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DESCRIPCION

Reconstruccién peneana.

La invencion se dirige a materiales utiles en tratar
defectos anatémicos mediante el empleo de miembros
de soporte estructural de ingenieria tisular y en parti-
cular a materiales utiles en reconstruccién peneana.

Condiciones tales como genitales insuficientes o
ambiguos causados por afalia, penes rudimentarios,
hipospadias severas, lesioén traumética o seudoherma-
froditismo precisan de intervencion quirdrgica. En es-
tos pacientes la asignacién de sexo se lleva a cabo tras
una rigurosa evaluaciéon de diagnéstico y una cuida-
dosa consulta con los familiares. La decisién se toma
basdndose en la morfologfa genital externa, sexo hor-
monal y el papel de género establecido. En numerosos
casos, se toma la decision de criar al bebé como a una
nifia, a pesar del cariotipo, debido a dificultades qui-
rirgicas y a los pobres resultados de reconstruccién
falica.

El pene consiste en dos cuerpos paralelos cilin-
dricos, el corpora cavernosa y debajo corpus spon-
giosum, a través del cual pasa la uretra. La uretra re-
corre la parte inferior del pene y después asciende pa-
ra abrirse en la punta expandida y con forma de co-
no, el glande, que se ajusta como un tapdn alrededor
del extremo del pene. Piel flexible envuelve el pene
y también forma el prepucio replegable. La raiz del
pene estd unida a las partes descendentes del hueso
ptibico por medio de crura, que son las extremidades
de la corpora cavernosa.

Existen varios tipos de impotencia. La impoten-
cia orgdnica es la pérdida de habilidad para obtener o
mantener una ereccion funcional debido a la interrup-
cién de ciertos procesos fisiologicos. Entre las cau-
sas de impotencia orgdnica se incluye traumatismo
tales como lesién de médula espinal o fractura pélvi-
ca; complicaciones post-operatorias tales como pros-
tatectomia, cistectomia, esfinterectomia externa y re-
seccién perineal abdominal; enfermedades vasculares
tales como arteriosclerosis o priapismo; enfermeda-
des neuroldgicas tales como neuropatia periférica y
esclerosis miltiple; enfermedades endocrinoldgicas o
metabdlicas tales como diabetes, hipogonadismo y fa-
llo renal; y medicamentos tales como estrégenos, pa-
rasimpatoliticos, morfina y heroina. Los reflejos com-
plejos que conlleva el mecanismo de ereccion también
se ven afectados por factores fisioldgicos.

La construccién filica se intentd por primera vez a
ﬁnales de los afios 30 empleando tejido autdégeno (Ver

, Good-win, W.E. et al., Phalloplasty. J. Urol.,
68 903 1952). Se empled cartllago de costilla co-
mo apresto en pacientes con pérdida traumadtica de
pene. Este método implicaba multiples fases quirtr-
gicas que no obtuvieron un resultado cosméticamente
satisfactorio (Frumpkin, A. P.: Am. Rev. Sov. Med.,
2: 14, 1944). Posteriormente, en los afios 70, se po-
pularizaron las prétesis de silicona (Bretan, P.N.Jr.:
Genitourinary Prostheses. Montague, D. K (ed), Phi-
ladelphia, W. B. Saunders Co., 1989; Small, M. P. et
al., Urology, 5; 479, 1975). A pesar de que las prote-
sis de pene de silicona son una modalidad aceptada de
tratamiento para adultos, pueden surgir complicacio-
nes como deterioro e infeccién (Nukui, F. et al., Int.
J. Urol., 4:52, 1997; Kardar, A. et al., Scan. J. Urol &
Nephrol., 29: 355, 1995). Otros problemas que surgie-
ron debido a las protesis sintéticas fueron: extrusion
por medio de la uretra o cavidad del eje dorsal del pe-
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ne; edema linfatico; irritacidn de la corona del glande;
deslizamiento del glande sobre la prétesis; infeccidon
de la corpora cavernosa; perforacién crural; perfora-
cién septal del eje medio; y dolor de pene (Small , M.
P. et al. ,Urology, 5: 479, 1975).

A pesar de que las prétesis de pene de silicona son
una modalidad aceptada de tratamiento para adultos
que precisen de reconstruccion del pene, su uso no se
ha aplicado a la poblacién pedidtrica principalmente
debido a los problemas a largo plazo que surgen en
asociacion con estos recursos artificiales. Por lo tan-
to, existe la necesidad de implantes de pene eldsticos
y biocompatibles que puedan usarse en nifios que ne-
cesiten reconstruccion genital.

Resumen de la invencion

La presente invencién supera los problemas y des-
ventajas asociadas con las actuales estrategias y dise-
flos en tejido y reconstruccién de érganos mediante
miembros de soporte de reforma estructural.

Una realizacién de la invencién estd dirigida a un
miembro estructural implantable para uso en trata-
mientos de pacientes que tienen un defecto anatémico
que no es causado por la presencia de cartilago ausen-
te, daflado o afectado. El defecto se trata, al menos en
parte, proporcionando un soporte estructural al teji-
do adyacente. El miembro estructural estd hecho de
una matriz polimérica con la forma del miembro de
soporte deseado y reforzada con una capa de polime-
ro licuado sobre algunas partes o sobre las 3 matri-
ces de polimero preformadas y que tienen células que
forman cartilagos disociados depositadas sobre y en
la matriz de tal modo que cuando se implanta la ma-
triz, se forma un miembro estructural cartilaginoso. El
miembro estructural cartilaginoso tiene propiedades
biomecdnicas controladas para proporcionar el sopor-
te estructural requerido en el area del defecto.

Otra realizacién de la invencidn estd dirigida al
uso de un miembro estructural implantable para la re-
construccién del pene en pacientes que necesiten tal
tratamiento. Se proporciona una matriz sintética bio-
compatible o polimérica natural con la forma adecua-
da para un miembro estructural y reforzada con una
capa de polimero licuado sobre algunas partes o so-
bre las 3 matrices de polimero preformadas adapta-
das para encajar dentro de la corpora cavernosa o para
sustituir la corpora cavernosa. El conjunto de células
que forman el cartilago se deposita sobre o en la ma-
triz polimérica para forma el constructo matriz/célula.
El constructo matriz/célula se implanta en la corpo-
ra cavernosa del paciente para que se forme in vivo
un miembro estructural cartilaginoso con propiedades
biomecdnicas controladas dando lugar al pene recons-
truido con la suficiente dureza y fuerza de flexién co-
mo para servir como 6rgano funcional.

Descripcion de los dibujos

El expediente de esta patente contiene al menos
un dibujo realizado en color. Se proporcionardn co-
pias de esta patente con dibujo(s) en color en la Ofici-
na de Patentes y Marcas si se solicita y se paga la tasa
necesaria.

Figura 1 representa un grafico esquematico del es-
tudio.

Figura 2 representa (A) cartilagos implantados in
vivo; (B) cartilago recuperado mostrando barras bien
formadas y blancas con la forma de la estructura de
cartilago; y (C) seccidn transversal del cartilago recu-
perado.

Figura 3 representa propiedades biomecdnicas de
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los cartilagos técnicos en (A) estudios de compre-
sién (n=3); (B) estudios de tensidn-relajacién (n=3);
(C) estudios de relajacién flexién-compresioén (n=3);
y (D) estudios de relajacion flexion-compresion lleva-
dos a cabo a una velocidad de 20,000 um/seg durante
5 ciclos consecutivos (n=3).

Figura 4 representa especimenes de cartilago re-
cuperado a los 2 meses que muestran (A) condrocitos
que estan en el interior de lacunae y la presencia de
fibras de polimero bajo hematoxilina y eosina. (Redu-
cido de x400 y (B) la presencia de mucopolisacéaridos
altamente sulfatados bajo coloracién azul toluidine.

Figura 5 representa especimenes de cartilago re-
cuperado a los 6 meses que muestran (A) fibras de
polimero completamente degradadas sustituidas por
cartilago bajo hematoxilina y eosina y (B) bajo colo-
racién azul de aldehido fuschin-alcian. (Reducido de
x400).

Figura 6 representa un grafico esquematico del es-
tudio donde condrocitos aut6logos se aislan de orejas
de conejos, se expanden y se plantan en barras de po-
limero preformadas. Los armazones de polimero de
célula se implantan intracorporalmente. Se recuperan
especimenes para andlisis al mes y alos 2, 3 y 6 meses
después del implante.

Figura 7 Panel (A) representa genitales recupera-
dos de un conejo de control después de un mes del
implante y se muestra formacién de cartilagos en una
de las corpus cavernosa, mientras que el corpus caver-
nosum de control tiene una apariencia normal; panel
(B) representa cartilago recuperado un mes después
del implante.

Figura 8 representa especimenes de cartilago recu-
perado a los 3 meses. Panel (A) representa tejido de
cartilago formado dentro de ambas corpora (C). H &
E, reducido de x25. Panel (B) representa condrocitos
maduros, en el interior de lacunae, que se encuentran
adyacentes a la tinica albuginea (T). H & E, reducido
de x250.

Figura 9 representa que se detectan mucopolisa-
céridos altamente sulfatados a los 6 meses tras el im-
plante. Panel (A) representa coloracién azul toluidi-
ne, reducida de x250. Panel (B) representa coloracién
azul de aldehido fuschin-alcian. (Reducido de x250).
Descripcion de la invencion

En el aspecto mds amplio, la presente invencién se
relaciona con métodos y materiales para tratar pacien-
tes que tienen defectos anatémicos que no son causa-
dos por la presencia de cartilago ausente, dafiado o
afectado. El defecto se trata, al menos en parte, pro-
porcionando un soporte estructural al tejido adyacente
o donde se encuentra el defecto. El soporte estructu-
ral necesario se puede proporcionar de acuerdo con la
presente invencién por medio de miembros estructu-
rales cartilaginosos de ingenierfa tisular con una for-
ma predeterminada y con propiedades biomecdnicas
controladas. Mientras en primer lugar se ha llevado
a cabo la descripcion relacionada con miembros con
forma de barra o varilla para la reconstruccién penea-
na, la presente invencién contempla miembros estruc-
turales con un tipo de configuracién y seccién trans-
versal para uso en la parte del cuerpo donde el soporte
estructural se corregird o ayudard a la correccion de
defectos estructurales no-cartilaginosos.

La invencién esta dirigida al uso de un miembro
estructural cartilaginoso para proporcionar refuerzo
estructural en una regién de un paciente. A menudo
procesos quirtdrgicos provocan lesiones en la estruc-
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tura corporal debilitada de un paciente. Por ejemplo,
la extraccion de un 6rgano enfermo o lesionado co-
mo un pulmén o rifién da como resultado una gran
cavidad en el paciente. Un miembro estructural car-
tilaginoso (MEC) puede provocar soporte estructural
en la cavidad que deja la extraccion de tales 6rganos.
Una ventaja del MEC es que estd hecho de un mate-
rial que es adecuadamente blando para permitir que el
cirujano le dé forma y lo moldee rdpidamente durante
la implantacién. Ademads, debido a la habilidad pa-
ra fabricar MEC in vitro, un conjunto de estructuras
MEC pueden prefabricarse antes de una operacion.
Por lo tanto, el cirujano puede seleccionar la estructu-
ra MEC mas adecuada en términos de tamafio y pro-
piedades estructurales que pueden seleccionarse pa-
ra incluir fuerza estructural, resistencia para doblarse,
girar y similares.

Otra realizacién de la invencidn esta dirigida a un
MEC que puede fabricarse con fuerza estructural va-
riable para permitir que la estructura esté especifica-
mente confeccionada para aplicaciones individuales.
El MEC es capaz de proporcionar un grado varia-
ble de soporte estructural dependiendo de la necesi-
dad especifica de la localizacién y del paciente. Por
ejemplo, estructuras MEC pueden fabricarse en 1ami-
nas, columnas, columnas estriadas, poligonos, esferas
o cualquier forma compleja adecuada para proporcio-
nar soporte estructural en una cavidad corporal. De
modo alternativo, el MEC puede fabricarse en un blo-
que sdlido y se le puede moldear antes o después de
que se siembre con condorcitos. La forma del MEC
puede determinarse, por ejemplo, por escaner TAC o
imagenes IMR de un paciente antes de la operacion.
La fabricacién puede realizarse manualmente o con
sistemas de ayuda asistida por ordenador o con siste-
mas de ayuda asistida por disefio de ordenador (CAD-
CAM).

Células

Las células que forman el cartilago pueden aislar-
se de acuerdo con el procedimiento descrito en la Pa-
tente US publicada No. 5,041,138 que aqui se incluye
como referencia. Brevemente, se obtuvo el cartilago
articulado de los lomos de terneros menores de 2 se-
manas de edad. Los lomos se lavaron en Povidone-
lodo 10% vy los cartilagos de las superficies articula-
das de la unidn se aislaron y cortaron en piezas con
dimensiones menores que 5 mm por lado. Después
el cartilago se lavé dos veces en Fosfato Bifer Sali-
na (PBS) con electrolitos y se ajusté a pH neutro y
se incubé a 37°C. en una solucién de 0.2% coldgeno
clostridial (Worthington CLS 1II, 140 U/mg) y se agi-
té durante toda la noche tal y como Klagsbrun des-
cribi6, (Methods in Enzymology, 58: 560, 1979). Es-
ta suspension fue filtrada posteriormente empleando
un tamiz de nylon de 153 mg (Tetko, Elmford, N. Y.
105203). Después, se retiraron las células de la sus-
pension mediante centrifugado, se lavaron dos veces
con solucién PBS y se contabilizaron con un hemo-
citometro. La solucién se centrifugé a 1800 rpm y el
sobrenadante sobre la suspension celular se retird via
succién empleando una micropipeta hasta que el vo-
lumen de la solucién dio una concentracién de 50 mi-
llones de células por mililitro.

De acuerdo con la Patente US No. 5,041,138 con-
drocitos crecen en matrices poliméricas de fibra bio-
degradable y biocompatible.

Las células pueden aislarse de cualquier tejido que
contenga condrocitos. Tejidos que pueden servir co-
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mo una fuente para condrocitos incluyen, por ejem-
plo, cartilagos de costillas, nariz, oreja, articulacio-
nes, diente afectado, cartilago vitreo, cartilago eldsti-
co y fibrocartilago. Debido a la habilidad para expan-
dir una poblacién inicial de condrocitos, s6lo se re-
quiere una pequefia muestra de tejido. El tejido puede
recogerse facil y rdpidamente empleando una pistola
de biopsia con anestesia local.

Condrocitos (tales como condorcitos antélogos)
pueden cultivarse in vitro, si se desea, para aumen-
tar el nimero de condrocitos disponibles para sem-
brar en la matriz polimérica “armazén o andamio”. El
empleo de células alogénicas, y mds preferentemente
condrocitos antélogos, es preferible prevenir el recha-
7o del tejido. Sin embargo, si no se da una respuesta
inmunoldgica en el sujeto después de la implantacién
de MEC, el sujeto puede ser tratado con agentes in-
munosupresivos tales como, por ejemplo, ciclospori-
na o FKSO6, para reducir la posibilidad de rechazo
de MEC. En ciertas realizaciones, células quiméricas,
o células de animales transgénicos, pueden sembrarse
sobre la matriz polimérica.

Las células se pueden transfectar antes de la siem-
bra con materiales genéticos. Materiales genéticos
utiles pueden ser, por ejemplo, secuencias genéticas
que son capaces de reducir o eliminar una respuesta
inmune en el huésped. Por ejemplo, se puede supri-
mir la expresion de antigenos de superficie de célu-
la como antigenos de histocompatibilidad de clase I
y clase II. Esto podria permitir que las células trans-
plantadas tengan una reducida posibilidad de rechazo
por parte del huésped. Ademads, transfeccién también
puede emplearse para envio de genes. Los condroci-
tos pueden transfectarse con genes especificos antes
de sembrar los polimeros. El constructo célula-poli-
mero puede transportar la informacion necesaria para
la supervivencia a largo plazo del huésped o del nue-
vo érgano de tejido injertado. Por ejemplo, se pueden
transfectar células para enviar insulina en tratamien-
tos de diabetes.

Los cultivos de condrocitos pueden prepararse con
o sin el paso de fraccionamiento de células. El frac-
cionamiento de células puede llevarse a cabo em-
pleando técnicas tales como clasificaciéon de células
activas fluorescente, que es conocida por aquellos ex-
pertos en la materia. El fraccionamiento de células
puede realizarse basdndose en el tamafio de las célu-
las, el contenido de ADN, los antigenos de superficie
celular, y la viabilidad. Por ejemplo, los condrocitos
pueden enriquecerse y las células contaminantes tales
como fibroblastos pueden reducirse. Aunque el frac-
cionamiento se puede realizar, no es necesario para la
practica de la invencion.

El fraccionamiento de células puede desearse, por
ejemplo, cuando el donante tiene enfermedades tales
como cdncer o metistasis u otros tumores del cartila-
go. Se puede clasificar una poblacién de crondocitos
para separar células de tumores malignos de concro-
citos no cancerigenos. Los condrocitos normales no
cancerigenos, aislados por una o varias técnicas de
clasificacién, pueden emplearse para MEC. Después
de que el paciente haya sido tratado para el cincer, se
puede usar el MEC para la reconstruccion del pene.

Otro procedimiento opcional en el método es la
criopreservacién. La preservacion criogénica puede
ser ttil, por ejemplo, para reducir la necesidad de mul-
tiples procedimientos de cirugia invasiva. Los concro-
citos pueden desarrollarse y una porcién de las célu-
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las desarrolladas puede usarse y otra porcién puede
preservarse de manera criogénica. La habilidad para
desarrollar y preservar células permite considerable
flexibilidad en la eleccién de células donantes. Por
ejemplo, células de un donante histocompatible pue-
den desarrollarse y emplearse en mds de un receptor.

Otro ejemplo de utilidad de preservacion criogéni-
caes en bancos de tejido. Las células donantes pueden
criopreservarse junto con informacidn de histocompa-
tibilidad. Las células donantes pueden almacenarse,
por ejemplo, en un banco de tejido donante. Como
se necesita tejido para MEC, se pueden seleccionar
células que son mds histocompatibles con el pacien-
te. Los pacientes que tienen una enfermedad o estdn
bajo tratamiento que precisa MEC pueden preservar
criogénicamente una poblacién de condrocitos. Pos-
teriormente, si es preciso, los condrocitos preserva-
dos criogénicamente pueden disolverse y usarse pa-
ra el tratamiento. Por ejemplo, si el cdncer reaparece
tras la reconstruccién del pene, las células preserva-
das criogénicamente pueden usarse para reconstruc-
cién del pene sin necesidad de aislar mas tejido del
paciente para cultivo.

Material de Matriz Polimérica

Material biocompatible y especialmente biodegra-
dable es el material predilecto para la construccién de
la matriz polimérica. Biocompatible se refiere a ma-
teriales que no tengan efectos toxicos o perjudiciales
sobre funciones bioldgicas. Biodegradable se refiere
a materiales que pueden ser absorbidos o degrada-
dos en el cuerpo del paciente. Ejemplos de materiales
biodegradables incluyen, por ejemplo, suturas absor-
bibles. Materiales representativos para formar la es-
tructura biodegradable incluyen polimeros naturales o
sintéticos como, por ejemplo, coldgeno, poli(alpha es-
teres) como poli(lactato dcido), poli(glicdlico 4cido),
poliortoesteres y polianhidridos y sus copolimeros,
que degradados por hidrdlisis a una tasa controlada y
que son reabsorbidos. Estos materiales proporcionan
el maximo control de degradacién, manejo, tamafio
y configuracién. Los materiales polimeros biodegra-
dables preferibles incluyen 4cido poliglicélico y poli-
glactino, desarrollado como material de sutura sinté-
tico absorbible. Acido poliglicélico y fibras de poli-
glactino pueden emplearse tal y como las suministra
el fabricante. Otros materiales biodegradables inclu-
yen éter de celulosa, celulosa, éster celuldsico, polie-
tileno fluorado, fendlico, poli-4-metilpenteno, polia-
crilonitrilo, poliamida, poliamideimida, poliacrilato,
polibenzoxazol, policarbonato, policianoarileter, po-
liéster, poliestercarbonato, poliéter, polietereterceto-
na, polieterimida, polietercetona, polietersulfona, po-
lietileno, polifluoroolefina, poliamida, poliolefina, po-
lioxadiazol, 6xido polipenileno, sulfuro polipenileno,
polipropileno, poliestireno, polisulfuro, polisulfona,
politetrafluoroetileno, politioéter, politriazol, poliure-
tano, polivinilo, fluoruro polivinilideno, celulosa re-
generada, silicona, urea-formaldehido o copolimeros
o mezclas fisicas de estos materiales. El material pue-
de estar impregnado con agentes antimicrobiales ade-
cuados o puedes estar decolados por aditivos coloran-
tes para mejorar la visibilidad y facilitar los procesos
quirdrgicos.

En algunas realizaciones, la unién de las células
al polimero se mejora cubriendo los polimeros con
compuestos tales como componentes de membrana
de base, agar, agarosa, gelatina, goma ardbiga, co-
lagenos, fibronectina, laminina, glicosaminoglicanos,
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mezclas de los mismos, y otros materiales con pro-
piedades similares a las moléculas de matriz bioldgi-
ca conocidos por aquellos expertos en la técnica del
cultivo de células. Pardmetros mecédnicos y bioquimi-
cos aseguran que el polimero proporcione un adecua-
do soporte a las células con el posterior crecimiento
y proliferacién. Factores, incluyendo nutrientes, fac-
tores de crecimiento, inductores de diferenciacién o
dediferenciacion, productos de secrecién, inmunomo-
duladores, inhibidores de inflamacién, factores de re-
gresion, compuestos biolégicamente activos que me-
joren o permitan el crecimiento interior de la red linfa-
tica o fibras nerviosas, y drogas, pueden incorporarse
a la matriz o se pueden facilitar en combinacién con
la matriz. De manera similar, polimeros que contie-
nen péptidos como la unién peptidica RGD (Arg-Gly-
Asp) pueden sintetizarse para uso en la formacion de
matrices.

En la actualidad, un polimero biocompatible pre-
ferente es Poliglactina y dcido poliglicélico. Poliglac-
tina se desarroll6 como material de sutura sintético
absorbible, a 90:10 copolimero de glicolida y lactida,
manufacturado como Vicrilo suturas absorbibles tren-
zadas (Ethicon Co., Somerville, N.J.) (Craig P.H., Wi-
lliams J.AIL, Davis K. W., et al.: A Biological Compa-
rison of Polyglactin 910 and Polyglycolic Acid Synt-
hetic Absorbable Sutures. Surg. 141; 1010, (1975)).
Fibras de 4cido poliglactino y poliglicélico pueden
usarse tal y como el fabricante las suministra. El poli-
mero biocompatible puede moldearse empleando mé-
todos tales como, por ejemplo, fundicién disolvente,
moldeado de compresion, trazado de filamentos, en-
granaje, lixiviacion, tejedura y revestimiento. En fun-
dicién disolvente, una solucién de uno o més polime-
ros en un disolvente apropiado, tal como cloruro de
metileno, se funde como una estructura de alivio de
patrén de ramificacion. Después de la evaporacion del
disolvente, se obtiene una fina pelicula. En moldeados
de compresion, se presiona un polimero a presiones
hasta 30,000 libras por pulgada cuadrada. El traza-
do de filamentos incluye trazados desde el polimero
fundido y el engrane incluye formar una malla com-
primiendo fibras en un material similar al fieltro. En
lixiviacién, una solucién que contiene dos materiales
se extiende en un recinto con forma de molde para
la forma final de la matriz. Posteriormente, se emplea
un disolvente para disolver uno de los componentes,
resultando una formacién de poros. (Ver Mikos, US
5,514,378, aqui incorporada como referencia). En la
cristalizacion o nucleacién, finas peliculas con la for-
ma de una matriz se exponen a productos de fision
radioactiva que crean trazas de material dafiado por
radiacién. Después, las laminas de policarbonato se
graban con 4cido o base, transformando las trazas de
material dafiado por radiacién en poros. Finalmente,
se puede emplear un ldser para dar forma y quemar
orificios individuales a través de muchos materiales
para formar una estructura de matriz con tamafio uni-
forme de poros.

Revestimiento se refiere a cubrir o impregnar una
estructura polimérica con un material tal como, por
ejemplo, copolimeros licuados (poli-DL-lactida co-
glicolida 50:50 80 mg/ml cloruro de metileno) para
alterar sus propiedades mecdnicas. El revestimiento
se puede realizar en una capa, o en multiples capas
hasta que se logran las propiedades mecdnicas de-
seadas. Estas técnicas de moldeo se pueden emplear
en combinacién, por ejemplo, una matriz polimérica
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puede tejerse, moldearse por compresioén y pegarse.
Ademds, diferentes materiales poliméricos moldea-
dos por medio de diferentes procesos pueden afiadir-
se para formar una forma compuesta. La forma com-
puesta puede ser una estructura laminar. Por ejemplo,
una matriz polimérica puede estar unida a una o méis
matrices poliméricas para formar una estructura ma-
triz polimérica multicapa. La unién puede llevarse a
cabo con los medios adecuados como pegar con un
polimero liquido, grapar, suturar o una combinacién
de estos métodos. Ademads, la matriz polimérica pue-
de estar formada como un bloque sélido y se le da for-
ma por medio de ldser u otras técnicas estandar hasta
conseguir la forma final deseada. El moldeado por 14-
ser se refiere al proceso de retirar materiales utilizan-
do un léser.

Los polimeros pueden caracterizarse con respecto
a las propiedades mecdnicas como fuerza ductil em-
pleando un verificador Instron, para peso molecular
de polimero por cromatograffa por impregnacién por
gel (GPC), temperatura de transicion de cristal por ca-
lorimetria de andlisis diferencial (DSC) y estructura
de enlace por espectroscopia de infrarrojo (IR); con
respecto a la toxicologia por tests de revision inicial
que incluyen ensayos Ames y ensayos in vitro de la
capacidad para producir malformacién fetal, y estu-
dios de implantacién en animales para inmunogenici-
dad, estudios de inflamacion, interrupcién y degene-
racién. La unién y viabilidad de células in vitro pue-
de ser evaluada por el empleo de un microscopio de
analisis de electrones, bafio histoldgico, y evaluacion
cuantitativa con radiois6topos.

En una realizacién preferente, la matriz polimé-
rica estd formada por un 4dcido poliglicdlico con una
densidad media de alrededor de 58 miligramos por
centimetro cibico. La malla sin tejer puede estar com-
puesta por fibras con un didmetro de 15 ym y con més
del 95% de superficie porosa antes de la siembra. En
una realizacién preferente, los armazones de polime-
ro se disefian para degradar por medio de hidrélisis
en un periodo de 6 a 8 semanas. La matriz poliméri-
ca puede esterilizarse en 6xido de etileno y se puede
mantener en condiciones estériles hasta su uso.

Las matrices poliméricas pueden tratarse con adi-
tivos o drogas antes de la implantacién (antes o des-
pués de que la matriz se siembre con células), por
ejemplo para estimular la formacién de nuevo tejido
después de la implantacién. Por lo tanto, por ejem-
plo, factores de crecimiento, citoquinas, componen-
te de matriz extracelular, y otros materiales bioacti-
vos pueden afiadirse a la matriz polimérica para esti-
mular la curacién del injerto y la formacién del nue-
vo tejido. Tales aditivos se seleccionardn generalmen-
te de acuerdo con el tejido u érgano que se estd re-
construyendo o aumentando, para asegurar que se for-
me el apropiado nuevo tejido en el érgano o tejido
injertado (para ejemplos de tales aditivos a emplear
en la estimulacion de la cura 6sea, ver, por ejemplo,
Kirker-Head, C.A. Vet.Surg. 24 (5): 408-19 (1995)).
Por ejemplo, cuando las matrices poliméricas (op-
cionalmente sembradas con células endoteliales) se
emplean para aumentar el tejido vascular, se puede
emplear el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF, ver, p. ej., U.S. Patent No. 5,654,273 aqui
incorporada como referencia) para estimular la for-
macién de nuevo tejido vascular. Factores de creci-
miento y otros aditivos (p. ej., factor de crecimiento
de la epidermis (EGF), factor de crecimiento como
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epidermis ligado con heparina (HBGF), factor de cre-
cimiento fibroblast (FGF), citoquinas, genes, protei-
nas y similares) pueden afiadirse en cantidades en ex-
ceso de cualquier cantidad de factores de crecimiento
(si hay alguno) que puede producirse por la accion de
las células sembradas en la matriz polimérica, si se
emplean células afiadidas. Tales aditivos son preferi-
blemente proporcionados en una cantidad suficiente
para estimular la formacién de nuevo tejido de un ti-
po apropiado para el tejido u érgano, que se necesita
reparar o aumentar (p. €j., causando o acelerando la
infiltracién de células huéspedes en el injerto). Otros
aditivos dtiles incluyen agentes antibacterianos como
antibiéticos.

Una matriz de soporte preferente estd compuesta
por filamentos cruzados que permiten la superviven-
cia celular por medio de difusién de nutrientes a lo
largo de cortas distancias una vez que la matriz de so-
porte celular se ha implantado.

Estructura de Matriz Polimérica

La matriz polimérica puede fabricarse con estruc-
tura de poro controlada como se ha descrito anterior-
mente. El tamafio de los poros puede usarse para de-
terminar la distribucién celular. Por ejemplo, los po-
ros en la matriz polimérica pueden ser grandes para
permitir que los condrocitos migren al interior de la
estructura.

La matriz polimérica puede moldearse a un nu-
mero de configuraciones deseables para construir un
miembro estructural cartilaginoso (MEC) para satis-
facer cualquier restriccion del sistema global, geomé-
trico o espacial. Por ejemplo, en el uso de la matriz
polimérica para reconstruccién del pene, el MEC pue-
de ser de forma cilindrica alargada. Preferiblemente
que la dimension de la longitud sea 3 veces el didme-
tro. E1 MEC puede ser una barra sélida o una barra
hueca. La barra hueca puede tener un espacio adapta-
do para la colocacién de la uretra. La uretra puede ser
natural, sintética o un neo-uretra injertada. Un MEC
puede moldearse para reemplazar una o ambas corpo-
ra cavernosa. En el uso de MEC en reconstruccién de
pene, el MEC deberia parecerse lo mds posible a la
parte anatémica que va a sustituir. En los casos donde
MEC se implanta para proporcionar soporte o para re-
emplazar a la corpora cavernosa, el MEC puede mol-
dearse de manera similar a la corpora cavernosa. Esto
es, el MEC puede moldearse para formar dos cilindros
alargados. En el caso de reconstruccién mas extensa
del pene, el MEC puede moldearse para parecer una
barra alargada. Cuando se disefia para sustituir ambas
corpora cavernosa, el MEC puede tener la forma de
un cilindro alargado con una seccién transversal en
forma de rifién.

Puede desearse tener un MEC con fuerza estructu-
ral variable. Por ejemplo, puede desearse que la fuer-
za estructural del implante de pene sea fuerte en un
punto distal del cuerpo pero que sea relativamente dé-
bil en un punto mds cercano al cuerpo. De este mo-
do, el pene reconstruido podria tener suficiente fuer-
za estructural durante el acto sexual mientras que se
mantendria flexible en otros momentos. En otra reali-
zacion, el MEC puede ser relativamente fuerte en una
posicién préxima al cuerpo y relativamente débil en
una posicion dista) del cuerpo. Ademads, el MEC po-
dria ser relativamente fuerte en ambos extremos y dé-
bil y mas sensible en el medio. La fuerza compresiva
y resistencia a la flexién del MEC puede variar em-
pleando técnicas comunes de fabricacién. Por ejem-
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plo, la resistencia a la flexién puede aumentar o dis-
minuir espesando o rebajando (debilitando) un MEC
s6lido. De modo similar, espesar o rebajar las paredes
de un MEC hueco tendra efectos similares. También
se pueden emplear salientes longitudinales, salientes
laterales, salientes diagonales, estructuras de panal o
celular para alterar la fuerza estructural. Métodos pa-
ra alterar la fuerza estructural de materiales mediante
el cambio de forma son conocidos por aquellos espe-
cializados en ingenierfa mecdnica y pueden incorpo-
rarse en la construccién del MEC. El método para la
construccién de armazones de polimero flexibles es el
endurecimiento mediante la cobertura de una parte o
todo del armazén de polimero con un copolimero li-
cuado adicional como, por ejemplo, poli-DL-lactida-
co-glicolida 50:50 (es decir, 50%:50%).

Una caracteristica importante de la prétesis de pe-
ne es la rigidez necesaria para mantener su configu-
racion. En la poblacién adulta, la prétesis deberia po-
der resistir cierta presion para permitir el coito. Las
barras de cartilago injertadas de la invencién mos-
traron pardmetros biomecanicos adecuados. Los estu-
dios de compresion, tension y flexion llevados a cabo
demostraron que las barras de cartilago eran facilmen-
te elasticas y podian resistir altos grados de presion.

La matriz polimérica puede ser flexible o rigida,
dependiendo del la forma, estructura y funcién fina-
les deseadas. Una aparente ventaja de emplear matri-
ces de fibra es la facilidad para remoldearlas y rehacer
las estructuras al tiempo que se implanta.

La matriz polimérica puede esterilizarse antes del
uso empleando cualquier método conocido. Los mé-
todos usados dependen el material que se haya em-
pleado en la matriz polimérica. Ejemplos de métodos
de esterilizacion incluyen vapor, vapor presurizado,
calor seco, radiacién, gases como 6xido de etileno,
gas y ebullicion.

Siembra

Filamentos trenzados de poliglactina 910, un 90-
10 copolimero de glicolida y lactida, cubierto con po-
liglactina 370 y estearato de calcio (material de sutu-
ra vicrilo, Ethicon Co., Somerville, N.J) se cortaron
en piezas de aproximadamente 17 mm de longitud.
Se destrenz6 un extremo para exponer multiples fi-
bras, 14 micrones de didmetro. Se hizo un nudo en
el otro extremo para ayudar a localizar el polimero
en las posteriores biopsias. Se colocaron dos fibras de
polimero en cada uno de los 26 platos de cultivo de
tejido Falcon, de tamafio de 35 mm. Doscientos ml
de la solucién mencionada se coloc6 sobre las dos fi-
bras en cada uno de los 15 pozos, exponiendo asi 30
fibras a la solucién que contiene condrocitos y mante-
niendo 22 polimeros libres de exposicién a condorci-
tos para que sirvan como controles. Después, 2 ml de
una solucién que contiene medios de cultivo F-12 de
Hamm y 10% de suero de ternero fetal con L-glutami-
na (292 mg/cc), penicilina (100 U/cc), estreptomicina
(100 mg/cc) y acido ascérbico (5 mg/cc) se afiadieron
a cada pozo. Después de haber incubado a 37°C du-
rante 3, 6, 11, 18, 21 y 28 dias, se examinaron cuida-
dosamente seis fibras de cada grupo para la presencia
y apariencia morfoldgica de condrocitos utilizando un
microscopio de contraste de fase y posteriormente se
evalud histolégicamente utilizando coloraciéon Hema-
toxilina y Eosina y tinte Aldehido-Alcina Fruschin
para sulfato de crondoito, sulfato fuertemente acidi-
co de mucopolisacdridos del cartilago.

La siembra de la matriz polimérica con células
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puede llevarse a cabo mediante un nimero de méto-
dos que se describen en la patente publicada US N°
5,041,138 que aqui se incorpora como referencia.
Reconstruccion Peneana

La implantacién y reconstruccién puede llevarse a
cabo empleando varias técnicas. En resumen, el pa-
ciente es colocado en posicién de litotomia y se colo-
ca un catéter en la uretra con fines de identificacion.
Se realiza una incisién media vertical desde la base
del escroto hacia el ano y la incisién continda hasta
el miisculo bulbocavernosus. El musculo cavernosus
y la uretra se repliegan a un lado y se identifican el
musculo cavernosus ischial y el muisculo del pene.
Una vez que se ha identificado el musculo, se abre
en una longitud de aproximadamente 2 cm. Se em-
plean dilatadores Hegar para dilatar el misculo del
pene hacia una parte préxima a la tuberosidad isquial
y distalmente para la completa extensién de la corpo-
ra cavernosa. De manera alternativa, el cirujano puede
rebajar el MEC para que se adecue al paciente. Des-
pués de que la prétesis se ha insertado, el mismo pro-
cedimiento puede llevarse a cabo en el lado contrala-
teral. Después se cierran las incisiones en la corpora
cavernosa con una sutura supurante de 3-0 catgut cré-
mico. El resto de la herida se cierra de manera ruti-
naria. Durante el procedimiento, el MEC se pone en
remojo en una solucién de antibidtico como por ejem-
plo, polimixina-neomicina. Después de la insercion,
la herida es irrigada con la misma solucién. Se da an-
tibidtico de espectro ensanchado y se continua con el
post-operatorio.

El MEC puede también emplearse para recons-
truccién total del pene. Son conocidas técnicas mi-
croquirurgicas para reconstruccion del pene (ver p.ej,
Jordan et al., J. Urol. 152:410-414, 1994). Tales técni-
cas incluyen la creacién de un neophallus sensate ini-
cialmente por medio de la coaptacién de los nervios
de aleta a los nervios del genitofemoral o ilioinguinal;
coaptacion de los nervios locales de las aletas de fas-
ciocutaneous a los nervios dorsales del pene; recons-
truccién empleando aletas de gracilis musculocuata-
neous'y aletas de ractus abdominis musculocutaneous
con aletas libres suplementarias para la cobertura de
la piel sensate; reconstruccion de la aleta libre del an-
tebrazo faciocutaneous. Se puede fabricar una nueva
uretra junto con el neophallus para una completa re-
construccion. La neo-uretra puede fabricarse de ma-
nera separada o unida al neophallus antes de la im-
plantaciéon. De manera alternativa, la neo-uretra pue-
de ser parte de la estructura original del MEC que esta
poblada por dos tipos diferentes de células. Por lo tan-
to, se puede conseguir la total reconstruccion falica.
Se pueden obtener especimenes de pequefla biopsia a
partir de la oreja y la vejiga del paciente. Los condor-
citos y las células uroteriales pueden crecer y expan-
dirse por separado. Las células pueden sembrarse en
armazones de polimero biodegradables preformados
separados seguido de una operacion de fase sencilla
para construir un falo con una neo-uretra adecuada.

MEC puede reemplazar los implantes intracorpo-
rales, eliminando asi posibles complicaciones como
desgaste e infeccién. Una técnica similar puede apli-
carse a pacientes que presentan recurrentes priapis-
mos seguidos de anemia depranocitica. Actualmente,
no se ha conseguido prevenir los recurrentes priapis-
mos. Implantaciones de prétesis naturales injertadas
compuestas de condorcitos autélogos podrian elimi-
nar permanentemente los problemas de obstruccién
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de sangre dentro de la corpora.

Otra utilidad del MEC es en el tratamiento de con-
diciones genitales dolorosas como las de la enferme-
dad de Peyronie. El enfoque terapéutico para estos ca-
sos puede incluir el uso de células transfectadas con
material genérico. Los armazones de polimero celu-
lar transfectadas forman estructuras similares a érga-
nos con expresion funcional de los genes enviados.
Los genes que regulan la inflamacién y fibrosis pue-
den enviarse en protesis de pene injertado compuesto
de condrocitos autlogos. Esta prétesis modificada de
gene podria transportar toda la informacién genética
necesaria para la expresion funcional con el fin de pre-
venir enfermedades recurrentes.

Los armazones de polimero celular injertados se
implantaron perfectamente en el interior de la corpus
cavernosa sin ninguna dificultad técnica. Los arma-
zones de polimero empleados en este estudio se di-
seflaron para degradarse en 6 a 8 semanas. Las célu-
las sembradas facilmente formaron tejido de cartilago
maduro in vivo, sustituyendo las fibras de polimero
degradante durante este periodo. El cartilago injerta-
do permaneci6 en el lugar de la implantacién inicial
sin ninguna evidencia de infeccién, inflamacién o des-
gaste. Histolégicamente, las barras recuperadas mos-
traron una formacién adecuada de cartilago maduro,
como lo demostraron la presencia de condrocitos en
lacunae y la presencia de mucopolisacdridos altamen-
te sulfatados.

El uso de prétesis de cartilago injertado es clinica-
mente aplicable a pacientes que sufren reconstruccién
de pene bien por condiciones congenitales o por con-
diciones adquiridas. Este método tecnoldgico también
puede usarse en adultos con disfuncién erectil. El teji-
do de cartilago autélogo, hecho de las propias células
de los pacientes, puede colocarse intracorporalmente.
Ejemplos
Ejemplo 1
Construccion de Matriz Polimérica

Lamina destejida de fieltro de 4cido poliglicélico
con una densidad de aproximadamente 58 miligramos
por centimetro cubico se configuré en barras cilindri-
cas de aproximadamente 1 cm de didmetro de aproxi-
madamente 15 um, distancia de interfibra entre 0-200
micrones y con mas del 95% poroso antes de la siem-
bra. El armazén se disefié para degradar via hidrdlisis
durante un periodo de 6 a 8 semanas. Opcionalmente,
el armazon flexible se cubrié con un copolimero li-
cuado (poli-DL-lactida-co-glicolida 50:50, 80 mg/ml
cloruro de metileno) con el fin de lograr las caracte-
risticas mecdnicas adecuadas. Los armazones de poli-
mero se esterilizaron en 6xido de etileno y se mantu-
vieron bajo condiciones estériles hasta la siembra de
células.

Ejemplo 2
Cultivo y Siembra de Células

Se obtuvo cartilago vitreo de la superficie arti-
cular del lomo del ternero. Los condrocitos se cose-
charon bajo condiciones estériles empleando una téc-
nica previamente descrita (Atala, A. et al., J Urol,
150: 745-747, 1993; Atala, A., et al., J Urol, 152;
641-643, 1994; Klagsbrun, M. Methods Enzymol.,
58:560, 1979). En resumen, se obtuvo cartilago arti-
culado de los lomos de terneros menores de dos se-
manas de edad y sacrificados a primera hora de la
maiiana. Los lomos se lavaron en Providone-lodo en
una concentracion de aproximadamente 10% (Beta-
dine, Purdue Frederick Col, Norwalk, Conn.) de so-
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lucién. Después, bajo condiciones estériles, las unio-
nes de los musculos fueron claramente diseccionadas
del hueso subyacente para exponer las superficies de
unidn. El cartilago de las superficies articuladas de la
unién se diseccionaron claramente del hueso subya-
cente empleando un bistur{ #10 (Bard-Parker, Ruther-
ford, New Jersey). El cartilago se cortd en piezas con
dimensiones menores a 5 mm por lado y se lavaron
dos veces en Fosfato Biifer Salina (PBS) con electro-
litos y se ajusté a pH neutro. El cartilago fue poste-
riormente incubado a aproximadamente 37°C en una
solucién de aproximadamente 0.2% de coldgeno clos-
tridial (Worthington CLS II, aproximadamente 140
unidades por miligramo) y se agité durante la noche
como fue descrito por Klagsbrun, (Methods in Enzy-
mology, Vol. VIII). Esta suspensién se filtré posterior-
mente utilizando un tamiz de nylon de 153 mg (Tetko,
Elmford, N.Y. 10523). Se retiraron después las células
de suspensidon mediante centrifugacion, se lavaron dos
veces con solucion PBS y se contabilizaron con un he-
mocitémetro. La solucién se centrifugdé a aproxima-
damente 1800 rpm y se retiré el sobrenadante sobre
la suspension celular via succién usando una micro-
pipeta hasta que el volumen de la solucién resulté en
una concentracién de condrocitos de aproximadamen-
te 5 millones de células por centimetro cubico. Las
células aisladas crecieron y se expandieron en cultivo
en Hamms F-12 media (Gibco, Grand Island, N.Y)
contendiendo 10% de suero de ternero fetal (Biow-
hitaker), 5 microgramos/ml de 4cido ascérbico, 100
microgramos/ml de estreptomicina y 100 unidades/ml
de penicilina y crecieron bajo 5% de diéxido de car-
bono. Los condrocitos se tripsinizaron de 5 a § sema-
nas aproximadamente después de la cosecha inicial y
se contaron empleando un hemocitémetro. Las célu-
las se sembraron en barras cilindricas de polimero de
acido poliglicdlico preformadas en una concentracion
de aproximadamente 50 millones de condrocitos por
centimetro cubico.

Ejemplo 3

Implantacion y Andlisis

Se muestra un esquema de este estudio en la Figu-
ra 1. Se implantaron un total de 4 armazones de poli-
mero en el espacio subcutdneo de 20 ratones atimicos.
Cada ratén tenfa 2 zonas de implantacién que consis-
ten en un control (un polimero solo), y armazones de
polimero sembrados con condrocitos. Los ratones se
sacrificaron después de 1, 2, 4 y 6 meses de la implan-
tacion.

Todos los animales sobrevivieron hasta el sacrifi-
cio sin ningun efecto adverso notable. En la recupera-
cidn, todos los armazones de polimero sembrados con
células formaron estructuras cartilaginosas, mientras
que los armazones de control no lo hicieron. Un ex-
hausto examen de los especimenes recuperados mos-
tré la presencia de estructuras bien formadas de car-
tilago sélidas, con forma de barra y de color blanco
que eran idénticas en tamafio (alrededor de 1 cm de
didmetro x alrededor de 3 cm de longitud) al implante
inicial (Figura 2).

Para determinar si las barra de cartilago injerta-
das poseen las propiedades mecdnicas requeridas para
mantener la rigidez del pene, se llevaron a cabo una
serie de pruebas de tension y relajacion. Los estudios
de compresion, tension y flexion demostraron que las
estructuras de cartilago eran ficilmente eldsticas y po-
dian soportar altos grados de presion. Los estudios de
compresién demostraron que las barras de cartilago
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recuperadas eran capaces de soportar altos grados de
presion (Figura 3A). Una velocidad de compresion de
rampa de aproximadamente 200 um/seg, aplicada a
cada barra de cartilago hasta 3000 ym en distancia,
resulté 3.7 kg de resistencia. Los estudios de tension
y relajacién demostraron que las barras de cartilago
recuperado eran capaces de soportar tension y eran
capaces de volver a su estado inicial mientras se man-
tenfan las propiedades biomecanicas (Figura 3B). Una
velocidad de tensién de rampa de alrededor de 200
um/segundo aplicada a cada cartilago cred una resis-
tencia a la tensién de 2.2 kg, que fisicamente alargé la
barra hasta aproximadamente 4800 ym. La relajacién
de la tensién a la misma velocidad result6 en la re-
traccién del cartilago a su estado inicial. Los estudios
de flexion llevados a cabo a dos velocidades distin-
tas demostraron que las barras de cartilago injertado
son durables, maleables y capaces de mantener sus
propiedades mecdnicas (Figura 3C, D). Compresién
ciclica, llevada a cabo en rangos de aproximadamen-
te 500 um/seg y 20,000 um/seg, demostraron que las
barras de cartilago injertado pueden soportar hasta 3.5
kg de presion a una distancia predeterminada de 5000
um. Los estudios de la fase de relajacion de la com-
presion ciclica demostraron que las barras de cartilago
injertado podian mantener su resistencia a la tension.
Ninguna de las barras de cartilago se desgarr6 durante
los estudios biomecénicos de tensidn-relajacion.

Andlisis histoquimicos con hematoxilina y eosina,
aldehido fuschin-alcian azul y coloracién azul toluidi-
ne demostraron la presencia de condrocitos maduros y
bien formados en todos los implantes. El examen his-
tolégico con hematoxilina y eosina demostré la pre-
sencia de cartilagos maduros y bien formados en to-
dos los implantes crondocito-polimero. Las fibras de
polimero fueron progresivamente sustituidas por car-
tilago con progresion en el tiempo (1, 2, 4 y 6 meses).
Fibras de polimero no degradadas se observaron des-
pués de 1 y 2 meses de la implantacién (Figura 4).
Sin embargo, restos de armazones de polimero no es-
taban presentes en las barras de cartilago a los 6 me-
ses aproximadamente (Figura 5). Aldehido fuschin-
alcian azul y coloracién azul toluidine demostraron la
presencia de mucopolisacdridos altamente sulfatados
que son productos diferenciados de condrocitos (Fi-
guras 4, 5). No hubo evidencia de formacién de carti-
lagos en los controles.
Ejemplo 4
Cultivo y Siembra de Células usando Condrocitos de
Conejo

Un diagrama esquematico de este Ejemplo se
muestra en la Figura 6. Condorcitos aut6logos cose-
chados a partir de oreja de conejo se diseccionaron en
pequefios fragmentos (2 x 2 mm). Los condorcitos se
cultivaron bajo condiciones estériles empleando una
técnica previamente descrita (Atala, A., et al., J Urol,
150: 745-747,1993; Atala, A., et al., J Urol, 152-641-
643, 1994). En resumen, los fragmentos de cartilago
diseccionados se digirieron en 3% de coldgeno tipo
IT solucién (Worthington Biochemical Corp., Lake-
wood, NI) durante 6-8 horas. Las células recupera-
das se lavaron en fosfato bufer salina y se recubrie-
ron en platos de cultivo. Las células aisladas crecieron
en cultivo en Hamms F-12 media (Gibco, Grand Is-
land, NY) conteniendo 10% de suero de ternero fetal
(Biowhittaker, Walkersville, MD), 5 pg/ml de 4cido
ascorbico, 100 pg/ml de estreptomicina y 100 U/ml
de penicilina. Las células se incubaron a 37°C en la
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presencia de 5% CO,. Los condrocitos se expandieron
hasta que se dispuso de suficientes cantidades de cé-
lulas. Las células fueron tripsinizadas, recogidas, la-
vadas y contadas para la siembra. Los condrocitos se
sembraron en barras preformadas de polimero de aci-
do poliglicélico cubiertas de 4cido poli-L-lactico en
una concentracién de 50 x 10° condrocitos/cm®. La
barras de célula-polimero fueron implantadas inme-
diatamente después de la siembra.

Un total de 10 armazones de condrocito-polimero
se implantaron en los espacios corporales de 10 cone-
jos. Implantaciones bilaterales intracorporales de ar-
mazones de célula-polimero se llevaron a cabo en 8
conejos, mientras que los 2 animales restantes reci-
bieron implantacién unilateral, dejando los otros cor-
pus cavernosum intactos como controles. Los anima-
les fueron sacrificados al de 1 y 2 meses (3 cada vez),
y alos 3 y 6 meses (2 cada vez) después de la implan-
tacion. Los dos animales de control fueron sacrifica-
dos al de 1 y 6 meses. Los implantes se recuperaron,
y se analizaron exhaustiva e histolégicamente. Cinco
microsecciones de formalina fijada a tejidos incrusta-
dos a parafina se cortaron y coloraron con hematoxi-
lina y eosina (H&E), aldehido fuschin-alcian azul y
toluidine azul.

Todos los animales toleraron los implantes duran-
te el estudio, sin ninguna complicacién aparente. Un
examen detallado en la recuperacién demostré la pre-
sencia de estructuras de cartilago blancas y bien for-
madas dentro de la corpora después de 1 mes (Figu-
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ra 7). Las estructuras de barra de cartilago recupera-
das mantuvieron aproximadamente los mismos tama-
flos que los implantes iniciales dentro de los cuerpos.
La corpora sin la implantacién mostré tejido caverno-
so normal. No hubo evidencia de desgaste, inflama-
cién o infeccidn en ninguno de las barras de cartilago
implantados.

Andlisis histolégicos con hematoxilina y eosina
demostraron la presencia de cartilagos bien formados
en todos los implantes de condrocito-polimero (Figu-
ra 8). Las fibras de polimero fueron progresivamente
sustituidas por cartilago sin aumentar el tiempo (1, 2,
4 y 6 meses). Todos los polimeros fueron completa-
mente degradados a los 2 meses. Aldehido fuschin-
alcian azul y toluidine azul demostraron la presencia
de mucopolisacaridos altamente sulfatados que eran
productos diferenciados de los condrocitos (Figura 9).

Todos los polimeros fueron completamente degra-
dados a los 2 meses. No hubo evidencia de desgas-
te o infeccién en ninguna de las zonas de implan-
te. Andlisis histolégicos con aldehido fuschin-alcian
azul y toluidine azul demostraron la presencia de con-
drocitos maduros y bien formados en los implantes
recuperados.

Condrocitos autélogos sembrados en estructuras
preformadas de polimero biodegradables pueden for-
mar estructuras de cartilago en el interior del corpus
cavernosum de un conejo. Por lo tanto, esta tecnolo-
gia ha sido 1itil para la creacién de prétesis de pene
autélogas.
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REIVINDICACIONES

1. Un miembro estructural implantable para uso en
tratamientos de pacientes que tienen un defecto anatéd-
mico que no es causado por la presencia de cartilago
ausente, dafiado o afectado y que se trata, al menos
en parte, proporcionando un soporte estructural al te-
jido adyacente; dicho miembro estructural esta hecho
de una matriz polimérica con la forma del miembro
de soporte deseado y reforzada con una capa de po-
limero licuado sobre algunas partes o sobre toda la
matriz de polimero preformada y que tienen células
que forman cartilagos disociados depositadas sobre o
en el interior de dicha matriz de tal modo que cuando
se implanta la matriz, se forma un miembro estructu-
ral cartilaginoso que tiene propiedades biomecdnicas
controladas y una resistencia a la tensién de al menos
2.2 kg, proporcionando el soporte estructural requeri-
do en el drea de dicho defecto.

2. El miembro estructural de la reivindicacién 1
donde la matriz polimérica consta de un material
biocompatible seleccionado del grupo consistente en
éter de celulosa, celulosa, éster celuldsico, polieti-
leno fluorado, fendlico, poli-4-metilpenteno, polia-
crilonitrilo, poliamida, poliamideimida, poliacrilato,
polibenzoxazol, policarbonato, policianoarileter, po-
liéster, poliestercarbonato, poliéter, polietereterceto-
na, polieterimida, polietercetona, polietersulfona, po-
lietileno, polifluoroolefina, poliamida, poliolefina, po-
lioxadiazol, 6xido polipenileno, sulfuro polipenileno,
polipropileno, poliestireno, polisulfuro, polisulfona,
politetrafluoroetileno, politioéter, politriazol, poliure-
tano, polivinilo, fluoruro polivinilideno, celulosa re-
generada, silicona, urea-formaldehido o copolimeros
o mezclas fisicas de estos materiales.

3. El miembro estructural de las reivindicaciones
precedentes donde la matriz polimérica consta de un
material biodegradable.

4. El miembro estructural de las reivindicaciones
precedentes donde el material biodegradable se selec-
ciona del grupo consistente en un polimero de dcido
poliglicdlico, un polimero poliglactino, y mezclas y
compuestos de los mismos.

5. El miembro estructural de las reivindicaciones
precedentes que es reforzado cubriendo al menos par-
te del miembro estructural con polimero licuado.

6. El miembro estructural de las reivindicaciones
precedentes donde dicho polimero licuado es un co-
polimero de 50:50 poli-DL-lactida co-glicolida.

7. El miembro estructural de las reivindicaciones
precedentes donde dichas células que forman el carti-
lago son condrocitos.

8. El miembro estructural de las reivindicaciones
precedentes donde dicho miembro de soporte es un
cilindro alargado que ademads consta de medios adap-
tados para recibir una uretra.

9. El miembro estructural de las reivindicaciones
precedentes donde dichos miembros adaptados para
recibir una uretra es una ranura longitudinal a lo largo
de su longitud.

10. El miembro estructural de las reivindicaciones
precedentes donde en dicho miembro de soporte exis-
te un tubo cilindrico hueco con un grosor de pared y
un agujero a lo largo de su longitud.

11. El miembro estructural de las reivindicaciones
precedentes donde el tubo cilindrico hueco esta adap-
tado para recibir una uretra.

12. El miembro estructural de las reivindicaciones
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precedentes donde el grosor de pared es longitudinal-
mente variable.

13. El miembro estructural de las reivindicacio-
nes precedentes donde dicho cilindro tiene una fuerza
estructural variable a lo largo de su extensién longitu-
dinal.

14. El miembro estructural de las reivindicaciones
precedentes que ademas consta de medios de sujecién
en un extremo de acoplamiento de dicho implante a la
pelvis descendente.

15. El miembro estructural de las reivindicacio-
nes precedentes donde dicho miembro estructural tie-
ne una resistencia a la tensién de al menos 3.7 kg.

16. El miembro estructural de las reivindicaciones
precedentes donde dicho miembro estructural puede
soportar compresion ciclica llevada a cabo en rangos
de 500 um por segundo a 20,000 um por segundo.

17. Uso de un miembro estructural implantable
para la reconstruccién de un pene de un paciente que
necesite tal tratamiento y que consta de los siguientes
pasos:

a) proporcionar una matriz polimérica natural o
sintética moldeada para formar un miembro estruc-
tural y reforzada con una capa de polimero licuado
sobre algunas partes o sobre toda la matriz de polime-
ro preformada, adaptada para encajar en el interior de
la corpora cavernosa de dicho pene;

b) depositar células que forman los cartilagos so-
bre o en el interior de dicha matriz para formar un
constructo matriz / célula donde dicho constructo ma-
triz / célula puede ser enviado a la corpora cavernosa
de dicho paciente, y puede formar un miembro estruc-
tural cartilaginoso que tiene propiedades biomecéni-
cas controladas, para asi proporcionar un pene recons-
truido con suficiente dureza y fuerza de flexion como
para servir como 6rgano funcional.

18. El uso de acuerdo a la reivindicacién 17 donde
la matriz polimérica consta de un material biocompa-
tible seleccionado del grupo consistente en éter de ce-
lulosa, celulosa, éster celuldsico, polietileno fluorado,
fendlico, poli-4-metilpenteno, poliacrilonitrilo, polia-
mida, poliamideimida, poliacrilato, polibenzoxazol,
policarbonato, policianoarileter, poliéster, poliester-
carbonato, poliéter, polieteretercetona, polieterimida,
polietercetona, polietersulfona, polietileno, polifluo-
roolefina, poliamida, poliolefina, polioxadiazol, 6xido
polipenileno, sulfuro polipenileno, polipropileno, po-
liestireno, polisulfuro, polisulfona, politetrafluoroeti-
leno, politioéter, politriazol, poliuretano, polivinilo,
fluoruro polivinilideno, celulosa regenerada, silicona,
urea-formaldehido o copolimeros o mezclas fisicas de
estos materiales.

19. El uso de acuerdo con las reivindicaciones pre-
cedentes donde la matriz polimérica consta de un ma-
terial biodegradable.

20. El uso de acuerdo con las reivindicaciones pre-
cedentes donde el material biodegradable se seleccio-
na del grupo consistente en un polimero de 4cido poli-
glicdlico, un polimero poliglactino, y mezclas y com-
puestos de los mismos.

21. El uso de acuerdo con la reivindicaciones pre-
cedentes donde dichas células que forman el cartilago
son condrocitos.

22. El uso de acuerdo con las reivindicaciones pre-
cedentes donde dicho miembro de soporte es un cilin-
dro alargado que ademads consta de medios adaptados
para recibir una uretra.

23. El uso de acuerdo con las reivindicaciones pre-
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cedentes donde dichos miembros adaptados para reci-
bir una uretra es una ranura longitudinal a lo largo de
su longitud.

24. El uso de acuerdo con las reivindicaciones pre-
cedentes donde dicho miembro de soporte es un tubo
cilindrico hueco con un grosor de pared y un agujero
a lo largo de su longitud.

25. El uso de acuerdo con las reivindicaciones pre-
cedentes donde el tubo cilindrico hueco estd adaptado
para recibir una uretra.

26. El uso de acuerdo con las reivindicaciones pre-
cedentes donde el grosor de pared es longitudinal-
mente variable.

27. El uso de acuerdo con las reivindicaciones pre-
cedentes donde dicho cilindro tiene una fuerza estruc-
tural variable a lo largo de su extension longitudinal.

28. El uso de acuerdo con las reivindicaciones pre-
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cedentes que ademds consta de medios de sujecién
para el acoplamiento de dicho miembro estructural
implantable a la pelvis descendente.

29. El uso de acuerdo con las reivindicaciones pre-
cedentes, donde dicho miembro estructural implanta-
ble tiene una resistencia a la tensiéon de al menos 2.2
kg.

30. El uso de acuerdo con las reivindicaciones pre-
cedentes, donde dicho miembro estructural implanta-
ble tiene una resistencia a la tensién de al menos 3.7
kg.

31. El uso de acuerdo con las reivindicaciones pre-
cedentes, donde dicho miembro estructural implanta-
ble tiene soportar compresion ciclica llevada a cabo
en rangos de 500 ym por segundo a 20,000 um por
segundo.
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