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DESCRIPCION
Constructos tisulares modificados por bioingenieria y métodos para producirlos y utilizarlos
CAMPO DE LA INVENCION

La invencion pertenece al campo de la ingenieria tisular. Esta invencion se refiere a un método in vitro para inducir a
las células a producir una matriz extracelular. Esta matriz extracelular viva, que tiene propiedades similares a las del
tejido, puede usarse para realizar ensayos o con fines clinicos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El campo de la ingenieria tisular combina métodos de bioingenieria con los principios de las ciencias de la vida para
entender las relaciones funcionales y estructurales en tejidos sanos y patolégicos de mamiferos. El objetivo de la
ingenieria tisular es el desarrollo y la aplicaciéon en Ultima instancia de sustitutos biolégicos para restaurar, mantener
o mejorar las funciones del tejido. Asi, mediante la ingenieria tisular, es posible disefiar y producir en el laboratorio
un tejido modificado por bioingenieria. Los tejidos modificados por bioingenieria pueden incluir células que estan
normalmente asociadas a tejidos humanos o mamiferos naturales y matrices sintéticas o exdgenas que sirven de
andamio. El nuevo tejido modificado por bioingenieria debe ser funcional cuando se injerta en el receptor y debe
incorporarse permanentemente en el cuerpo del receptor o ser biorremodelado progresivamente por células del
paciente receptor. La fabricacion de un tejido equivalente sin un miembro de soporte 0 un andamio supone un
desafio cientifico en la creacion de un nuevo tejido modificado por bioingenieria.

RESUMEN DE LA INVENCION

La invencion se refiere a constructos tisulares modificados por bioingenieria de células cultivadas y de componentes
de la matriz extracelular producidos de forma enddgena sin el requerimiento de componentes matriciales exdgenos
ni un soporte reticular ni miembros que sirvan de andamio. La invencion puede, por tanto, de una manera ventajosa,
producirse enteramente a partir de células humanas y componentes matriciales humanos producidos por esas
células, por ejemplo, cuando el constructo tisular modificado por bioingenieria estd disefiado para usarse en
humanos.

La invencion también se refiere a métodos para producir constructos tisulares estimulando células en cultivo, tales
como fibroblastos, para producir componentes matriciales extracelulares sin la adicion de componentes matriciales
exogenos, de un soporte reticular ni de miembros que sirvan de andamio.

La invencion también se refiere a métodos para producir constructos tisulares estimulando células en cultivo, tales
como fibroblastos, para producir componentes de la matriz extracelular en un sistema de medio definido y/o sin el
uso de componentes biolégicos derivados de una fuente no humana o no definidos, tales como suero bovino o
extractos de 6rganos.

Ademas, este constructo tisular puede prepararse por siembras en serie de diferentes tipos de células para producir
un constructo tisular cultivado que imite la composicion celular y las estructuras tisulares de los tejidos naturales.

Es mas, el constructo tisular es producido y autoensamblado por células cultivadas sin la necesidad de un soporte
que sirva de andamio o de la adicion de componentes de la matriz extracelular exdgenos.

Las caracteristicas de resistencia de los constructos tisulares hacen que sean manipulables posibilitando que se
separen y pelen facilmente del aparato de cultivo en el que se forman, y que se trasplanten directamente sin la
necesidad de ningln soporte o transportador en las aplicaciones clinicas o de ensayo.

Los constructos tisulares de la invencion son Utiles para fines clinicos tal como el injerto a un paciente con defectos
en drganos o tejidos, tales como una Ulcera o herida en la piel, o para ensayos tisulares in vitro o injertos en
animales tales como para ensayos de seguridad o validacion de productos farmacéuticos, cosméticos y quimicos.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 es un gréafico en el que se representa el aumento en la concentraciéon de colageno determinada por el
ensayo de la hidroxiprolina en comparacion con el nimero de células en el constructo dérmico derivado de células
de prepucio humano de neonatos descrito en el ejemplo 1.

La figura 2 es una microfotografia (objetivo 20X) de una seccién fijada, embebida en parafina, y tefiida con
hematoxilina y eosina de un constructo célula-matriz formado a partir de fibroblastos dérmicos humanos cultivados
en un medio quimicamente definido durante 21 dias. La membrana porosa aparece como una banda delgada
translicida debajo del constructo.
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La figura 3 muestra las imagenes de dos ampliaciones, obtenidas con un microscopio electrénico de transmision, de
un constructo célula-matriz formado a partir de fibroblastos dérmicos humanos cultivados en un medio quimicamente
definido durante 21 dias. La figura 3A es una ampliacion 7600X que muestra una matriz endégena que incluye el
alineamiento de las fibras de colageno entre los fibroblastos. La figura 3B es una ampliacion 19000X de fibras de
colageno enddgenas totalmente formadas con una disposicién y un empaquetamiento fibrilares.

La figura 4 es una microfotografia (objetivo 20X) de una seccion fijada, embebida en parafina y tefiida con
hematoxilina y eosina, de un constructo de piel cultivado formado en un medio quimicamente definido en ausencia
de componentes matriciales exdgenos que comprende un constructo célula-matriz formado a partir de fibroblastos
dérmicos humanos cultivados en un medio quimicamente definido con una epidermis diferenciada y en multicapas
formada a partir de queratinocitos humanos cultivados en un medio quimicamente definido.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Hasta ahora, los constructos tisulares vivos modificados actuales no tienen las células completamente ensambladas
y deben depender de la adicién o incorporacion de componentes matriciales exdgenos o miembros sintéticos
estructurales o de soporte, 0 ambos.

Los constructos tisulares modificados por bioingenieria descritos en la presente muestran muchas de las
caracteristicas naturales del tejido del cual se derivan sus células. Los constructos tisulares asi producidos pueden
emplearse en injertos en pacientes o para ensayos in vitro.

Una realizacion preferida es un constructo célula-matriz que comprende un primer tipo de células y una matriz
extracelular producida endégenamente donde el primer tipo de células es capaz de sintetizar y secretar la matriz
extracelular para producir el constructo célula-matriz.

Otra realizacion preferida es un constructo bicapa que comprende un primer tipo de células y una matriz extracelular
producida endégenamente y una capa de células de un segundo tipo dispuesta sobre o dentro del constructo célula-
matriz formado por el primer tipo de células.

Una realizacion mas preferida es un constructo célula-matriz que comprende fibroblastos, tales como aquellos
derivados de la dermis, para formar un constructo dérmico cultivado.

Otra realizacion mas preferida es un constructo célula-matriz que comprende fibroblastos, tales como aquellos
derivados de la dermis, para formar un constructo dérmico cultivado con una capa de queratinocitos cultivados sobre
él para formar una capa epidérmica y dar lugar a un constructo de piel bicapa cultivado. Los constructos de piel
cultivados de la invencién expresan muchas caracteristicas fisicas, morfologicas y bioquimicas de la piel natural.

En una realizacién aun mas preferida, el constructo célula-matriz es un constructo tisular que es similar a la capa
dérmica de la piel, un constructo dérmico humano que se forma en un sistema definido que comprende células
derivadas de seres humanos y que no utiliza componentes quimicos sin definir durante su cultivo.

En la realizacion més preferida, los constructos tisulares de la invencion se fabrican en un sistema quimicamente
definido que comprende células derivadas de seres humanos pero no células ni componentes biolégicos no
humanos o quimicamente no definidos.

Una realizacion preferida de la invencién comprende una capa estructural de al menos un tipo de células
productoras de la matriz extracelular y componentes matriciales extracelulares producidos enddégenamente,
denominados mas simplemente “matriz’, donde la matriz es sintetizada completamente por las células y se
ensambla cultivando las células. Esta capa se denomina en la presente un “constructo célula-matriz’ o una “capa
célula-matriz” ya que las células secretan la matriz y estan ellas mismas contenidas en y a lo largo de su matriz. Los
constructos tisulares cultivados no requieren, por tanto no incluyen, componentes matriciales exoégenos, es decir,
componentes matriciales no producidos por las células cultivadas sino introducidos por otros medios. En una
realizacién mas preferida, se muestra que el constructo célula-matriz producido por fibroblastos dérmicos humanos
tiene una concentracion predominante de colageno similar a la de la piel natural. Como se pone en evidencia por
microscopia electrénica, la matriz es de naturaleza fibrosa y comprende colageno que muestra el patron de bandas
de 67 nm escalonado un cuarto de su longitud, asi como la organizacion de empaqguetamiento de fibrillas y haces de
fibrillas similar a la del colageno natural. La SDS-PAGE en condiciones reductoras retardadas ha detectado la
presencia de colageno de los tipos | y Ill, los tipos de colageno predominantes hallados en piel humana natural, en
estos constructos. Usando técnicas inmunohistoquimicas (IHQ) estandar, el constructo célula-matriz dérmico da
positivo para el ensayo de tincion de la decorina, un proteoglicano de tipo sulfato de dermatan que se sabe que se
asocia con las fibrillas de colageno y que se cree que regula el diametro de la fibrilla in vivo. La decorina también se
puede visualizar en el constructo con MET. El tejido producido también da positivo para el ensayo de tincion de la
tenascina, una glicoproteina de la matriz extracelular que se encuentra, por ejemplo, en el mesénquima o en los
tejidos que estan reparandose. De manera muy semejante al tejido que esta reparandose in vivo, el tejido producido
en el cultivo ha mostrado que aumenta su proporcion de colageno de tipo | respecto al tipo Ill segin se forma la
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matriz. Aunque sin querer restringirse a la teoria, se cree que las células rellenan el espacio abierto entre ellas
rapidamente con una matriz laxa analoga al tejido de granulaciéon compuesto principalmente por colageno de tipo I
y fibronectina, y entonces remodelan esta matriz laxa con una matriz mas densa que comprende principalmente
colageno de tipo I. Se ha comprobado que la célula-matriz producida contiene glicosaminoglicanos (GAG), tal como
acido hialurénico (AH); fibronectina; proteoglicanos ademas de decorina tales como biglicano y versicano; y un perfil
de glicosaminoglicanos sulfatados tales como el acido dihalurénico, O-sulfato de dicondroitina, 4-sulfato de
dicondroitina, 6-sulfato de dicondroitina, 4,6-sulfato de dicondroitina, 4-sulfato de dicondroitina-UA-2S y 6-sulfato de
dicondroitina-UA-2S. Estas caracteristicas estructurales y bioquimicas se manifiestan segin se desarrolla el
constructo en el cultivo y son claramente evidentes cuando el constructo se acerca a su forma final. La presencia de
estos componentes en constructos célula-matriz dérmicos cultivados totalmente formados indica que el constructo
tiene unas caracteristicas estructurales y bioguimicas similares a las de una dermis normal.

Aunque la lista mencionada anteriormente es una lista de caracteristicas bioquimicas y estructurales de un
constructo célula-matriz cultivado formado a partir de fibroblastos dérmicos, debe reconocerse que los constructos
célula-matriz cultivados formados a partir de otros tipos de fibroblastos producirdn muchas de estas caracteristicas y
otras fenotipicas del tipo de tejido del cual se originan. En algunos casos, se puede inducir a los fibroblastos a
expresar componentes no fenotipicos por exposicion o contacto quimico, estreses fisicos o por medios transgénicos.
Otra realizacion preferida de la invencion es una capa célula-matriz que tiene una segunda capa de células
dispuesta sobre ella. La segunda capa de células se cultiva sobre la capa célula-matriz para formar un constructo
tisular de dos capas modificado por bioingenieria. En una realizacibn mas preferida, las células de la segunda capa
son de origen epitelial. En la realizacion méas preferida, la segunda capa comprende queratinocitos humanos
cultivados que, junto con una primera capa célula-matriz, un constructo célula-matriz formado a partir de fibroblastos
dérmicos y una matriz endégena para formar una capa dérmica, comprende un constructo dérmico vivo. Cuando
esta totalmente formada, la capa epidérmica es una capa de queratinocitos que comprende varias capas,
estratificada y bien diferenciada que muestra una capa basal, una capa suprabasal, una capa granulada y un estrato
cérneo. El constructo de piel tiene una membrana basal bien desarrollada presente en la unién dermis-epidermis
segun lo muestra la microscopia electrénica de transmision (MET). La membrana basal muestra su mayor grosor
alrededor de los hemidesmosomas, marcados por fibrillas de anclaje constituidas por colageno de tipo VII, tal y
como se ver por MET. Se puede ver que las fibrillas de anclaje salen de la membrana basal y atrapan las fibrillas de
colageno en la capa dérmica. Estas fibrillas de anclaje, asi como otros componentes de la membrana basal, son
secretados por los queratinocitos. Se sabe también que, mientras los queratinocitos son capaces de secretar por
ellos mismos componentes de la membrana basal, una membrana basal reconocible no se formara si no hay
fibroblastos presentes. La tincion inmunohistoquimica de un constructo de piel de la presente invencion también ha
mostrado que esta presente la laminina, una proteina de la membrana basal.

En un método preferido de la invencion, para formar un constructo célula-matriz se siembra en un sustrato un primer
tipo celular, un tipo celular productor de la matriz extracelular, se cultiva y se induce a dicho tipo celular a sintetizar y
secretar una matriz extracelular organizada alrededor de ellos para formar un constructo célula-matriz. En otro
método preferido de la invencidn, se siembra una superficie del constructo célula-matriz con células de un segundo
tipo celular y se cultivan para formar un constructo tisular compuesto de dos capas. En un método mas preferido, se
forma un constructo de piel con su grosor completo y que tiene caracteristicas similares a las de la piel humana
natural cultivando fibroblastos, tales como fibroblastos dérmicos humanos, bajo condiciones suficientes para inducir
la sintesis de la matriz para formar una célula-matriz de células dérmicas y matriz, una capa dérmica, en la que las
células epiteliales humanas, tales como los queratinocitos, se siembran y cultivan bajo condiciones suficientes para
formar una capa epidérmica totalmente diferenciada y estratificada.

Por tanto, un método para obtener los constructos tisulares de la presente invencién comprende:

1. (a) cultivar al menos un tipo celular productor de la matriz extracelular en ausencia de componentes
matriciales extracelulares exdgenos o de un miembro de soporte estructural; y
2. (b) estimular las células del paso (a) para sintetizar, secretar y organizar componentes matriciales

extracelulares para formar un constructo tisular compuesto de células y de matriz sintetizada por esas células; donde
los pasos (a) y (b) pueden llevarse a cabo simultanea o consecutivamente.

Formar un constructo tisular con dos capas constituido por un constructo célula-matriz y una segunda capa de
células sobre el mismo, el método comprende adicionalmente el paso de: (c) cultivar células de un segundo tipo
celular en la superficie del constructo tisular formado para producir un constructo tisular de dos capas.

Un tipo celular productor de matriz extracelular para usarlo en la invencién puede ser cualquier tipo celular capaz de
producir y secretar componentes matriciales extracelulares y de organizar los componentes matriciales
extracelulares para formar un constructo célula-matriz. Mas de un tipo celular productor de la matriz extracelular
puede cultivarse para formar un constructo célula-matriz. Células de diferentes origenes celular o tisular pueden
cultivarse juntas como una mezcla para producir componentes complementarios y estructuras similares a aquellas
que se encuentran en los tejidos naturales. Por ejemplo, el tipo celular productor de la matriz extracelular puede
tener otros tipos celulares mezclados con él para producir una cantidad de matriz extracelular que no es producida
normalmente por el primer tipo celular. Como alternativa, el tipo celular productor de la matriz extracelular puede
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mezclarse también con otros tipos celulares que forman estructuras tisulares especializadas en el tejido pero que no
contribuyen sustancialmente a la formacién global del componente matricial del constructo célula-matriz, tal como en
ciertos constructos de piel de la invencion.

Aunque de acuerdo con esta invencién se puede utilizar cualquier tipo celular productor de la matriz extracelular, los
tipos celulares preferidos para usar en esta invencion se derivan de la mesénquima. Mas preferentemente, los tipos
celulares son fibroblastos, células estromales y otras células del tejido conjuntivo de soporte, mas preferentemente
fibroblastos dérmicos humanos que se encuentran en la dermis humana para la producciéon de un constructo
dérmico humano. Las células de fibroblastos, generalmente, producen un numero de proteinas matriciales
extracelulares, principalmente colageno. Hay varios tipos de colagenos producidos por los fibroblastos, sin embargo,
el colageno de tipo | es el predominante in vivo. Las cepas celulares de fibroblastos humanos pueden derivarse de
un nimero de fuentes, que incluyen pero no se limitan al prepucio de neonatos masculinos, dermis, tendén, pulmon,
cordones umbilicales, cartilago, uretra, estroma corneal, mucosa oral e intestino. Las células humanas pueden
incluir, pero no tienen por qué limitarse a, fibroblastos, pero pueden incluir: células de musculo liso, condrocitos y
otras células de tejido conjuntivo de origen mesenquimatico. Se prefiere, pero no se necesita, que el origen de la
célula productora de la matriz utilizada en la produccion de un constructo tisular se derive de un tipo tisular al que ha
de asemejar o imitar después de utilizar los métodos de cultivo de la invencion. Por ejemplo en la realizacion donde
se produce un constructo de piel, la célula productora de matriz preferida es un fibroblasto, preferiblemente de
origen dérmico. En otra realizacion preferida, los fibroblastos aislados de la papila dérmica o del foliculo piloso por
microdiseccion pueden usarse para producir la matriz sola en asociacién con otros fibroblastos. En la realizacion
donde se produce un constructo cérneo, la célula productora de la matriz se deriva del estroma corneal. Los
donantes de células pueden variar con la edad y el desarrollo.

Aunque se prefiere usar células humanas en la invencion, las células que se usan en este método no estan limitadas
a células de origenes humanos. Se pueden utilizar células de otras especies de mamiferos que incluyen, pero no se
limitan a, fuentes equinas, caninas, porcinas, bovinas y ovinas; o especies de roedores como ratones o ratas. Es
mas, también pueden usarse en esta invencion células que se transfectan quimica, virica o espontdneamente o
células recombinantes o modificadas por ingenieria genética. Para esas realizaciones que incorporan mas de un tipo
celular, se pueden utilizar mezclas quiméricas de células normales de dos o mas fuentes; mezclas de células
normales y modificadas genéticamente o transfectadas; o mezclas de células de dos 0 méas especies o de fuentes
tisulares.

En la produccion del constructo célula-matriz se pueden utilizar células recombinantes o modificadas por ingenieria
genética para crear un constructo tisular que actia como un injerto que libera el farmaco en un paciente necesitado
de mayores niveles de productos celulares naturales o de tratamiento con un agente terapéutico. Las células pueden
producir y liberar en el paciente, a través del injerto, productos celulares recombinantes, factores de crecimiento,
hormonas, péptidos o proteinas durante un periodo continuo de tiempo o0 segun se necesite cuando tenga lugar una
sefializacion bioldgica, quimica o térmica debido a las condiciones presentes en el paciente. Es deseable tanto la
expresion de productos génicos a corto o largo plazo, dependiendo de la indicacion de uso del cultivo del constructo
tisular. La expresion a largo plazo es deseable cuando el constructo tisular cultivado se implanta para administrar
productos terapéuticos a un paciente durante un periodo de tiempo prolongado. En cambio, la expresién a corto
plazo es deseable en casos donde el constructo tisular cultivado se injerta en un paciente que tiene una herida
donde las células del constructo tisular cultivado tienen como objetivo favorecer la curaciéon normal o cercana a la
normalidad o reducir la escarificacion de la herida. Una vez que la herida se ha curado, los productos génicos del
cultivo tisular cultivado ya no son necesarios y pueden no ser deseables en el sitio. Las células pueden también
modificarse por ingenieria genética para expresar proteinas o diferentes tipos de componentes matriciales
extracelulares que son “normales” pero que se expresan a niveles mas altos o modificados de alguna manera para
hacer un dispositivo implantable, que comprende una matriz extracelular y células vivas, que es terapéuticamente
ventajoso para mejorar la cicatrizacion de la herida, facilitar o dirigir la neovascularizacion, o minimizar la formacion
de cicatrices o queloides. Estos procedimientos son generalmente conocidos en la técnica, y se describen en
Sambrook et al, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY (1989),
incorporados aqui por referencia. Todos los tipos de células mencionados anteriormente se incluyen en la definicion
de una “célula productora de la matriz” segin se usa en esta invencion.

El componente matricial extracelular mayoritariamente predominante producido por los fibroblastos es colageno
fibrilar, en particular el colageno de tipo I. El colageno fibrilar es un compuesto clave en la estructura célula-matriz;
sin embargo, esta invencion no se limita a las matrices compuestas solo de esta proteina o tipo de proteina. Por
ejemplo, otros colagenos, colagenos fibrilares y no fibrilares de la familia del colageno tales como colagenos de los
tipos 11, 1, 1V, V, VI, VII, VIII, IX; X, XI, XII, X, XIV, XV, XVI, XVII, XVIII, XIX, pueden producirse usando el tipo de
célula apropiado. De manera similar, otras proteinas matriciales que pueden producirse y depositarse usando el
método actual incluyen, pero no se limitan a, elastina; proteoglicanos tales como decorina o biglicano; o
glicoproteinas tal como tenascina; vitronectina; fibronectina; laminina, trombospondina | y glicosaminoglicanos
(GAG) tal como el acido hialurénico (AH).

Las células productoras de la matriz se cultivan en un recipiente adecuado para el cultivo de células animales o
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tejido, tales como una placa, matraz o botella rotatoria de cultivo, que permite la formacién de una estructura
tridimensional similar a la del tejido. Superficies para el crecimiento celular adecuadas, en las que las células se
pueden cultivar, pueden ser cualquier material biol6gicamente compatible al cual las células puedan adherirse y que
proporcione medios de anclaje para que se forme el constructo célula-matriz. Materiales tales como cristal; acero
inoxidable; polimeros, incluidos el policarbonato, poliestireno, cloruro polivinilico, polivinilideno, polidimetilsiloxano,
fluoropolimeros y etilenpropileno fluorado; y sustratos de silicona, incluidos la silice fundida, polisilicona, o cristales
de silicona pueden utilizarse como superficies de crecimiento celular. El material de la superficie de crecimiento
celular puede estar quimicamente tratada o modificada, cargada electrostaticamente o revestida con compuestos
bioldgicos tales como la poli-1-lisina o los péptidos. Un ejemplo de un péptido de recubrimiento es el péptido RGD.

Aunque el constructo tisular de la invencion puede cultivarse en una superficie de crecimiento celular sélida, se
prefiere una superficie de crecimiento celular con poros que comuniquen las caras superior e inferior de la
membrana para permitir un contacto bilateral del medio con el constructo tisular que se esta desarrollando o
contacto solo con la parte que esta debajo del cultivo. El contacto bilateral permite al medio estar en contacto con las
superficies inferior y superior del constructo en desarrollo y la exposicion de una mayor superficie a los nutrientes
contenidos en el medio. El medio también puede estar en contacto solo con la parte inferior del constructo tisular
cultivado en formacién, de modo que la superficie superior puede estar expuesta al aire, como en el desarrollo de un
constructo de piel cultivado. El recipiente de cultivo preferido es uno que utiliza un inserto portador, una membrana
permeable tratada para cultivo tal como una membrana porosa que esta suspendida en el recipiente de cultivo que
contiene el medio. Tipicamente, la membrana se asegura a un extremo de un miembro tubular o un armazén que se
inserta dentro y esta en contacto con una base, tal como una placa petri o de cultivo que puede cubrirse con una
tapa. Los recipientes de cultivo que incorporan un inserto portador con una membrana porosa son conocidos en la
técnica y se prefieren para llevar a cabo la invencion y se describen en un namero de patentes del campo de los
Estados Unidos, algunas de las cuales estdn comercialmente disponibles, incluyendo por ejemplo: 5.766.937,
5.466.602, 5.366.893, 5.358.871, 5.215.920, 5.026.649, 4.871.674, 4.608.342, cuyos contenidos se incorporan aqui.
Cuando se emplean estos tipos de recipientes de cultivo, el constructo tisular se produce en una superficie de la
membrana, preferentemente en la superficie superior, que mira hacia arriba y el cultivo esta en contacto con el
medio celular en tanto en la superficie inferior como la superior. Los poros en la superficie de crecimiento permiten el
paso del medio de cultivo a través de la membrana para proporcionar nutrientes a la parte inferior del cultivo,
permitiendo asi nutrir a las células de manera bilateral o sélo desde la cara inferior. Un tamafio de poro preferido es
uno que es lo suficientemente pequefio para no permitir el crecimiento de células a través de la membrana, pero sin
embargo lo suficientemente grande para permitir el libre paso de nutrientes contenidos en el medio de cultivo a la
superficie inferior del constructo célula-matriz, tal como por accién capilar. Los tamafios preferidos de poro son de
alrededor de menos de 3 micrones pero los tamafios de poro empleados aqui estan en un intervalo entre alrededor
de 0,1 micrones a alrededor de 3 micras, mas preferentemente entre alrededor de 0,2 micrones a alrededor de 1
micra y mas preferentemente alrededor de 0,4 micrones a alrededor de 0.6 micrones. En el caso de fibroblastos
dérmicos humanos, el material mas preferido es policarbonato con un tamafio de poro entre alrededor de 0,4 a
alrededor de 0,6 micrones. El tamafio maximo de poro depende no solo del tamafio de la célula sino también de la
capacidad de la célula para cambiar su forma y pasar a través de la membrana. Es importante que el constructo
similar al tejido se adhiera a la superficie pero no incorpore o envuelva el sustrato, de modo que se pueda separar
del mismo por pelado con una fuerza minima. El tamafio y la forma del constructo tisular formado estan
determinados por el tamafio de la superficie del recipiente o de la membrana sobre la que crece. Los sustratos
pueden ser redondeados o angulares o formados de tal manera que tengan angulos de esquina redondeados, o con
forma irregular. Los sustratos también pueden de ser planos o contorneados como un molde para producir un
constructo con una forma determinada que esté en contacto con una herida o imite la estructura fisica del tejido
natural. Para conseguir mayores areas de superficie del sustrato de crecimiento, se siembran mas células de
manera proporcional a la superficie y se necesita un mayor volumen de medio para bafiar y nutrir de manera
suficiente las células. Cuando el constructo tisular se forma finalmente, sea un constructo célula-matriz de una Unica
capa o un constructo de dos capas, se separa por pelado de la membrana de sustrato antes de injertarlo en un
paciente.

Los constructos tisulares cultivados de la invencién no estan basados en miembros sintéticos o biorreabsorbibles, tal
como una malla para formar constructos tisulares. El miembro de malla se clasifica como un material tejido, material
de punto o material de fieltro. En los sistemas donde se utiliza un miembro de malla, las células se cultivan en el
miembro de malla y crecen en cualquiera de las dos caras y entre los intersticios de la malla para envolver e
incorporar la malla en el constructo tisular cultivado. El constructo final formado por métodos que incorporan una
malla de ese tipo depende de dicha malla para conseguir grosor y soporte fisico. En las patentes de EE. UU.
Numero 5.580.781, 5.443.950, 5.266.480, 5.032.508, 4.963.489 y Naugton et al se encuentran ejemplos de
constructos tisulares cultivados que dependen de miembros de malla sintéticos.

El sistema de produccién de la capa célula-matriz puede ser estatico o puede emplear un medio de perfusion para el
medio de cultivo. En el sistema estatico, el medio de cultivo esta quieto y relativamente inmévil en contraste al
sistema de perfusién donde el medio esta en movimiento. La perfusion del medio afecta a la viabilidad de las células
y aumenta el desarrollo de la capa matricial. Los medios de perfusion incluyen, pero no se limitan a: utilizar una
barra de agitacion magnética o un impulsor motorizado en el medio de cultivo subyacente (debajo) o adyacente al
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portador del sustrato que contiene la membrana del cultivo para agitar el medio; bombear el medio en y a través de
la placa o camara del cultivo; agitar suavemente la placa de cultivo en una plataforma agitadora o rotatoria; o
haciéndolo rodar si se produce en una botella rotatoria. Un técnico versado en la materia puede elegir otros medios
de perfusién que pueden usarse en el método de la invencion.

Las formulaciones de medios de cultivo adecuadas para usar en la presente invencion se seleccionan dependiendo
de los tipos de células que se van a cultivar y de los constructos tisulares que se van a producir. El medio de cultivo
que se usa y las condiciones de cultivo especificas que se necesitan para favorecer el crecimiento celular, la sintesis
de la matriz y la viabilidad dependeran del tipo de célula que se esta cultivando.

En algunos casos, tal como en la fabricacion de constructos de piel de dos capas modificados por bioingenieria de la
presente invencion, la composicién del medio varia con cada etapa de la fabricacion ya que diferentes objetivos
necesitan suplementaciones diferentes. En un método preferido, la capa célula-matriz se forma bajo condiciones
definidas, esto es, se cultiva en un medio quimicamente definido. En otro método preferido, un constructo tisular
comprende una capa célula-matriz provista de una segunda capa de células dispuestas y cultivadas sobre ella
donde ambos tipos de células se cultivan en un sistema con un medio de cultivo definido. Como alternativa, el
constructo tisular comprende una capa célula-matriz fabricada bajo condiciones de medio definidas y una segunda
capa formada sobre ella bajo condiciones de medio no definidas. En un caso contrario, el constructo tisular
comprende una capa célula-matriz que puede ser fabricada bajo condiciones de medio no definidas y la segunda
capa se forma sobre ella bajo condiciones de medio definidas.

Se prefiere el uso de un medio de cultivo quimicamente definido, es decir, un medio libre de extractos tisulares o de
d6rganos animales no definidos, por ejemplo, suero, extracto pituitario, extracto hipotalamico, extracto de placenta, o
extracto embrionario o proteinas y factores secretados por células de soporte. En una realizacion mas preferida, el
medio esta libre de componentes no definidos y de componentes biolégicos definidos derivados de fuentes no
humanas. Aunque no se prefiere la adicion de componentes no definidos, pueden usarse de acuerdo con los
métodos expuestos en cualquier momento del cultivo para fabricar un constructo tisular con éxito. Cuando la
invencién se lleva a cabo utilizando células humanas cribadas cultivadas usando componentes quimicamente
definidos que no estan derivados de fuentes animales no humanas, el constructo tisular resultante es un constructo
tisular humano definido. Se pueden adicionar equivalentes funcionales sintéticos para suplementar el medio
quimicamente definido en el ambito de la definicion de lo quimicamente definido para usar en el método de
fabricacion més preferido. Generalmente, un técnico versado en el campo del cultivo celular serd capaz de
determinar equivalentes humanos naturales, humanos recombinantes o sintéticos adecuados de compuestos
animales cominmente conocidos para suplementar el medio de cultivo de la invenciéon sin una investigacion o
experimentacion excesiva. Las ventajas de utilizar un constructo tal en la clinica es que la probabilidad de infeccion y
contaminacion accidental virica animal o entre especies disminuye. En la situacidon del ensayo, las ventajas de un
constructo quimicamente definido es que cuando se prueba, no hay posibilidad de confundir los resultados debido a
la presencia de componentes indefinidos.

El medio de cultivo comprende una base de nutrientes normalmente suplementada con otros componentes. El
técnico con experiencia en el campo podra determinar bases de nutrientes apropiadas en la técnica de cultivos
celulares animales con una esperanza razonable de producir de manera exitosa el constructo tisular de la invencion.
Muchas fuentes comercialmente disponibles de nutrientes son Utiles en la practica de la presente invencion. Estas
incluyen fuentes de nutrientes comercialmente disponibles que proporcionan sales inorganicas, una fuente de
energia, aminoacidos y vitaminas del grupo B tal como el medio Eagle modificado por Dubelcco (DMEM); el medio
esencial minimo (MEM); M199; RPMI 1640; el medio Dubelcco modificado por Iscove (EDMEM). El medio esencial
minimo (MEM) y el M199 requieren una suplementacion adicional con precursores de fosfolipidos y aminoéacidos no
esenciales. Mezclas ricas en vitaminas comercialmente disponibles que suministran aminoacidos, acidos nucleicos,
cofactores enzimaticos, precursores de fosfolipidos y sales inorganicas incluyen Ham’s F-12, Ham’s F-10, NCTC 109
y NCTC 135. Aunque en concentraciones variables, todos los medios basales proporcionan una fuente basica de
nutrientes para las células en forma de glucosa, aminoacidos, vitaminas e iones inorganicos, junto con otros
componentes del medio basicos. El medio basal mas preferido de la invenciéon comprende una base de nutrientes
del medio Eagle modificado por Dulbecco libre de calcio o con una baja cantidad de calcio, o, como alternativa,
DMEM y Ham'’s F-12 en una proporcion de entre 3a 1y 1 a 3, respectivamente.

El medio basal se suplementa con componentes tales como aminodcidos, factores de crecimiento y hormonas. El
medio de cultivo definido para el cultivo de las células de la invencién se describe en la patente de los EE. UU.
namero 5.712.163 de Parenteau y en la publicacion internacional PCT ndmero WO 95/31473, incorporandose aqui
por referencia las descripciones de las mismas. Se conocen otros medios en la técnica tales como los descritos en
Ham y McKeehan, Methods in Enzymology, 58:44-93 (1979) o en Bottenstein y col, Methods in Enzymology, 58:94-
109 (1979) para otros medios quimicamente definidos apropiados. En la realizacion preferida, el medio basal se
suplementa con los siguientes componentes conocidos para los técnicos experimentados en el cultivo de células
animales: insulina, transferrina, triyodotironina (T3) y etanolamina o o-fosforil-etanolamina o ambas, donde el técnico
experto puede determinar las concentraciones y sustituciones para los suplementos.
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La insulina es una hormona polipeptidica que promueve la absorcién de glucosa y aminoacidos para proporcionar
beneficios a largo plazo sobre multiples pases de células. La suplementacion con insulina o el factor de crecimiento
similar a la insulina (IGF) es necesaria para los cultivos a largo plazo ya que, finalmente, habra una merma de la
habilidad de las células para absorber glucosa y aminoacidos y una posible degradacion del fenotipo celular. La
insulina puede derivarse de fuentes animales, por ejemplo bovina, humanas o por medios recombinantes como
insulina humana recombinante. Por tanto, una insulina humana podria clasificarse como un componente
quimicamente definido no derivado de una fuente biolédgica no humana. Es aconsejable la suplementacion con
insulina para el cultivo en serie y se proporciona al medio en un amplio intervalo de concentraciones. Un intervalo
preferido de concentraciones es entre alrededor de 0,1 pug/ml a alrededor de 500 pg/ml, mas preferentemente de
alrededor de 5pg/ml a alrededor de 400 ug/ml, y més preferentemente de alrededor de 375 pg/ml. Concentraciones
apropiadas para la suplementacion de factores de crecimiento similares a la insulina, tales como IGF-1 e IGF-2, para
los tipos celulares elegidos para el cultivo pueden determinarse facilmente por alguien experto en la técnica.

La transferrina est4 en el medio para la regulacién del transporte del hierro. El hierro es un oligoelemento esencial
gue se encuentra en el suero. Como el hierro puede ser toxico para las células en su forma libre, en el suero se
proporciona a las células unido a la transferrina, preferiblemente, en un intervalo de concentraciones entre alrededor
de 0,05 a alrededor de 50 pg/ml, méas preferentemente de alrededor de 5 pg/ml.

La triyodotironina (T3) es un componente béasico y es la forma activa de la hormona tiroidea que se incluye en el
medio para mantener las tasas del metabolismo celular. La triyodotironina se suplementa al medio a un intervalo de
concentracion entre alrededor de 0 a alrededor de 400 pM, més preferentemente entre alrededor de 2 a alrededor de
200 pM y mas preferentemente de alrededor de 20 pM.

Se afiade etanolamina u o-fosforiletanolamina, o ambas, que son fosfolipidos cuya funcion es actuar como
importantes precursores en la ruta del inositol y en el metabolismo de acidos grasos. La suplementacion con lipidos
gue se encuentran normalmente en el suero es necesaria en un medio libre de suero. La etanolamlna y la o-
fosforlletanolamlna se proporcionan al medio en un |ntervalo de concentracion de entre alrededor de 10 a alrededor
de 10? M, mas preferentemente de alrededor de 1 x 10" M.

Durante la duracion del cultivo, el medio basal se suplementa adicionalmente con otros componentes, tales como
hidrocortisona, selenio y L-glutamina, para inducir la sintesis o diferenciacion o para mejorar el crecimiento celular.

Se ha visto que en el cultivo de queratinocitos la hidrocortisona promueve el fenotipo de los queratinocitos y, por
tanto, realza las caracteristicas diferenciadas tales como el contenido de involucrina y de transglutaminasa de los
queratinocitos (Rubin y col. J. Cell Physiol, 138:208-214 (1986)). Por tanto, la hidrocortisona es un aditivo deseable
en los casos donde estas caracteristicas son beneficiosas tal como en el caso de la formacion de injertos en laminas
de queratinocitos o constructos tisulares. La hidrocortisona puede proporcionarse en un intervalo de concentraciones
de entre 0,01 pg/ml a alrededor de 4,0 pug/ml, mas preferentemente entre alrededor de 0,4 pug/ml a 16 pg/ml.

El selenio se adiciona al medio libre de suero para resuplementar los oligoelementos de selenio normalmente
proporcionados por eI suero. El selenio puede proporicionarse en un |ntervalo de concentracién de entre 10° M
hasta alrededor de 10”7 M; mas preferentemente a alrededor de 5,3 x 10% m.

El aminoéacido L-glutamina esta presente en algunas bases de nutrientes y puede adicionarse en casos donde las
cantidades presents son insuficientes o inexistentes. La L-glutamina se puede proporcionar tamblen en forma
estable tal y como se vende bajo la marca GlutaMAX- 1" (GIbCO BRL, Grand Island, NY). GlutaMAX- 1™ es la forma
estable dipeptidica de la L-alanina-L-glutamina y puede usarse de manera indistinta con L-glutamina y se
proporciona en concentraciones equimolares como un sustituto de la L-glutamina. El dipéptido porporciona
estabilidad a la L-glutamina contra la degradacion debida al tiempo de almacenaje y durante la incubacién que
puede producir incertidumbre acerca de la concentracién de L- glutamlna efectiva en el medio. Tipicamente, el medio
basal se suplementa preferentemente con L-glutamina o GlutaMAX- 1™ en una concentracion entre alrededor de 1
mM a alrededor de 6 mM, mas preferentemente alrededor de 2 mM a alrededor de 5 mM y mas preferentemente 4
mM.

Se pueden afiadir al medio factores de crecimiento tal como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) para ayudar
en el establecimiento de los cultivos a través del escalado de las células y la siembra. Se puede usar EGF en forma
natural o recombinante. Se prefieren las formas humanas, naturales o recombinantes, de EGF para usar en el medio
cuando se esta fabricando un equivalente de piel que contiene componentes bioldgicos no humanos. El EGF es un
componente opcional y puede proporcionarse a una concentracion entre alrededor de 1 a 15 ng/ml, mas
preferiblemente entre alrededor de 5 a 10 ng/ml.

El medio anteriormente descrito se prepara tipicamente como se dispone a continuacion. Sin embargo, debe
sobreentenderse que los componentes de la presente invencidon pueden prepararse y ensamblarse usando una
metodologia convencional compatible con sus propiedades fisicas. Es bien conocido en la técnica que ciertos
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componentes se pueden sustituir con un analogo apropiado o un agente actuante funcionalmente equivalente con el
fin de economizar o de usar el componente mas disponible y conseguir un resultado similar. Los factores de
crecimiento que ocurren naturalmente pueden sustituirse con factores de crecimiento recombinantes o sintéticos que
tengan cualidades y resultados similares, cuando se usan al llevar a cabo la invencién.

Los medios de acuerdo con la presente invencion son estériles. Los componentes estériles se compran estériles o
se esterilizan por procedimientos convencionales, tal como filtracién, después de la preparacién. Procedimientos
asépticos adecuados se han utilizado a lo largo de los siguientes ejemplos. DMEM y F-12 se combinan primero y los
componentes individuales se adicionan luego para completar el medio. Soluciones madre de todos los componentes
pueden almacenarse a -20°C, con la excepcién de la fuente de nutrientes que puede almacenarse a 4°C. Todas las
soluciones madre se preparan a las concentraciones 500x de las concentraciones finales enumeradas
anteriormente. Se prepar6 una solucion madre de insulina, transferrina y triyodotironina (todas de Sigma) tal como
sigue: la triyodotironina se disuelve inicialmente en etanol absoluto en acido clorhidrico (HCI) 1N en una proporcién
2:1. La insulina se disuelve en HCI diluido (aproximadamente 0,1 N) y la transferrina se disuelve en agua. Se
mezclan luego los tres y se diluyen en agua a una concentracién de 500x. La etanolamina y la o-fosforiletanolamina
se disuelven en agua a una concentracion de 500x y se esterilizan por filtracion. La progesterona se disuelve en
etanol absoluto y se diluye con agua. La hidrocortisona se disuelve en etanol absoluto y se diluye en tampén fosfato
salino (PBS). El selenio se disuelve en agua en una concentracion de 500x y se esteriliza por filtracion. El EGF es
compra estéril y se disuelve en PBS. La adenina es dificil de disolver pero puede disolverse por un numero de
métodos conocidos para aquellos expertos en la materia. La albumina sérica puede adicionarse a ciertos
componentes para estabilizarlos en solucién y actualmente se deriva de fuentes animales o humanas. Por ejemplo,
la albdmina sérica humana (ASH) o la albumina sérica bovina (ASB) puede adicionarse en los almacenamientos
prolongados para mantener la actividad de las soluciones madre de progesterona y EGF. El medio se puede usar
inmediatamente después de su preparacion o se puede almacenar a 4°C. Si se almacena, el EGF no debe
adicionarse hasta el momento de su utilizacion.

Para formar la capa célula-matriz por el cultivo de las células productoras de la matriz, se suplementa el medio con
agentes adicionales que promueven las sintesis de la matriz y la deposicién por las células. Estos agentes
suplementarios con compatibles con las células, definidos a un grado elevado de pureza y libres de contaminantes.
El medio usado para producir la capa de la célula-matriz se denomina “medio productor de la matriz”.

Para preparar el medio productor de la matriz, el medio basal se suplementa con un derivado del ascorbato tal como
ascorbato sddico, acido ascorbico, o uno de sus derivados més estables quimicamente tal como la sal magnésica n-
hidratada del acido L-ascorbico. El ascorbato se afiade para promover la hidroxilacion de la prolilna y la secrecion
del procolageno, un precursor soluble de las moléculas de coldgeno depositadas. El ascorbato ha mostrado ser un
cofactor importante para el procesamiento postraduccional de otras enzimas asi como un regulador positivo de la
sintesis de colageno de tipo 1y tipo Ill.

Aunque sin querer restringirse a la teoria, la suplementacion del medio con aminoacidos implicados en la sintesis
proteica conserva energia celular al no exigir que las células produzcan los aminoéacidos ellas mismas. Se prefiere la
adicion de prolina y glicina ya que ellas, al igual que la forma hidroxilada de la prolina, la hidroxiprolina, son
aminoacidos basicos que constituyen la estructura del colageno.

Aungue no se requiere, el medio de produccién de la matriz estd suplementado opcionalmente con un polimero
neutro. Los constructos célula-matriz de la invencién pueden producirse sin un polimero neutro, pero sin querer
restringirse a la teoria de nuevo, su presencia en el medio de produccién de la matriz puede hacer mas uniforme
entre muestras el procesamiento de colageno y la deposicidon. Un polimero neutro preferido es el polietilenglicol
(PEG), que ha mostrado que promueve el procesamiento in vitro del precursor soluble procolageno producido por las
células cultivadas en el colageno depositado en la matriz. PEG de grado de cultivo tisular, en un intervalo entre
alrededor 1000 y alrededor de 4000 PM (peso molecular), mas preferentemente, en el medio de la invencion, se
prefiere entre alrededor 3400 y alrededor de 3700 PM. Las concentraciones preferidas de PEG para utilizar en el
método pueden ser concentraciones de alrededor del 5% p/v 0 menos, preferentemente de alrededor del 0,01% p/v
a alrededor del 0,5% p/v, mas preferentemente entre alrededor del 0,025% p/v y alrededor del 0,2% p/v, mas
preferentemente alrededor del 0,05% p/v. Otros polimeros neutros de grado de cultivo tales como dextrano,
preferiblemente T-40 dextrano o polivinilpirrolidona (PVP), preferentemente en el intervalo de 30.000-40.000 PM,
también pueden usarse a concentraciones de alrededor del 5% p/v 0 menos, preferentemente entre alrededor del
0,01 % plv y alrededor del 0,5 % p/v, mas preferentemente entre alrededor del 0,025% p/v y alrededor del 0,2 %
p/v, mas preferentemente alrededor del 0,05 % p/v. Otros agentes de grado de cultivo celular y compatibles con las
células que mejoran el procesamiento del colageno y la deposicion pueden determinarse por el técnico con
experiencia en la técnica del cultivo de células de mamifero.

Cuando las células productoras de células son confluentes y el medio de cultivo se suplementa con componentes
que asisten en la sintesis de la matriz, secrecion u organizacion, se dice que se estimulan las células para formar un
constructo tisular que comprende células y matriz sintetizadas por esas células.
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Por tanto, una formulacion preferida para el medio de produccién de la matriz comprende: una mezcla basal 3:1 del
medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (formulacién con alta glucosa, sin L-glutamina) y el medio Hams F-12
suplementado con L- glutamlna 4 mM o un equwalente 5 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico, 0,4 pg/ml de
hidrocortisona, 1 x 10* M de etanolamina, 1 x 10 M de o-fosforiletanolamina, 5 pg/ml de insulina, 5 pg/ml de
transferrina, triyodotironina 20 pM, 6,78 ng/ml de selenio, 50 ng/ml de &cido L-ascorbico, 0,2 pg/ml de L-prolinay 0,1
png/ml de glicina. Al medio de produccion se pueden afiadir otros agentes farmacoldgicos al cultivo para alterar la
naturaleza, cantidad o tipo de la matriz extracelular secretada. Estos agentes pueden incluir factores de crecimiento
polipeptidicos, factores de transcripcion o sales inorganicas para regular de manera positiva la transcripciéon del
colageno. Ejemplos de factores de crecimiento polipeptidicos incluyen el factor de crecimiento transformante beta 1
(TGF-B1) y el activador tisular del plasminégeno (TPA), ambos de los cuales se sabe que regulan de manera
positiva la sintesis de colageno. Raghow et al., Journal of Clinical Investigation, 79:1285-1288 (1987); Pardes et al.,
Journal of Investigative Dermatology, 100:549 (1993). Un ejemplo de una sal inorganica que estimula la produccién
de colageno es el cerio. Shivakumar et al., Journal of Molecular and Cellular Cardiology 24:775-780 (1992).

Los cultivos se mantienen en un incubador para asegurar condiciones ambientales suficientes de temperatura,
humedad y mezcla de gases controlados para el cultivo de las células. Las condiciones preferidas estan en una
temperatura entre alrededor de 34 °C y alrededor de 38 °C, mas preferentemente 37 + 1 °C con una atmdsfera entre
alrededor de 5-10 + 1 % de CO; y una humedad relativa (HR) entre alrededor de 80-90 %.

En la realizacion preferida, el constructo célula-matriz es un constructo dérmico formado de fibroblastos dérmicos y
su matriz secretada. Preferentemente, se usan fibroblastos dérmicos humanos, derivados como células primarias de
la dermis o mas preferentemente de pases en serie o subcultivadas de reservas o bancos de células establecidos
gue han sido examinados para detectar una posible contaminacion virica y bacteriana y ensayados para conocer su
pureza. Las células se cultivan bajo condiciones suficientes en medio de crecimiento para hacer que proliferen hasta
un ndmero apropiado para sembrar las células en el sustrato del cultivo en el cual formen un constructo célula-
matriz. Como alternativa, las células de un cultivo madre de células congelados pueden sembrarse directamente en
el sustrato del cultivo.

Una vez que se hayan obtenido nimeros de células suficientes, se toman las células y se siembran en una
superficie de cultivo adecuada y se cultivan bajo condiciones de crecimiento apropiadas para formar una lamina de
células confluentes. En la realizacion preferida, las células se siembran en una membrana porosa que se sumerge
para permitir el contacto con el medio desde debajo del cultivo a través de los poros y directamente arriba.
Preferentemente, se suspenden las células en medio de creC|m|ento o de base y se siembran en la superf|C|e del
cultivo celular a una densidad entre alrededor de 1 x 10° células/cm? y alrededor de 6, 6 x 10° celulas/cm mas
preferentemente entre alrededor de 3 x 10° celulas/cm y al alrededor de 6,6 x 10° células/cm?® y adn mas
preferentemente alrededor de 6,6 x 10° células/cm? (células por un &rea de la superficie de un centimetro cuadrado).
Los cultivos se cultivan en medio de crecimiento para establecer el cultivo y son cultivados hasta una confluencia de
entre alrededor del 80% y el 100%, momento en el que se los induce quimicamente, cambiando el medio a medio de
produccioén de la matriz, para regular de forma positiva la sintesis y secrecion de la matriz extracelular. En un método
alternativo, las células se siembran directamente en el medio de produccion para eliminar la necesidad de cambiar
del medio basico al medio de produccion pero ese es un método que requiere mayores densidades de sembrado.

Durante el cultivo, los fibroblastos organizan las moléculas matriciales secretadas para formar una estructura similar
al tejido tridimensional pero no muestran fuerzas contractiles significativas para hacer que el constructo célula-matriz
que se esta construyendo se contraiga y se pele del sustrato de cultivo. Se hacen cambios de medio cada dos o tres
dias con medio de produccion de matriz fresco y con el tiempo, la matriz secretada incrementa su grosor y
organizacion. El tiempo necesario para crear un constructo célula-matriz depende de la habilidad de la densidad de
sembrado inicial, el tipo de célula, la edad de la linea celular y la habilidad de la linea celular para sintetizar y
secretar la matriz. Cuando estan totalmente formados, los constructos de la invencion tienen un grosor voluminoso
debido a la matriz fibrosa producida y organizada por las células; no son ordinariamente confluentes o cultivos
celulares demasiado confluentes donde las células pueden estar adheridas unas a otras de forma débil. La calidad
fibrosa da a los constructos propiedades cohesivas similares a las del tejido, a diferencia de los cultivos ordinarios,
porque pueden resistir el dafio fisico, tal como el desgarro o el agrietamiento, de la manipulacion rutinaria en un
marco clinico. En la fabricacién de un constructo dérmico cultivado, las células formaran una matriz organizada
alrededor de ellas mismas en la superficie del cultivo celular, preferentemente con un grosor de al menos 30
micrones o mas, mas preferentemente un grosor a través de la superficie de la membrana de entre alrededor 60 y
alrededor de 120 micrones; sin embargo, se han obtenido grosores superiores a los 120 micrones y son adecuados
para usar en aplicaciones clinicas o de ensayo donde se necesitan tales mayores grosores.

En un método preferido, una capa de células epiteliales se aplica a una superficie, preferentemente la superior, la
superficie que mira hacia arriba del constructo célula-matriz. Para el constructo célula-matriz, las células epiteliales
se pueden sembrar y cultivar sobre él para formar un constructo tisular multicapa. En el método mas preferido, se
cultivan los queratinocitos derivados de la piel en el constructo celular para formar un constructo de piel. En otras
realizaciones preferidas, las células del epitelio corneal, también denominadas queratinocitos de la cérnea, pueden
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sembrarse en el constructo célula-matriz para formar un constructo corneal. Las células epiteliales de la mucosa oral
pueden cultivarse en el constructo célula-matriz para formar un constructo de mucosa oral. Células epiteliales del
eso6fago pueden sembrarse en el constructo célula-matriz para formar un constructo de tejido esofagico. Células
uroepiteliales del tracto genitourinario pueden sembrarse en el constructo célula-matriz para formar un constructo de
uroepitelio. Pueden seleccionarse otras células de origen epitelial para formar un constructo del tejido del cual esas
células se derivan.

Se conocen en la técnica métodos para proporcionar células epidérmicas para un sustrato dérmico, y métodos para
su cultivo, incluyendo la induccién de la diferenciacion y cornificacion para formar una capa de queratinocitos
diferenciada y se describen en la patente de los EE. UU. nimero 5.712.163 de Parenteau et al. y en la patente de
los EE. UU. nimero 5.536.656 de Kemp et al., los contenidos de las cuales se incorporan aqui por referencia.
Tipicamente, para llevar a cabo la epidermalizacion del constructo célula-matriz, se siembran los queratinocitos en el
constructo célula-matriz y se cultivan sobre el mismo hasta que la capa tiene un grosor de alrededor de una a tres
capas de células. Se inducen luego los queratinocitos para que diferencien formando una epidermis multicapa y se
inducen entonces para que se cornifiquen para que formen un estrato cérneo.

En el método para formar una capa epidérmica diferenciada, se toman queratinocitos subcultivados de cultivos
madre de células y se expanden sus nimeros de células. Cuando se obtiene un nimero necesario de células, se
liberan del sustrato del cultivo, se suspenden, cuentan, diluyeny entonces se S|embran en la superficie superior deI
constructo célula-matriz a una densidad entre alrededor de 4,5 x 10° células/cm® y alrededor de 5,0 x 10
células/cm?, mas preferentemente entre alrededor de 1, 0 x 10* células/cm® y alrededor de 1,0 x 10° células/cm?, y
mas preferentemente a alrededor de 4,5 x 10* células/cm?. Los constructos se incuban luego durante un intervalo de
entre aproximadamente 60 y 90 minutos a 37 = 1 °C, 10% CO. para permitir a los queratinocitos adherirse. Después
de la incubacion, los constructos se sumergen en medio de epidermalizacién. Después de un intervalo de tiempo
suficiente en el cultivo, los queratinocitos proliferan y se extienden para formar una monocapa confluente a lo largo
del constructo célula-matriz. Una vez en confluencia, la formulacion del medio celular se cambia a medio de
diferenciacion para inducir la diferenciacion celular. Cuando el epitelio multicapa se ha formado, se usa entonces
medio de cornificacion y se trae el cultivo a la interfaz aire-liquido. Para la diferenciacién y la cornificacién de los
queratinocitos, las células se exponen a una interfaz aire-liquido seca o con poca humedad. Se puede caracterizar
una interfaz seca o con poca humedad como la que duplica los niveles bajos de humedad de la piel. Con el tiempo,
los queratinocitos expresaran todas o la mayor parte de las queratinas y otras caracteristicas que se encuentran en
la piel natural cuando se expone a estas condiciones.

Como se menciona anteriormente, el sistema para la produccion de un constructo célula-matriz puede usarse en la
formacion de un constructo corneal. Las células de la cérnea epitelial pueden derivarse de una variedad de fuentes
mamiferas. La célula epitelial preferida es una célula de cdrnea epitelial humana o de conejo (queratinocito cérneo)
pero puede usarse cualquier queratinocito corneo de mamiferos. Otros queratinocitos epiteliales como los derivados
de la esclerética (porcién opaca blanca exterior) del ojo o de la epidermis pueden sustituirse, pero se prefieren
queratinocitos cérneos. En el método para formar un constructo cérneo, se separa el medio del inserto del cultivo
(que contiene el constructo célula-matriz) y el entorno. Células de la cérnea epitelial de conejo normales se
expanden mediante subcultivos, se tripsinizan para separarlas del sustrato de cultivos, se suspenden en medio de
cultivo y se S|embran en la superficie superior de la membrana con una densidad de entre 7,2 x 10* y alrededor de
1,4 x 10° células/cm?. Los constructos se incuban posteriormente sin medio durante alrededor de cuatro horas a 37 +
1°C, 10 % CO, para permitir a las células epiteliales adherirse. Después de la incubacion, los constructos se
sumergen en medio de mantenimiento corneal (CMM) (Johnson et al., 1992). Las células epiteliales se cultivan hasta
que el constructo célula-matriz se cubre con las células epiteliales. La complecion de la cobertura epitelial se puede
determinar por una variedad de métodos, para ilustrar mediante la tincion del cultivo con una solucién de sulfato azul
de nilo (1:10.000 en una solucién salina tamponada de fostato). Una vez que se cubre el constructo célula-matriz,
después de aproximadamente siete dias, los constructos son transferidos asépticamente a nuevas bandejas de
cultivo con suficiente medio de mantenimiento de la cérnea (CMM) para alcanzar un nivel fluido suficiente para que
la superficie del constructo mantenga una interfaz hiUmeda sin sumergir la capa epitelial. Los constructos se incuban
a 37 + 1°C, 10% CO; y una humedad mayor del 60% en CMM, cambiando el medio segln se necesite, tipicamente,
tres veces por semana.

Para la diferenciacion, pero no la cornificacion de la capa de células epiteliales, como se necesita en la produccién
de un constructo corneal, la superficie celular corneal se expone a una interfaz hUmeda aire-liquido. Se describen
métodos para proporcionar una interfaz himeda aire-liquido en la patente de los EE. UU. nimero 5.374.515 de
Parenteau. Segun se usa aqui, el término “interfaz humeda” quiere significar un ambiente de cultivo que esta
regulado de modo que la superficie del constructo esta himeda, con una humedad elevada, pero no seca o
sumergida. El nivel exacto de humedad en el ambiente de cultivo no es critico, pero debe ser lo suficientemente
humedo para evitar la formacién de células cornificadas. Una interfaz himeda puede caracterizarse como la que
intenta duplicar niveles de humedad similares a los del ojo humano.

En una realizacion alternativa preferida, se puede llevar a cabo el sembrado de una segunda célula productora de la
matriz sobre un constructo célula-matriz formado en primer lugar para obtener un constructo célula-matriz mas
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grueso o un constructo célula-matriz bicapa. La segunda siembra se puede llevar a cabo con el mismo tipo celular o
cepa o con un diferente tipo celular o cepa, dependiendo del resultado deseado. La segunda siembra se lleva a cabo
bajo las mismas condiciones empleando los procedimientos y el medio de la produccion de la matriz usados en la
produccién de la primera capa. Un resultado de llevar a cabo la segunda siembra con un tipo celular diferente es que
se obtiene una matriz formada con diferentes perfiles de componentes matriciales o densidad de empaquetamiento
matricial que afectara la cicatrizacién de la herida cuando el constructo se injerta en el paciente. La primera siembra
celular produce un analogo matricial de la capa reticular de la dermis, una capa de colageno tipo | empaquetada mas
densamente y componentes matriciales extracelulares constituyentes. La segunda siembra de células podria
producir una matriz similar a la capa de las papilas de la dermis caracterizada por fibrillas de colageno mas flojas y a
la matriz extracelular. Otro resultado es que el segundo tipo celular pueda producir una sustancia terapéutica que
podria afectar también la cicatrizacion de la herida, tal como una mejor incorporacion o integracion del injerto o la
minimizacién o prevencion de la formacion de cicatrices.

En otra realizacién preferida, poblaciones de células mixtas de dos o mas tipos celulares pueden cultivarse juntas
durante la formacién de un constructo célula-matriz siempre y cuando al menos uno de los tipos celulares sea capaz
de sintetizar una matriz extracelular. El segundo tipo celular puede necesitarse para llevar a cabo otras funciones
tisulares o para desarrollar caracteristicas estructurales particulares del constructo tisular. Por ejemplo, en la
produccién de un constructo tisular, las células de la papila dérmica o las células epiteliales anexas pueden
cultivarse con las células productoras de la matriz para permitir la formacion de apéndices epiteliales o sus
componentes. Los apéndices dérmicos tales como las estructuras o componentes de las glandulas sebaceas o
sudoriparas o estructuras o componentes del foliculo piloso pueden formarse cuando se cultivan junto con las
células productoras de la matriz. Las células epiteliales pueden derivarse de estructuras de apéndices de una
glandula o pelo situadas en la dermis profunda, tal como por microdiseccion, e incluir células ecrinas, células
mioepiteliales, células secretoras glandulares, células madre del foliculo capilar. Otros tipos de células que se
encuentran normalmente en la piel que constituyen la piel también se pueden afiadir tales como melanocitos, células
de Langerhans y células de Merkel. De forma similar, las células de endotelio vascular pueden cocultivarse para
producir componentes rudimentarios para la formacién de vascularizacion nueva. Los adipocitos también se pueden
cultivar con las células productoras de la matriz para formar un constructo usado en la cirugia reconstructiva. Como
un modo alternativo de liberacién de este segundo tipo celular, las células pueden sembrarse localizadas en un
punto o como una disposicién de un nimero cualquiera de puntos de células sobre o dentro de una matriz célula-
tejido totalmente formada o en proceso de formacion para un desarrollo localizado de estas estructuras. Para
sembrar las células en el constructo célula-matriz, las células pueden inyectarse entre las superficies superior e
inferior, dentro de la célula-matriz, para que las células crezcan, formen estructuras especializadas y realicen su
funcion especializada.

Para producir un constructo tisular de tres capas, una primera siembra de células que comprende un tipo celular
productor de la matriz o un tipo celular no productor de la matriz se siembra en el sustrato del cultivo durante un
tiempo suficiente para producir un constructo célula-matriz o una capa celular. Una vez que se forma el primer
constructo célula-matriz o la primera capa celular, se realiza una segunda siembra de células que comprenden un
tipo celular productor de la matriz en la superficie superior del primer constructo célula-matriz o capa celular y se
cultiva por un tiempo bajo condiciones suficientes para formar un segundo constructo célula-matriz sobre el primer
constructo. En el segundo constructo célula-matriz, se lleva a cabo una tercera siembra de un tercer tipo celular y se
cultiva bajo condiciones suficientes para producir una tercera capa. Como ejemplo, para producir un constructo
cérneo de tres capas, la célula del primer tipo celular puede comprender un origen endotelial, tal como células
endoteliales cérneas; el segundo tipo celular puede comprender células con origen en tejido conjuntivo, tal como los
queratinocitos corneos; y el tercer tipo celular puede comprender células de origen epitelial, tal como células del
epitelio corneal. Como otro ejemplo de un constructo de piel de tres capas, las células de la primera siembra pueden
tener origen vascular para proporcionar los componentes para la vascularizacion, las células de la segunda siembra
pueden comprender fibroblastos dérmicos para formar un constructo célula-matriz que sirva como un constructo
dérmico, y las células de la tercera siembra pueden ser queratinocitos epidérmicos para formar una capa
epidérmica.

Los constructos tisulares de la invencion pueden almacenarse a temperaturas criogénicas cuando se emplean
métodos de vitrificacién o criopreservacion. Se describen métodos para la vitrificacion de constructos tisulares en la
patente de los EE. UU. niumero 5.518.878 y se describen métodos para la criopreservaciéon en las patentes de los
EE. UU. nimeros 5.689.961 y 5.891.617 y una solicitud internacional PCT WO 96/24018, las descripciones de las
cuales se incorporan aqui por referencia.

Los constructos de piel de esta invencion se pueden usar en sistemas de ensayos tisulares para ensayos
toxicoldgicos in vitro. Los sistemas de ensayo que incorporan constructos de piel con fines de ensayo se describen
en la patente de los EE. UU. nimero 4.835.102, cuya descripcion se incorpora aqui por referencia. Dado que el
constructo de piel producido por las células tiene una estructura similar y, mas importantemente, una organizacion
similar a la de la piel, puede ser un sistema de ensayo valioso como alternativa o sustituyente de ensayos de
absorcion, toxicidad y, en muchos casos, efectividad de los productos, que se llevan a cabo en seres humanos o
animales vivos. Se ha visto que la produccion de la matriz imita varios de los procesos mostrados en la produccion
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de la matriz asi como la reparaciéon de la matriz in vivo. Por esta razédn, el sistema descrito puede ser una
herramienta valiosa para el andlisis de la reparacion de la herida y la generacion de tejido y ademas para el ensayo
y analisis de estimulantes quimicos y/o fisicos de la reparacion de la herida.

El uso mas preferido para los constructos de piel de esta invencion es el injerto o la implantacién en un receptor
mamifero para restaurar o reparar la piel dafiada debido a una herida o una enfermedad. Las indicaciones para
injertar un constructo de piel incluyen, pero no se limitan a, la cirugia plastica o reconstructiva, heridas de la piel,
quemaduras, psoriasis, Ulceras diabéticas y venosas y células basales de carcinoma. Los constructos de piel de la
invencién son Utiles tanto para proteger el tejido herido como para servir como un andamio para el crecimiento hacia
adentro del tejido del receptor. Se cree que el nivel de organizacion del tejido producido en esta invencion también
sirve para facilitar y posiblemente acelerar las acciones de reparacion de la herida.

Los constructos célula-matriz de la invencién tienen propiedades cohesivas. “Cohesivo” se usa aqui con el
significado de ser capaz de mantener la integridad fisica unitaria y las propiedades de manejo similares a las del
tejido. Las propiedades fisicas que primeramente dan a los constructos de la invencion las propiedades cohesivas
son el grosor voluminoso y la estructura fibrosa de la matriz. La matriz fibrosa extracelular se forma a partir de
colageno sintetizado por las células y otros componentes matriciales, principalmente colageno fibrilar dispuesto en
fibrillas y haces de fibrillas y le da al constructo su volumen. Los constructos célula-matriz de la invencion son
manejables, es decir, pueden pelarse manualmente de su sustrato de cultivo, sin el soporte de un transportador o de
herramientas especializadas, y aplicarse al paciente o al aparato de ensayo. Puede ser resistente al dafio tal como
el desgarramiento o el estiramiento de la manipulacion ordinaria en la clinica sin detrimento de la estructura o
funcién. Cuando se aplica al paciente, pueden asegurarse en el lugar con grapas o puntos.

Para injertar en un paciente el constructo de piel de la presente invencion, el area del injerto se prepara de acuerdo
con la practica estandar. Para quemaduras, los sitios de heridas de quemaduras que van a recibir los injertos han de
prepararse para el injerto de modo que el area de piel quemada se extirpe totalmente. Las areas desbridadas
apareceran limpias y clinicamente no infectadas antes del injerto. Para heridas profundas de espesor parcial debidas
a la extirpacion quirargica, el area preoperativa se afeita, si es necesario, se limpia con un limpiador de piel
antiséptico y antimicrobiano y se enjuaga con solucién salina normal. La anestesia local normalmente consiste en
una administracion intradérmica de lidocaina o epinefrina 0 ambas. Una vez que se ha logrado la anestesia, se usa
un dermatomo para retirar la piel a una profundidad apropiada, creando una herida profunda de espesor parcial. Se
puede conseguir la homeostasis por compresion con epinefrina que contiene lidocaina y por electrocauterizacion. Se
aplica entonces el constructo de piel al lecho de la herida y, si se necesita, se asegura en el lugar por sutura o con
grapas, luego se refuerza y se venda con vendajes apropiados.

Los constructos de piel de la presente invencion también pueden transformarse en una malla antes del injerto en el
paciente. Este proceso mejora la conformacion del constructo de piel para el lecho de la herida y proporciona una
manera de drenar el exudado de la herida desde debajo del implante. El término mallado (transformaciéon en una
malla) se define como un método mecanico por el cual se perfora un tejido con hendiduras para dar lugar a una
disposicion tipo red. El mallado se obtiene preferentemente usando un mallador de piel convencional (ZIMMER®)
BIOPLASTY®). También se puede rayar o perforar un tejido manualmente con un escalpelo o una aguja. La piel
mallada o retiforme puede expandirse estirando la piel para que se abran las hendiduras y se aplique entonces al
lecho de la herida. El tejido retiforme extendido proporciona una cobertura méaxima al area de la herida. Como
alternativa, la piel retiforme se puede aplicar sin expansion, simplemente como una ldmina con una disposicién de
hendiduras no expandidas. El constructo de piel retiforme se puede aplicar sélo o con la propia piel del paciente de
otra &rea de su cuerpo. Los constructos tisulares pueden también tener perforaciones o ventanajes y poros
realizados por otros medios. Los ventanajes también pueden aplicarse manualmente usando un laser, un punzén, un
escalpelo, una aguja o un alfiler.

Los constructos de piel de la invencion pueden aplicarse a otras heridas aparte de las heridas quirdrgicas o
guemaduras. Otras heridas tales como Ulceras venosas, Ulceras diabéticas, Ulceras por presion, pueden
experimentar un beneficio en la cicatrizacion al aplicar el constructo de piel presentado. Otras enfermedades de la
piel congénitas tales como la epidermdlisis bullosa pueden también puede beneficiarse.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para una mayor explicacion de la practica de la presente invencién y no
deben interpretarse en ningiin caso como una limitacién del ambito de la presente invencion. Aquellos expertos en la

técnica reconoceran las diferentes modificaciones que pueden hacerse a los métodos aqui descritos sin que eso
suponga un desvio de la intencién y ambito de la presente invencion.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Formacion de una matriz de colageno por fibroblastos de prepucio de seres humanos neonatos

Los fibroblastos de prepucio de seres humanos neonatos (originados en Organogenesis, Inc. Canton, MA) se
sembraron en un matraz tratado a una concentracion de 5 x 10° células/ matraz tratado para cultivo tisular de 162
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cm? (Costar Corp., Cambridge, MA, cat # 3150) y crecidas en medio de cultivo. El medio de crecimiento consistio
de: medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (formulacién con alta glucosa, sin L-glutamina, BioWhittaker,
Walkersville, MD) suplementado con un 10% de suero de ternera recién nacida (NBCS) (HyClone Laboratories, Inc.,
Logan, Utah) y L-glutamina 4 mM (BioWhittaker, Walkersville, MD). Las células se mantuvieron en un incubador a 37
+ 1°C con una atmosfera de 10 + 1% de CO». El medio fue reemplazado con medio recién preparado cada dos o tres
dias. Después de 8 dias en cultivo, las células habian crecido hasta alcanzar la confluencia, esto es, las células
habian formado una monocapa empaquetada a lo largo del fondo del matraz de cultivo del tejido y se aspird el
medio del matraz de cultivo. Para lavar la monocapa, se adiciond una solucién salina de tampén fosfato y
esterilizada por filtracion al fondo de cada matraz de cultivo y se aspir6 entonces de los matraces. Las células se
liberaron del matraz por adicion de 5 ml de glutamina y tripsina-verseno (BioWhittaker, Walkersville, MD) a cada
matraz y agitdndolo suavemente para asegurar una cobertura completa de la monocapa. Los cultivos se devolvieron
al incubador. Tan pronto como se liberaron las células, se afiadieron 5 ml de SBTI (inhibidor de tripsina de la soja) a
cada matraz y se mezclaron con la suspension para parar la accion de la tripsina-versano. La suspension celular se
retir6 de los matraces y se dividid equitativamente en tubos de centrifugacion conica estériles. Se recogieron las
células por centrifugacion a aproximadamente 8000-1000 x g durante 5 minutos.

Se resuspendieron las células usando medio fresco a una concentracion de 3,0 x 10° células/ml, y se sembraron en
insertos de cultivo tisular tratados de 24 mm de diametro y un tamafio de Joro de 0,4 micrones (TRANSWELL®
Coming Costar) en una bandeja de seis pozos a una densidad de 3,0 x 10° células/inserto (6,6 x 10° células/cm?).
Las células se mantuvieron en un incubador a 37 + 1 °C con una atmésfera de 10 + 1 % de CO; y se nutrieron con
medio de produccidn fresco cada 2 6 3 dias durante 21 dias. El medio de produccion comprende: una mezcla basal
3:1 de los medios DMEM y Hams F-12 (Quality Biologics Gaithersburg, MD), GlutaMAX-1™ 4 mM (Gibco BRL,
Grand Island, NY) y aditivos hasta alcanzar una concentracion de: 5 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico
humano recombinante (Upstate Biotechnology Lake Placid, NY), 2% de suero de ternero recién nacido (Hyclone,
Logan, Utah), 0.4 pg/ml de hldrocortlsona (Sigma, San Luis, MO), etanolamina 1 x 10“ M (Fluka, Ronkonkoma, NY
grado ACS), o-fosforiletanolamina 1 x 10 M (Sigma, San Luis), 5 pg/ml de insulina (Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml
de transferrina (Sigma, San Luis, MO), triyodotironina 20 pM (Sigma, San Luis,MO) y 6.78 ng/ml de selenio (Sigma
Aldrich Fine Chemicals Co., Milwaukee, WI), 50 ng/ml de &cido L-ascorbico (WAKO Chemicals EE. UU., Inc. # 013-
12061), 0,2 pg/ml de L-prolina (Sigma, San Luis, MO), 0,1 pg/ml de glicina (Sigma, San Luis, MO) y un 0,05% de
polietilenglicol (PEG) de un PM 3400-3700 (Sigma, San Luis, MO).

Las muestras para los andlisis histélogicos se tomaron en los dias 7, 14 y 21 y fijadas en formalina, embebidas
entonces en parafina. Las muestras fijadas en formalina se embebieron en parafina y una seccion de 5 micrometros
se tifid con hematoxilina-eosina (H&E) de acuerdo con los procedimientos conocidos en la técnica. Utilizando los
portaobjetos teflidos con H&E, se hicieron medidas del grosor a diez campos microscopicos elegidos al azar usando
un visor 10X equipado con un reticulo de 10 mm/100 micrémetros.

En la tabla 1 se resumen los resultados de dos cepas celulares de fibroblastos dérmicos humanos, la cual muestra el
grosor del constructo célula-matriz segun se desarrolla.

Tabla 1:
Grosor (micrones)
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21
B119 Media (n=3) 0 30,33 +2,61 63,33 +4,40 84,00 £ 4,67
B156 Media (n=4) 0 42,00 £ 5,14 63,85 £ 4,50 76,25 + 8,84

Las muestras también se sometieron a andlisis de la concentracién de colageno en los dias 7, 14 y 21. El contenido
de colageno se estim6 empleando un ensayo colorimétrico para el contenido de hidroxiprolina conocido en la técnica
(Woessner, 1961). En esos mismos momentos se determiné también el nidmero de células. La tabla 2 es un
resumen de las concentraciones de colageno y la tabla 3 es un resumen de los datos de las células de los
constructos célula-matriz producidos a partir de dos cepas celulares diferentes (B156 y B119) usando el
procedimiento descrito anteriormente.

Tabla 2:
Colageno (ug/cm?)
Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21
B119 Media (n=3) 0 93,69 £ 22,73 241,66 £ 21,08 396,30 £ 29,38
B156 Media (n=3) 0 107,14 + 17,16 301,93 £ 23,91 457,51 £+ 25,00
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Tabla 3:
Células (células/cm?)
Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21
B 119 Media (n=3) 6,6 x 10° 11,8 +4,4 x 10° 11,4 +1,7 x 10° 139+1,2x10°
B 156 Media (n=3) 6,6 x 10° 13,1+0,5x 10° 14,0 +2,1 x 10° 17,1+1,7 x 10°

Se analizaron muestras de la matriz dérmica derivada de células humanas tomadas los dias 7, 14 y 21 por SDS-
PAGE en condiciones reductoras retardadas para determinar la composicion de colageno que revelaron las bandas
alfa de colageno tipo | y tipo Il en las muestras.

Se determinaron las caracteristicas bioquimicas de la matriz dérmica utilizando métodos inmunohistoquimicos. La
identificacion de fibronectina se llevd a cabo en secciones fijadas en parafina usando el sistema estrepavidina-
biotina Histostain de Zymed (Zymed Laboratories Inc., South San Francisco, CA). Se determiné la presencia de
tenascina por la tincion del anticuerpo primario anti-tenascina (Dako, Carpintheria, CA) seguido por el anticuerpo
contra anticuerpo de ratén marcado con peroxidasa de rabano picante (Calbiochem) como anticuerpo secundario.
Se visualizaron las muestras por aplicacion de diaminobencino (Sigma San Luis, MO) y contratincion con rojo
nuclear rapido.

La cuantificacion de glicosaminoglicano (GAG) se llevd a cabo en muestras tomadas el dia 21 usando el método
descrito anteriormente (Farndale, 1986). El ensayo mostré la presencia de 0,44 gramos de GAG por cm? en una
muestra de matriz dérmica derivada de células humanas tomada 21 dias después de la siembra.

Ejemplo 2: Constructos de piel de espesor total

Usando un constructo dérmico formando mediante el método descrito en el ejemplo 1, se depositaron queratinocitos
epidérmicos de piel de prepucio de neonatos humanos normales (originados en Organogenesis, Inc. Canton, MA)
sobre el constructo célula-matriz para formar la capa epidérmica del constructo de piel.

Se separ6 asépticamente el medio del inserto del cultivo y del entorno. Se escalaron queratinocitos epidérmicos
humanos normales hasta el cuarto pase desde un subcultivo madre de células congeladas hasta llegar a la
confluencia. Se liberaron entonces las células de las placas de cultivo usando tripsina-versano, se acumularon y
centrifugaron para formar un sedimento celular, se resuspendi6 en medio de epidermalizaciéon, se contaron y
sembraron en la superficie de la membrana a una densidad de 4,5 x 10* células/cm?. Los constructos se incubaron
entonces durante 90 minutos a 37 + 1°C, 10 % de CO; para permitir la adhesion de los queratinocitos. Tras la
incubacién, los constructos se sumergieron en medio de epidermalizacion. El medio de epidermalizacion esta
compuesto de una mezcla base 3:1 del medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (formulaciéon con elevada
cantidad de glucosa, sin L-glutamina (BioWhittaker, Walkersville, MD) y el medio Hams F-12 (Quality Biologics
Gaithersburg, MD), suplementado con 0,4 pg/ml de hidrocortisona (Sigma San Luis, MO), etanolamina 1 x 10~ M
(Fluka, Ronkonkoma, NY), O-fosforiletanolamina 1 x 10* M (Sigma, San Luis, MO), 5 pug/ml de insulina (Sigma, San
Luis, MO), 5 pg/ml de transferrina (Sigma, San Luis, MO), triyodotironina 20 pM (Sigma, San Luis, MO), 6,78 ng/ml
de selenio (Aldrich), 24,4 pg/ml de adenina (Sigma Aldrich Fine Chemicals Company, Milwaukee, W1I), L-glutamina 4
mM (BioWhittaker, Walkersville, MD), suero de ternera recién nacida quelado al 0,3% (Hyclone, Logan, Utah), 0,628
ng/ml de progesterona (Amersham Arlington Heights, IL), 50 pg/ml de la sal sédica del acido L-ascorbico (Sigma
Aldrich Fine Chemicals Company, Milwaukee, WI), 10 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico (Life Technologies
Inc., MD) y 50 pg/ml de sulfato de gentamicina (Amersham, Arlington Heights, IL). Los constructos se cultivaron en
medio de epidermalizacion durante 2 dias a 37 = 1 °C, 10 % de CO».

Después de dos dias se sumergié el constructo en medio compuesto de una mezcla 3:1 de medio Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM) (formulacion con una elevada cantidad de glucosa, sin L-glutamina, BioWhittaker,
Walkersville, MD) y medio Hams F-12 (Quality Biologics, Gaithersburg, MD), suplementado con 0,4 pg/ml de
hidrocortisona (Sigma, San Luis, MO), etanolamina 1 x 10 (Fluka, Ronkonkoma, NY), O-fosforiletanolamina | x 10
M (Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml de insulina (Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml de transferrina (Sigma, San Luis, MO),
triyodotironina 20 pM (Sigma, San Luis, MO) y 6,78 ng/ml de selenio (Sigma Aldrich Fine Chemicals Company,
Milwaukee, WI), 24,4 pg/ml de adenina (Sigma Aldrich Fine Chemicals Company), L-glutamina 4 mM (BioWhittaker,
Walkersville, MD), suero de ternera recién nacida quelado al 0,3 % (BioWhittaker, Walkersville, MD), 0,628 ng/ml de
progesterona (Amersham, Arlington Heights, IL), 50 pg/ml de ascorbato soédico, 265 pg/ml de cloruro célcico
(Mallinckrodt, Chesterfield, MO) y 50 pug/ml de sulfato de gentamicina (Amersham, Arlington Heights, IL). De nuevo,
se incubo el constructo a 37 + 1 °C, 10 % de CO; durante 2 dias.

Después de dos dias, el portador que contenia el constructo se transfiri6 asépticamente a nuevas bandejas de
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cultivo con una cantidad suficiente de medio de cornificaciéon, 9 ml, para conseguir un nivel fluido justo hasta la
superficie de la membrana del portador para mantener una interfaz seca que permita la estratificacion de la capa
epitelial. Los constructos se incubaron a 37 + 1 °C, 10% de CO; y baja humedad, en medio con cambios de medio
cada 2-3 dias durante 7 dias. Este medio estd compuesto de una mezcla 1:1 del medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) (formulacion con elevada cantidad de glucosa, sin L-glutamina BioWhittaker, Walkersville, MD) y
medio Hams F-12 (Quality BIO|O?ICS Gaithersburg, MD), suplementado con 0.4 pg/ml de hldrocortlsona (Sigma, San
Luis, MO), etanolamina 1 x 10™ M (Fluka, Ronkonkoma, NY), O-fosforiletanolamina 1 x 10* M (Sigma, San Luis,
MO), 5 pg/ml de insulina (Sigma, San Luis, MO), 5 pug/ml de transferrina (Sigma, San Luis, MO), triyodotironina 20
pM (Sigma, San Luis, MO), 6,78 ng/ml de selenio (Aldrich), 24,4 ug/ml de adenina (Sigma Aldrich Fine Chemicals
Company), L-glutamina 4 mM (BioWhittaker, Walkersville, MD), suero de ternero recién nacido al 2% (BioWhittaker,
Walkersville, MD), 50 pg/ml de ascorbato sodico y 50 pug/ml de sulfato de gentamicina (Amersham, Arlington Heights,
IL). Después de 7 dias el constructo se nutrié durante 10 dias més, con cambios cada 2-3 dias usando un medio de
mantenimiento. Este medio de mantenimiento estaba compuesto de una mezcla 1:1 del medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) (formulacién con una cantidad elevada de glucosa, sin L-glutamina, BioWhittaker, Walkersville,
MD) y medio Hams F 12 (Quality Biologics Gaithersburg, MD), 0,4 pug/ml de hldrocortlsona (Sigma, San Luis, MO),
etanolamina 1 x 10 M (Fluka, Ronkonkoma, NY), O-fosforiletanolamina 1 x 10* M (Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml
de insulina (Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml de transferrina (Sigma, San Luis, MO), triyodotironina 20 pM (Sigma, San
Luis, MO) y 6,78 ng/ml de selenio (Sigma Aldrich Fine Chemicals Company, Milwaukee, WI), 24,4 ug/ml de adenina
(Sigma Aldrich Fine Chemicals Company, Milwaukee, WI), L-glutamina 4 mM (BioWhittaker, Walkersville, MD), suero
de ternero recién nacido al 1% (BioWhittaker, Walkersville, MD) y 50 pg/ml de sulfato de gentamicina (Amersham,
Arlington Heights, IL).

Las muestras finales se sometieron al proceso de hematoxilina y eosina descrito en el ejemplo 1 para determinar la
apariencia fisica bajo microscopia Optica. El constructo resultante consisti6 en una capa inferior (dérmica)
compuesta de fibroblastos rodeados por una matriz con las caracteristicas descritas en el ejemplo 1, y se cubrié
totalmente por una capa multiple de queratinocitos bien defierenciados estratificada que muestra una capa basal,
una capa suprabasal, una capa granulada y un estrato cérneo similar al de la piel in situ. El constructo de piel tiene
una membrana en la base bien desarrollada presente en la unién de la dermis con la epidermis tal como muestra la
microscopia electrénica de transmision (MET). La membrana de la base muestra su mayor grosor alrededor de los
hemidesmosomas, marcados por fibrillas de anclaje compuestas de colageno de tipo VII, tal como se ve por MET.
Como se esperaba esas fibrillas de anclaje pueden verse facilmente saliendo de la membrana de la base y
atrapando las fibrillas de colageno. La presencia de la laminina, una glicoproteina de la membrana basal, se mostré
usando la técnica inmunoenzimatica de la avidina-biotina previamente descrita (Guesdon, 1979).

Ejemplo 3: Formacién in vitro de una matriz de colageno por fibroblastos de prepucio de neonatos humanos en un
medio quimicamente definido

Los fibroblastos de prepucio de neonatos humanos se expandieron usando el procedlmlento descrito en el ejemplo
1. Las células se resuspendieron posteriormente a una concentracion de 3 x 10° células/ml, y se sembraron en
insertos de membrana de cultivo tisular tratados de 24 mm de diametro y con un tamano de poro de 0,4 micrones,
en una bandeja de seis pocillos a una densidad de 3,0 x 10° células/TW (6,6 x 10° células/cm ) Estas células se
mantuvieron luego como en el ejemplo 1 pero eliminando el suero de ternero recién nacido del suero usado en todo
el experimento. Mas especificamente, el medio contenia una mezcla base 3:1 de DMEM y medio Hams F-12
(Quality Biologics, Gaithersburg, MD), GlutaMAX 4 mM (Gibco BRL, Grand Island, NY) y aditivos: 5 ng/ml de factor
de crecimiento epidérmico recombinante humano (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY), 0,4 pg/ml de
hidrocortisona (Sigma, San Luis, MO), etanolamina 1 x 10™ (Fluka, Ronkonkoma, NY cat. #02400 grado ACS), O-
fosforiletanolamina 1 x 10™ M (Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml de insulina (Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml de
transferrina (Sigma, San Luis, MO), triyodotironina 20 pM (Sigma, San Luis, MO) y 6,78 ng/ml de selenio (Sigma
Aldrich Fine Chemicals Company, Milwaukee, WI), 50 ng/ml de &cido L-ascorbico (WAKO Chemicals EE. UU., Inc.),
0,2 pg/ml de L-prolina (Sigma, San Luis, MO), 0,1 pg/ml de glicina (Sigma, San Luis, MO) y polietilenglicol (PEG) al
0,05 % (Sigma San Luis, MO). Las muestras se revisaron los dias 7, 14 y 21 para determinar la concentracion de
colageno y el nimero de células usando los procedimientos descritos. Los resultados se resumen en las tablas 4
(numero de células) y 5 (colageno). Las muestras también se fijaron en formalina y se procesaron para la tincién con
hemotoxilina y eosina para el andlisis con microscopio Optico segun se describe en el ejemplo 1. La evaluacion
histolégica demostrd que los constructos crecidos en medio definido eran similares a los crecidos en presencia de
suero de ternero recién nacido al 2 %. Las muestras también dieron positivo en el ensayo de tincion para
fibronectina, usando el procedimiento descrito en el ejemplo 1.

Tabla 4:
Colageno (ug/cm?)
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21
(Cant)idad media de colageno en cada constructo |0 107.63+21,96 |329,85+27,63 |465,83 +49,46
n=3
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Tabla 5:
Células (células/cm?)
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21
(NL’Jm)ero medio de células en cada constructo |6,6 x 10° 78+22x10° 9,6 +25x10° |1,19 +2,1x 10°
n=3

Ademas también estaban presente en el constructo célula-matriz glicosaminoglicano, decorina vy fibrillas de colageno
producidos endégenamente.

Ejemplo 4: Constructo de piel de espesor total formado usando medio quimicamente definido

Usando un constructo dérmico de 25 dias formado por fibroblastos dérmicos humanos bajo condiciones
guimicamente definidas similares a las del método descrito en el ejemplo 3, se sembraron queratinocitos
epidérmicos de prepucio de neonatos humanos normales en la superficie superior del constructo célula-matriz para
formar la capa epidérmica del constructo de piel.

El medio se separé asépticamente del inserto del cultivo y del entorno. Se escalaron queratinocitos epidérmicos
humanos normales hasta el cuarto pase de un subcultivo madre de células congeladas hasta la confluencia. Las
células luego se liberaron de las placas de cultivo usando tripsina-versano, se acumularon y centrifugaron para
formar un sedimento celular, se resuspendieron en medio de epidermalizacién, se contaron y se sembraron en la
parte superior de la membrana en una densidad de 4,5 x 10* células/cm® Los constructos se incubaron
posteriormente durante 90 minutos a 37 + 1 °C, 10 % de CO; para permitir que se adhirieran los queratinocitos.
Después de la incubacion, se sumergieron los constructos en medio de epidermalizacion. El medio de
epidermalizacion esta compuesto de una mezcla basal 3:1 de medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (que
no contiene glucosa ni calcio, BioWhittaker, Walkersville, MD) y medio Hams F-12 (Quality Biologics Gaithersburg,
MD), suplementado con 0,4 pg/ml de hidrocortisona (Sigma San Luis, MO), etanolamina 1 X 10 M (Fluka,
Ronkonkoma, NY), O-fosforiletanolamina 1 x 10* M (Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml de insulina (Sigma, San Luis,
MO), 5 pg/ml de transferrina (Sigma, San Luis, MO), triyodotironina 20 pM (Sigma, San Luis, MO), 6,78 ng/m de
selenio (Aldrich), 24,4 pg/ml de adenina (Sigma Aldrich Fine Chemicals Company, Milwaukee, WI), L-glutamina 4
mM (BioWhittaker, Walkersville, MD), 50 ugm de la sal sédica del acido L-ascoérbico (Sigma Aldrich Fine Chemicals
Company, Milwaukee, WI), &cido linoleico 16 pM (Sigma, San Luis, MO), acetato de tocoferol 1 uM (Sigma, San
Luis, MO) y 50 pg/ml de sulfato de gentamicina (Amersham, Arlington Heights, IL). Los constructos se cultivaron en
el medio de epidermalizacion durante 2 dias a 37 + 1 °C, 10 £ 1 % de COa.

Después de dos dias, se cambi6 el medio con medio fresco compuesto como se indica anteriormente y se devolvio a
la incubadora fijada a 37 + 1°C, 10 + 1 % de CO: durante dos dias. Después de los dos dias, el portador que
contenia el constructo se transfiri6 asépticamente a bandejas de cultivo nuevas con medio suficiente para alcanzar
un nivel del liquido justo hasta la superficie de la membrana del portador para mantener el constructo en formacion
en la interfaz aire-liquido. El aire en contacto con la superficie superior de la capa epidérmica que se esta formando
permite la estratificacion de la capa epitelial. Los constructos se incubaron a 37 + 1 °C, 10 + 1 % de CO; y baja
humedad, en medio que se cambi6 cada 2-3 dias durante 7 dias. Este medio contenia una mezcla 1:1 del medio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (que no contiene glucosa ni calcio, BioWhittaker, Walkersville, MD) y medio
Hams F-12 (Quality Biologics, Gaithersburg, MD), suplementado con 0,4 pug/ml de hidrocortisona (Sigma, San Luis,
MO), etanolamina 5 x 10™ M (Fluka, Ronkonkoma, NY), O-fosforiletanolamina 5 x 10* M (Sigma, San Luis, MO), 5
wml de insulina (Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml de transferrina (Sigma, San Luis, MO), triyodotironina 20 pM (Sigma,
San Luis, MO), 6,78 ng/ml de selenio (Sigma Aldrich Fine Chemicals Company), 24,4 wml de adenina (Sigma
Aldrich Fine Chemicals Company), L-glutamina 4 mM (BioWhittaker, Walkersville, MD), 2,65 pg/ml de cloruro calcico
(Mallinckrodt, Chesterfield, MO), acido linoleico 16 uM (Sigma, San Luis, MO), acetato de tocoferol 1 pM (Sigma,
San Luis, MO), serina 1,25 mM (Sigma, San Luis, MO), cloruro de colina 0,64 mM (Sigma, San Luis, MO) y 50 pg/ml
de sulfato de gentamicina (Amersham, Arlington Heights, IL). Los cultivos se alimentaron cada 2-3 dias, durante 14
dias.

Se sometieron las muestras, por triplicado, 10, 12 y 14 dias después de que el constructo se elevara a la interfaz
aire-liquido al procedimiento de hematoxilina y eosina como se describe en el ejemplo 1 para determinar la
apariencia fisica por microscopia optica. El constructo resultante consistio en una capa inferior (dérmica) compuesta
de fibroblastos rodeados por una matriz con las caracteristicas descritas en el ejemplo 3, y se cubri6é con una capa
de queratinocitos diferenciados y estratificados.

Ejemplo 5: Formacion in vitro de una matriz de colageno por fribroblastos del tendén de Aquiles humano

Los constructos célula-matriz se formaron usando el mismo método descrito en el ejemplo 1 reemplazando los
fibroblastos de prepucio de neonatos humanos por fibroblastos de tendon de Aquiles humanos (FTAH). Después de
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21 dias en medio de produccion, las muestras también se sometieron a la tincién de H&E y se determiné el grosor
usando el procedimiento descrito en el ejemplo 1. El constructo resultante se visualizé como un constructo célula-
matriz similar al tejido con un grosor de 75,00 + 27,58 micrones (n=2). También se aprecié la presencia en el
constructo de glicosaminoglicanos, decorina y colageno fibrilar producidos endégenamente.

Ejemplo 6: Formacién in vitro de una matriz de colageno por fibroblastos de prepucio de neonatos humanos
transfectados

Se produjeron fibroblastos dérmicos humanos transfectados siguiendo el siguiente procedimiento. Un vial de
productores viricos de factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDFG) jCRIP-43 (Morgan, J., et al) se
descongel6 y se sembraron las células a una concentracion de 2 x 10° células/matraz de 162 cm” (Corning Costar,
Cambridge, MA). A esos matraces se adicion6 medio de crecimiento y se mantuvieron en un incubador a 37 £ 1°C
con una atmosfera de 10 + 1% de CO». El medio de crecimiento consistié en: medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) (formulacion con una elevada cantidad de glucosa, sin L-glutamina, BioWhittaker, Walkersville, MD)
suplementado con suero de ternero recién nacido al 10 % (HyClone Laboratories, Inc., Logan, Utah) y L-glutamina 4
mM (BioWhittaker, Walkersville, MD). En el mismo dia, se descongeld también un vial de fibroblastos de prepuuo de
neonatos humanos (HDFB156) y se sembré a una concentracion de 1,5 x 10° células/matraz de 162 cm? (Corning
Costar, Cambridge, MA). Después de tres dias, los productores virales JCRIP PDGF-43 se alimentaron con medio de
crecimiento fresco. Los fibroblastos HDFB156 se alimentaron con el medio de crecimiento mencionado
anteriormente méas 8 pug/ml de polibreno (Sigma, San Luis, MO). Al dia siguiente, las células HDFB 156 se infectaron
tal como sigue. El medio agotado del cultivo de los productores virales JCRIP PDGF-43 se recogio y filtr6 a través de
un filtro de 0,45 micrones. A este medio agotado y filtrado se afiadieron 8 pg/ml de polibreno. Se colocé
posteriormente el medio agotado en los HDF. En los dos dias siguientes los HDF se alimentaron con medio de
creC|m|ento fresco. El dia despues los HDF se pasaron del paso 5 al paso 6, y se sembraron a una densidad de 2,5
x 10° células/matraz de 162 cm? (Corning Costar, Cambridge, MA). El pase de células fue como sigue: se aspir6 el
medio agotado. Los matraces se lavaron luego con una solucién salina de tampén fostato para eliminar cualquier
residuo de suero de ternero recién nacido. Las células se liberaron del matraz por adicion de 5 ml de tripsina-
versano a cada matraz y se agitaron suavemente para asegurar una cobertura completa de la monocapa. Se
devolvieron los cultivos al incubador. Tan pronto como se liberaron las células, se afiadieron a cada matraz 5 ml de
SBTI (inhibidor de tripsina de soja) y se mezclaron con la suspensién para detener la accion de la tripsina-versano.
La suspension células/tripsina/SBTI se retird de los matraces y se dividié equitativamente entre tubos de centrifuga
conicos estériles. Las células se recogieron por centrifugacion a aproximadamente 800-1000 x g durante 5 minutos.
Se resuspendieron las células en el medio de crecimiento para sembrarlas a la densidad mencionada anteriormente.
Después de dos dias las células se alimentaron con medio de creC|m|ent0 fresco. El dia siguiente las células se
recogieron como antes y se diluyeron a una densidad de 1,5 x 10° células/ml en medio de crecimiento gue contiene
suero de ternero recién nacido al 10% (NBCS) con un 10% de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma, San Luis, MO). Las
células se congelaron posteriormente a alrededor de -80°C, 1ml/criovial.

La produccion de la matriz de colageno para este ejemplo utiliza los mismos procedimientos que los ejemplos 1y 3,
reemplazando los fibroblastos de prepucio de neonatos humanos con fibroblastos de prepucio de neonato humanos
transformados para producir cantidades elevadas del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDFG) como se
describe anteriormente. Se tomaron muestras para la tincion H&E tal como se describe anteriormente el dia 18
después de la siembra. Las muestras también se tifieron usando los métodos de la avidina-biotina para determinar la
presencia de fibronectina mencionados en el ejemplo 10. Se tomaron muestras en el dia 18 después de la siembra
para la tincibn H&E como se describe en el ejemplo 1, y mostraron una apariencia macroscépica célula-matriz
similar a la descrita en el ejemplo 1, con un grosor medido de 123,6 micrones (N=1). Se midid la secrecion de PDFG
por parte de las células transfectadas en el constructo célula-matriz durante toda la duracion del cultivo (18 dias) por
ELISA y resulté ser de 100 ng/ml mientras que la secrecion control de PDFG fue indetectable.

Ejemplo 7: Uso del constructo dérmico como material de injerto

Se prepararon los constructos célula-matriz de acuerdo con los métodos del ejemplo 1 usando fibroblastos dérmicos
humanos derivados del prepucio de neonatos y se injertaron en heridas de extirpacion total creadas en ratones
atimicos sin pelo. Los injertos en los ratones se llevaron a cabo de acuerdo con los métodos descritos por Parenteau
et al. (1996), cuyo contenido se incorpora aqui por referencia. Se examinaron los injertos los dias 14, 28 y 56
buscando sefiales de adherencia al lecho de la herida, evidencia de contraccion de la herida, areas de pérdida del
injerto y presencia de vascularizacion (color). Las areas injertadas se fotografiaron mientras se mantuvieron intactas
en los ratones. Un ndmero de ratones fueron sacrificados en momentos determinados, y las areas injertadas y sus
entornos se extirparon junto con el borde circundante de piel murina llegando al menos hasta el paniculo carnoso.
Se conservaron las uniones entre los injertos y la piel murina de cada muestra. Las muestras de tejido explantadas
se fijaron posteriormente en una disolucién de formalina al 10 % en tampon fosfato y fijadas en metanol. Las
muestras fijadas en metanol se procesaron para la tincion H&E de acuerdo con el procedimiento descrito en el
ejemplo 1. Los injertos fueron capaces de integrarse con la piel del ratén, notandose una contraccién minima. En el
plazo de catorce dias después del injerto, la epidermis del ratén habia migrado completamente sobre el injerto.
Usando las muestras tefiidas por H&E, los vasos sanguineos eran obvios en el injerto a los 14 dias, y a lo largo de
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todo el experimento. Se determind por una observacion general y por la tincién H&E de las muestras que el injerto
persistia y mantenia el aspecto saludable, contenia células vivas y no mostraba abnormalidades matriciales
importantes, etc. a lo largo de la extension de todo el experimento.

Ejemplo 8: Uso de constructos de piel de espesor total como un injerto de piel

Los constructos bicapa de piel se prepararon como se describe en el ejmplo 2 usando fibroblastos dérmicos
humanos derivados de prepucio de neonato en la capa dérmica y queratinocidos humanos derivados de un prepucio
de neonato diferente en la capa epidérmica. Los constructos de piel pudieron pelarse manualmente de la membrana,
manipularse sin el soporte de un transportador y colocarse en el sitio del injerto. Los constructos bicapa de piel se
injertaron en heridas de extirpacion total creadas en ratones atimicos sin pelo de acuerdo con los métodos descritos
por Parenteau et al (1996), cuyo contenido se incorpora aqui por referencia. Las fechas de evaluacién determinadas
para tomar las muestras fueron los dias 7, 14, 28, 56 y 184 después del injerto. Las areas del injerto se fotografiaron
mientras se mantuvieron intactas en los ratones. Un numero de ratones fueron sacrificados en cada fecha de
evaluacion, y las areas injertadas y sus entornos se extirparon junto con el borde circundante de piel murina llegando
al menos hasta el paniculo carnoso. Se conservaron las uniones entre los injertos y la piel murina de cada muestra.
Las muestras de tejido explantadas se fijaron entonces en una solucion de formalina al 10% en tampén fosfato y
fijada en metanol. Las muestras fijadas en formalina se procesaron para la tincion H&E de acuerdo con el
procedimiento descrito en el ejemplo 1.

Se observé que los injertos se integraron en el tejido del receptor en el plazo de 7 dias tanto por observacion
macroscépica como por la apariencia histoldgica. Se visualizaron los vasos sanguineos por tincion H&E,
extendiéndose al injerto desde el tejido del receptor en un plazo de 7 dias desde el injerto. Los injertos se
conservaron sanos y se mantuvieron durante el experimento, notandose una contraccion minima. Se mostré la
permanencia de células epidérmicas humanas durante todo el periodo del injerto utilizando la tincién con el
anticuerpo anti-involucrina humana.

Ejemplo 9: Formacion in vitro de una matriz por queratinocitos corneales humanos

Se utilizaron células de queratinocitos corneales humanos (originadas en Organogenesis, Inc. Canton, MA) en la
produccién de un constructo estromal de la cornea. Se liberaron cultivos confluentes de queratinocitos humanos de
sus sustratos de cultivo utilizando tripsina-verseno. Una vez liberados, se utilizé el inhibidor de tripsina de la soja
para neutralizar la tripsina-verseno, se centrifugd la suspension celular, se desechd el sobrenadante y luego se
resuspendieron las células en medio basal a una concentracion de 3 x 10° células/ml. Se sembraron las células en
un placa de seis pocillos con pocillos tratados transwell para cultivo celular de 24 mm de dlametro y un tamafio de
poro de 0,4 micrones, a una densidad de de 3,0 x 10° células/TW (6,6 x 10° celulas/cm) Estos cultivos se
mantuvieron toda la noche en medio de siembra. El medio de siembra estaba compuesto de una mezcla de base 3:1
de medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) y medio Hams F-12 (Quality Biologics Gaithersburg, MD cat.),
GlutaMAX 4 mM (Gibco BRL, Grand Island, NY) y aditivos: 5 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico
recombinante humano (EGF) (Upstate Biotechnology Lake Placid, NY), 0,4 pg/ml de hldrocortlsona (Sigma, San
Luis, MO), etanolamina 1 x 10" M (Fluka, Ronkonkoma, NY), O-fosforiletanolaamina 1 x 10" ™M (Sigma, San Luis,
MO), 5 pg/ml de insulina (Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml de transferrina (Sigma, San Luis, MO), triyodotironina 20
pM (Sigma, San Luis, MO) y 6,78 ng/ml de selenio (Sigma Aldrich Fine Chemicals Company, Milwaukee, WI). A
continuacion los cultivos se alimentaron con medio de produccion fresco. El medio de produccién estaba compuesto
de una mezcla de base 3:1 de medio DMEM y Hams F-12 (Quality Biologics Gaithersburg, MD), GlutaMAX 4 mM
(Gibco BRL., Grand Island, NY) y aditivos: 5 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico recombinante humano
(Upstate Blotechnology Lake Placid, NY), suero de ternero reC|en nacido al 2 % (Hyclone, Logan, Utah), 0,4 pg/ml de
hidrocortisona (Sigma, San Luis, MO), etanolamina 1 x 10® M (Fluka, Ronkonkoma, MY Grado ACS), O-
fosforiletanolamina 1 x 10™ M (Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml de insulina (Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml de
transferrina (Sigma, San Luis, MO), triyodotironina 20 pM (Sigma, San Luis, MO) y 6,78 ng/ml de selenio (Sigma
Aldrich Fine Chemicals Co., Milwaukee, WI), 50 ng/ml de acido L-ascérbico (WAKO pure chemical company), 0,2
pa/ml de L-prolina (Sigma, San Luis, MO), 0,1 pg/ml de glicina (Sigma, San Luis, MO) y polietilenglicol (PEG) al 0,05
% (Sigma, San Luis, MO, grado de cultivo celular).

Se mantuvieron las células en un incubador a 37 £ 1°C con una atmosfera del 10% + 1% de CO; y se alimentaron
con medio de produccion fresco cada 2-3 dias durante 20 dias (durante un total de 21 dias de cultivo). Después de
21 dias de cultivo, los queratinocitos habian depositado una capa matricial de un grosor de alrededor de 40
micrones, medido por el método descrito en el ejemplo 1. También estaban presentes en el constructo célula-matriz
glicosaminoglicano, decorina y colageno fibrilar producido endégenamente.

Ejemplo 10: Formacion in vitro de una matriz de colageno por fibroblastos de prepucio de neonatos humanos
sembrados en medio de produccion

Fibroblastos de prepucio de neonatos humanos (originados en Organogenesis, Inc. Canton, MA) se sembraron a
una concentracion de 1 x 10° células/platos de seis pocillos, con portadores tratados de cultivo celular de 24 mm de
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didametro y un tamafio de poro de 0,4 micrones (TRANSWELL®, Costar Corp. Cambridge, MA) y se dejaron crecer
en medio de crecimiento. El medio de cultivo consisti6 en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
(formulacion con una cantidad elevada de glucosa, sin L-glutamina, BioWhittaker, Wallcersville, MD) suplementado
con suero de ternero recién nacido al 10 % (HyClone Laboratories, Inc., Logan, Utah) y L-glutamina 4 mM
(BioWhittaker, Walkersville, MD). Las células se mantuvieron en un incubador a 37 = 1°C con una atmoéfera del 10
+1% de CO,.Se reemplaz6 el medio cada dos o tres dias. Después de 9 dias en cultivo, se aspiré el medio de la
placa de cultivo y se reemplazé con medio de produccion. Se mantuvieron las células en un incubador a 37 £ 1 °C
con una atmosfera del 10 + 1% de CO; y se alimentaron com medio de produccién fresco cada 2-3 dias durante 21
dias. El medio de produccion estaba compuesto de una mezcla basal 3:1 de medio DMEM y medio Hams F-12
(Quality Biologics, Gaithersburg, MD), GlutaMAX 4mM (Gibco BRL, Grand Island, NY) y aditivos: 5 ng/ml de factor de
crecimiento epidérmico recombinante humano (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY), suero de ternero recién
nacido al 2% (Hyclone, Logan, Utah), 0,4 pg/ml de hidrocortisona (Sig;ma St. Louis, MO), etanolamina 1 x 10 M
(Fluka, Ronkonkoma, NY, grado ACS), O-fosforiletanolamina 1 x 10™ M (Sigma, St. Louis,), 5 pg/ml de insulina
(Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml de transferrina (Sigma, San Luis, MO), triyodotironina 20 pM (Sigma, San Luis, MO)
y 6,78 ng/ml de selenio (Sigma Aldrich Fine Chemicals Co., Milwaukee, WI), 50 ng/ml de acido L-ascérbico (WAKO
Pure Chemical Company), 0,2 pg/ml de L-prolina (Sigma, San Luis, MO), 0,1 pg/ml de glicina (Sigma, San Luis, MO)
y polietilenglicol (PEG) al 0,05% (Sigma, San Luis, MO, grado de cultivo celular).

Se tomaron muestras el dia 21 y se fijaron en formalina, luego se embebieron en parafina. Las muestras fijadas en
formalina se embebieron en parafina y se tifieron con hematoxilina-eosina (H&E) secciones de 5 micrémetros de
acuerdo con las técnicas usadas en la técnica de manera rutinaria. Usando las secciones tefiidas por H&E, se
midieron diez campos microscépicos elegidos de manera aleatoria usando un ocular 10 X (Olympus America Inc.,
Melville, NY) equipado con un reticulo de 100 mm/100 micrémetros (Olympus America Inc., Melville, NY). Los
constructos creados usando este método son similares en estructura y composicion bioquimica a aquellos creados
con el ejemplo 1y tienen un espesor medido de 82,00 + 7,64 micrones.

Ejemplo 11: Formacion in vitro de una matriz de colageno por fibroblastos dérmicos porcinos

Se sembraron fibroblastos dérmicos porcinos (originados en Or%anogenesis, Inc. Canton, MA) a una concentracion
de 5 x 10° células/matraz tratado de cultivo celular de 162 cm (Costar Corp., Cambridge, MA. Cat # 3150) y se
dejaron crecer en medio de crecimiento como se describe a continuacion. El medio de crecimiento consistié en
medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (formulacion con elevada cantidad de glucosa, sin L-glutamina,
BioWhittaker, Walkersville, MD) suplementado con suero fetal de ternero al 10 % (HyClone Laboratories, Inc., Logan,
Utah) y L-glutamina 4 mM (BioWhittaker, Walkersville, MD). Las células se mantuvieron en un incubador a 37 + 1°C
en una atmdsfera del 10% + 1% de CO.. El medio se reemplazé cada dos o tres dias. Cuando se alcanzo la
confluencia, es decir, cuando las células hubieron formado una capa empaquetada en el fondo del matraz de cultivo
tisular, se aspird el medio de la placa de cultivo. Para lavar la monocapa, se adicion6 a la misma una solucién salina
con tampon fosfato, esterilizada por filtracion y se aspir6 a continuacion de la placa. Se liberaron las células del
matraz por adicion a cada matraz de 5 ml de glutamina tripsina-verseno (BioWhittaker, Walkersville, MD) y se
agitaron suavemente para asegurar una cobertura completa de la monocapa. Se devolvieron los cultivos al
incubador. Tan pronto como se liberaron las células se afiadieron a cada matraz 5 ml de SBTI (inhibidor de tripsina
de soja) y se mezclaron con la suspension celular para detener la accion de la tripsina-verseno. Se separd la
suspension de los matraces y se dividi6 de manera equitativa entre tubos conicos de centrifuga estériles. Se
recogieron las células por centrifugacion a aproximadamente 800-1000 x g durante 5 minutos. Se resuspendieron las
células y se diluyeron a una concentracion de 3 x 10° células/ml, se sembraron en una placa de seis pozos, con
pozos transwell tratados de cultivo tisular de un diametro de 24 mm y un tamafio de poro de 0,4 micrones, a una
densidad de 3,0 x 10° células /TW (6,6 x 10° células/cmz). Las células se mantuvieron toda la noche en medio de
siembra. El medio de siembra consisti6 en una mezcla basal 3:1 de medio DMEM y medio Hams F-12 (Quality
Biologics, Gaithersburg, MD), GlutaMAX 4 mM (Gibco BRL, Grand Island, NY) y aditivos: 5 ng/ml de factor de
crecimiento epidérmico recombinante humano (Upstate Biotechnology Lake Placid, NY), 0,4 pg/ml de hidrocortisona
(Sigma, San Luis, MO), etanolamina 1 x 10* M (Fluka, Ronkonkoma, NY, grado ACS), O-fosforiletanolamina 1 x 10™*
M (Sigma, San Luis,), 5 pg/ml de insulina (Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml de transferrina (Sigma, San Luis, MO),
triyodotironina 20 pM (Sigma, San Luis, MO), y 6,78 ng/ml de selenio (Sigma Aldrich Fine Chemicals Co., Milwaukee,
WI), 50 ng/ml de acido L-ascérbico (WAKO Pure Chemical Company), 0,2 pg/ml de L-prolina (Sigma, San Luis, MO)
y 0,1 pg/ml de glicina (Sigma, San Luis, MO). Las células se mantuvieron en un incubador a 37 + 1°C en una
atmosfera del 10 £ 1% de CO; y se alimentaron con medio de produccion fresco cada 2-3 dias durante 7 dias. El
medio de produccion estaba compuesto de una mezcla basal 3:1 de medio DMEM y medio Hams F.12 (Quality
Biologics, Gaithersburg, MD), GlutaMAX 4 mM (Gibco BRL, Grand Island, NY) y aditivos: 5 ng/ml de factor de
crecimiento epidérmico recombinante humano (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY), suero de ternero recién
nacido al 2% (Hyclone, Logan, Utah), 0,4 pg/ml de hidrocortisona (Sigma, San Luis, MO), etanolamina 1 x 10" M
(Fluka, Ronkonkoma, NY, grado ACS), O-fosforiletanolamina 1 x 10* M (Sigma, San Luis), 5 ug/ml de insulina
(Sigma, San Luis, MO), 5 ug/ml de transferrina (Sigma, San Luis, MO), triyodotironina 20 pM (Sigma, San Luis, MO)
y 6,78 ng/ml de selenio (Sigma Aldrich Fine Chemicals Co., Milwaukee, WI), 50 ng/ml de &cido L-ascérbico (WAKO
Pure Chemical Company), 0,2 ug/ml de L-prolina (Sigma, San Luis, MO), 0,1 ug/ml de glicina (Sigma, San Luis, MO)
y polietilenglicol (PEG) al 0,05% (Sigma, San Luis, MO) grado de cultivo celular. Al cabo de 7 dias, el medio se
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reemplaz6 con medio de produccién sin suero de ternero recién nacido. Las células se alimentaron con este medio
fresco cada 2-3 dias durante 20 dias mas, sumando un total de 28 dias de cultivo. Se tomaron muestras el dia 21y
se fijaron en formalina, se embebieron posteriormente en parafina. Las muestras fijadas en formalina se embebieron
en parafina y se tifieron con hematoxilina-eosina (H&E) secciones de 5 micrémetros de acuerdo con las técnicas
usadas rutinariamente en la técnica. Usando portaobjetos tefiidos por H&E se midieron diez campos microscopicos
elegidos al azar usando un ocular 10 X (Olympus America Inc., Melville, NY) equipado con un reticulo de 100
mm/100 micrémetros (Olympus America Inc., Melville, NY). La muestra exhibié una estructura compuesta de células
y matriz con un espesor medido de 71,20 +9,57 micrones. Ademas, también se observaron presentes en el
constructo célula-matriz glicosaminoglicano, decorina y colageno fibrilar producido endégenamente

Ejemplo 12: Formacion in vitro de un constructo de piel bicapa que contiene células de la papila dérmica

Se obtuvo una célula-matriz de acuerdo con el método del ejemplo 1 usando fibroblastos de prepucio de neonatos
humanos como un primer tipo celular productor de la matriz. Se sembr6 localmente la célula-matriz con puntos de
células de papila dérmica como la segunda poblacién celular, la cual, a su vez, se sembré con queratinocitos como
tercera poblacion celular, para formar una capa epidérmica continua sobre la célula-matriz y las células de la papila
dérmica.

Primero se formé un constructo célula-matriz usando fibroblastos dérmicos humanos (HDF) derivados de prepucio
de neonatos. Se escalaron los HDF sembrandolos a una concentracién de 5 x 10° células/matraz tratado de cultivo
tisular de 162 cm? (Costar Corp., Cambridge, MA) en medio de crecimiento que consistié en medio Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM) (formulacién con elevada cantidad de glucosa, sin L-glutamina, BioWhittaker, Walkersuville,
MD) suplementado con suero de ternero recién nacido al 10% (NBCS) (HyClone Laboratories, Inc., Logan, Utah) y
L-glutamina 4 mM (BioWhittaker, Walkersville, MD). Cuando llegaron a la confluencia, se liberaron los HDF de la
placa usando tripsina-verseno y se resuspendieron utilizando medio fresco hasta una concentracion de 3,0 x 10°
células/ml y se sembraron en placas de seis pozos con insertos tratados para cultivo tisular de 24 mm de didmetro y
un tamano de poro de 0,4 micrones (TRANSWELL ®, Coming Costar) a una densidad de 3,0 x 10° células/inserto
(6,6 x 10° células/cm? ). Los cultivos de HDF se mantuvieron en un incubador a 37 + 1°C en una atmésfera de 10 £
1% de CO; y se alimentaron con medio de produccién fresco cada dos o tres dias durante 23 dias, de acuerdo con
el método detallado en el ejemplo 1.

Una vez formado el constructo célula-matriz, se sembré con puntos de células de papila dérmica como segunda
poblacion celular. Las células de papila dérmica son una poblacién discreta de fibroblastos especializados rodeados
por el bulbo piloso de los foliculos pilosos que juegan un papel de soporte en el crecimiento del pelo. Las papilas
dérmicas pueden aislarse por microdiseccion de los foliculos pilosos y por cultivo in vitro usando el método descrito
previamente por Messenger, AG., The Culture of Dermal Papilla Cells from Human Hair Follicles. Br. J. Dermatol.
110: 685-9 (1984), cuyo método se incorpora en la presente. Cuando un cultivo de células de papila dérmica alcanza
la confluencia forman agregados que pueden volver a colocarse en matraces de cultivo para formar nuevos
agregados. Las papilas dérmicas se aislaron de una biopsia de piel obtenida de un cerdo de 4 semanas de edad.
Las células de la papila dérmica (PDP) se cultivaron de manera consecutiva en DMEM que contenia un 20 % de
NBCS hasta el pase 8. Después de 3 semanas en cultivo, las células de PDP volvieron a formar estructuras
similares a las de la papila dérmica, o agregados, cada una con un didmetro aproximado de entre aproximadamente
90 a 210 micrones. Los agregados posteriormente se separaron de la placa de cultivo pipeteando vigorosamente el
medio contra ellos, .Y se sembraron a continuacion sobre la matriz de colageno humano a una densidad de 200
agregados por cm®. Los agregados se cultivaron 15 dias mas sumergidos en DMEM con un 20% de NBCS
reemplazando el medio agotado por medio fresco cada 2-3 dias.

Los cultivos célula-matriz con células de papila dérmica sobre ellas se sembraron con queratinocitos y se cultivaron
para formar una capa epidérmica continua sobre la célula-matriz y las papilas dérmicas. Se hicieron dos constructos
diferentes: el primero con queratinocitos humanos, el segundo con queratinocitos porcinos. Se aislaron los
gueratinocitos epidérmicos normales del prepucio de neonatos humanos (HEP) o de queratinocitos porcinos (PEP)
usando la técnica del explanto para establecer cultivos primarios. A continuaciéon estas células se cultivaron y
expandieron hasta el pase 3 para la cepa porcina o hasta el pase 4 para la cepa humana. Después de alrededor de
5 0 6 dias en cultivo, se liberaron las células de las placas de cultivo usando tripsina-verseno, se acumularon, se
centrifugaron para obtener un sedimento celular, se resuspendieron en medlo de epldermallzaC|on se contaron y se
sembraron en Ia parte superior de la membrana a una densidad de 4,5 x 10* células/cm? para células HEP o0 1,6 x
10° células/cm? para células PEP. Los cultivos epidermalizados se cultivaron durante 12 dias tal y como se describio
anteriormente en el ejemplo 2.

Las muestras finales se sometieron al procesado de hematoxilina y eosina para microscopia Optica. Los constructos
de piel resultantes mostraron una organizacién morfologica basica similar a la de la piel: una capa dérmica que
consiste en fibroblastos rodeados por una matriz producida endégenamente, incluyento glicosaminoglicano, decorina
y colageno fibrilar producido enddégenamente, areas localizadas de células de papila dérmica y una capa
estratificada y continua de queratinocitos a lo largo del constructo célula-matriz y las papilas dérmicas. Tanto en los
constructos tisulares cubiertos con queratinocitos porcinos como en los cubiertos con queratinocitos humanos, la
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papila dérmica mantuvo una estructura empaquetada que provocO pequefias ondulaciones en el epitelio
superpuesto. Las células epiteliales diferenciadas a menudo estan cerca de las células de papila dérmica.

Ejemplo 13: Medida de &cido hialurénico por ELISA sandwich

Se midié el acido hialurénico (AH) en constructos célula-matriz formados por fibroblastos dérmicos en medio con
suero y medio quimicamente definido de acuerdo con los métodos de los ejemplos 1y 3 respectivamente.

Se formaron constructos célula-matriz en portadores circulares de 75 mm de didmetro con una membrana porosa
incorporada (TRANSWELL®, Corning Costar). Se prepararon extractos de los constructos célula-matriz por adicion
de 10 ml de tampo6n de acetato amonico y 0,5 mg/ml de proteinasa K a un tubo de ensayo que contenia un
constructo célula-matriz. La mezcla se incubé a 60 °C toda la noche. Una vez que se completd la digestion, la
mezcla se centrifugd y el extracto del sobrenadante se transfiri6 a un tubo separado para el ensayo del acido
hialurénico. Se revisti6 una placa de 96 pocillos con 50 pl de una disolucién de la proteina de union del acido
hialurénico de 20 pg/ml en una solucién de NaHCO3 0,1 M y se almacend toda la noche a 4 °C. La placa se lavo
posteriormente tres veces con una solucion de NacCl al 0,85 % que contenia un 0,05 % de Tween 20. A continuacion
se afiadieron a cada pocillo 250 pl de solucién bloqueadora (tampén de fosfato sddico, 10 mmol, pH = 7,4 con un 3
% de BSA y un 0,9 % de NaCl, PBS + 3 % BSA) y se incub0 la placa a temperatura ambiente durante 2 h. La placa
se lavo a continuacién tres veces con una solucién de NaCl al 0,85 % que contenia un 0,05 % de Tween 20. A
continuacion se adicionaron a la placa 50 pl de soluciones patron de AH y extractos obtenidos con ambas
condiciones experimentales, incluyendo varias diluciones de esas condiciones. Se incubé la placa a temperatura
ambiente (alrededor de 20 °C) durante 2 horas. Se lavé entonces la placa tres veces con una solucién de NacCl al
0,85 % que contenia 0,05 % de Tween 20 y se afiadieron a cada pocillo 50 pl de AH biotinilado (dilucion 1:2000) y
luego se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente. Se lavo la placa posteriormente tres veces con una
solucion de NacCl al 0,85 % que contenia un 0,05 % de Tween 20 y a continuacion se afiadieron a cada pocillo 50 pl
de HRP-avidina D (dilucién 1:3000). Se incub¢ la placa durante 45 minutos a temperatura ambiente. La placa de
lavé luego tres veces con una solucion de NacCl al 0,85 % que contenia un 0,05 % de Tween 20 y se afiadieron a
cada pocillo 100 ul de una solucién sustrato de orto-fenilendiamina. Se incubd la placa a 37 °C durante 10 minutos.
Se pard la reaccion por adicion de 50 pl de HCI 1M. Finalmente, usando un lector de placas, se leyo la absorbancia
a 492 nmy se grabo.

Se calculo la media de las medidas de la absorbancia y se convirti6 a medidas de cantidad. Se determiné que cada
constructo célula-matriz circular (75 mm de didmetro) formado en medio con suero contenia alrededor de 200 ug de
acido hialurénico mientras que cada uno de aquellos formados en medio quimicamente definido contenia alrededor
de 1,5 mg de acido hialurénico.

Ejemplo 14: Pruebas fisicas y propiedades mecénicas del constructo célula-matriz producido

Se cuantificaron las propiedades mecanicas de los constructos tisulares del ejemplo 1 (constructo célula-matriz), el
ejemplo 2 (constructo célula-matriz con una capa de queratinocitos sobre €l) y el ejemplo 3 (constructo célula-matriz
formado en medio definido) mediante los ensayos de inflado de la membrana. Estos ensayos son similares a los
ensayos usados clinicamente (p. ej. Dermaflex®, Cyberderm Inc., Media, PA y Cutameter®, Courage Khazaka,
Colonia, Alemania) pero implica presiones mas altas, incluyendo presiones capaces de hacer estallar la membrana.
El constructo célula-matriz de muestra se extendioé en un bloque de policarbonato centrado sobre un pocillo cilindrico
de 10 mm de diametro rellenado con solucién salina normoténica. Una placa de metal con un hueco circular que se
correspondia con el diametro del pocillo cilindrico se situé sobre la muestra y se fijo al bloque. Se inflaron luego las
muestras afiadiendo mas solucidn salina en el pocillo con una bomba de jeringa. Se midi6 la presidn resultante con
un transductor de presion. Se llevd a cabo la presurizacion hasta fallo del dispositivo, la resistencia a la rotura media
fue de 439,02 mm de Hg para los constructos célula-matriz generados por el método del ejemplo 1; 998,52 mm de
Hg para las muestras de los constructos célula-matriz con una capa de queratinocitos generados por el método del
ejemplo 2; y de 1542,26 mm de Hg para las muestras de los constructos célula-matriz formados en medio definido
de acuerdo con el método del ejemplo 3.

Para determinar el punto de fusion térmico de la matriz dérmica, se prepararon muestras (constructo célula-matriz),
tomadas a los 21 dias, usando el procedimiento descrito en el ejemplo 1. La temperatura de desnaturalizacion de las
muestras se determind mediante andlisis con un calorimetro de barrido diferencial (DSC producto #DSC12E) de
Mettler Toledo (Highston, NJ). Para nuestros propositos, la temperatura de fusion se determind calentando la
muestra de 45 a 80 °C a una velocidad de 1 °C/minuto. La temperatura media de desnaturalizacion para las
muestras es 60,8 = 1,2°C (n=3).

La retencion de sutura y la resistencia a la tensién de la matriz epidermalizada creada usando los procedimientos del
ejemplo 1 (constructo célula-matriz) y 3 (constructo célula-matriz formado en un medio definido) se midieron para
determinar la suturabilidad del constructo en ciertas situaciones clinicas. La fuerza de retencion de sutura de la
matriz dérmica humana de 21 dias se determind usando el método descrito en la publicacion nacional americana de
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los estandares para las prétesis de injerto vascular (Instruments, 1986) usando un sistema de ensayo Mini-Bionex
858 (MTS systems Corporation, Mineapolis, Minn.)

Para las muestras del ejemplo 1, (constructo célula-matriz), se determiné que la resistencia a la traccion fue de 365
N/m; para las muestras preparadas de acuerdo con el ejemplo 2 (constructo célula-matriz con una capa de
queratinocitos), la resistencia a la traccion fue de 2720 N/m.

La fuerza de retencién de sutura de las muestras preparadas de acuerdo con el ejemplo 1 fue de 0,14 N; para
aquellas preparadas de acuerdo con el ejemplo 2, de 0,22 N.

Los constructos creados segun se describe en los ejemplos 1, 2 y 3 se han hecho con diametros tanto de 24 mm
como de 75 mm. Los constructos hechos por las técnicas de cultivo de los tres métodos son estructuras cohesivas
similares al tejiido, que se pelan facilmente de la membrana con una fuerza minima, por tanto son “pelables” y
capaces de ser manejadas fisicamente y manipuladas para su uso y ensayo sin que ocurra dafio.

Ejemplo 15: Formacion in vitro de una matriz de colageno por fibroblastos de prepucio de neonatos humanos en un
medio quimicamente definido

Los fibroblastos de prepucio de neonatos humanos se expandieron usando el procedimiento descrito en el ejemplo
1. Luego se resuspendieron las células a una concentracion de 3 x 10° células/ml y se sembraron en un placa de
seis pocillos con insertos de membrana tratados para cultivo tisular de 24 mm de didmetro y un tamafio de poro de
0,4 micrones, a una densidad de 3,0 x 10° células/TW (6,6 x 10° células/cm? ). Las células de este ejemplo se
cultivaron en un medio quimicamente definido durante todo el experimento.

El medio contenia: una mezcla basal 3:1 de medio DMEM y medio Hams F-12 (Quality Biologics, Gaithersburg, MD),
GlutaMAX 4 mM (Gibco BRL, Grand Island, NY) y aditivos: 5 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico
recombinante humano (Upstate Biotechnology, Lake PIaC|d NY), etanolamina 1 x 10“ M (Fluka, Ronkonkoma, NY
cat. #02400, grado ACS), O-fosforiletanolamina 1 x 10* M (Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml de transferrina (Sigma,
San Luis, MO), triyodotironina 20 p M (Sigma, San Luis, MO) y 6,78 ng/ml de selenio (Sigma Aldrich Fine Chemicals
Company, Milwaukee, WI), 50 ng/ml de &cido L-ascérbico (WAKO Chemicals USA, Inc.), 0,2 ug/ml de L-prolina
(Sigma, San Luis, MO), 0,1 pg/ml de glicina (Sigma, San Luis, MO).

Al medio basico descrito anteriormente, se afiadieron otros componentes en estas condiciones separadas:

1. 5 pg/ml de insulina (Sigma, San Luis, MO), 0,4 pg/ml de hidrocortisona (Sigma, San Luis, MO),
polietilenglicol (PEG) al 0,05 % (PEG) (Sigma, San Luis, MO).

2. 5 pg/ml de insulina (Sigma, San Luis, MO), 0,4 pg/ml de hidrocortisona (Sigma, San Luis, MO).

3. 375 pg/ml de insulina (Sigma, San Louis, MO), 6 ug/ml de hidrocortisona (Sigma, San Luis, MO).

Las muestras se fijaron en formalina y se procesaron para la tincion con hematoxilina y eosina para el analisis por
microscopia 6ptica. La evaluacion histoldgica visual demostré que la condiciéon 2 sin PEG mostraba una matriz
similar y comparable a la de la condicion 1 con PEG. Los analisis bioquimicos para medir el contenldo de colageno
del constructo mostraron casi la misma cantidad de colageno en los dos: 168,7 + 7,98 ug/cm para la condicion 1
con PEG en comparacion con 170,88 + 9,07 ug/cm para la condicion 2 sin PEG. La condicion 3, que contenia
elevados niveles de insulina e hidrocortisona, mostré una mayor expresion de la matriz, incluyendo colageno, en una
fecha de evaluacién anterior a las otras dos condiciones. Ademas glicosaminoglicano, decorina y colageno fibrilar
producidos endégenamente también estaban presentes en los constructos célula-matriz en todas las condiciones. El
constructo dérmico cultivado formado por el método de la condicién 2 de este ejemplo se muestra en la figura 2. Se
muestra en la figura 2 una microfotografia de una seccion fijada, embebida en parafina, tefiida con hematoxilina y
eosina de un constructo célula-matriz formado de fibroblastos dérmicos humanos cultivados en un medio
guimicamente definido a los 21 dias. La membrana porosa aparece como una banda translicida delgada debajo del
constructo y puede verse que las células crecen en la superficie de la membrana y no envuelven o integran la
membrana con la matriz.

La figura 3 muestra imagenes obtenidas con un microscopio electrénico de transmision (MET) de dos ampliaciones
de constructos dérmicos cultivados formados por el método de la condicion 2 de este ejemplo a los 21 dias. La figura
3A es una ampliacion 7600 X que muestra la alineacién de las fibras de coldgeno enddgenas entre los fibroblastos.
La figura 3B es una ampliaciéon 19000 X de fibras de colageno enddgenas totalmente formadas mostrando la
disposicién y el empaquetamiento de las fibrillas.

En todas las condiciones de este ejemplo, los constructos dérmicos cultivados formados comprenden fibroblastos
dérmicos y una matriz producida endégenamente. Todos tienen fibrillas de colageno totalmente formadas en una
organizacion empaquetada dispuesta entre las células. Sus cualidades fibrosas, espesor e integridad cohesiva dan
al constructo una fuerza considerable para permitir que se separe mediante pelado de la membrana del cultivo y se
manipule segun se transfiere al paciente que va a ser tratado con el constructo, bien en un injerto o implante.
Ejemplo 16: Constructos de piel de espesor total
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Usando un constructo dérmico de 21 dias formado por fibroblastos dérmicos humanos bajo condiciones
quimicamente definidas de acuerdo con el método de la condicion 2 (sin PEG) descrito en el ejemplo 15, arriba, se
sembraron queratinocitos epidérmicos de prepucio de neonatos humanos normales en la superficie superior del
constructo célula-matriz para formar la capa epidérmica del constructo de piel.

El medio se separé asépticamente del inserto de cultivo y de su entorno. Se escalaron queratinocitos epidérmicos
humanos normales hasta el pase 4 de un subcultivo congelado de una disolucién madre de células hasta la
confluencia. Se liberaron posteriormente las células de las placas de cultivo usando tripsina-verseno, se acumularon,
se centrifugaron para formar un sedimento celular, se resuspendieron en medio de epidermalizacion, se contaron y
se sembraron en la superficie de la membrana a una densidad de 4,5 x 10* células/cm®. Los constructos se
incubaron luego durante 90 minutos a 37 + 1°C, en una atmoésfera con un 10% de CO, para permitir la adhesion de
los queratinocitos. Después de la incubacién, se sumergieron los constructos en medio de epidermalizacion. El
medio de epidermalizaciéon se compone de una mezcla de base 3:1 de medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) (que no contiene ni glucosa ni calcio, BioWhittaker, Walkersville, MD) y medio Hams F-12 (Quality Biolo%ics
Gaithersburg, MD), suplementado con 0,4 pg/ml de hidrocortisona (Sigma San Luis, MO), etanolamina 1 x 10™ M
(Fluka, Ronkonkoma, NY), O-fosforiletanolamina 1 x 10 M (Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml de insulina (Sigma, San
Luis, MO), 5 pg/ml de transferrina (Sigma, San Luis, MO), triyodotironina 20 pM (Sigma, San Luis, MO), 6,78 ng/ml
de selenio (Aldrich), 24,4 pg/ml de adenina (Sigma Aldrich Fine Chemicals Company, Milwaukee, WI), L-glutamina 4
mM (BioWhittaker, Walkersville, MD), 50 pg/ml de la sal sddica del acido L-ascorbico (Sigma Aldrich Fine Chemicals
Company, Milwaukee, WI), &cido linoleico 16 uM (Sigma, San Luis, MO), acetato de tocoferol 1 uM (Sigma, San
Luis, MO) y 50 pg/ml de sulfato de gentamicina (Amersham, Arlington Heights, IL). Los constructos se cultivaron en
el medio de epidermalizacion durante 2 dias a 37 + 1°C, y una atmdsfera al 10 + 1% de CO..

Después de dos dias se cambi6 el medio por medio fresco compuesto tal y como se describe anteriormente y se
devolvio al incubador con unas condiciones fijadas de 37 + 1°C, y una atmésfera al 10 + 1 % de CO; durante 2 dias.
Después de 2 dias, el portador que contenia el constructo se transfirio asépticamente a nuevas bandejas de cultivo
con medio suficiente para conseguir que el nivel de liquido alcanzara justo la superfice de la membrana del portador
para mantener el constructo en desarrollo en la interfaz aire-liquido. El aire en contacto con la superficie superior de
la capa epidérmica en formacion permite la estratificacion de la capa epitelial. Se incubaron los constructos a 37 +
1°C, un 10% de CO; y baja humedad en un medio que se cambi6 cada 2-3 dias durante 7 dias. Este medio contenia
una mezcla 1:1 del medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (que no contenia ni glucosa ni calcio,
BioWhittaker, Walkersville, MD) y medio Hams F-12 (Quality Biologics, Gaithersburg, MD), suplementado con 0,4
pa/ml de hidrocortisona (Sigma, San Luis, MO), etanolamina 5 x 10* M (Fluka, Ronkonkoma, NY), O-
fosforiletanolamina 5 x 10™ M (Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml de insulina (Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml de
transferrina (Sigma, San Luis, MO), triyodotironina 20 pM (Sigma, San Louis, MO), 6,78 ng/ml de selenio (Sigma
Aldrich Fine Chemicals Company), 24,4 ug/ml de adenina (Sigma Aldrich Fine Chemicals Company), L-glutamina 4
mM (BioWhittaker, Walkersville, MD), 2,65 pg/ml de cloruro célcico (Mallinckrodt, Chesterfield, MO), acido linoleico
16 uM (Sigma, San Luis, MO), acetato de tocoferol 1 uM (Sigma, San Luis, MO), serina 1,25 mM (Sigma, San Luis,
MO), cloruro de colina 0,64 mM (Sigma, San Luis, MO) y 50 pg/ml de sulfato de gentamicina (Amersham, Arlington
Heights, IL). Los cultivos se alimentaron cada 2-3 dias, durante 14 dias.

Se sometieron las muestras, por triplicado, 10, 12 y 14 dias después de que el constructo se elevara a la intefaz
aire-liquido para el proceso de hematoxilina y eosina como se describe en el ejemplo 1 para determinar la apariencia
fisica por microscopia Optica. El constructo resultante fue un constructo de piel bicapa que consistia en una capa
dérmica inferior que consiste en fibroblastos dérmicos rodeados por una matriz cubierta por una capa superior
epidérmica de queratinocitos diferenciados y estratificados. El constructo de piel bicapa de este ejemplo se muestra
en la figura 4. La figura 4 es una microfotografia de una seccién fijada, embebida en parafina y teflida con
hematoxilina y eosina de un constructo de piel cultivado, formado en un medio quimicamente definido en ausencia
de componentes matriciales exdgenos, que comprende un constructo célula-matriz formado a partir de fibroblastos
dérmicos humanos en un medio quimicamente definido con una epidermis diferenciada y en multicapa formada a
partir de queratinocitos humanos cultivados en un medio quimicamente definido.

Ejemplo 17: Formacién de una matriz de colageno por fibroblastos bucales humanos

El objetivo de este experimento es producir un constructo célula-matriz de fibroblastos bucales aislados de tejido de
la mejilla humana. Se cultivaron fibroblastos bucales en matraces T-150 en DMEM que contenidn un 10% de medio
NBCS. Después de 7 dias, para expandir ain mas el nimero de células, se recogieron células bucales y se pasaron
a nueve matraces T-150 a una concentracion de 4,0 x 10° células en medio DMEM con un 10 % de medio NBCS y
se cultivaron hasta la confluencia, momento en el que se recolectaron las células.

Para recolectar las células, se aspird el medio del matraz de cultivo. Para lavar la monocapa, se afiadié una
disolucién salina con tampon fosfato esterilizada por filtracion a la parte inferior de cada matraz de cultivo y luego se
aspiré de los matraces. Se liberaron las células del matraz por adicion de 5 ml de tripsina-verseno glutamina
(BioWhittaker, Walkersville, MD) a cada matraz y por agitacién suave para asegurar una completa cobertura de la
monocapa. Se devolvieron los cultivos al incubador. Tan pronto como se liberaron las células se afiadieron 5 ml de
SBTI (inhibidor de tripsina de soja) y se mezclaron con la suspension para parar la accion de la tripsina-verseno. La
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suspension celular se recogié de los matraces y se dividi6 de manera equitativa entre tubos cénicos de centrifuga
estériles. Las células se recogieron por centrifugacion a aproximadamente 800-1000 x g por 5 minutos.

Las células se suspendieron usando medio fresco hasta una concentraciéon de 3,0 x 10° células/ml, y se sembraron
en una placa de seis pocillos con insertos tratados para cultivo tisular de 24 mm de diametro (TRANSWELL®,
Corning Costar) con un tamafio de poro de 0,4 micrones, a una densidad de 3,0 x 10° célulasfinserto (6,6 x 10°
células/cmz). Las células se mantuvieron en un incubador a 37 + 1°C con una atmdsfera de 10 £ 1% de CO, y se
alimentaron con medio que contenia una mezcla base 3:1 de medio DMEM y medio Hams F-12 (Quality Biologics,
Gaithersburg, MD), GlutaMAX 4 mM (Gibco BRL, Grand Island, NY) y aditivos: 5 ng/ml de factor de crecimiento
epidérmico recombinante humano (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY), 0,4 ug/ml de hidrocortisona (Sigma,
San Luis, MO), etanolamina 1 x 10% M (Fluka, Ronkonkoma, NY cat. #02400, grado ACS), O-fosforiletanolamina 1 x
10* M (Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml de insulina (Sigma, San Luis, MO), 5 pg/ml de transferrina (Sigma, San Luis,
MO), triyodotironina 20 pM (Sigma, San Luis, MO) y 6,78 ng/ml de selenio (Sigma Aldrich Fine Chemicals Company,
Milwaukee, WI), 50 ng/ml de &acido L-ascérbico (WAKO Chemicals USA, Inc.), 0,2 ug/ml de L-prolina (Sigma, San
Luis, MO), 0,1 ug/ml de glicina (Sigma, San Luis, MO) y polietilenglicol (PEG) al 0,05% (Sigma, San Luis, MO).

El dia 1 después de la siembra, se reemplazé el medio con medio de produccion libre de suero, se cambi6 cada 2-3
dias durante 21 dias. El dia 21, se fijaron las muestras en formalina, para el andlisis histolégico. Se usaron tres
muestras para el andlisis de la produccién de colageno y proteina.

La produccion de colageno para los constructos de 24 mm de diametro tuvo un valor medio de 519 pg por constructo
después de un cultivo de 21 dias. La produccién total de proteina para los constructos de 24 mm de didmetro tuvo
un valor medio de 210 pg por constructo, tras un cultivo de 21 dias. Morfol6gicamente, el constructo célula-matriz de
fibroblastos bucales, un constructo tisular cultivado de tejido conjuntivo oral, mostré fibroblastos bucales rodeados
por una matriz mientras que fisicamente, el constructo tenia integridad y volumen fisico.
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REIVINDICACIONES

1. Un constructo tisular cultivado preparado por crecimiento de células de fibroblasto bajo condiciones para producir
una capa de matriz extracelular que se sintetiza y ensambla por las células de fibroblasto, con las células de
fibroblasto cultivadas contenidas en la capa matricial extracelular sintetizada, donde las células de fibroblasto se
cultivan en un medio quimicamente definido libre de extractos tisulares o de érganos animales no definidos y donde
el medio de cultivo celular quimicamente definido comprende:

(i) un medio base nutriente;

(ii) insulina;

(i) L-glutamina o L-alanil-L-glutamina; y

(iv) ascorbato o un derivado del ascorbato

y donde las células de fibroblasto producen la matriz extracelular mencionada en ausencia de componentes
matriciales exdgenos o miembros sintéticos durante las condiciones de cultivo.

2. El constructo tisular cultivado de la reivindicacion 1, donde los fibroblastos se derivan de tejido seleccionado del
grupo formado por el prepucio de neonatos masculinos, la dermis, el tendon, el pulmén, la uretra, el corddn
umbilical, el estroma corneal, la mucosa oral y el intestino.

3. El constructo tisular cultivado de la reivindicacion 1, donde las células cultivadas mencionadas son fibroblastos
dérmicos.

4. El constructo tisular cultivado de la reivindicacién 1, donde las células cultivadas mencionadas son de la papila
dérmica de foliculos pilosos.

5. El constructo tisular cultivado de la reivindicacion 1, donde la capa mencionada tiene células cultivadas de la
papila dérmica de foliculos pilosos localizados en dicha capa.

6. El constructo tisular cultivado de la reivindicacion 1, donde las células cultivadas son células transfectadas, células
recombinantes o células modificadas genéticamente.

7. El constructo tisular cultivado de la reivindicacion 1, donde la células cultivadas son células madre
mesenquimales.

8. El constructo tisular cultivado de la reivindicacion 1, donde la matriz extracelular tiene un espesor de al menos 60
micrones.

9. El constructo tisular cultivado de la reivindicacion 1, donde la matriz extracelular tiene un espesor de al menos 120
micrones.

10. Un método para producir un constructo tisular cultivado, que comprende,

(a) sembrar células de fibroblasto humanas capaces de sintetizar una matriz extracelular en una membrana porosa,
en un recipiente de cultivo en un medio de cultivo celular quimicamente definido, donde el medio de cultivo celular
guimicamente definido esté libre de tejidos u 6rganos animales no definidos y comprende:

(i) un medio base nutriente;

(ii) insulina;

(iii) L-glutamina o un derivado de la L-glutamina; y

(iv) ascorbato o un derivado del ascorbato; que estimula de este modo las células de fibroblasto, las cuales estan al
menos a una confluencia del 80 %, para sintetizar, secretar y organizar componentes matriciales extracelulares; vy,
(b) continuar el cultivo de células de fibroblasto hasta que las células formen una capa de la matriz extracelular
sintetizada de un espesor de, al menos, 30 micrones, donde las células de fibroblasto cultivadas estan contenidas en
la capa matricial extracelular sintetizada,

y donde las células de fibroblastos cultivadas en una superficie de la membrana porosa en ausencia de
componentes matriciales extracelulares exdégenos producen la matriz extracelular mencionada durante las
condiciones del cultivo.

11. El método de la reivindicacion 10, donde en el paso (a) las células de fibroblasto se siembran a una densidad de
entre alrededor de 1 x 10° células/cm? a alrededor de 6,6 X 10° células/cm?.

12. El método de la reivindicacion 10, donde las células de fibroblasto se derivan de tejido seleccionado del grupo

formado por prepucio de neonatos masculinos, cordon umbilical, dermis, tendon, pulmén, uretra, estroma corneal,
mucosa oral e intestino.
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FIG. 3
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FIG. 4
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