, producidas por células vivas, o por eliminacién desde el
paciente de factores perjudiciales que son metabolizados por células vivas. En muchos casos, estas moléculas
pueden restaurar o compensar el perjuicio o la pérdida de funcién de un érgano o tejido. Correspondientemente,
muchos investigadores han intentado reconstituir la funcién de un érgano o tejido mediante trasplante de los 6érganos
enteros, de tejidos de o6rganos, y/o de células, que proporcionan productos secretados o afectan a funciones
metabolicas. Sin embargo, mientras que un trasplante puede proporcionar unos beneficios espectaculares, éste esta
limitado en su aplicacién por el numero relativamente pequefio de los érganos que son apropiados y que estan
disponibles para el injerto. En general, a los pacientes de trasplantes se les debe de suprimir la inmunidad con el fin
de evitar un rechazo inmunoldgico del trasplante, lo cual da como resultado una pérdida de funcién del trasplante y
una eventual necrosis del tejido o de las células que se han trasplantado. Similarmente, en muchos casos el
trasplante debe de permanecer funcional durante un largo periodo de tiempo, incluso por el resto de la vida de un
paciente. Es a la vez indeseable y caro mantener a un paciente en un estado con inmunidad suprimida durante un
periodo de tiempo sustancial.

Existen un cierto numero de trastornos del ojo que amenazan a la visién, para los cuales se siguen necesitando
todavia unas buenas terapias adicionales. Un problema principal en el tratamiento de dichas enfermedades es la
incapacidad de suministrar agentes terapéuticos dentro del ojo y mantenerlos alli en unas concentraciones efectivas
terapéuticamente.

Muchos factores de crecimiento han mostrado ser prometedores en el tratamiento de una enfermedad ocular. Por
ejemplo, se ha mostrado que el BDNF y el CNTF deceleran la degeneracion de células ganglionares retinianas y
disminuyen la degeneracion de fotorreceptores en diversos modelos con animales. Véase, p.ej. Genetic Technology
News, volumen 13, n° 1 (Enero de 1993). Adicionalmente, se ha mostrado que un factor de crecimiento nervioso
aumenta la supervivencia de células ganglionares retinianas después de una diseccion del nervio éptico y se ha
mostrado también que éste favorece la recuperacion de neuronas retinianas después de una isquemia. Véase, p.€j.,
la cita de Siliprandi y colaboradores, Invest. Ophthalmol. & Vis. Sci., 34, paginas 3232-3245 (1993).

Una alternativa deseable a los procesos de trasplante es la implantacion de células o tejidos dentro de una barrera
fisica, que permitira la difusién de nutrientes, metabolitos y productos secretados, pero que bloqueara a los efectores
celulares y moleculares de un rechazo inmunoldgico. Se han explorado una diversidad de dispositivos de
macrocapsulas que protegen con respecto del sistema inmunolégico a los tejidos o a las células que producen un
producto seleccionado. Véanse, p.ej., la patente de los EE.UU. n°. 5.158.881; y los documentos de solicitudes de
patentes internacionales W092/03327; W091/00119; y WO093/00128. Estos dispositivos incluyen, por ejemplo,
camaras de difusion extravascular, camaras de difusién intravascular, camaras de ultrafiltracion intravascular, y la
implantacion de células microencapsuladas. Véase la cita de Scharp, D. W. y colaboradores, World J. Surg.,.8,
paginas 221-9 (1984). Véanse, p.ej., las citas de Lim y colaboradores, Science 210: 908-910 (1980); de Sun, A. M.,
Methods in Enzymology 137: 575-579 (1988); el documento WO 93/03901; y el documento patente de los EE.UU. n°.
5.002.661. Dichos dispositivos podrian aliviar la necesidad de mantener al paciente en un estado con inmunidad
suprimida. Sin embargo, ninguno de estos enfoques ha resultado ser satisfactorio para proporcionar una funcién de
trasplante a largo plazo. Sieving y colaboradores 2006, describen el suministro del CNTF por medio de implantes
intraoculares de células encapsuladas, saber las NT-501.

Por lo tanto, se necesitan unos métodos de suministrar unas cantidades apropiadas de sustancias necesarias, tales
como factores neurotréficos, factores anti-angiogénicos, factores anti-inflamatorios, enzimas, hormonas, otros
factores, o de proporcionar otras funciones metabdlicas necesarias al ojo durante un extenso periodo de tiempo.

Sumario del invento

El invento proporciona unos dispositivos micronizados para el suministro de una molécula activa biolégicamente al
ojo de acuerdo con la reivindicacion 1. Dichos dispositivos micronizados contienen una capsula que tiene un nucleo
que contiene entre aproximadamente 5x10? y 90x10° células vivas que producen una molécula activa
biolégicamente y una camisa biocompatible que rodea a dicho nucleo, en donde la camisa tiene un limite de corte de
pesos moleculares que permite la difusién de la molécula activa biolégicamente dentro del ojo. El dispositivo esta
configurado como un cilindro que tiene un didmetro externo comprendido entre 200 y 350 ym y una longitud
comprendida entre 0,5 y 6 mm. La dosificacion de la molécula activa bioldgicamente (BAM) que se difunde en el ojo,
esta situada entre 0,1 pg y 1.000 ng por ojo por paciente por dia. En diversas formas de realizacion, la dosificacion
de la BAM puede estar situada entre 0,1 pg y 500 ng por ojo por paciente por dia; entre 0,1 pg y 250 ng, entre 0,1 pg
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y 100 ng, entre 0,1 pg y 50 ng, entre 0,1 pg y 25 ng, entre 0,1 pg y 10 ng, o entre 0,1 pg y 5 ng por ojo por paciente
por dia.

En algunas formas de realizacion, el dispositivo micronizado puede tener una atadura adaptada para sujetar la
capsula a una estructura ocular. Por ejemplo, la atadura puede ser seleccionada entre un lazo, un disco y/o una
sutura. Dichas ataduras pueden estar hechas de un material con memoria de forma o de cualquier otro material de
calidad médica que sea conocido para los expertos en la especialidad.

La camisa de los dispositivos micronizados del invento puede ser la membrana aislante de inmunidad, selectiva en
cuanto a la permeacion. La camisa biocompatible puede ser producida a base de una membrana o bien de
ultrafiliracion o microporosa. Tipicamente, la camisa es producida a base de un material polimérico. Unos
apropiados materiales poliméricos incluyen, pero no se limitan a, los de poli(acrilonitrilo)-poli(cloruro de vinilo),
poli(acrilonitrilo), poli(metacrilato de metilo), poli(difluoruro de vinilo), poliolefinas, polisulfonas, poliimidas y/o
celulosas.

Los dispositivos micronizados del invento pueden ser implantados en el humor vitreo, en la sub capsula de Tenon, el
espacio periocular y/o la camara anterior.

Unas apropiadas moléculas activas bioldgicamente incluyen, pero no se limitan a factores anti-angiogénicos,
factores anti-inflamatorios, factores neurotréficos, factores de crecimiento, factores tréficos, anticuerpos y fragmentos
de anticuerpos, neurotransmisores, hormonas, citocinas y linfocinas. En algunas formas de realizacion, la molécula
activa biolégicamente es una citocina o una linfocina tal como TGFB, GDNF, NGF, CNTF, bFGF, aFGF, IL-13, IFN-{,
IFN-a, BDNF, LIF, NT-4, NTN, NT4/5, CT-1, LEDGF, Neublastin, Axokine, IL-23, RACVF, IL-10, alfa INF, IL-1Ra y/o
Remicade. En otras formas de realizacion, la molécula activa biolégicamente es un factor anti-angiogénico tal como
vasculostatina, angiostatina, endostatina, anti-integrinas, agentes inhibidores del factor de crecimiento endotelial
vascular (inhibidores del VEGF), factor plaquetario 4, heparinasa, moléculas de fijacion de bFGF, el receptor del
VEGEF Flt, el receptor del VEGF FIk, Lucentis, la trampa de VEGF, Tek A/Fc (inhibidor de ang1/ang2), 2xCon4 (C),
receptores del VEGF solubles y PEDF.

En otras formas de realizacion, por lo menos una adicional molécula activa biolégicamente es suministrada desde la
capsula al ojo. La(s) adicional(es) molécula(s) activa(s) biolégicamente puede(n) proceder de una fuente celular o de
una fuente no celular. Cuando la por lo menos una adicional molécula activa biolégicamente procede de una fuente
no celular, ella puede ser encapsulada en, dispersada dentro de, o unida a uno o0 mas componentes del dispositivo
micronizado. Por via de ejemplo no limitativo, la por lo menos una adicional molécula activa biolégicamente,
procedente de una fuente no celular, se puede seleccionar entre acidos nucleicos, fragmentos de acidos nucleicos,
péptidos, polipéptidos, compuestos miméticos de péptidos, hidratos de carbono, lipidos, moléculas organicas,
moléculas inorganicas, agentes terapéuticos y diversas combinaciones de los/las mismos/as. Unos apropiados
agentes terapéuticos incluyen, pero no se limitan a, farmacos anti-angiogénicos, farmacos anti-inflamatorios
esteroideos y no esteroideos, farmacos anti-mitéticos, farmacos anti-tumorales, farmacos anti-parasitarios,
reductores de la IOP (presién intraocular), farmacos de péptidos y otros farmacos con moléculas activas
biolégicamente, que han sido aprobados para el uso oftalmolégico.

Las células vivas contenidas dentro del nucleo de los dispositivos micronizados del invento pueden incluir células
productoras de insulina, células cromafines adrenales, células secretoras de anticuerpos, fibroblastos, astrocitos,
linajes de células Beta, células de Ovario de hamster chino (CHO) y/o células ARPE-19. Estas células pueden ser
alogeneicas y/o singeneicas.

El limite de corte de pesos moleculares de la camisa biocompatible del dispositivo micronizado del invento esta
situado entre 1 kD y 150 kD.

En algunas formas de realizacion, el nucleo del dispositivo micronizado tiene un volumen de menos que 0,5 ul. El
nucleo puede contener también una matriz filamentosa de soporte de células, no degradable sustancialmente, en
donde la matriz estd hecha de una pluralidad de monofilamentos, y en donde los monofilamentos o bien son
retorcidos para dar un hilo o son tejidos en telar para dar una malla o retorcidos para dar un hilo que esta en forma
de hebras no tejidas. Las células en el nicleo pueden ser distribuidas en la matriz filamentosa de soporte de células,
no degradable. Unas apropiadas matrices filamentosas de soporte de células incluyen, pero no se limitan a,
materiales biocompatibles seleccionados entre un polimero acrilico, un poliéster, un polietileno, un polipropileno, un
poli(acetonitrilo), un poli(tereftalato de etileno), un nylon, poliimidas, poliuretanos, un polibuéster (nombre que
designa a un copolimero de tereftalato de etileno y poli(tetrametilen éter glicol), seda, algodén, quitina, carbono y
metales biocompatibles.

El invento proporciona también unos métodos para suministrar una molécula activa biolégicamente al ojo
implantando por lo menos un dispositivo micronizado de acuerdo con el invento dentro del ojo o rodeando al ojo y
permitiendo que dicha molécula activa biolégicamente se difunda desde el dispositivo dentro del humor vitreo, del
humor acuoso o del espacio periocular. Opcionalmente, la implantacion se puede realizar usando una jeringa.

También se proporcionan unos métodos de tratar trastornos oftalmicos en pacientes que padecen de ellos, por
implantacion de uno o mas de los dispositivos micronizados del invento dentro de un ojo del paciente. Por ejemplo,
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el trastorno oftalmico que ha de ser tratado puede ser una enfermedad de degeneracion retiniana tal como una
retinopatia de prematuridad, un glaucoma, una formacién de cataratas, un retinoblastoma, una isquemia retinal, una
uveitis, una retinitis pigmentosa, formas de degeneracién macular himeda y seca relacionada con la edad, una
retinopatia diabética y/o una coroideremia.

El invento proporciona también el uso de los dispositivos micronizados del invento en la produccion de
medicamentos destinados al tratamiento de trastornos oftalmicos en un paciente que padece de ellos por
implantaciéon del dispositivo dentro de un ojo del paciente. Por ejemplo, el trastorno oftalmico puede ser una
enfermedad de degeneracion retiniana seleccionada entre una retinopatia de prematuridad, un glaucoma, una
formacion, de cataratas, un retinoblastoma, una isquemia retinal, una uveitis, una retinitis pigmentosa, formas de
degeneracion macular himeda y seca relacionada con la edad, una retinopatia diabética y/o una coroideremia.

A menos que se defina otra cosa distinta, todos los términos técnicos y cientificos que aqui se usan tienen los
mismos significados que corrientemente son entendidos por una persona con experiencia ordinaria en la
especialidad a la que este invento pertenece. Aunque unos métodos y materiales similares o equivalentes a los que
se han descrito aqui se pueden usar en la practica o en el ensayo del presente invento, se describen seguidamente
unos apropiados métodos y materiales. En el caso de un conflicto, la presente memoria descriptiva, incluyendo las
definiciones, controlara. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son solamente ilustrativos y no se pretende
que sean limitativos.

Otras caracteristicas y ventajas del invento resultaran evidentes a partir de la siguiente descripciéon detallada y las
siguientes reivindicaciones.

Breves descripciones de los dibujos

La Figura 1 es una serie de fotografias de dispositivos micronizados para ECT (terapia con células encapsuladas) y
los puntos de unién de suturas que se usan para facilitar una insercién quirdrgica y una union con la esclerética en el
ojo de un roedor. La Figura 1A muestra el suministro de un dispositivo a través de una aguja de calibre 30. La Figura
1B muestra el suministro del dispositivo usando una varilla de titanio canulado. La Figura 1C muestra una sutura 11-
0 empotrada dentro del extremo adhesivo del dispositivo micronizado.

La Figura 2 es un grafico que muestra la actividad metabdlica (CCK-8) de unos dispositivos que comparan diversos
materiales de andamiaje celular. Los resultados presentados indican que unas microesferas de poliestireno y un hilo
de PET eran unas buenas candidatas para una investigacion ulterior.

La Figura 3 es una serie de fotomicrografias que demuestran que se investigaron como membranas de
encapsulacion unos materiales tanto de polisulfonas (hidréfilos) como de poliimidas (hidréfobos). La Figura 3A
muestra que la unién de células a la pared interna de la membrana de poliimida da como resultado una eventual
muerte celular debida a una difusion restringida. En contraste con ello, la Figura 3B muestra que las membranas de
polisulfona crean una separacion de 10 + (o mas) micrometros entre la pared interna y la masa de células
encapsuladas, permitiendo de esta manera una difusion efectiva para mantener la viabilidad de las células.

La Figura 4 es un grafico que muestra la actividad metabdlica de unos dispositivos microencapsulados en el
transcurso de 2 semanas. Estos resultados indican que unos andamiajes revestidos con fibronectina favorecian la
union de células con microesferas. Ademas, un contenido aumentado de hilo puede también beneficiar al
crecimiento y a la actividad de las células.

La Figura 5 es un histograma que muestra la produccién de CNTF y el numero de células ensayadas por el ADN de
unas células contenidas dentro de los dispositivos micronizados. Estos resultados confirmaron las ventajas de usar
fibronectina con el fin de revestir las microesferas y demostraron que un aumento en la densidad de los hilos
beneficia al rendimiento de las células encapsuladas.

La Figura 6 es una serie de fotomicrografias que muestran la determinacion cualitativa de la viabilidad de células
microencapsuladas usando unas membranas de polisulfonas y o bien una matriz de microesferas revestidas con
fibronectina o una matriz de un andamiaje de PET. El panel A es una micrografia de una masa extrudida de un tejido
celular y de microesferas a continuacion de 2 semanas de encapsulacion. El panel B muestra la masa extrudida de
células, tefiida con calceina y etidio para visualizar las células vivas y muertas. Los paneles C (microesferas) y D
(hilo de PET) son unas secciones empotradas en material plastico, tefidas con DAPI y contratefiidas con
fluoresceina 12-dUPT para visualizar las células apoptéticas. Se observaron pocas células apoptéticas en cualquier
conjunto de dispositivos. Los paneles E (microesferas) y F (hilo de PET) muestran unas secciones de material
plastico tefiidas con hematoxilina y eosina. La viabilidad y la distribucién de las células eran buenas,
independientemente de la matriz investigada de células.

La Figura 7 es una fotografia que compara el tamafio de un dispositivo para ECT de primera generacién (1 mm x 6
mm) y un dispositivo para ECT micronizado (0,2 mm x 1 mm).

La Figura 8 es un grafico que muestra el suministro de dosis de CNTF antes del implante a partir de los dispositivos
para ECT de primera generacion y los micronizados.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2406716 T3

La Figura 9 es un grafico que muestra la liberacion de CNTF en alta dosis durante 18 meses en el humor vitreo de
un conejo (usando el dispositivo para ECT de primera generacion).

La Figura 10 es un grafico que muestra la liberacion de CNTF en baja dosis durante 18 meses en el humor vitreo de
un conejo (usando el dispositivo para ECT de primera generacion).

La Figura 11 es una serie de micrografias que muestran unas secciones histolégicas (H&E) (con un aumento de
10x) que comparan células encapsuladas después de unos periodos de tiempo de implantacion después de 2
semanas (Figura 11A), 12 meses (Figura 11B), y 18 meses (Figura 11C).

La Figura12 es un histograma que muestra el suministro de dosis de interleucina-10 (IL-10) a partir de dispositivos
para ECT micronizados.

La Figura 13 es una serie de fotomicrografias de secciones histolégicas que muestran la distribucién (Figura 13A) y
la viabilidad (Figura 13B) representativas de células productoras de IL-10 encapsuladas en el dispositivo
micronizado.

La Figura 14 es una serie de graficos que demuestran el rendimiento de dispositivos para ECT de primera
generacion y de dispositivos para ECT micronizados. La Figura 14A muestra los niveles de CNTF producidos in vitro
en el transcurso de 8 semanas. La Figura 14B muestra los resultados de unos experimentos en donde la actividad
metabdlica de células encapsuladas durante un periodo de tiempo de 8 semanas se cuantificé mediante un ensayo
redox de células (CCK-8). La Figura 14C muestra los niveles de CNTF en un dispositivo explante in vivo en unos
puntos de tiempo de 2 y 4 semanas. La Figura14 D muestra los niveles de CNTF en el humor vitreo y un explant
tanto a las 2 como a las 4 semanas.

La Figura 15A es una fotografia que demuestra la implantacién de un dispositivo micronizado usando una aguja de
calibre 23. La Figura 15B es una fotografia que muestra una incision de 30° en la superficie de la esclerdtica a través
de la parte plana (pars plana). La Figura 15C es una fotografia que muestra una retirada de la aguja que revela un
dispositivo insertado con sutura y aguja unidas. La Figura 15D es una fotografia que muestra un cierre de una Unica
sutura.

Descripcion detallada del invento

El presente invento se refiere a unos dispositivos micronizados biocompatibles, opcionalmente aislante de
inmunidad, para el suministro de una o mas moléculas activas biolégicamente (“BAMs” = acrénimo de Biologically
Active Molecules) al ojo. Mas particularmente, dichos dispositivos micronizados contienen un nucleo que contiene
células vivas, las cuales producen o secretan las BAMs, y una camisa biocompatible que rodea al nucleo, en donde
la camisa tiene un limite de corte de pesos moleculares (“MWCO” acrénimo de Molecular Weight Cut Off) que
permite la difusién de las BAMs dentro del ojo.

El invento se refiere ademas al suministro de las BAMs por via intraocular (p.ej. en la camara anterior y en el humor
vitreo) o por via periocular (p.ej. dentro de o por debajo de la capsula de Tenon), o por ambas vias. El invento se
puede usar también para proporcionar una liberacidon controlada y prolongada de moléculas activas biolégicamente,
que son efectivas para el tratamiento de diversos trastornos oftalmicos, de diversas enfermedades oftalmicas y/o de
enfermedades que tienen efectos oculares.

El uso de materiales poliméricos compatibles biolégicamente en la construccién de un dispositivo de encapsulacion
micronizado es critico para el éxito de una terapia con encapsulacion de células (“ECT”). Unos importantes
componentes del dispositivo de encapsulacién incluyen la membrana semipermeable circundante asi como la matriz
o el andamiaje interno de soporte de células.

Se produjeron unos dispositivos para ECT micronizados usando unas membranas de dialisis con un limite de corte
de pesos moleculares de 50 kDa, que tienen unos diametros de 200 micrometros y una longitud global del implante
de 1 milimetro. El volumen desplazado total de dichos dispositivos era menor que aproximadamente 0,5 microlitros
(por ejemplo, de aproximadamente 0,3 ml), lo que representa una reduccién del volumen de mas que 200 veces, en
comparacion con los actuales dispositivos para ECT clinicos para seres humanos (citados aqui como “los
dispositivos para ECT de primera generacion” y/o “los dispositivos de primera generacion”). Unas configuraciones de
dispositivos de implantacién para los dispositivos micronizados del invento se desarrollaron para facilitar la
introduccién y la unién con la esclerdética. (Véase la Figura 1).

Los expertos en la especialidad reconoceran que los términos “dispositivo(s) micronizado(s)”, “dispositivo(s) para
ECT micronizados”, “micro-dispositivo(s)” y “micro-dispositivos para ECT” y similares se usan de una manera
intercambiable para referirse a los dispositivos para la terapia con células encapsuladas del presente invento.

Se produjeron unas apropiadas membranas de los dispositivos usando o bien una polisulfona/poli(vinil pirrolidona) o
una poliimida. Diversas matrices de andamiaje celular fueron investigadas en cuanto a su capacidad de inducir la
union a células y el crecimiento de células y para mantener la viabilidad de las células. Las matrices de andamiaje
que fueron ensayadas incluian, por ejemplo, un alginato reticulado con CaCl, Matrigel, Purapeptide, y microesferas
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no degradables con y sin fibronectina. Ademas, se investigé también la encapsulacion usando una matriz de hilos
monofilamentosos de PET. Se evaluaron diversas combinaciones de membranas y de andamiajes y éstas se
compararon con unos dispositivos encapsulados con células epiteliales pigmentadas de retina (ARPE-19) humanas
manipuladas por ingenieria genética, que producen o bien CNTF o IL-10. La secrecién de proteinas en el transcurso
del periodo de tiempo de evaluacion in vitro se cuantificé por un ELISA. La viabilidad de las células encapsuladas se
evalud usando un ensayo de ADN para determinar el niumero total de células, la actividad metabdlica se evalu6
usando un ensayo redox, una marcacion fluorescente del nucleo de células vivas, una citohistoquimica apoptoética y
un examen histoldgico de dispositivos seccionados. Adicionalmente, diversos dispositivos micronizados fueron
implantados en el humor vitreo de roedores y evaluados clinicamente.

Como se muestra en la Figura 2, el uso de matrices de hidrogel no permite una adecuada viabilidad de las células a
continuacién de un escrutinio inicial de dispositivos micronizados. Adicionalmente, los conjuntos de dispositivos de
poliimida dieron como resultado una mala viabilidad en comparacion con los conjuntos con una polisulfona (“PS”).
(Véase la Figura 3). Sin embargo, unas membranas de polisulfona/poli(vinil pirrolidona) usando o bien microesferas
de poliestireno (“microesferas de PS”) revestidas con fibronectina o un hilo de PET como un andamiaje celular
dieron como resultado unos niveles constantes de produccion de proteinas en el curso de un periodo de tiempo de
evaluacion de un mes. Las células encapsuladas dentro tanto de las microesferas de PS como de los conjuntos con
PET de dispositivos micronizados permanecieron sanas sin ninguna evidencia de necrosis o de apoptosis. (Véanse
las Figuras 4-6). Ademas un suministro de efecto de dosis de IL-10 y CNTF se consiguié usando dispositivos
micronizados con una matriz de hilo de PET. (Véase la Tabla 1).

Tabla 1. Resultados de la produccidon de IL-10 y CNTF en dispositivos micronizados disefiados usando una
matriz de hilos de PET

Conjunto de dispositivos IL-10 (pg/dispositivo/24 horas) CNTF (pg/dispositivo/24 horas)

De alta dosis 156 + 32 2,0+0,7
De baja dosis 11+ 11 0.3+01
Ensayo t (Cl de 95 %) P < 0,001 P < 0,001

La evaluacion clinica de unos dispositivos micronizados implantados dentro del humor vitreo de ratones mostré que
estos dispositivos permanecian en una posicion fija y evitaban un contacto con el cristalino grande de una rata.
Ademas no se informaron hallazgos desfavorables durante el curso del periodo de tiempo de seguimiento durante
un mes. Basandose en estos experimentos iniciales, parece ser que son posibles la produccién y el mantenimiento
de dispositivos para ECT micronizados capaces de producir unos niveles constantes mantenidos de una proteina y
que estos dispositivos eran bien tolerados en el humor vitreo de un roedor.

Como se usan aqui, los términos “individuo” o “individuo receptor” o “anfitrién” se refieren a un individuo humano o
animal.

Una “molécula activa biolégicamente” (“‘BAM”) es una substancia que es capaz de ejercer un efecto biolégicamente
util sobre el cuerpo de un individuo en el que se ha implantado un dispositivo micronizado del presente invento.
Como se usa aqui, una BAM es una molécula que puede ejercer su actividad bioldgica dentro de la célula en la que
ha sido producida o puede ser expresada sobre la superficie celular y efectuar las interacciones de las células con
otras células o moléculas activas biolégicamente (p.ej., un receptor de neurotransmisores o una molécula de
adhesion a células) o puede ser liberada o secretada desde la célula en la que ha sido producida y ejercer su efecto
sobre una célula diana separada (p.ej., un neurotransmisor, una hormona, un factor de crecimiento, un receptor
soluble, un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, un factor anti-angiogénico o una citocina). Una BAM es cualquier
agente, tal como un virus, una proteina, un péptido, un aminoacido, un lipido, un hidrato de carbono, un &cido
nucleico, un nucleétido, un farmaco, un pro-farmaco u otra sustancia que puede tener un efecto sobre las células,
independientemente de que dicho efecto sea perjudicial, beneficioso o de otro tipo. Las BAMs que son beneficiosas
para células del sistema nervioso son unos “agentes neuroldgicos”, que es un término que abarca cualquier
sustancia activa biolégica o farmacéuticamente que puede probar ser Util potencialmente para la proliferacion, la
diferenciacion, o el funcionamiento del CNS (sistema nervioso central) o células oculares o el tratamiento de una
enfermedad o un trastorno neuroldgica/o o oftalmolégica/o. Por ejemplo, el término puede abarcar ciertos
neurotransmisores, receptores de neurotransmisores, factores de crecimiento, receptores de factores de
crecimiento, receptores solubles, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, factores anti-angiogénicos y otros
similares, asi como las enzimas usadas en la sintesis de estos agentes.

Los términos “capsula”, “dispositivo” y “vehiculo” se usan aqui de una manera intercambiable para referirse a los
dispositivos para ECT del invento.

A menos que se especifique otra cosa distinta, el término “células” significa unas células en cualquier forma,
incluyendo, pero sin limitarse a, células retenidas en un tejido, racimos de células y células aisladas individualmente.
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Como se usa aqui, una “capsula biocompatible” o un “dispositivo biocompatible” o un “vehiculo biocompatible”
significa que la capsula o el dispositivo o el vehiculo, después de una implantaciéon en un individuo, no provoca una
respuesta perjudicial del anfitrion que sea suficiente para dar como resultado el rechazo de la capsula o hacerla
inoperante, por ejemplo mediante una degradacion.

Como se usa aqui, una “capsula aislante de inmunidad” o un “dispositivo aislante de inmunidad” o un vehiculo
aislante de inmunidad” significa que la capsula, después de su implantaciéon en un individuo, reduce al minimo los
efectos perjudiciales del sistema inmunolégico del anfitrion sobre las células presentes dentro de su nucleo.

Como se usa en el presente contexto, “una expresion estable a largo plazo de una molécula activa biolégicamente”
significa la produccion continuada de una molécula activa biolégicamente en un nivel suficiente para mantener su util
actividad biolégica durante unos periodos de tiempo mayores que un mes, preferiblemente mayores que tres meses,
de manera sumamente preferible mayores que seis meses. Unos implantes de los dispositivos micronizados y su
contenido son capaces de retener su funcionalidad in vivo durante mas de tres meses y en muchos casos durante
mas de un afio. Se ha mostrado que los dispositivos para ECT de primera generacién son capaces de retener su
funcionalidad durante por lo menos 18 meses. Correspondientemente, se cree que los dispositivos micronizados del
presente invento seran capaces de mantener su viabilidad y su produccion in vivo durante unos periodos de tiempo
iguales o mas largos. Ademas, los dispositivos del actual invento se pueden preparar con tamafo suficiente para
suministrar una dosis terapéutica entera de una sustancia procedente de un Unico o solamente de unos pocos (es
decir, menos de aproximadamente 50) dispositivo(s) implantado(s) y facilmente recuperable(s).

La naturaleza “semipermeable” de la membrana de camisa que rodea al nlcleo permite que unas moléculas
producidas por las células (p.ej., metabolitos, nutrientes y/o sustancias terapéuticas) se difundan desde el dispositivo
dentro del tejido ocular circundante del anfitrién, pero es lo suficientemente impermeable como para proteger a las
células presentes en el nucleo con respecto de un ataque inmunoldgico perjudicial por el anfitrion.

El ndcleo del vehiculo aislante de inmunidad se construye para proporcionar un entorno local apropiado para la
vitalidad y la funcién continuadas de células particulares aisladas dentro de él. El ndcleo puede contener un
andamiaje o un medio liquido suficiente para mantener a las células.

El nucleo de los dispositivos micronizados del invento puede funcionar como un reservorio o depdsito para factores
de crecimiento (p.ej., prolactina, o el factor de crecimiento similar a la insulina 2), sustancias reguladoras del
crecimiento tales como el factor de crecimiento transformante § (TGF-B) o la proteina del gen del retinoblastoma o
agentes intensificadores del transporte de nutrientes (p.ej., perfluorocarbonos, que pueden aumentar la
concentracion de oxigeno disuelto en el nucleo). Ciertas de estas sustancias son apropiadas también para su
inclusion en medios liquidos.

Ademas, los presentes dispositivos se pueden usar también como un reservorio o depdsito para el suministro
controlado de farmacos o agentes bioterapéuticos necesarios. En dichos casos, el nucleo contiene una alta
concentracion del farmaco o agente bioterapéutico seleccionado (a solas o en combinacién con células o tejidos).
Ademas, se pueden implantar también dentro de un individuo receptor unos vehiculos satélites que contienen unas
sustancias que preparan o crean un entorno hospitalario en la zona del cuerpo en la que ha sido implantado un
dispositivo micronizado de acuerdo con el invento. En dichos casos, los dispositivos que contienen células aisladas
en cuanto a la inmunidad son implantados en la regién juntamente con unos vehiculos satélites que liberan unas
cantidades controladas de, por ejemplo, una sustancia que modula en sentido descendente o inhibe una respuesta
inflamatoria procedente del individuo receptor (p.ej., esteroides anti-inflamatorios) o una sustancia que estimula el
crecimiento hacia adentro de lechos capilares (p.ej., un factor anti-angiogénico).

La region circundante o periférica (camisa) que rodea al nucleo de los presentes dispositivos micronizados puede
ser selectiva en cuanto a la permeabilidad, biocompatible y/o aislante de inmunidad. Esta se produce de una manera
tal que esta libre de células aisladas y rodea por completo (es decir, aisla) al nucleo, impidiendo de esta manera un
contacto entre cualesquiera células presentes en el nucleo y el cuerpo del individuo receptor. Unas membranas de
fibras huecas semipermeables y biocompatibles, y unos métodos para producirlas, se describen en las patentes de
los EE.UU. n° 5.284.761 y 5.158.881 (véase también el documento WO 95/05452). Por ejemplo, la camisa de una
capsula se puede formar a partir de una fibra hueca de poli(éter sulfona), tal como las que se describen en las
patentes de los EE.UU. n°s 4.976.859 y 4.968.733, y 5.762.798.

Para ser selectiva en cuanto a la permeabilidad, la camisa es formada de una manera tal que tenga un intervalo de
limite de corte de pesos moleculares (“MWCO”) que sea apropiado tanto para el tipo como para la extensiéon de una
reaccion inmunolégica que se prevé que se ha de encontrar después de que haya sido implantado el dispositivo
como para el tamafio molecular de la sustancia mas grande, cuyo paso dentro y fuera del dispositivo dentro del ojo
sea deseable. El tipo y la extension de los ataques inmunoldgicos, que pueden ser montados por el individuo
receptor después de una implantacion después del dispositivo. dependen en parte del o de los tipo(s) del resto
aislado dentro de él y en parte de la identidad del individuo receptor (es decir de cuan estrechamente el individuo
receptor esta relacionado genéticamente con la fuente de la BAM). Cuando el tejido o las células implantado/as
es/son alogeneico/as para el individuo receptor, el rechazo inmunolégico puede continuar ampliamente por medio de
un ataque mediado por células por las células inmunes del individuo receptor contra las células implantadas. Cuando
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el tejido o las células es/son xenogeneico/as para el individuo receptor, puede predominar el ataque molecular a
través del ensamble del complejo de ataque del complemento citolitico del individuo receptor, al igual que la
interaccion de anticuerpos con el complemento.

La camisa permite el paso dentro del ojo de unas sustancias que llegan hasta un tamafo previamente determinado,
pero impide el paso de sustancias mayores. Mas especificamente, la region circundante o periférica es producida de
una manera tal que tenga unos poros o espacios vacios con un intervalo previamente determinado de tamafios, v,
como resultado, el dispositivo es selectivo en cuanto a la permeabilidad. EI MWCO de la camisa circundante debe
de ser lo suficientemente bajo como para impedir el acceso de las sustancias de las que se requiere que realicen
ataques inmunoldgicos para el nucleo, pero todavia lo suficientemente alto como para permitir el suministro de la
BAM al ojo del individuo receptor. Preferiblemente el MWCO de la camisa biocompatible de los dispositivos
micronizados del presente invento es de desde 1 kD hasta 150 kD.

Tal como se usa en el presente contexto con respecto a la camisa del dispositivo, el término “biocompatible” se
refiere colectivamente tanto al dispositivo como a su contenido. Especificamente, se refiere a la capacidad del
dispositivo micronizado intacto implantado y de su contenido para evitar los efectos perjudiciales de los diversos
sistemas protectores del cuerpo y para permanecer funcional durante un periodo de tiempo significativo. Como se
usa en el presente contexto, el término “sistemas protectores” se refiere a los tipos de ataques inmunoldgicos que
pueden ser montados por el sistema inmunoldgico de un individuo en el que se ha implantado el presente vehiculo, y
a otros mecanismos de rechazo, tales como la respuesta fibrética, la respuesta de cuerpos extrafios y otros tipos de
respuestas inflamatorias que pueden ser inducidas por la presencia de un objeto extrafio en el cuerpo del individuo.
Ademas de la evitacion de respuestas protectoras desde el sistema inmunolédgico o de una respuesta fibrética de
cuerpos extrafios, el término “biocompatible”, tal como se usa en el presente contexto, implica también que no sean
causados efectos citotdxicos o sistémicos indeseables especificos por el vehiculo y su contenido, tales como los que
interferirian con el funcionamiento deseado del vehiculo o su contenido.

La superficie externa del dispositivo micronizado se puede seleccionar o disefiar de una manera tal que sea
apropiada particularmente para la implantacion en un sitio seleccionado. Por ejemplo, la superficie externa puede ser
lisa, punteada o aspera, dependiendo de que si es deseable una unién mediante células del tejido circundante. La
forma o configuracion se puede seleccionar o disefiar también para que sea particularmente apropiada para el sitio
de implantacion escogido.

La biocompatibilidad de la region circundante o periférica (camisa) del dispositivo micronizado es producida por una
combinacion de factores. Son importantes para la biocompatibilidad y la funcionalidad continuadas la morfologia del
dispositivo, la hidrofobicidad y la ausencia de sustancias indeseables o bien sobre la superficie de, o bien lixiviables
a partir de, el dispositivo propiamente dicho. Asi, se evitan superficies en forma de cepillo, pliegues, intercapas u
otras conformaciones o estructuras que provocan una respuesta de cuerpos extrafos. Ademas, los materiales que
forman el dispositivo son lo suficientemente puros como para asegurar que unas sustancias indeseadas no se
separen por lixiviacion desde los materiales del dispositivo, propiamente dichos. Adicionalmente, a continuacion de
la preparacion de un dispositivo, se evita el tratamiento de la superficie externa del dispositivo con unos fluidos o
materiales (p.ej. un suero) que se pueden adherir a, o pueden ser absorbidos por, el dispositivo, y
subsiguientemente perjudican a la biocompatibilidad del dispositivo.

En primer lugar, los materiales usados para formar la camisa del dispositivo son unas sustancias que se seleccionan
basandose en su capacidad para ser compatibles con, y aceptadas por, los tejidos del individuo receptor del
dispositivo micronizado implantado. Se usan unas sustancias que no son perjudiciales para el individuo receptor ni
para las células aisladas. Unas sustancias preferidas incluyen unos materiales poliméricos, a saber unos polimeros
termoplasticos. Unas sustancias poliméricas termoplasticas particularmente preferidas son las que son
modestamente hidréfobas, es decir las que tienen un parametro de solubilidad, tal como se define en la cita de
Brandrup J. y colaboradores Polymer Handbook 32 edicion, John Wiley & Sons, NY (1989), comprendido entre 8 y
15, o mas preferiblemente, entre 9 y 14 (Joules/ms)yz. Las sustancias poliméricas se escogen para que tengan un
parametro de solubilidad suficientemente bajo, de manera tal que ellas sean solubles en disolventes organicos, y
todavia suficientemente alto, de manera tal que ellas se dividiran para formar una membrana apropiada. Dichas
sustancias poliméricas deberian estar sustancialmente exentas de restos nucledfilos inestables y ser altamente
resistentes a los agentes oxidantes y a las enzimas, incluso en la ausencia de agentes estabilizadores. Debe
también ser considerado el periodo de permanencia in vivo que se contemple para el vehiculo particular: se deben
de escoger unas sustancias que sean adecuadamente estables cuando sean expuestas a condiciones y estreses
fisiolégicas/os. Se conocen muchos materiales termoplasticos que son suficientemente estables, incluso durante
extensos periodos de tiempo de permanencia in vivo, tales como unos periodos de tiempo superiores a uno o dos
afos. Ejemplos de materiales estables incluyen, pero no se limitan a, los de poli(acrilonitrilo)/poli(cloruro de vinilo)
(“PAN/PVC” o “material termoplastico”), poli(acrilonitrilo), poli(metacrilato de metilo), poli(difluoruro de vinilo),
poliolefinas, polisulfonas, poliimidas y/o celulosas.

La eleccion de los materiales usados para construir el dispositivo es determinada por un cierto numero de factores,
como los que se describen con detalle en el documento WO 92/19195 de Dionne. Dicho brevemente, se pueden
usar diversos/as polimeros y mezclas preparadas de polimeros para producir la camisa de una capsula. Las
membranas poliméricas que forman el dispositivo y las superficies de crecimiento en ellas pueden incluir unos
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poliacrilatos, (incluyendo copolimeros acrilicos), polivinilidenos, copolimeros de poli(cloruro de vinilo), poliuretanos,
poliestirenos, poliamidas, acetatos de celulosa, nitratos de celulosa, polisulfonas, polifosfazenos, poli(acrilonitrilos),
un poli(acrilonitrilo/co-cloruro de vinilo) asi como derivados, copolimeros y mezclas de ellos.

Una preferida soluciéon para el moldeo por colada de membranas comprende o bien una polisulfona disuelta en el
disolvente miscible con agua dimetil-acetamida (DMACSO) o una poli(éter-sulfona) disuelta en el disolvente miscible
con agua butirolactona. Esta solucidon para el moldeo por colada puede comprender opcionalmente unos aditivos
hidréfilos o hidréfobos que afectan a las caracteristicas de permeabilidad de la membrana acabada. Un aditivo
hidréfilo preferido para la polisulfona o poli(éter-sulfona) es una poli(vinil-pirrolidona) (PVP). Otros polimeros
apropiados comprenden un poli(acrilonitrilo) (PAN), un poli(metacrilato de metilo) (PMMA), un poli(difluoruro de
vinilo) (PVDF), un poli(éxido de etileno), unas poliolefinas (p.ej., un poli(isobutileno) o un poli(propileno)), un
copolimero de poli(acrilonitrilo)/poli(cloruro de vinilo) (PAN/PVC), y/o unos derivados de celulosa (p.ej. acetato de
celulosa o butirato de celulosa). Unos disolventes miscibles con agua compatibles para estos y otros polimeros y
copolimeros apropiados se encuentran en las ensefianzas de la patente de los EE.UU. n° 3.615.024.

En segundo lugar, las sustancias usadas en la preparacion de la camisa biocompatible del dispositivo o bien son
unas sustancias exentas de materiales pirogénicos lixiviables o perjudiciales por otro motivo, irritantes o
inmunogénicas o son purificadas exhaustivamente para eliminar dichas sustancias perjudiciales. Después de esto, y
a lo largo de la produccion y del mantenimiento del dispositivo antes de la implantacion, se tiene un gran cuidado de
impedir la adulteracion o la contaminacion del dispositivo o de la camisa con unas sustancias que podrian afectar
desfavorablemente a su biocompatibilidad.

En tercer lugar, la configuracién exterior del dispositivo, incluyendo su textura, esta conformada de una manera tal
que ella proporciona una interfase optima con el ojo del individuo receptor después de una implantacién. Se ha
encontrado también que ciertas geometrias del dispositivo provocan especificamente respuestas fibréticas de
cuerpos extrafios, y deberian ser evitadas. Por lo tanto, los dispositivos no deberian contener unas estructuras que
tengan intercapas, tales como unas superficies en forma de cepillos o pliegues. En general, las superficies de
vehiculos o bordes oponentes o bien procedentes de los mismos vehiculos u otros adyacentes deberian estar a una
distancia de por lo menos 1 mm, preferiblemente mayor que 2 mm y de modo sumamente preferible mayor que 5
mm. Unas formas de realizacidon preferidas incluyen unos cilindros que tienen un diametro externo comprendido
entre aproximadamente 200 y 350 ym y una longitud comprendida entre aproximadamente 0,5 y 6 mm.
Preferiblemente, los nucleos del dispositivo micronizado del invento tienen un volumen de menos que 0,5 pl (p.€j., de
aproximadamente 0,3 pl).

La camisa circundante de los dispositivos micronizados biocompatibles puede incluir opcionalmente unas sustancias
que disminuyan o disuadan unas respuestas inflamatorias locales para el vehiculo implantado y/o generen o
fomenten un entorno local apropiado para las células o los tejidos que se han implantado. Por ejemplo, se podrian
incluir unos anticuerpos para uno o mas mediadores de la respuesta inmunitaria. Se pueden incluir en la solucion
precursora de la matriz unos anticuerpos potencialmente Utiles disponibles, tales como anticuerpos para las
linfocinas factor de necrosis tumoral (TNF), y para interferones (IFN). Similarmente, se puede incluir un esteroide
anti-inflamatorio. (Véanse las citas de Christenson, L. y colaboradores, J. Biomed. Mat. Res., 23, paginas 705-718
(1989); y Christenson, L., tesis de doctorado, Universidad de Brown, 1989. Alternativamente, se puede incluir una
sustancia que estimule una angiogénesis (crecimiento hacia adentro de lechos capilares).

En algunas formas de realizacion, la camisa del presente dispositivo micronizado es aislante de inmunidad. Es decir,
protege a las células en el nucleo del dispositivo con respecto del sistema inmunoldgico del individuo en el que ha
sido implantado el dispositivo. Lo hace asi (1) impidiendo que unas sustancias perjudiciales del cuerpo del individuo
entren en el nucleo, (2) reduciendo al minimo el contacto entre el individuo y unos materiales inflamatorios,
antigénicos o perjudiciales por otro motivo, que puedan estar presentes en el nucleo y (3) proporcionando una
barrera espacial y fisica suficiente para impedir un contacto inmunoldgico entre el resto aislado y las partes
perjudiciales del sistema inmunolégico del individuo.

La camisa externa puede ser o bien una membrana de ultrafiltracién o una membrana microporosa. Los expertos en
la especialidad reconoceran que las membranas de ultrafiltracion son las que tienen un intervalo de tamafos de
poros de desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 100 nandmetros, mientras que una membrana
microporosa tiene un intervalo comprendido entre aproximadamente 0,05 y aproximadamente 10 micrometros. El
espesor de la barrera fisica puede variar, pero siempre sera lo suficientemente grueso como para impedir un
contacto directo entre las células y/o las sustancias por cualquiera de los lados de la barrera. El espesor de esta
region generalmente varia entre 5 y 200 micrémetros; se prefieren unos espesores de 10 a 100 micrometros, y se
prefieren particularmente unos espesores de 20 a 50 o de 20 a 75 micrometros. Los tipos de ataque inmunolégico
que se puede evitar o reducir al minimo por el uso del presente dispositivo incluyen un ataque por macrofagos,
neutrofilos, respuestas inmunitarias de células (p.ej. una citdlisis mediada por células asesinas naturales y por
células T de modo dependiente de anticuerpos (ADCC = acrénimo de Antigen Dependent T Cell mediated Citolysis)),
y una respuesta humoral (p.ej. una citélisis mediada por el complemento, dependiente de anticuerpos).

El tipo y la extension de una respuesta inmunoldgica por el individuo receptor al dispositivo implantado se
influenciaran por la relacion del individuo receptor con las células aisladas dentro del nucleo. Por ejemplo, si el
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nucleo contiene células singeneicas, éstas no causaran una reaccién inmunoldgica vigorosa, a menos que el
individuo receptor padezca de una autoinmunidad con respecto al tipo particular de célula o tejido dentro del
dispositivo. Unas células o tejidos singeneicas/os estan raramente disponibles. En muchos casos, pueden estar
disponibles células o tejidos alogeneicas/os o xenogeneicas/os (p.ej. procedentes de donantes de la misma especie
que, o procedentes de una especie diferente de, la del individuo receptor posible). El uso de dispositivos aislantes de
inmunidad permite la implantacion de células o tejidos alogeneicas/os o xenogeneicas/os, sin ninguna necesidad
concomitante de suprimir la inmunidad del individuo receptor. El uso de unas capsulas aislantes de inmunidad
permite también el uso de células no emparejadas (alograficas). Por lo tanto, el presente dispositivo hace posible
tratar a muchos mas individuos que los que pueden ser tratados por técnicas convencionales de trasplante.

Se espera que el tipo y el vigor de una respuesta inmunitaria a un tejido xenoinjertado difiera de la respuesta
encontrada cuando un tejido singeneico o alogeneico se implanta dentro de un individuo receptor. Este rechazo
puede efectuarse principalmente por un ataque mediado por células, o por un ataque mediado por el complemento.
La exclusién de IgG desde el nacleo del individuo no es la piedra de toque de una proteccién inmunitaria, a causa de
que en la mayor parte de los casos la IgG a solas es insuficiente para producir una citélisis de las células o los
tejidos dianas. Usando unos dispositivos micronizados aislantes de inmunidad, es posible suministrar unos
productos de alto peso molecular necesarios o proporcionar unas funciones metabdlicas que pertenezcan a
sustancias de alto peso molecular, con la condicién de que unas sustancias criticas que son necesarias para la
mediacion de un ataque inmunolégico sean excluidas desde la capsula aislante de inmunidad. Estas sustancias
pueden comprender el componente complejo de ataque por el complemento, Clg, o pueden comprender células
fagociticas o citotdxicas. El uso de capsulas aislantes de inmunidad proporciona una barrera protectora entre estas
sustancias perjudiciales y las células aisladas.

En dispositivos anteriores, el nucleo y la camisa eran enlazados a través de unos enlaces ionicos entre polimeros
cargados con signos opuestos, de una de dos maneras. Por ejemplo, los dispositivos de Rha (patente de los EE.UU.
n° 4.744. 933) eran construidos de un material de nucleo interno cargado con un signo y de un material de camisa
externa con la carga de signo opuesto. Similarmente los dispositivos de Lim y Sun (patentes de los EE.UU. n°s:
4.352.833 y 4.409.331) incluian una capa intermedia de una poli-L-lisina (PLL), que esta cargada positivamente,
para enlazar el nucleo cargado negativamente con el material de la camisa cargado negativamente. La eliminacion
de una capa de PLL es ventajosa por el hecho de que se cree que una PLL es fibrogénica en el anfitrion. Una PLL
puede tener también unos efectos indeseados de crecimiento para algunas células. También la camisa del
dispositivo del invento puede ser controlada en cuanto a selectividad de permeacién mejor que las producidas con
una PLL.

Los dispositivos micronizados del presente invento se distinguen con respecto de las microcapsulas de Rha, Lim, y
Sun (Rha, C. K. y colaboradores, patente de los EE.UU. n°. 4.744.933; Sun, A. M., Methods in Enzymology 137,
paginas 575-579 (1988)) por (1) la completa exclusiéon de células desde la capa externa del dispositivo, y (2) el
espesor de la capa externa del dispositivo. Ambas cualidades contribuyen al aislamiento de la inmunidad de células
encapsuladas en el presente invento. Las microcapsulas de Rha eran formadas por interaccién iénica de una
solucién del nucleo iénico con un polimero i6nico con una carga de signo opuesto. Las microcapsulas de Lim y Sun
eran formadas enlazando una camisa de hidrogel externa con el nicleo a través de una capa intermedia de poli(L-
lisina) (PLL). En las microcapsulas de Lim y Sun, la capa intermedia de PLL no era lo suficientemente gruesa como
para garantizar que algunas porciones de las células encapsuladas no penetren a través y mas alla de la capa. Las
células que penetran en la capa de PLL son unas dianas potenciales para una respuesta inmunitaria.

Mas aun, en las microcapsulas de Rha, Lim y Sun, puesto que la identidad quimica de la sustancia interna es
dictada o bien por la eleccién de la capa externa, o PLL, esta limitada grandemente la capacidad de hacer variar las
condiciones de crecimiento en el interior de estas capsulas. Puesto que hay con frecuencia unas condiciones
especificas de crecimiento que necesitan cumplirse con el fin de encapsular satisfactoriamente unos tipos
especificos de células, estas capsulas tienen generalmente una utilidad limitada o requieren una considerable
experimentacion para establecer unas apropiadas capas externas para una sustancia interna dada.

Por lo tanto, las microcapsulas de Rha, Lim y Sun tienen un mayor potencial de incompatibilidad bioldgica,
fibrogénesis y deterioro del vehiculo que los dispositivos micronizados del presente invento. Se conoce una
diversidad de sistemas bioldgicos que interactian con y degradan a los enlaces ionicos requeridos para la integridad
de las microcapsulas. Una PLL despierta unas reacciones desfavorables de ciertos tejidos a la capsula. De modo
sumamente notable, esta es una respuesta fibrética, Por lo tanto, si hay cualquier rotura en la capa externa, si ésta
no tiene espesor suficiente, si la capa de PLL comienza a degradarse, y/o si unas células encapsuladas estan
atrapadas dentro de la capa externa suficientemente cerca de su superficie externa, la microcapsula puede
desencadenar una respuesta fibrética. El término “fibrogénico” se usa aqui como referencia a capsulas o materiales
que provocan una respuesta fibrética en el sitio de implantacion.

Ademas, los dispositivos micronizados del presente invento se distinguen también con respecto de las
microcapsulas (véanse Sun, A. M., supra; y la patente de los EE.UU. n°® 4.744.933 de Rha) por la capacidad de los
dispositivos micronizados para contener entre 5x10? y 90x10° células y mantenerlas en una condicién viable. En
contraste, las microcapsulas de la técnica anterior contienen tipicamente hasta alrededor de 500 células por capsula.
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Los dispositivos aqui descritos deben de proporcionar, en por lo menos una dimensién, una proximidad
suficientemente estrecha de cualesquiera células aisladas en el nucleo a los tejidos circundantes del ojo del
individuo receptor para mantener la viabilidad y la funcién de las células aisladas. Sin embargo, las limitaciones de
difusién de los materiales usados para formar el dispositivo no prescriben solamente en todos los casos sus limites
de configuracién. Se pueden usar ciertos aditivos que alteran o aumentan las propiedades de difusién, o las
propiedades de transporte de nutrientes o de oxigeno del vehiculo basico. Por ejemplo, el medio interno del nucleo
puede ser suplementado con perfluorocarbonos saturados con oxigeno, reduciendo de esta manera las necesidades
de un contacto inmediato con el oxigeno llevado por la sangre. Esto permitira a las células o a los tejidos aisladas/os
permanecer viables, mientras que, por ejemplo, se libera un gradiente de angiotensina desde el vehiculo hacia
dentro de los tejidos circundantes, estimulando el crecimiento hacia adentro de unos capilares. Las referencias y los
métodos para el uso de perfluorocarbonos se dan por Faithful, N. S. Anaesthesia, 42, paginas. 234-242 (1987) y
NASA Tech Briefs MSC-21480, Oficina de Imprenta del Gobierno de los EE.UU, Washington, D.C. 20402.
Alternativamente para unos linajes de células clonales tales como células PC12, unas secuencias de hemoglobina
tratada por ingenieria genética se pueden introducir dentro de los linajes de células para producir un superior
almacenamiento de oxigeno. Véase NPO-17517 NASA Tech Briefs, 15, pagina 54.

El espesor de la camisa del dispositivo debera de ser suficiente para evitar una respuesta inmunitaria por el paciente
a la presencia de los dispositivos. Para esta finalidad, los dispositivos tienen preferiblemente un espesor minimo de
1 um o mas y estan exentos de células.

Adicionalmente, unos elementos estructurales de refuerzo pueden ser incorporados dentro de los dispositivos
micronizados. Estos elementos estructurales pueden ser producidos de una manera tal que ellos sean impermeables
y estén configurados apropiadamente para permitir la atadura o sutura de dispositivo a los tejidos oculares del
individuo receptor. En ciertas circunstancias, estos elementos pueden actuar para cerrar herméticamente con
seguridad a la camisa (p.ej. en los extremos del cilindro), completando de esta manera el aislamiento de los
materiales de nucleo (p.ej., una pinza termoplastica moldeada). En muchos casos es deseable que estos elementos
estructurales no ocluyan a una zona importante de la camisa selectiva en cuanto a la permeabilidad.

El andamiaje define al microentorno para las células encapsuladas y mantiene a las células bien distribuidas dentro
del nucleo. El 6ptimo andamiaje interno para un dispositivo particular es dependiente en alto grado del tipo de célula
que se ha de usar. En la presencia de un andamiaje, las células adherentes se conglomeran para formar racimos.

Los filamentos usados para formar un hilo o un andamiaje interno de hilo o malla son formados a base de cualquier
apropiado material biocompatible, sustancialmente no degradable (véanse las patentes de los EE.UU. n°s 6.303.136
y 6.627.422). Unos materiales Utiles para formar hilos o mallas tejidas en telar incluyen cualesquiera polimeros
biocompatibles que sean capaces de ser conformados a la forma de fibras, tales como, por ejemplo, polimeros
acrilicos, poliésteres, un polietileno, un polipropileno, un poli(acrilonitrilo), un poli(tereftalato de etileno), un nylon,
poliamidas, poliuretanos, un polibutéster, o fibras naturales tales como las de algodon, seda, quitina o carbono. Se
puede insertar cualquier apropiado polimero termoplastico, elastébmero termoplastico, u otro material sintético o
natural que tenga propiedades de formacion de fibras, dentro de una membrana prefabricada de fibras huecas o de
un cilindro hueco formado a partir de una lamina de membrana plana. Por ejemplo, los filamentos de seda, PET o
nylon usados para materiales de sutura o en la produccién del injerto vasculares son altamente conducentes a este
tipo de aplicacion. En otras formas de realizacion, se puede usar y tejer en telar una cinta o un alambre metalica/o.
Cada uno de estos materiales de filamentos tiene unas propiedades superficiales y geométricas bien controladas, se
puede producir a gran escala y tiene una larga historia de uso en implantes. En ciertas formas de realizacion, los
filamentos pueden ser “texturizados” para proporcionar unas superficies asperas y “agarres con la mano”, sobre los
cuales pueden unirse proyecciones de células. Los filamentos pueden ser revestidos con moléculas de matriz
extracelulares o tratados superficialmente (p.ej. por irradiacién con un plasma) para aumentar la adhesién celular a
los filamentos.

En algunas formas de realizacion, los filamentos, organizados preferiblemente en una orientacion unidireccional no
aleatoria, son retorcidos en haces para formar hilos de espesor y volumen de espacios vacios variable. El volumen
de espacios vacios es definido como los espacios que existen entre filamentos. El volumen de espacios vacios en el
hilo deberia variar entre 20 y 95 %, pero esta preferiblemente entre 50 y 95 %. El espacio vacio preferido entre los
filamentos esta entre 20 y 200 um, lo suficiente para permitir que el andamiaje sea sembrado con células a lo largo
de la longitud del hilo y para permitir que las células se unan a los filamentos. El diametro preferido de los filamentos
que comprende el hilo esta entre 5 y 100 um. Estos filamentos deberan tener una suficiente resistencia mecanica
como para permitir una torsion para dar un haz que comprenda un hilo. La forma de seccién transversal de los
filamentos puede variar, siendo preferidas las secciones transversales circulares, rectangulares, -elipticas,
triangulares y en forma de estrella.

Alternativamente, los filamentos o hilos pueden ser tejidos en telar para dar una malla. La malla puede ser producida
en una maquina trenzadora usando unos soportes, similares a bobinas, que contienen monofilamentos o
multiflamentos, que sirven para alimentar o bien el hilo o los filamentos dentro de la malla durante la tejedura. El
numero de soportes es ajustable y puede ser enrollado con los mismos filamentos o con una combinacion de
filamentos que tengan diferentes composiciones y estructuras. El angulo de la trenza, definido por el recuento de
aprehensiones, es controlado por la velocidad de rotacién de los soportes y por la velocidad de produccion. En una
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forma de realizacion, se usa un mandril para producir un tubo hueco de malla. En ciertas formas de realizacion, la
trenza esta construida como una Unica capa, y en otras formas de realizacién es una estructura de capas multiples.
La resistencia a la traccién de la trenza es la suma lineal de las resistencias a la traccion de los filamentos
individuales.

En algunas formas de realizacién, se construye una trenza tubular. La trenza puede ser insertada dentro de una
membrana de fibras huecas, sobre la que se siembran las células. Alternativamente, se puede permitir que las
células se infiltren en la pared del tubo de malla para llevar al maximo el area de superficie disponible para la unién
con células. Cuando dicha infiltracién de células ocurre, la trenza sirve tanto como una matriz de andamiaje de
células como en calidad de un soporte interno para el dispositivo. El aumento en la resistencia a la traccion para el
dispositivo soportado por la trenza es significativamente mas alto que en unos enfoques alternativos.

El dispositivo micronizado del presente invento tiene un tamafo y una durabilidad suficientes para completar la
recuperacion después de una implantacién. Los dispositivos micronizados preferidos del presente invento tienen un
nucleo de un volumen minimo preferible de menos que aproximadamente 0,5 pl (p.ej. de aproximadamente 0,3 pl).

Preferiblemente, el dispositivo micronizado tiene una atadura que ayuda a mantener la colocacion de dispositivo
durante la implantacion, y ayuda a realizar su recuperacion. Dicha atadura puede tener una forma cualquiera
apropiada que esté adaptada para sujetar a la capsula en su sitio. Por ejemplo, la sutura puede ser un lazo, un disco
o una sutura. En algunas formas de realizacion, la atadura esta configurada de un modo similar a un ojal, de manera
tal que la sutura se pueda usar para sujetar la atadura (y por lo tanto el dispositivo) a la esclerdtica, o a otra
estructura ocular apropiada. En otras formas de realizacion, la atadura es continua con la capsula en un extremo, y
forma una aguja de sutura previamente enhebrada en el otro extremo. La atadura puede ser construida a base de un
metal con memoria de forma y/o cualquier otro apropiado material de calidad médica, que sea conocido en la
especialidad.

Unas células que han sido tratadas por ingenieria genética para secretar anticuerpos pueden ser incluidas también
en el nucleo. Por lo menos una BAM adicional puede ser suministrada desde el dispositivo micronizado al ojo. Por
ejemplo, la por lo menos una BAM adicional puede ser proporcionada a partir de una fuente celular o no celular.
Cuando por lo menos una BAM adicional es proporcionada a partir de una fuente no celular, la(s) BAM(s)
adicional(es) puede(n) ser encapsulada(s) en, dispersada(s) dentro de, o unida(s) a uno o mas componentes del
sistema celular. Por ejemplo, la por lo menos una adicional molécula activa biolégicamente puede ser un acido
nucleico, un fragmento de acido nucleico, un péptido, un polipéptido, un compuesto mimético de péptido, un hidrato
de carbono, un lipido, una molécula organica, una molécula inorganica, un agente terapéutico o cualesquiera
combinaciones de éstos. Especificamente, los agentes terapéuticos pueden ser un farmaco anti-angiogénico, un
farmaco anti-inflamatorio esteroideo y no esteroideo, un farmaco anti-mitético, un farmaco anti-tumoral, un farmaco
anti-parasitario, un reductor de IOP, un farmaco de péptido o cualesquiera otros farmacos con moléculas activas
biolégicamente que hayan sido autorizados para un uso oftalmolégico.

El presente invento se refiere también a métodos para producir un dispositivo micronizado. Los dispositivos
micronizados pueden ser formados por cualquier método conocido en la especialidad (véanse p.gj., las patentes de
los EE.UU n% 6.361.771; 5.639.275; 5.653.975; 4.892.538; 5.156.844; 5.283.138; y 5.550.050).

La terapia con células encapsuladas esta basada en concepto de aislar células con respecto del sistema
inmunolégico del anfitrion receptor mediante rodeo de las células con un material biocompatible semipermeable
antes de la implantacién dentro del anfitrion. El invento incluye un dispositivo micronizado en el que estan
encapsuladas células ARPE-19 en una capsula aislante de inmunidad que, después de una implantacién en un
anfitrion receptor reduce al minimo los efectos perjudiciales del sistema inmunoldégico del anfitrion sobre las células
ARPE-19 en el nucleo del dispositivo. Las células ARPE-19 son aisladas de inmunidad con respecto del anfitrién
encerrandolas dentro de capsulas poliméricas implantables formadas por una membrana microporosa. Este enfoque
impide el contacto de una célula con otra célula entre el anfitrion y los tejidos implantados, eliminando de esta
manera el reconocimiento de un antigeno mediante presentacion directa.

Las membranas usadas pueden ser disefiadas a medida de los deseos para controlar la difusién de moléculas, tales
como un anticuerpo y un complemento, basandose en su peso molecular. (Véase Lysaght y colaboradores, 56 J.
Cell Biochem. 196 (1996), Colton, 14 Trends Biotechnol. 158 (1996)). Usando unas técnicas de encapsulacion, las
células pueden ser trasplantadas dentro de un anfitrion sin rechazo inmunolégico, ya sea con o sin el uso de
farmacos supresores de inmunidad. La capsula puede estar hecha de un material biocompatible que, después de su
implantaciéon en un anfitrién, no provoque una respuesta perjudicial del anfitrion que sea suficiente para dar como
resultado el rechazo de la capsula o para hacerla inoperante, por ejemplo por degradacion. El material biocompatible
es relativamente impermeable para moléculas grandes, tales como componentes del sistema inmunolégico del
anfitrién, pero es permeable a moléculas pequefias tales como las de insulina, factores de crecimiento y nutrientes,
mientras que permite que sea eliminado el desecho metabdlico. Una diversidad de materiales biocompatibles son
apropiados para el suministro de factores de crecimiento por la composicion del invento. Se conocen numerosos
materiales bioldgicos compatibles que tienen diferentes morfologias de la superficie externa y otras caracteristicas
mecanicas y estructurales.
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Preferiblemente, la capsula de este invento sera similar a las descritas por las solicitudes de patente Internacional
PCT WO 92/19195 o WO 95/05452, o las patentes de los EE.UU. n%s 5.639.275; 5.653.975; 4.892.538; 5.156.844;
5.283.187; 0 5.550.050. Los componentes del material biocompatible pueden incluir una membrana semipermeable
circundante y el andamiaje interno que soporta células. Las células transformadas son preferiblemente sembradas
sobre el andamiaje, que es encapsulado por la membrana selectiva en cuanto a la permeabilidad. EI andamiaje
filamentoso que soporta las células puede estar hecho de cualquier material biocompatible seleccionado entre el
conjunto que consiste en polimeros acrilicos, poliésteres, polietilenos, polipropileno-poli(acetonitrilos), poli(tereftalato
de etileno), nilones, poliimidas, poliuretanos, polibutésteres, seda, algodén, quitina, carbono o metales
biocompatibles. También se pueden usar estructuras fibrosas unidas para la implantacion de células. (Véase la
patente de los EE.UU n° 5.512.600). Los polimeros biodegradables incluyen los que se componen de un poli(acido
lactico) PLA, un poli(acido lactico-co-glicélico) PLGA y un poli(acido glicélico) PGA o sus equivalentes. Se han usado
andamiajes de espuma para proporcionar una superficies sobre las cuales se pueden adherir las células
trasplantadas (solicitud de patente internacional PCT n° de serie 98/05304). Se han usado tubos de malla tejida en
telar como injertos vasculares (Solicitud de patente internacional PCT WO 99/52573). Adicionalmente, el nucleo
puede estar compuesto a base de una matriz inmovilizadora formada a partir de un hidrogel, que estabiliza la
posicion de las células. Un hidrogel es una red tridimensional de polimeros hidréfilos reticulados en la forma de un
gel, que esta sustancialmente compuesto de agua.

Se pueden usar diversos/as polimeros y mezclas preparadas de polimeros para producir la membrana
semipermeable circundante, incluyendo los poliacrilatos (que incluyen copolimeros acrilicos), polivinilidenos,
copolimeros de poli(cloruro de vinilo), poliuretanos, poliestirenos, poliamidas, acetatos de celulosa, nitratos de
celulosa, las polisulfonas (incluyendo las poli(éter-sulfonas), los polifosfazenos, los poli(acrilonitrilos), un
poli(acrilonitrilo/co-cloruro de vinilo) asi como derivados, copolimeros y mezclas de los mismos. Preferiblemente, la
membrana semipermeable circundante es una membrana semipermeable biocompatible de fibras huecas. Dichas
membranas y los métodos para producirlas se describen por las patentes de los EE.UU. n°s 5.284.761 y 5.158.881.
La membrana semipermeable circundante esta formada a base de una fibra hueca de poli(éter sulfona), tal como las
que se han descrito por la patente de los EE.UU. n® 4.976.859 o por la patente de los EE.UU. n® 4.968.733. Un
material alternativo para la membrana semipermeable circundante es una polisulfona.

La capsula puede tener cualquier configuracion apropiada para mantener la actividad biolégica y proporcionar un
acceso para el suministro del producto o de la funcion, incluyendo, por ejemplo, las formas cilindrica, rectangular, en
forma de parche, ovoidal, estrellada o esférica. Ademas, la capsula puede ser enrollada o envuelta para dar una
estructura a modo de malla o de red. Si la cdpsula ha de ser recuperada después de haber sido implantada, no son
preferidas unas configuraciones que tienden a conducir a una migracion de las capsulas desde el sitio de
implantacion, tales como unas capsulas esféricas suficientemente pequefias para desplazarse en los vasos
sanguineos del anfitrion receptor. Ciertas formas, tales como las de rectangulos, parches, discos, cilindros y laminas
planas, ofrecen una mayor integridad estructural y son preferibles cuando se desea una recuperacion.

Si se desea un dispositivo con una camisa de membrana termoplastica o polimérica, el intervalo y la distribucion de
tamafos de poros se pueden determinar haciendo variar el contenido de materiales solidos de la solucién del
material precursor (la solucion para moldeo por colada), la composicién quimica del disolvente miscible con agua, o
incluyendo opcionalmente un aditivo hidrofilo o hidréfobo en la solucion para moldeo por colada, tal como se ensefia
por la patente de los EE.UU. n°® 3.615.024. El tamafio de los poros puede ser ajustado también haciendo variar la
hidrofobicidad del coagulante y/o del bafio.

Tipicamente, la solucién para moldeo por colada comprendera un disolvente organico polar que contenga disuelto
un polimero o copolimero insoluble en agua. Este polimero o copolimero precipita después de haber entrado en
contacto con una fase acuosa miscible con el disolvente, formando una membrana selectiva en cuanto a la
permeabilidad en el sitio de la interfase. El tamafio de los poros en la membrana depende de la tasa de difusion de
la fase acuosa en la fase de disolvente; los aditivos hidréfilos o hidréfobos afectan al tamafio de poros por alteracion
de esta tasa de difusion. Puesto que la fase acuosa se difunde mas lejos dentro del disolvente, el resto del polimero
o copolimero es precipitado para formar un soporte trabecular que confiere resistencia mecanica al dispositivo
acabado.

La superficie externa del dispositivo es determinada similarmente por las condiciones en las que es precipitado el
polimero o copolimero disuelto (es decir, expuesto al aire, que genera una piel externa abierta, trabecular o a modo
de esponja, sumergida en un bafio acuoso de precipitacién, que da como resultado una bicapa de membrana lisa y
selectiva en cuanto a la permeabilidad. o es expuesto a un aire saturado con vapor de agua, lo que da como
resultado una estructura intermedia).

La textura superficial del dispositivo es dependiente en parte de si la tobera de extrusiéon esta colocada por encima
de, o sumergida en, el bafio: Si la tobera esta colocada por encima de la superficie del bafio, se formara una piel
externa asperizada de PAN/PVC, mientras que si la tobera estd sumergida en el bafio se formard una superficie
externa lisa.

La matriz o membrana circundante o periférica puede ser conformada de nuevo, rellenada con los materiales que
formaran el nucleo (por ejemplo, usando una jeringa) y subsiguientemente cerrada herméticamente de una manera
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tal que los materiales del nucleo estén completamente encerrados. Entonces el dispositivo puede ser expuesto a
unas condiciones que llevan a cabo la formacién de una matriz de ndcleo si esta presente en el nucleo un material
precursor de la matriz.

Se puede usar cualquier método apropiado de cerrar herméticamente el dispositivo, incluyendo el empleo de
adhesivos poliméricos y/o un recalcado, un anudamiento y un cierre hermético por calor. Estas técnicas de cierre
hermético son conocidas en la especialidad. Ademas, se puede usar también cualquier método de cierre hermético
“en seco”. En dichos métodos, se proporciona un elemento de acoplamiento sustancialmente no poroso, a través del
cual es introducida la solucién que contiene células. Subsiguientemente a la operacion de rellenado, el dispositivo es
cerrado herméticamente. Dichos métodos se describen p.ej. en las patentes de los Estados Unidos n°s 5.653.688;
5.713.887; 5.738.673; 6.653.687; 5.932.460; y 6.123.700.

Los dispositivos del invento pueden proporcionar la implantacion de diversos tipos de células o tejidos, incluyendo
células o tejidos plenamente diferenciadas/os, fetales o neonatales, dependientes del anclaje, o transformadas/os,
independientes del anclaje. Las células que se han de aislar son preparadas o bien a partir de un donante (es decir
células o tejidos primarios, incluyendo células o tejidos de adultos, neonatales y fetales) o a partir de unas células
que se replican in vitro (es decir, células o linajes de células inmortalizadas, incluyendo unas células modificadas
genéticamente). En todos los casos, se prepara una cantidad suficiente de células para producir unos niveles
efectivos del producto necesario o para suministrar un nivel efectivo de la funcion metabdlica necesaria,
generalmente en condiciones estériles, y se mantiene de una manera apropiada (p.ej. en una solucion de sal
equilibrada tales como las sales de Hanks, o en un medio nutriente. tal como el F12 de Ham) antes del aislamiento.

Los dispositivos para ECT micronizados del invento tienen una forma que tiende a reducir la distancia entre el centro
del dispositivo y la porcion mas proxima de la camisa, para las finalidades de permitir un acceso facil de nutrientes
procedentes del paciente dentro de la célula o la entrada de las proteinas del paciente dentro de la célula, que ha de
ser actuada por la célula para proporcionar una funcion metabdlica. A este respecto se prefiere una forma no
esférica, tal como la de un cilindro.

Cuatro factores importantes que influyen sobre el nimero de células o la cantidad de tejido que se ha de colocar
dentro del ndcleo del dispositivo (es decir, la densidad de carga) del presente invento son: (1) el tamafio y la
geometria del dispositivo; (2) la actividad mitética dentro del dispositivo; (3) los requisitos de viscosidad para la
preparacion y/o carga del nucleo; y (4) el ensayo antes de la implantacion y los requisitos de cualificacion.

Con respecto al primero de estos factores (el tamafio y la geometria del dispositivo); la difusién de nutrientes criticos
y los requisitos metabdlicos dentro de las células, asi como la difusién de metabolitos hacia fuera de las células, son
criticas/os para la viabilidad continuada de las células. En el caso de unas células RPE tales como células ARPE-19,
las células vecinas son capaces de fagocitar a las células que estan muriendo y usar los desechos como una fuente
de energia.

Entre los requisitos metabdlicos cumplidos por la difusion de sustancias dentro del dispositivo esta la necesidad de
oxigeno. Las necesidades de oxigeno de las células especificas deben ser determinadas para la célula
seleccionada. Véanse los Métodos y las referencias para la determinacion del metabolismo de oxigeno que se dan
en la cita de Wilson D. F. y colaboradores, J. Biol. Chem., 263, paginas 2712-2718, (1988).

Con respecto al segundo factor (division celular), si se espera que las células seleccionadas se dividan activamente
mientras que estan en el dispositivo, ellas continuaran dividiéndose hasta que rellenen el espacio disponible o hasta
que unos fendmenos tales como la inhibicién del contacto limiten una division ulterior. Para células replicantes, la
geometria y el tamafio del dispositivo se escogeran de manera tal que un relleno completo del nucleo del dispositivo
no conduzca a una privacion de nutrientes criticos, debida a limitaciones de la difusion.

Con respecto al tercer factor (viscosidad de los materiales de nucleo) las células en unas densidades que ocupan
hasta un 70 % del volumen del dispositivo pueden ser viables, pero unas soluciones de células en este intervalo de
concentraciones tendrian una considerable viscosidad. La introduccién de células en una solucién muy viscosa
dentro del dispositivo podria ser prohibitivamente dificil. En general, tanto para las dos etapas como para las
estrategias de coextrusién, raramente seran utiles unas densidades de carga mayores que 30 %, y en general unas
optimas densidades de carga seran de 20 % e inferiores. Por ejemplo, para fragmentos de tejidos, es importante,
con el fin de conservar la viabilidad de las células interiores, seguir las mismas pautas de guia generales que antes y
los fragmentos de tejidos no deberan superar un diametro de 250 micrometros, teniendo las células interiores menos
que 15, preferiblemente menos que 10 células entre ellas y la superficie de difusién mas proxima.

Finalmente, con respecto al cuarto factor (implantacién previa y requisitos de ensayo), en muchos casos se requerira
una cierta cantidad de tiempo entre la preparacion del dispositivo y la implantacién. Por ejemplo, puede ser
importante cualificar el dispositivo en términos de su actividad biolégica. Por lo tanto, en el caso de células activas
mitéticamente, la densidad de carga preferida considerara también el ndmero de células que deben de estar
presentes con el fin de realizar el ensayo de cualificacion.

En la mayor parte de los casos, antes de una implantacion in vivo, sera importante usar unos ensayos in vitro para
establecer la eficacia de la BAM dentro del dispositivo. Unos dispositivos pueden ser construidos y analizados
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usando unos sistemas de modelos con el fin de permitir la determinacion de la eficacia del vehiculo sobre una base
por célula o por unidad de volumen.

Siguiendo estas pautas de guia para la carga del dispositivo y la determinacién de la eficacia del dispositivo, el
tamano real del dispositivo para la implantacién sera determinado entonces por la actividad bioldgica que se requiera
para la aplicacion particular. El nimero de dispositivos y el tamafio de un dispositivo que deberian ser suficientes
para producir un efecto terapéutico después de una implantaciéon, se determinan por la cantidad de actividad
biolégica requerida para la aplicacion particular. En el caso de células secretoras que liberan sustancias
terapéuticas, se usaran unas consideraciones y unos criterios de dosificacion clasicas/os conocidas/os en la
especialidad, con el fin de determinar la cantidad de sustancia secretora requerida. Unos factores que han de ser
considerados incluyen: el tamafio y el peso del individuo receptor; la productividad o el nivel funcional de las células;
y, si procediese, la productividad metabdlica normal del érgano o tejido cuya funcion esta siendo reemplazada o
aumentada. También es importante considerar que una fraccién de las células puede no sobrevivir a los procesos de
aislamiento de inmunidad e implantacién. Por lo demas, se debe de considerar también si el individuo receptor tiene
una condiciéon previamente existente que pueda interferir con la eficacia del implante. Se pueden producir con
facilidad unos dispositivos del presente invento que contengan varios millares de células (p.ej. entre
aproximadamente 5x10° y aproximadamente 90x10° células).

El tratamiento de muchas condiciones de acuerdo con los métodos aqui descritos requerira solamente un dispositivo
0 a lo sumo menos que 50 dispositivos implantados por cada ojo para suministrar una apropiada dosis terapéutica.
Unas dosificaciones terapéuticas pueden estar situadas entre aproximadamente 0,1 pg y 1.000 ng por ojo por
paciente por dia (p.ej, entre 0,1 pg y 500 ng por ojo por paciente por dia; entre 0,1 pg y 250 ng, entre 0,1 pg y 100
ng, entre 0,1 pg y 50 ng, entre 0,1 pg y 25 ng, entre 0,1 pg y 10 ng, o entre 0,1 pg y 5 ng por ojo por paciente por
dia). Cada uno de los dispositivos del presente invento es capaz de almacenar entre aproximadamente 1.000 y
aproximadamente 90.000 células en forma individual o en la de racimos, dependiendo de su tipo.

De acuerdo con los métodos de este invento, otras moléculas pueden ser suministradas concomitantemente a partir
de los dispositivos micronizados. Por ejemplo, puede ser preferible suministrar uno o varios factor(es) tréfico(s) con
uno o varios factor(es) anti-angiogénico(s).

El suministro concomitante se puede realizar de un cierto nimero de maneras. En primer lugar, las células pueden
ser transfectadas con unas construcciones artificiales separadas que contengan los genes que codifiquen las
moléculas descritas. En segundo lugar, las células pueden ser transfectadas con una construccién artificial que
contenga dos o mas genes y los elementos de control necesarios. En tercer lugar, dos o mas linajes de células
tratadas por ingenieria genética por separado o bien pueden ser encapsulados concomitantemente o mas de un
dispositivo puede ser implantado en el sitio que interesa.

Se puede emplear la expresion de genes multiples a partir de un Unico transcrito sobre la expresion a partir de
multiples unidades de transcripcion. Véase, p.ej. Macejak, Nature, 353, paginas 90-94 (1991); el documento WO
94/24870; Mountford y Smith, Trends Genet., 11, paginas 179-84 (1995); Dirks y colaboradores, Gene, 128, paginas
247-49 (1993); Martinez-Salas y colaboradores, J. Virology, 67 paginas 3748-55 (1993) y Mountford y colaboradores,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91, paginas 4303-07 (1994).

Para algunas indicaciones, puede ser preferible suministrar BAMs concurrentemente a dos sitios diferentes en el ojo.
Por ejemplo, puede ser deseable suministrar un factor neurotréfico al humor vitreo con el fin de entregar a la retina
neural (células ganglionares para el RPE (epitelio pigmentario de la retina) y suministrar un factor anti-angiogénico
pasando por el sub-espacio de Tenon para entregarlo a la vasculatura coroidal.

Adicionalmente, otra forma de realizacion en este invento implica el suministro concomitante de una BAM
procedente de una fuente no celular o de una mezcla de una BAM procedente de una fuente no celular y de un
excipiente a una region del ojo en la que la BAM procedente de una fuente no celular es encapsulada, dispersada o
unida a unos componentes del dispositivo que incluyen, pero no se limitan a: (a) un agente de cierre hermético; (b)
un andamiaje; (c) una membrana de camisa; (d) un ancla de atadura; y/o (e) medios del nucleo. En esta forma de
realizacion, el suministro concomitante de la BAM procedente de una fuente no celular puede realizarse a partir del
mismo dispositivo que el de la BAM procedente de la fuente celular. Alternativamente, se pueden usar dos o mas
sistemas de células encapsuladas. La BAM procedente de una fuente no celular puede incluir unos agentes
terapéuticos tales como farmacos antiinflamatorios esteroideos y no esteroideos, farmacos anti-mitéticos, farmacos
anti-tumorales, farmacos anti-parasitarios, reductores de la IOP, farmacos de péptidos y otras moléculas
biolégicamente activas aprobadas para el uso oftalmolégico. Unos excipientes apropiados incluyen, pero no se
limitan a, cualesquiera polimeros no degradables o biodegradables, hidrogeles, agentes intensificadores de la
solubilidad, moléculas hidréfobas, proteinas, sales u otros agentes formadores de complejos aprobados para
formulaciones.

Las dosificaciones no celulares se pueden hacer variar por cualquier método apropiado conocido en la especialidad,
tal como hacer variar la concentracion del agente terapéutico y/o el nimero de dispositivos por ojo, y/o modificar la
composicion del excipiente encapsulador. La dosificacién celular se puede hacer variar cambiando (1) el numero de
células por dispositivo, (2) el niumero de dispositivos por ojo, o (3) el nivel de produccion de BAM por célula. La
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produccioén celular se puede hacer variar cambiando, por ejemplo, el nUmero de copias del gen para la BAM en la
célula transducida, o la eficiencia del promotor que impulsa a la expresion de la BAM. Unas apropiadas
dosificaciones procedentes de fuentes no de células pueden variar entre aproximadamente 1 pg y aproximadamente
1.000 ng por dia.

Este invento contempla también el uso de diferentes tipos de células durante el curso del régimen de tratamiento.
Por ejemplo, un paciente puede ser implantado con un dispositivo de capsula que contiene un primer tipo de células.
Si, después de haber transcurrido un cierto tiempo, el paciente desarrolla una respuesta inmunitaria a ese tipo de
células, la capsula puede ser recuperada, o explantada, y se puede implantar una segunda capsula que contenga un
segundo tipo de células. De esta manera, es posible la provision continua de la molécula terapéutica, incluso si el
paciente desarrolla una respuesta inmunitaria a uno de los tipos de células encapsuladas.

Los métodos y dispositivos del presente invento son Utiles para suministrar una amplia gama de productos celulares,
incluyendo productos de alto peso molecular, a un individuo que necesita de ellos, y/o proporcionar funciones
metabdlicas necesarias a un individuo, tales como la eliminacién de sustancias perjudiciales. Los productos que se
pueden suministrar usando los presentes dispositivos incluyen una amplia variedad de BAMs normalmente
secretadas por diversos 6rganos o tejidos. Alternativamente, las células encapsuladas pueden ser tratadas por
ingenieria genética para secretar una o mas BAMs.

Muchos productos celulares, que son dificiles de proporcionar usando unos tejidos donantes primarios, se pueden
proporcionar usando células inmortalizadas o linajes de tales células Las células inmortalizadas son las que son
capaces de una replicacion indefinida pero que exhiben una inhibicién del contacto después de la confluencia y no
son tumorigenas. Un ejemplo de un linaje de células inmortalizadas es el linaje PC12 de células del feocromocitoma
de una rata. Las células transformadas o los linajes de tales células se pueden usar de una manera similar. Las
células transformadas son diferentes de las células meramente inmortalizadas por el lecho de que ellas no exhiben
ninguna inhibiciéon del contacto después de la confluencia y forman tumores cuando se implantan dentro de un
anfitrion alogeneico. La inmortalizacion puede permitir el uso de tipos raros o notoriamente fragiles de células o
tejidos para el suministro a largo plazo de un producto o una funcion metabdlica escogido/a. Unas apropiadas
técnicas para la inmortalizacion de células se describen en las citas de Land H. y colaboradores, Nature 304,
paginas 596-602 (1983) y de Cepko, C. L., Neuron 1, paginas. 345-353 (1988). Unos linajes candidatos de células
incluyen, por ejemplo, unos linajes de células beta tratadas por ingenieria genética que secretan insulina tales como
células NIT (véase la cita de Hamaguchi, K. y colaboradores., Diabetes 40, pagina 842 (1991)), células RIN (véase
la cita de Chick, W. L. y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, paginas. 628-632 (1977)), células ATT
(véase la cita de Hughes, S. D. y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, paginas. 688-692 (1992)), células
CHO (véase la cita de Matsumoto, M. y colaboradores, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87, paginas. 9133-9137
(1990)), células beta-TC-3 (véase la cita de Tal, M. y colaboradores, 1992, Mol. Cell Biol., 12, paginas. 422-432
(1992)), y células ARPE-19. Adicionalmente, unas células o unos linajes de células recombinantes se pueden tratar
por ingenieria genética para proporcionar nuevos productos o nuevas funciones y sus combinaciones usando una
amplia diversidad de técnicas bien conocidas para los que poseen una experiencia ordinaria en la especialidad.

Los genes que codifican numerosas moléculas activas biolégicamente han sido clonados y sus secuencias de
nucledtidos han sido publicadas. Muchos de estos genes estan disponibles publicamente a partir de depositarios
tales como el American Type Culture Collection (ATCC) o de diversas fuentes comerciales. Unos genes que
codifican las moléculas activas biolégicamente que son utiles en este invento, y que no estan disponibles
publicamente, se pueden obtener usando métodos clasicos de ADN recombinante tales como una amplificacion por
PCR, un escrutinio genémico y de bibliotecas de ADNc con sondas de oligonucledtidos. Cualquiera de los genes
conocidos que codifican unas moléculas biolégicamente activas, se pueden emplear en los métodos de este invento.
Véanse, p.ej., la patente de los EE.UU. n° 5.049.493;, la patente de los EE.UU. n°® 5.082.670 de Gage y
colaboradores; y la patente de los EE.UU. n° 5.167.762 de Genentech.

Un gen que interesa (es decir, un gen que codifica una apropiada molécula activa biolégicamente) puede ser
introducido en un sitio de clonacién de un apropiado vector de expresion usando técnicas clasicas. Se apreciara que
se puede insertar mas de un gen dentro de un apropiado vector de expresion. Estas técnicas son bien conocidas
para los expertos en la especialidad.

El vector de expresiéon que contiene el gen que interesa, se puede usar entonces para transfectar el linaje de células
que se ha de usar en los métodos de este invento. Unas técnicas clasicas de transfeccion tales como una
precipitacion concomitante con fosfato de calcio, una transfeccion de DEAE-dextrano o una electroporacioén. Unos
estuches de transfeccion en mamiferos comercialmente disponibles pueden comprarse de p.ej. Stratagene.

Se puede usar una amplia diversidad de combinaciones de anfitriones y de vectores de expresiéon con el fin de
expresar el gen que codifica la molécula activa biolégicamente que interesa. Una expresion in vivo estable a largo
plazo se consigue usando unos vectores de expresion (es decir unas moléculas de ADN recombinante) en los que el
gen que codifica la molécula activa biolégicamente es enlazado operativamente con un promotor que no esta sujeto
a una regulacidon en sentido descendente después de una implantacion in vivo en un anfitrion mamifero.
Correspondientemente, dichos vectores de expresion no podrian contener tipicamente un promotor retrovirico. Unos
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apropiados promotores incluyen, por ejemplo, los promotores temprano y tardio de SV40 o adenovirus y otros
promotores no retroviricos conocidos, capaces de controlar la expresion de genes.

Unos utiles vectores de expresion, por ejemplo, pueden componerse de segmentos de secuencias de ADN
cromosomales, no cromosomales y sintéticas, tales como diversos derivados conocidos de SV40 y de plasmidos
bacterianos conocidos, p.€j., los plasmidos pUC, pBlue Script® procedentes de E. coli que incluyen pBR322, pCR1,
pMB9, pUC, pBlue Script® y sus derivados. Los vectores de expresién que contienen los genes de seleccion de
farmacos geneticina (G418) o higromicina (véase Southern, P. J. (1981), In vitro, 18, pagina 315, Southern, P. J. y
Berg, P. (1982), J. Mol. Appl. Genet., 1, pagina 327) son también utiles para practicar este invento. Estos vectores
pueden emplear una diversidad de diferentes regiones de intensificadores/promotores con el fin de impulsar la
expresion tanto de un gen bioldgico que interesa (p.ej., el de NGF) y/o como la de un gen que confiere resistencia a
la seleccion con una toxina, tal como el de G418 o higromicina B. El gen de resistencia a G418 codifica una
aminoglicésido fosfotransferasa (APH) que desactiva enzimaticamente al G418 (100-500 ug/ul) afadido al medio de
cultivo. Solamente aquellas células que expresan el gen de APH sobreviviran a la selecciéon de farmacos dando
como resultado usualmente asimismo la expresién del segundo gen bioldgico. El gen de la higromicina B
fosfotransferasa (HPH) codifica una enzima que modifica especificamente a la toxina higromicina y la desactiva.
Unos genes concomitantemente transfectados con, o contenidos en, el mismo plasmido que el gen de la higromicina
B fosfotransferasa seran expresados preferiblemente en la presencia de higromicina B en unas concentraciones de
50-200 pg/ml.

Una diversidad de diferentes promotores de mamiferos se puede emplear para dirigir la expresion de los genes para
G418 e higromicina B y/o el gen de BAM que interesa. Estos promotores incluyen, pero no se limitan a, los
promotores de hDBH (dopamina beta hidroxilasa humana) (véase la cita de Mercer y colaboradores, Neuron, 7,
paginas 703-716, (1991)), hTH (tirosina hidroxilasa humana) (véase la cita de Kaneda y colaboradores, Neuron, 6,
paginas 583-594, (1991)), hPNMT (feniletanolamina N-metil-transferasa humana) (véase la cita de Baetge y
colaboradores, pNAS, 85, paginas 3648-3652, (1988)), mGFAP (proteina acida fibrilar glial de raton) (véase la cita
de Besnard y colaboradores, J. Biol. Chem., 266, paginas 18877-18883, (1991)), proteina basica de mielina (MBP,
acronimo de myelin basic protein), mNF-L (subunidad ligera de neurofilamentos de ratén) (véase la cita de Nakahira
y colaboradores, J. Biol. Chem., 265, paginas 19786-19791, (1990)), hPo (P, humano, el promotor para el gen que
codifica la glicoproteina mielina principal en el sistema nervioso periférico) (véase la cita de Lemke y colaboradores,
Neuron, 1, paginas 73-83, (1988)), mMT, rNSE (enolasa especifica para neuronas de rata) (véase la cita de
Sakimura y colaboradores, Gene, 60, paginas 103-113, 1987), y similares.

Unos ejemplos de vectores de expresion que pueden ser empleados incluyen, pero no se limitan a, los de pRG/CMV
pRC/RSV, y pCDNA1TNEO comercialmente disponibles (de InVitrogen). Las regiones de promotor virico que dirigen
la transcripciéon de la seleccion de farmacos y los genes de BAM que interesan, se reemplazan con una de las
anteriores secuencias de promotores que no estan sujetas a la regulacion en sentido descendente experimentada
por los promotores viricos dentro del SNC (sistema nervioso central). Por ejemplo, el promotor de GFAP podria ser
empleado para la transfeccion de astrocitos y de linajes de células de astrocitos, el promotor TH se podria usar en
células PC12, o el promotor de MBP seria usado en oligodendrocitos.

En algunas formas de realizacion, se usa el vector de expresiéon pNUT. Ademas, el vector de expresion pNUT se
puede modificar de tal manera que la secuencia de codificacion de DHFR sea reemplazada por la secuencia de
codificacion para resistencia a los farmacos G418 o higromicina. El promotor de SV40 dentro del vector de expresion
pNUT se puede reemplazar también con cualquier otro apropiado promotor de mamifero expresado
constitutivamente, tal como los descritos con anterioridad.

Unas apropiadas BAMs para usarse en los dispositivos micronizados del invento incluyen, pero no se limitan a,
factores anti-angiogénicos, factores anti-inflamatorios, factores neurotréficos, factores de crecimiento, factores
troficos, anticuerpos y fragmentos de anticuerpos, neurotransmisores, hormonas, citocinas, o linfocinas.
Especificamente, las BAMs pueden ser TGF, GDNF, NGF, CNTF, bFGF, aFGF, IL-1B, IFN-B1. IFN-a, BDNF, LIF,
NT-4, NTN, NT4/5, CT-1, LEDGF, Neublastin, Axokine, IL-23, RACVF, IL-10, alfa INF, IL-1Ra y Remicade. Unos
factores anti-angiogénicos ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, vasculostatina, angiostatina, endostatina, anti-
integrinas, inhibidores del factor de crecimiento endotelial vascular (inhibidores del VEGF), factor plaquetario 4,
heparinasa, moléculas que fijan al bFGF, el receptor del VEGF Flt, el receptor del VEGF Flk, Lucentia, la trampa de
VEGF, Tek A/Fc, (el inhibidor de ang1/ang2), 2xCon4 (C), receptores del VEGF solubles, y el PEDF.

Otros productos, que pueden ser suministrados mediante el uso del presente dispositivo micronizado, incluyen
factores troficos tales como eritropoyetina, una hormona del crecimiento, la Sustancia P y neurotensina. Este invento
es util para tratar a unos individuos que padecen de un dolor agudo y/o crénico, por suministro de un analgésico o
una sustancia reductora del dolor al individuo. Tales sustancias reductoras del dolor incluyen encefalinas,
catecolaminas y otros péptidos opioides. Dichos compuestos pueden ser secretados por p.ej células cromafines
adrenales. Otra familia de productos idoneos para ser suministrados por el presente vehiculo, comprende agentes
modificadores de la respuesta bioldgica, que incluyen linfocinas y citocinas. Se pueden suministrar también unos
anticuerpos procedentes de células que secretan anticuerpos. Unos anticuerpos especificos que pueden ser Utiles,
incluyen los que estan dirigidos hacia antigenos especificos para tumores. La liberacion de anticuerpos puede
también ser util para disminuir los niveles circulantes de compuestos tales como hormonas o factores de
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crecimiento. Estos productos son utiles en el tratamiento de una amplia diversidad de enfermedades, condiciones
inflamatorias o trastornos, y trastornos degenerativos del ojo.

Unas formas modificadas, truncadas y/o de muteinas de las moléculas antes mencionadas son también
contempladas. Ademas se contemplan también unos fragmentos activos de estos factores de crecimiento (es decir,
los fragmentos de factores de crecimiento que tienen una actividad biolégica suficiente para conseguir un efecto
terapéutico). Se contemplan también unas moléculas de factores de crecimiento modificadas por unién de uno o
mas restos de poli(etilen glicol) (PEG) u otros restos poliméricos repetidos. Se contemplan también unas
combinaciones de estas proteinas y versiones policistréonicas de las mismas.

La eleccion de células depende de la aplicaciéon pretendida. Las células se pueden escoger por su secrecion de
hormonas, citocinas, factores de crecimiento, factores tréficos, factores de angiogénesis, anticuerpos, factores de
coagulaciéon de la sangre, linfocinas, enzimas y otros agentes terapéuticos o agonistas, precursores, compuestos
analogos activos o fragmentos activos de los mismos.

Se puede usar en este invento una amplia diversidad de células. Estas incluyen linajes de células inmortalizadas
conocidas, disponibles publicamente, asi como cultivos primarios de células. Ejemplos de linajes de células
disponibles publicamente, que son apropiados para la practica de este invento, incluyen los de rifion de hamster babi
(BHK, acronimo de baby hamster kidney), ovario de hamster chino (CHO, acréonimo de Chinese hamster ovary),
fibroblasto de raton (L-M), embrién de ratéon NIH Swiss (NIH/3T3), linajes de células de mono verde africano (que
incluyen los COS-a, COS-7, BSC-1, BSC-40, BMT-10 y Vero), el feocromocitoma adrenal de rata (PC12), un tumor
glial de rata (C6), células ARPE-19, y similares. Unas células primarias que se pueden usar de acuerdo con el
presente invento incluyen células madres de un progenitor neural que responde al bFGF, que se derivan del SNC de
mamiferos (Richards y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, paginas 8591-8595 (1992); Ray y
colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90, paginas 3602-3606 (1993)), fibroblastos primarios, células de
Schwann, astrocitos, células B-TC, células Hep-G2, células AT T20, oligodendrocitos y sus precursores, mioblastos,
células cromafines adrenales, y similares.

La eleccion de las células depende de la aplicacion pretendida. Las células encapsuladas se pueden escoger por la
secrecion de una BAM particular. Se pueden emplear también unas células que sintetizan y secretan agonistas,
analogos, derivados o fragmentos de BAMs, que sean activas.

Para ser un linaje de células de plataforma para un sistema de suministro basado en células encapsuladas, el linaje
de células debera tener tantas de las siguientes caracteristicas como sea posible: (1) las células deberan ser fuertes
y resistentes en condiciones rigurosas (las células encapsuladas deberan ser funcionales en las cavidades de tejidos
avasculares tal como en el sistema nervioso central o en el ojo, especialmente en el entorno intra-ocular); (2) las
células deberan ser capaces de ser modificadas genéticamente (los deseados factores terapéuticos necesarios que
han de ser introducidos por ingenieria genética en las células); (3) las células deberan tener una duracién de vida
relativamente larga (las células deberan producir suficientes progenies para ser guardadas en bancos,
caracterizadas, tratadas por ingenieria genética, ensayadas en cuanto a seguridad y un lote clinico fabricado); (4) las
células deberan ser preferiblemente de origen humano (lo que aumenta la compatibilidad entre las células
encapsuladas y el anfitrién); (5) las células deberan exhibir una viabilidad mayor que 80 % durante un periodo de
tiempo de mas de un mes in vivo en un dispositivo (lo que asegura un suministro a largo plazo); (6) las células
encapsuladas deberan suministrar una cantidad eficaz de un util producto bioldgico (que asegura una efectividad en
el tratamiento); (7) las células deberan tener un bajo nivel de reacciéon inmunitaria del anfitrion (lo que asegura la
longevidad del injerto); y (8) las células deberan ser no tumorigenas (para proporcionar seguridad afiadida al
anfitrion, en el caso de una fuga del dispositivo).

El linaje de células ARPE-19 (véanse las citas de Dunn y colaboradores, 62 Exp. Eye Res. 155-69 (1996), de Dunn y
colaboradores, 39 Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2744-9 (1998), de Finnemann y colaboradores, 94 Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 12932-7 (1997), de Handa y colaboradores, 66 Exp. Eye. 411-9 (1998), de Holtkamp y colaboradores, 112
Clin. Exp. Immunol. 34-43 (1998), de Maidji y colaboradores, 70 J. Virol. 8402-10 (1996); la patente de los Estados
Unidos n° 6.361.771) demuestra todas las caracteristicas de una células de plataforma satisfactoria para un sistema
de suministro basado en células. El linaje de células ARPE-19 esta disponible del American Type Culture Collection
(ATCC numero CRL-2302). Las células ARPE-19 son unas células epiteliales pigmentadas retinianas (RPE,
acronimo de retinal pigmented epithelial) normales y expresan los marcadores CRALBP y RPE-65, para células
epiteliales pigmentadas retinianas. Las células ARPE-19 forman unas monocapas estables, que exhiben una
polaridad morfolégica y funcional.

Cuando se usan los dispositivos micronizados del invento, se encapsulan en cada dispositivo preferiblemente entre
102 y 108 células ARPE-19, de manera sumamente preferible desde 5x102 hasta 90x10° células ARPE-19. La
dosificacion puede ser controlada implantando un nimero mayor o menor de capsulas, preferiblemente entre 1 y 50
céapsulas por paciente. Los dispositivos aqui descritos son capaces de suministrar entre aproximadamente 0,1 pg y
1.000 ng de la BAM deseada por ojo por paciente por dia. Se ha mostrado que tanto los dispositivos para ECT de
primera generacion como también los dispositivos micronizados del presente invento proporcionan el mismo nivel de
proteina al ojo.
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Las técnicas y los procesos para aislar células o tejidos que producen un producto seleccionado son conocidas/os
para los expertos en la especialidad o se pueden adaptar a partir de procesos conocidos con no mas que una
experimentacion rutinaria.

Si las células que han de ser aisladas son células o linajes de células replicantes, adaptadas para crecer in vitro, es
particularmente ventajoso generar un banco celular de estas células. Una ventaja particular de un banco celular
consiste en que éste es una fuente de células preparadas a partir del mismo cultivo o la misma tanda de células.
Esto es, todas las células se originan a partir de la misma fuente de células y han sido expuestas a las/los
mismas/os condiciones y estreses. Por lo tanto, los viales pueden ser tratados como clones idénticos. En el contexto
de un trasplante, esto facilita grandemente la produccién de dispositivos idénticos o de reemplazo. Esto permite
también unos protocolos de ensayo simplificados, que aseguran que las células implantadas estén exentas de
retrovirus y similares. Esto puede también permitir una vigilancia paralela de vehiculos in vivo e in vitro, permitiendo
de esta manera una investigacion de efectos o factores singulares para la residencia in vivo.

En todos los casos, es importante que las células o los tejidos contenidos en el dispositivo no estén contaminadas/os
o adulteradas/os.

Los dispositivos micronizados formados de nuevas, obtenidos por cualquiera de los métodos aqui descritos, pueden
ser mantenidos en condiciones estériles dentro de un medio nutriente definido exento de suero, no pirégeno, o una
solucion salina equilibrada, a aproximadamente 37 °C, antes de la implantacion. Unas temperaturas mas bajas (de
20 °C -37 °C) pueden ser optimas para ciertos tipos de células y/o ciertas condiciones de cultivo. Se pueden usar
también otras temperaturas de mantenimiento y otras composiciones de medios compatibles con una buena
viabilidad de las células, Alternativamente, el dispositivo puede ser conservado criogénicamente en nitrégeno
liquido, si un agente crioprotector tal como glicerol ha sido incorporado dentro de la matriz. (Véase la cita de Rajotte,
R. V.Y colaboradores Transplantation Proceedings, 21, paginas 2638-2640 (1989)). En dicho caso el dispositivo es
descongelado antes del uso y equilibrado en unas condiciones estériles, tales como mas arriba se han descrito.

Los métodos y dispositivos de este invento estan destinados al uso en un anfitrion, individuo receptor, sujeto o
individuo mamifero, preferiblemente un primate, de manera sumamente preferible un ser humano. Se contempla un
cierto numero de diferentes sitos de implantacion para los dispositivos y métodos de este invento. Unos apropiados
sitios de implantacién incluyen, pero no se limitan a, los humores acuoso y vitreo del ojo, el espacio periocular, la
camara anterior y/o la sub-capsula de Tenon.

El invento proporciona unos métodos de tratar trastornos oftalmicos por implantacion de los dispositivos
micronizados del invento dentro de un ojo del paciente. Por ejemplo, el trastorno oftalmico puede ser una
enfermedad de degeneracion retiniana. Unas enfermedades de degeneracion retiniana ilustrativas incluyen, pero no
se limitan a, retinopatia de prematuridad, glaucoma, formacién de cataratas retinoblastoma, isquemia retinal, uveitis,
retinitis pigmentosa, formas de degeneracion macular relacionada con la edad en humedo y en seco, retinopatia
diabética y coroideremia. Otros trastornos oftalmicos que pueden ser tratados usando los dispositivos micronizados
del presente invento, incluyen pero no se limitan a, retinopatias proliferativas, enfermedades vasculares de la retina,
anomalias vasculares, degeneracién macular relacionada con la edad y otros trastornos adquiridos (que incluyen,
pero no se limitan a, una degeneracion macular relacionada con la edad en seco, una degeneracién macular
relacionada con la edad exudativa y una degeneracion midpica), una endoftalmitis, enfermedades infecciosas,
enfermedades inflamatorias pero no infecciosas, trastornos relacionados con el SIDA, el sindrome de isquemia
ocular, trastornos relacionados con el embarazo, degeneraciones retinianas periféricas, degeneraciones retinianas,
retinopatias téxicas, tumores retinianos, tumores coroidales, trastornos del humor vitreo, un desprendimiento de
retina y una vitreorretinopatia proliferativa, un trauma no penetrante, un trauma penetrante, complicaciones después
de las cataratas y neuropatias épticas inflamatorias.

Los dispositivos del presente invento pueden también ser Utiles para el tratamiento de una neovascularizacion
ocular, que es una condicién asociada con muchas enfermedades y trastornos oculares. Por ejemplo, una
neovascularizacion ocular asociada con una isquemia retinal es una causa principal de ceguera en diabetes y otras
muchas enfermedades. El presente invento se puede usar también para tratar unos sintomas oculares que resultan
de enfermedades o condiciones que tienen sintomas tanto oculares como no oculares. Algunos ejemplos incluyen
retinitis por citomegalovirus en un SIDA y otras condiciones y trastornos del humor vitreo, cambios hipertensivos en
la retina como un resultado de un embarazo, y efectos oculares de diversas enfermedades infecciosas tales como
tuberculosis, sifilis, la enfermedad de Lyme, la enfermedad parasitaria, toxocara canis, una oftalmoniasis, una
cercosis quistica e infecciones fungicas. Similarmente, el invento se puede usar también para tratar condiciones
relacionadas con otras enfermedades intraoculares basadas en una neovascularizacion intraocular. Una
neovascularizaciéon corneal es un problema principal, puesto que interfiere con la visién y predispone a los pacientes
a un fallo de un injerto de cérnea. Una mayoria de las pérdidas visuales graves esta asociada con unos trastornos
que dan como resultado una neovascularizacion ocular. Por ejemplo, una neovascularizacién aparece en unas
enfermedades tales como la retinopatia diabética, la oclusién de la vena retinal central y posiblemente una
degeneracion macular relacionada con la edad.

Los dispositivos micronizados y las técnicas de este invento proporcionan varias ventajas con respecto a otras rutas
de suministro. Por ejemplo, se pueden suministrar al ojo directamente unas BAMs que reducen o minimizan los
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efectos colaterales periféricos indeseados. Ademas se pueden suministrar unas dosis muy pequefias de BAMs
(cantidades de picogramos o nanogramos bajas, en vez de miligramos) en comparacion con unas aplicaciones
tépicas, disminuyendo potencialmente también de esta manera los efectos colaterales. Similarmente, puesto que las
células viables producen continuamente BAMs recientemente sintetizadas, estas técnicas deberian ser superiores al
suministro por inyeccion de farmacos, en donde la dosis de BAM fluctia grandemente entre inyecciones y la BAM es
degradada continuamente pero no repuesta continuamente.

Las células vivas pueden ser encapsuladas en el dispositivo micronizado del invento e introducidas quirirgicamente
(bajo una anestesia retrobulbar) en el humor vitreo del ojo. Preferiblemente, el dispositivo micronizado es atado a la
esclerotica para ayudar a su retirada. El dispositivo micronizado puede permanecer en el humor vitreo durante tanto
tiempo como sea necesario para conseguir la deseada profilaxis o terapia. Tales terapias incluyen por ejemplo una
promocion de la supervivencia o reparaciéon de neuronas o fotorreceptores, o una inhibicién y/o inversién de la
neovascularizacién retinal o coroidal asi como una inhibicién de una inflamacién uveal, retinal y de los nervios
opticos.

Con una colocacion en el humor vitreo, la molécula activa biolégicamente, preferiblemente un factor tréfico, se
puede suministrar a la retina o al RPE. Ademas, una neovascularizacion de la retina puede ser tratada 6ptimamente
por suministro de un factor anti-angiogénico al humor vitreo.

En otras formas de realizacién, unos dispositivos cargados con células son implantadas periocularmente dentro o
por debajo del espacio conocido como capsula de Tenon. Esta forma de realizacion es menos invasiva que una
implantaciéon en el humor vitreo, puesto que se eliminan potencialmente unas complicaciones tales como una
hemorragia en el humor vitreo y/o un desprendimiento de la retina. Esta ruta de administracion permite también un
suministro de BAMs (por ejemplo factores tréficos y similares) al RPE o la retina. Esta forma de realizacion es
especialmente preferida para tratar una vascularizacion coroidal y una inflamacion del nervio 6ptico y del tracto
uveal. En general el suministro desde este sitio de implantacion permitira la circulacion de la deseada molécula
activa biolégicamente a la vasculatura coroidal, a la vasculatura retinal y al nervio 6ptico.

Unas formas preferidas de realizacién incluyen, pero no se limitan a, un suministro periocular (que implanta por
debajo de la capsula de Tenon) de moléculas anti-angiogénicas, moléculas ant-inflamatorias (tales como citocinas y
hormonas y factores neurotréficos a la vasculatura coroidal con el fin de tratar una degeneracién macular
(neovascularizacion coroidal). ElI suministro de factores anti-angiogénicos directamente a la vasculatura coroidal
(periocularmente) o al humor vitreo (intraocularmente) usando los dispositivos y métodos de este invento puede
reducir los problemas mas arriba mencionados y puede permitir el tratamiento de una neovascularizacion coroidal
malamente definida u oculta. Puede también proporcionar una via de reducir o prevenir una neovascularizacion
coroidal recurrente por la via de una terapia adyuvante o de mantenimiento.

La implantacion del dispositivo micronizado biocompatible se realiza en condiciones estériles. El dispositivo
micronizado puede ser implantado usando una jeringa o cualquier otro método conocido para los expertos en la
especialidad. Generalmente, el dispositivo es implantado en un sitio en el cuerpo de un individuo receptor que
permitira un apropiado suministro del producto o de la funcién que se ha secretado en el individuo receptor y de
nutrientes a las células o al tejido que se ha(n) implantado, y también permitira el acceso al dispositivo para su
recuperacion y/o reemplazo. Se contemplan un cierto nimero de diferentes sitios de implantacién. Estos incluyen,
p.ej., el humor acuoso, el humor vitreo, la sub-capsula de Tenon, el espacio periocular y la camara anterior.
Preferiblemente, para unos sitios de implante que no estan privilegiados inmunolégicamente, tales como sitios
perioculares, y otras zonas situadas fuera de la camara anterior (humor acuoso) y la camara posterior (humor
vitreo), las capsulas son aislantes de inmunidad. Es preferible verificar que las células inmovilizadas dentro del
dispositivo micronizado funcionan apropiadamente tanto antes como después de una implantacién; se pueden usar
para estas finalidades unos sistemas de ensayo o ensayos de diagnéstico bien conocidos en la especialidad. Por
ejemplo un ELISA (acrénimo de enzyme linked immunosorbent assay = ensayo de inmunosorbente enlazado con
enzimas), se puede usar un ensayo cromatografico o enzimatico, o un bioensayo especifico para el producto
secretado. Si se desea, la funcion secretora de un implante puede ser vigilada a lo largo del tiempo recogiendo unas
muestras apropiadas (p.ej. un suero) desde el individuo receptor y ensayandolas.

El invento sera descrito adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance del invento descrito en
las reivindicaciones.

Ejemplos
Ejemplo 1: Comparacion de dispositivos para ECT “de primera generacion” y micronizados
Materiales y métodos

Unos dispositivos para ECT se elaboraron para permitir una implantacién intravitreal en el ojo. Los dispositivos de
primera generacion totalizaban 600 pl en el volumen desplazado (diametro 1,1 mm, longitud 6 mm). Se fabricaron
dispositivos para ECT micronizados con un volumen de desplazamiento total de 0,05 pl (diametro 200 mm, longitud
1 mm). Una comparacion de las diferencias de tamafos entre los dispositivos para ECT de primera generacion y
micronizados se proporciona en la Figura 7. Los linajes de células encapsuladas que se usaron en estos estudios
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fueron modificados genéticamente para secretar o bien el factor neurotréfico ciliar (CNTF) o la interleucina-10 (IL-
10). Los dispositivos fueron disefiados para producir un suministro de dosis altas y bajas tanto del CNTF como de la
IL-10. Los periodos de tiempo de implantacion fluctuaron entre 2 semanas y 18 meses en el modelo de un conejo y
fueron de 2 semanas en el modelo de una rata. Los niveles de suministro de proteinas fueron cuantificados en el
curso de los estudios, y se realizaron unos examenes clinicos para averiguar la irritacién ocular y la curacion de
heridas quirurgicas.

Resultados
Suministro de CNTF

El suministro de una dosis se consiguid usando dispositivos para ECT tanto de primera generacion como
micronizados en modelos con animales tanto de conejo como de rata. Una separacion de las dosis antes de la
implantaciéon se muestra para dispositivos de ambos tamafios en la Figura 8.

Un suministro de dosis de implantacion a largo plazo se consiguié en el modelo de conejo, dando como resultado un
suministro estable a lo largo del curso de la implantacion durante 18 meses. El suministro de CNTF en una alta dosis
(ng/dispositivo/dia) en el modelo de conejo fluctuaba desde 4,42 + 1,14 a las 2 semanas hasta 2,20 +1,08 a los 18
meses (Figura 9). El suministro en una baja dosis (ng/dispositivo/dia) fluctuaba desde 1,14 + 0,24 a las 2 semanas
hasta 0,11 + 0,06 a los 18 meses (Figura 10). Los niveles de CNTF en el humor vitreo para un suministro tanto de
dosis altas como de dosis bajas fueron aproximadamente de 10 por ciento de la salida del dispositivo y
permanecieron estables a lo largo del curso del estudio.

Un examen histolégico de dispositivos explantados (Figura 11) indicé una viabilidad estable de células encapsuladas
a lo largo del curso del periodo de tiempo de implantacién durante 18 meses.

Suministro de IL-10

Unos dispositivos para ECT micronizados fueron implantados en el humor vitreo de una rata como parte de un
estudio para investigar un tratamiento de uveorretinitis autoinmunitaria experimental (EAU, acronimo de experimental
autoimmune uveoretinitis), suministraron interleucina-10 (“IL-10") o bien en una alta dosis antes de la implantacion
de 156 + 32 (pg/dispositivo/dia) o en una baja dosis de 13 + 11 (pg/dispositivo/dia) (Figura 12).

La evaluacion histologica de las células de los dispositivos para ECT micronizados revel6 una viabilidad robusta y un
alto grado de distribucion de las células dentro de los dispositivos (Figura 13). Los resultados preliminares en el
modelo de EAU mostré un efecto de tratamiento beneficioso usando una ECT para suministrar I1L-10.

A lo largo del curso de estos estudios, e independientemente de los modelos de animales escogidos para el
suministro terapéutico usando dispositivos para ECT, no se informé de complicaciones post-operatorias
desfavorables significativas en ninguno de los conjuntos a continuacion de unos examenes peridédicos por
fundoscopia.

Conclusiones

Se demostro la producciéon de dispositivos para ECT para suministrar unos niveles intravitreales de moléculas
terapéuticas tanto en un conejo (dispositivos de primera generacién) como un modelo de rata (dispositivos
micronizados). Los implantes tanto de primera generacion como micronizados fueron bien tolerados y el suministro
de agentes terapéuticos era continuo durante el curso de todo el periodo de tiempo de implantacion hasta de 18
meses.

Ejemplo 2: Suministro de implantes con dispositivos micronizados segun una tecnologia de células encapsuladas
(ECT) usando una aguja de calibre pequefio

La implantacién de dispositivos para ECT de primera generacion (véase por ejemplo la cita de Sieving y
colaboradores 2006), que actualmente estan en pruebas clinicas humanas de la Fase Il para retinitis pigmentosa y
degeneracion macular relacionada con la edad, requiere una esclerotomia de 2,0 mm y tres suturas para cerrar el
sitio de la incisién. Por lo tanto, el desarrollo de un dispositivo para ECT micronizado capaz de producir unos niveles
de proteinas comparables con los que se podrian implantar usando una aguja de calibre pequefio, mejoraria el
proceso quirurgico y reduciria al minimo el riesgo quirargico.

Métodos

Se prepararon unos dispositivos micronizados que contenian células encapsuladas transfectadas para producir o
bien el factor neurotréfico ciliar (CTNF), o bien la interleucina-10 (IL-10) o el factor derivado de epiteliales
pigmentarios (PEDF). La implantacion de dichos dispositivos micronizados que suministran el CNTF se ensayd
usando una aguja de calibre 23 que tenia una jeringa modificada. Unos dispositivos productores de CNTF fueron
implantados quirdrgicamente dentro de conejos blancos de Nueva Zelanda y evaluados a las 2 semanas y al 1 mes
usando una oftalmoscopia indirecta y un examen histolégico. Se investigaron dos métodos de cierre: (1) un cierre
por incisidon usando una sutura 10-0 y una aguja unida con el dispositivo y (2) un cierre sin sutura usando un proceso
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modificado con respecto al que ha sido descrito por Jaffe y colaboradores, Arch Ophthalmol 114:1273-75 (1996). Se
determinaron los niveles intravitreales de CNTF, la tasa de produccion de dispositivos micronizados explantados y la
viabilidad de las células encapsuladas.

Resultados

Unos dispositivos micronizados produjeron 5,0 + 0,5, 3,0 + 0,7 y 39 + 4 ng/dispositivo/dia de CNTF, IL-10 y PEDF,
en el punto de tiempo de 2 semanas, respectivamente. La secrecion de proteinas a partir de los dispositivos para
ECT micronizados era compatible y estable durante el curso de varios meses. Los niveles de salida de proteina por
volumen de dispositivo eran 10 veces mayores que la capacidad de los dispositivos para ECT de primera
generacion.

La producciéon de CNTF por un dispositivo micronizado fue evaluada tanto in vitro como in vivo. Unos dispositivos de
primera generacion produjeron unos niveles mas altos de CNTF durante el periodo de tiempo de evaluacion in vitro.
(Véase la Figura 14A). Sin embargo, los niveles de CNTF de los dispositivos micronizados explantados a las 2 y 4
semanas fueron estadisticamente equivalentes (P = 0,5663 y P = 0,6744) a los niveles producidos por los
dispositivos para ECT de primera generacion. (Véase la Figura 14B). Ademas, los niveles de CNTF en el humor
vitreo fueron también estadisticamente equivalentes al comparar los conjuntos de dispositivos micronizados con los
conjuntos de dispositivos de primera generacion en los puntos de tiempo de evaluacion in vivo de 2 y 4 semanas.
(Véase la Figura 14C, P = 0,2344 y P = 0,8665, respectivamente). La actividad metabdlica de los dispositivos
micronizados aumenté en el transcurso del tiempo en comparacion con la de los dispositivos de primera generacion,
que disminuia a lo largo del periodo de mantenimiento in vitro de 8 semanas. (Véase la Figura 14D).

Unos dispositivos micronizados productores de CNTF fueron inyectados satisfactoriamente a través de una aguja de
calibre 23 (véase la Figura 15) y unas evaluaciones posteriores a una operaciéon quirdrgica de los métodos de
anclaje indicaron una colocacién y una restriccion satisfactorias de los dispositivos micronizados. El cierre por
esclerotomia inyectable era considerablemente menos invasivo y reducia el periodo de tiempo de la operacion
quirdrgica a la mitad en comparacion con la implantacion del dispositivo para ECT de primera generacion.

Conclusiones

Una encapsulacion usando los dispositivos micronizados puede proporcionar unos niveles terapéuticos de proteinas
comparables con los de la configuracion de dispositivos de primera generacion actualmente usada en evaluaciones
de pruebas clinicas de la ECT. Similarmente, se manifiesta que es factible la implantaciéon quirirgica de un
dispositivo micronizado usando una aguja de calibre 23 para inyectar los dispositivos y que ésta puede ofrecer un
enfoque mas simple y menos invasivo que la terapia por encapsulacion de células en el ojo.

Ejemplo 3: Seguridad y condiciones farmacocinéticas de un dispositivo micronizado inyectable para la tecnologia de
células encapsuladas

Tres estudios concurrentes de un dispositivo de primera generacion para la tecnologia de células encapsuladas
(ECT) que suministraba el factor neurotréfico ciliar (CNTF) en la fase de pruebas clinicas con seres humanos para
una retinitis pigmentosa en las etapas temprana y tardia y para una degeneraciéon macular relacionada con la edad.
Los dispositivos para ECT usados en estas pruebas son implantados en los ojos de los pacientes usando una
excisiéon de la conjuntiva, un incisién en la esclerética y una colocacién intraocular seguida por una sujecion del
dispositivo seguida por un cierre por sutura de la esclerética y de la conjuntiva. Los actuales estudios informa acerca
de los esfuerzos de investigacion para desarrollar el perfil farmacocinético y de seguridad a largo plazo de un
dispositivo para ECT micronizado de perfil mas pequefio, capaz de suministrar agentes terapéuticos eficaces,
implantados usando unos procesos de inyeccion con una aguja de calibre 23 sin sutura.

Métodos

Unas células epiteliales pigmentadas retinianas humanas, modificadas para secretar de un modo continuo el CNTF,
fueron encapsuladas en unas membranas poliméricas semipermeables de fibras huecas con un diametro de 300
micrometros y fueron suministradas por implantacion inter-ocular dentro de la cavidad del humor vitreo de conejos.
La implantacién de los dispositivos se realizé6 usando una versién modificada de la técnica de esclerotomia sin
sutura con una aguja de calibre 23. La seguridad y las condiciones farmacocinéticas de la proteina CNTF a lo largo
del curso de un periodo de tiempo de 1 afio son los eventuales puntos finales del resultado de este estudio. Los
niveles de CNTF en el humor vitreo y la salida de CNTF de un dispositivo micronizado explantado se evaluaron por
medio de un ELISA comercial. Se realizaron unas evaluaciones clinicas y patolégicas en el curso del periodo de
tiempo de implantacién con el fin de averiguar la seguridad de la implantacion.

Resultados

En el punto de tiempo de tres meses, la produccién de un dispositivo micronizado explantado y los niveles de CNTF
en el humor vitreo es/son de 3,2 ng/dia y 0,2 ng/ml, respectivamente. Las constantes cinéticas y de vida mitad (t1,2)
acopladas preliminarmente para los dispositivos explantados son de k = 0,0167 semanas” y ti2 = 41 semanas
respectivamente. El nivel en el humor vitreo es de k = 0,036 semanas”’ y el ti2 = 19 semanas. No se observd

22



10

ES 2406716 T3

ninguna evidencia de toxicidad ocular en los ojos en los que se habia implantado usando el método de implantacion
por esclerotomia sin sutura. Una evaluacion clinica y patohistolégica del sitio de implantacién mostrd una respuesta
normal de curaciéon de heridas, que era compatible con la esperada reaccidén de un tejido a continuacion de una
incision quirdrgica. Adicionalmente, no se observé en ninguno de los ojos implantados ninguna desfavorable
toxicidad panretinal, del nervio éptico o vascular.

Conclusiones

Por lo tanto, los resultados preliminares de este estudio indican que unos dispositivos para ECT micronizados son
capaces de mantener un suministro intraocular a largo plazo de CNTF en un conejo. Adicionalmente, el perfil de
seguridad de un proceso de implantacion a través de la conjuntiva, que mitiga la necesidad de suturar el dispositivo
micronizado, muestra también ser prometedor para el potencial de un dispositivo para ECT micronizado inyectable.
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REIVINDICACIONES

1. Un dispositivo micronizado para el suministro de una molécula activa bioldgicamente a un ojo que comprende una
capsula, comprendiendo la capsula:

a) un nucleo que comprende entre aproximadamente 5x10? y 90x10° células vivas que producen una molécula
activa biolégicamente, en donde el nucleo tiene un volumen de 0,5 ul, y

b) una camisa biocompatible que rodea a dicho nucleo, teniendo la camisa un limite de corte de pesos
moleculares que permite la difusion de la molécula activa biolégicamente dentro del ojo,

en donde el dispositivo esta configurado como un cilindro con un diametro exterior comprendido entre 200 y 350 pm
y una longitud comprendida entre 0,5 y 6 mm, en donde la dosificacion de la molécula biolégicamente activa que se
difunde dentro del ojo esta situada entre 0,1 pg y 1.000 ng por ojo por paciente por dia.

2. El dispositivo de la reivindicacion 1, en donde este dispositivo comprende ademas una atadura adaptada para
sujetar la capsula a una estructura ocular, y opcionalmente donde la atadura se selecciona entre el conjunto que
consiste en un lazo, un disco y una sutura y opcionalmente ademas en donde la atadura comprende un material con
memoria de forma.

3. El dispositivo de la reivindicacion 1, en donde la camisa biocompatible comprende una membrana aislante de
inmunidad, selectiva en cuanto a la permeacién, o una membrana de ultrafiltracion o microporosa.

4. El dispositivo de la reivindicacion 1, en donde la camisa biocompatible comprende un material polimérico y en
donde el material polimérico se selecciona opcionalmente a partir del conjunto que consiste en un poli(acrilonitrilo)-
poli(cloruro de vinilo), un poli(acrilonitrilo), un poli(metacrilato de metilo), un poli(difluoruro de vinilo), poliolefinas,
polisulfonas, poliamidas y celulosas.

5. El dispositivo de la reivindicacion 1, en donde el dispositivo es implantado en el humor vitreo, en la sub-capsula de
Tenon, en el espacio periocular o en la camara anterior.

6. El dispositivo de la reivindicacion 1, en donde la molécula activa biolégicamente se selecciona entre el conjunto
que consiste en factores anti-angiogénicos, factores anti-inflamatorios, factores neurotréficos, factores de
crecimiento, factores troficos, anticuerpos y fragmentos de anticuerpos, neurotransmisores, hormonas, citocinas y
linfocinas.

7. El dispositivo de la reivindicacion 6, en donde la molécula activa biolégicamente se selecciona entre el conjunto
que consiste en TGFB, GDNF, NGF, CNTF, bFGF, aFGF, IL-183, IFN-B1, IFN-a, BDNF, LIF, NT-4, NTN, NT4/5, CT-
1, LEDGF, Neublastin, Axokine, IL-23, RACVF, IL-10, alfa INF, IL-1Ra y Remicade, o en donde la molécula activa
bioldgicamente es un factor anti-angiogénico seleccionado entre el conjunto que consiste en vasculostatina,
angiostatina, endostatina, anti-integrinas, agentes inhibidores del factor de crecimiento endotelial vascular
(inhibidores del VEGF), el factor plaquetario 4, heparinasa, moléculas que fijan el bFGF, el receptor del VEGF Flt, el
receptor del VEGF FIk, Lucentis, la trampa de VEGF, Tek A/Fc (agente inhibidor de ang1/ang2), 2xCon4 (C),
receptores solubles de VEGF, y PEDF.

8. El dispositivo de la reivindicaciéon 1, en donde por lo menos una adicional molécula activa biolégicamente, que
puede proceder de una fuente celular o no celular, es suministrada desde la capsula al ojo.

9. El dispositivo de la reivindicacion 6, en donde dicha por lo menos una adicional molécula biolégicamente activa es
encapsulada en, dispersada dentro de, o unida a uno o0 mas componentes del dispositivo micronizado, o en donde
dicha por lo menos una adicional molécula activa biolégicamente se selecciona entre el conjunto que se compone
de: &cidos nucleicos, fragmentos de acidos nucleicos, péptidos, polipéptidos, compuestos miméticos de péptidos,
hidratos de carbono, lipidos, moléculas organicas, moléculas inorganicas, agentes terapéuticos y sus
combinaciones, y opcionalmente en donde los agentes terapéuticos se seleccionan entre el conjunto que consiste en
farmacos anti-angiogénicos, farmacos anti-inflamatorios esteroideos y no esteroideos, farmacos anti-mitoticos,
farmacos anti-tumorales, farmacos anti-parasitarios, reductores de la IOP, farmacos de péptidos, y otros farmacos
de moléculas activa biolégicamente aprobados para un uso oftalmoldgico.

10. El dispositivo de la reivindicacion 1, en donde las células se seleccionan entre el conjunto que consiste en
células productoras de insulina, células cromafines adrenales, células que secretan anticuerpos, fibroblastos,
astrocitos, linajes de células Beta, células de Ovario de hamster chino y células ARPE-19, y opcionalmente en donde
las células son células alogeneicas.

11. El dispositivo de la reivindicacién 1, en donde las células son células singeneicas.

12. El dispositivo de la reivindicacion 1, en donde el limite de corte de pesos moleculares de la camisa biocompatible
esta situado entre 1 kD y 150 kD.
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13. El dispositivo de la reivindicacién 1, en donde el nicleo comprende un volumen de menos que 0,5 pl o en donde
el nucleo comprende ademas una matriz filamentosa de soporte de células, sustancialmente no degradable, en
donde la matriz comprende una pluralidad de monofilamentos, y en donde dichos monofilamentos son:

(a) retorcidos para dar un hilo o tejidos en telar para dar una malla o
(b) retorcidos para dar un hilo que esta en forma de hebras no tejidas,

y en donde las células o el tejido se distribuyen en él, y opcionalmente en donde la matriz flamentosa de soporte de
células comprende un material biocompatible seleccionado entre el conjunto que consiste en un polimero acrilico, un
poliéster, un polietileno, un polipropileno, un poli(acetonitrilo), un poli(tereftalato de etileno), un nylon, unas
poliamidas, unos poliuretanos, un polibutéster, seda, algodén, quitina, carbono, y metales biocompatibles.

14. Un dispositivo de acuerdo con la reivindicaciéon 1 para su uso en un método de suministrar una molécula activa
biolégicamente a un ojo, que comprende implantar dentro del ojo o rodear al ojo para suministrar de este modo una
molécula biolégicamente activa al ojo permitiendo que dicha molécula activa biolégicamente se difunda desde el
dispositivo dentro del humor vitreo, del humor acuoso o del espacio periocular del ojo.

15. Un dispositivo para el uso de acuerdo con la reivindicacién 14, en donde él esta destinado a una implantacién
usando una jeringa.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura5
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Figura 6
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Figura7
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Figura 8

Salida del dispositivo

(ng/dispositivo/dia)

Sa8R888468

5

ES 2406716 T3

LICNTF alta dosis

MCNTF baja dosis

- P < 0.001 _

P < 0.001
*_‘

.

conejo Rata

Tamarno del dispositivo

33



Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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