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DESCRIPCION
Procedimiento de preparacion de matriz extracelular descelularizada sin detergente y biotintas para impresion 3D

La invencidn se refiere a un método de preparacién de ECM descelularizada sin detergente, un método de preparacion
de una biotinta primaria, la biotinta primaria, un método de preparacién de una biotinta vascular, la biotinta vascular,
una estructura tridimensional que comprende la biotinta primaria y la biotinta vascular y un procedimiento de
preparacién de la estructura tridimensional.

La bioimpresién permite la deposicién automatizada de células vivas junto con otros componentes para el desarrollo
de una construccién tisular tridimensional (3D). Las formulaciones de biotintas se crean a partir de diferentes fuentes,
incluidos polimeros sintéticos y naturales tales como el colageno, la gelatina, el alginato, el 4cido hialurénico, la fibrina
y el polietilenglicol. Se sabe que los materiales de matriz utilizados para la bioimpresién no pueden representar la
complejidad de la matriz extracelular (ECM) natural, que constituye un microentorno para las células y puede modular
los procedimientos celulares, como la migracion, la diferenciacién y otras funciones. Por lo tanto, la presencia de ECM
en las biotintas se considera beneficiosa para recrear un microentorno con conexiones célula-célula.

La solicitud de Patente Internacional WO2017014582 revela una composicién de biotinta que comprende 0,05-
60x108/ml de células, 0,1 a 10 % p/v de un material portador celular, 0,01 a 1 % p/v de un potenciador de la viscosidad,
1a 30 % v/vde un lubricante y 0,1 a 10 % p/v de un material estructural. La composicién de biotinta puede comprender
ademas un material componente derivado de tejido. Preferentemente, el material portador celular es gelatina o
colageno, el potenciador de viscosidad es acido hialurénico o dextrano, el lubricante es glicerol y el material estructural
es fibrindgeno o gelatina metacrilada (GelMa).

La bibliografia incluye numerosas publicaciones sobre la cuestién de la seleccién de una composicién de biotintas
adecuada con propiedades éptimas para aplicaciones de ingenieria tisular. Mohamed Ali et al. realizaron trabajos
sobre la produccién de una biotinta basada en ECM descelularizada (dECM) derivada de un rifién [1]. Se obtuvo un
hidrogel dECM de concentracidn relativamente baja (1 - 3 %) empleando un procedimiento de disolucién, utilizando
acido acético 0,5M y pepsina 0,1 mg/ml. Ademas, se llevé a cabo un procedimiento de metacrilacién de la dECM con
adicién de un fotoiniciador (Irgacure).

Grupos de investigaciéon posteriores intentaron obtener una biotinta utilizando ECM agregando gelatina metacrilada
(GelMa) y un fotoiniciador, es decir, LAP (fenil-2,4,6-trimetilbenzoilfosfinato de litio) [2]. Otros utilizaron el hidrogel
dECM obtenido con una concentracién relativamente alta de pepsina con la adicién de policaprolactona (PCL) como
agente sintético conservante [3].

La descripcién de la Patente KR20180125776 describe una composicién de biotinta que comprende un polvo dECM
y un hidrogel. El polvo dECM puede seleccionarse de tejido hepatico, tejido cardiaco, tejido cartilaginoso, tejido éseo,
tejido adiposo, tejido muscular, tejido cutaneo, tejido epitelial mucoso, tejido amnidtico o tejido corneal.
Preferentemente, el polvo dECM tiene un tamafio de particula de 0,05 a 100 ym. El hidrogel puede contener uno o
més seleccionados del grupo que consiste en gelatina, acido hialurénico, dextrano y colageno.

Falguni et a/ (2014) desarrollaron biotintas dECM especificas de tejido, incluidos tejidos adiposo, cartilaginoso y
cardiaco, capaces de proporcionar claves cruciales para el injerto, la supervivencia y la funcién a largo plazo de las
células. El procedimiento de bioimpresién permitié reconstituir las morfologias y funciones celulares intrinsecas. Se
observé un ensamblaje de orden superior de los constructos celulares impresas, con patrones espaciales organizados
y expresiéon génica especifica de cada tejido. Una ventaja clave de la metodologia fue la aplicaciéon de la ECM
especifica del tejido, que proporciona claves cruciales para el injerto, la supervivencia y la funcién a largo plazo de las
células [3].

Los experimentos que implican la descelularizaciéon de un érgano para obtener la dECM como componente de la
biotinta han sido estudiados por muchos grupos de investigacién [4, 5, 7]. Se utilizaron diversas sustancias para la
descelularizacién, principalmente Triton X-100 y/o detergentes de sulfato de dodecil (SDS). En el documento
KR1020180011607A se describe un procedimiento de descelularizaciéon del higado, en el que el tejido hepatico se
trata con una solucién desaturada que contiene un tensioactivo y una solucién hiperactiva. Como tensioactivo puede
utilizarse un 0,5 % de Triton X-100 (Triton X-100).

Mohamed Ali y sus colegas construyeron un rifién fotoreticulable que comprende una biotinta derivada de ECM [1].
Los riflones enteros porcinos se descelularizaron mediante un procedimiento de perfusién, se disolvieron en una
solucién acida y se modificaron quimicamente mediante metacrilacién. Los resultados mostraron que las células
renales humanas bioimpresas eran muy viables y maduraban con el tiempo. Ademas, los constructos renales
bioimpresos presentaban las caracteristicas estructurales y funcionales del tejido renal nativo. La biotinta derivada de
la ECM especifica del tejido podria potenciar la maduracién celular y, en Gltima instancia, la formacién de tejido.

Mirmalek-Sani et al. (2013) presentaron el procedimiento de descelularizacion del pancreas porcino para crear un
andamio para células madre humanas e islotes pancreaticos porcinos. El material celular se eliminé eficazmente
preservando las proteinas ECM y el sistema vascular nativo. Ademés, se ha demostrado que el péncreas
descelularizado puede favorecer la adhesién celular y el mantenimiento de las funciones celulares [6].
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El objetivo de la invencién es proporcionar un dECM sin detergente que pueda utilizarse en bioimpresidén. La
bibliografia no proporciona resultados sobre el contenido residual de detergentes en la ECM obtenida por
descelularizacién ni sobre los procedimientos de ensayo de su contenido. En los procedimientos publicados
anteriormente para la descelularizacion de diversos tejidos, la fase de eliminacidn de los detergentes es relativamente
corta. Se cree que la ausencia del detergente en la dECM afecta sustancialmente a la calidad de la dECM obtenida.
El procedimiento desarrollado por el solicitante permite eliminar casi todo el detergente sin necesidad de agregar otros
productos quimicos. El segundo objetivo de la invencién es obtener una biotinta de consistencia y viscosidad
adecuadas, sin necesidad de agregar potenciadores de la viscosidad.

La presente invencién estd4 definida por las reivindicaciones independientes, mientras que las reivindicaciones
dependientes se refieren a las realizaciones preferidas. Cualquier "realizacién" o "ejemplo" que se divulgue en la
descripcién pero que no esté cubierto por las reivindicaciones debe considerarse presentado Unicamente a titulo
ilustrativo.

En un primer aspecto, se proporciona un procedimiento de preparacién de matriz extracelular descelularizada (dECM)
sin detergente que comprende las siguientes etapas:

— fragmentacién mecanica, preferentemente por extrusién mecanica, de un érgano de origen animal seleccionado
entre pancreas, higado, riflones, corazén, piel, pulmones, intestino grueso, intestino delgado, arterias y venas
sanguineas, tejido adiposo y placenta, estando el 6rgano separado del cuerpo del animal

— incubacién del érgano fragmentado en una solucién detergente tamponada, que comprende preferentemente
solucién salina tamponada con fosfato (PBS) 1X, en la que la solucién detergente tamponada comprende 0,5 %
- 1,5 %, preferentemente 1 % (v/v), octoxinol-9, en la que la solucién detergente se complementa con un agente
antimicrobiano, preferentemente estreptomicina, preferentemente a una concentracién de 0,01 % (p/v), y la
incubacién se realiza a una temperatura inferior a la temperatura ambiente, preferentemente a 4 °C, durante al
menos 72 h con agitacion, en la que se transfiere el 6rgano fragmentado a una solucién detergente fresca cada 4
a 12 horas

— incubacidén del érgano fragmentado en una primera solucién tamponada de lavado, preferentemente que
comprenda 1XPBS, donde la primera solucién tamponada de lavado comprenda un agente antimicrobiano,
preferentemente estreptomicina, preferentemente a una concentracién del 0,01 % (p/v), durante al menos 72 h a
una temperatura inferior a la temperatura ambiente, preferentemente a 4 °C con agitacién, en la que el érgano
fragmentado se transfiere a una nueva solucién de lavado cada 4 a 12 horas

— incubacién del érgano fragmentado en una solucion de desoxirribonucleasa que comprende DNAsa,
preferentemente a una concentracién de 0,0001 a 0,0003 % (p/v), mas preferentemente 0,0002 % (p/v),
preferentemente durante al menos 8 horas a una temperatura adecuada para la actuacién de la DNAsa

— incubacidén del 6rgano fragmentado en una segunda solucién tamponada de lavado, preferentemente que
comprenda 1XPBS, donde la segunda solucién tamponada de lavado comprenda un agente antimicrobiano,
preferentemente estreptomicina, preferentemente a una concentracién del 0,01 % (p/v), durante al menos 72 h a
una temperatura inferior a la temperatura ambiente, preferentemente a 4 °C con agitacién, en la que el érgano
fragmentado se transfiere a una nueva solucién de lavado cada 4 a 12 horas

— congelacién del 6rgano fragmentado y trituracién del 6rgano fragmentado congelado en fragmentos

— liofilizacidén del 6rgano fragmentado congelado, preferentemente a -32 °C, preferentemente a una presién de 0,31
mbar (31 Pa).

— secado final opcional de 5 a 15 minutos a 0,0010 mbar (0,1 Pa) y -76 °C
— molienda del producto triturado y secado en polvo de 25 - 500 ym de dECM

— esterilizacién opcional del producto, preferentemente por radiacién y/u 6xido de etileno

La fragmentacién mecanica del érgano potencia la eliminacién del detergente del érgano y da lugar a un producto con
menor contenido en grasa, o que mejora las propiedades del producto final, es decir, aumenta la viscosidad y mejora
la imprimibilidad. La adicién de DNAsa es crucial para la eliminacion del ADN del érgano de origen animal. Si la
estructura tridimensional impresa resultante comprendia dECM con ADN, no podria seguir utilizdndose en
experimentos de trasplante.

Preferentemente, la etapa de molienda va seguida de una etapa de comprobacién de la cantidad de octoxinol-9 en el
polvo de dECM, en la que preferentemente antes de comprobar la presencia de octoxinol-9 en el polvo de dECM, se
trata con colagenasa, preferentemente a una concentracién de al menos 43.953 PZ/g de dECM.

Preferentemente, la etapa de molienda va seguida de las siguientes etapas:
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— disolucién del polvo de dECM en una solucidn de acido clorhidrico, preferentemente 0,01 M, complementada con
0-10 mg/ml de pepsina

— mezcla durante 48-72 h, preferentemente durante 72 h, a temperatura ambiente;

— neutralizacién en hielo, preferentemente utilizando base sédica 0,1 M y solucién de PBS.

En un segundo aspecto se proporciona un procedimiento de preparaciéon de una biotinta primaria que comprende las
siguientes etapas:

— preparacién de una pasta que comprende 5-50 % (p/v), preferentemente 15-25 % (p/v), del polvo de dECM
obtenible por el procedimiento definido en una de las reivindicaciones 1 o 2 de la presente invencién, y 1-10 %
(p/v), preferentemente 8-10 % (p/v), de la solucion de dECM obtenible por el procedimiento definido en la
reivindicacién 3 de la presente invencién mediante mezcla

— incubacidn de la pasta a una temperatura de 7-10 °C durante al menos 24 horas

— adicidén de 1,46 -7,32 % (p/v) de gelatina metacrilada, 0,15-1,10 % (p/v) de acido hialurénico metacrilado, 5-10 %
(p/v) de glicerol, y un fotoiniciador, preferentemente 0,03-0,17 % (p/v) de fenil-2,4,6-trimetilbenzoilfosfinato de litio,
seguido de un mezclado suave.

Como el polvo dECM se prepara originalmente por liofilizacién y no se disuelve después, conserva toda la estructura
cuaternaria de ECM. Por consiguiente, el uso de dECM en forma de pasta, que comprende tanto el polvo de dECM
como la soluciéon de dECM, proporciona a la biotinta primaria una consistencia adecuada y, dado que el polvo de dECM
no se disuelve en la biotinta primaria, conserva toda la estructura cuaternaria de ECM.

En un tercer aspecto se proporciona la biotinta primaria que comprende una pasta de dECM y 1,46 -7,32 % (p/v) de
gelatina metacrilada, 0,15-1,10 % (p/v) de é&cido hialurénico metacrilado, 5-10 % (p/v) de glicerol y un fotoiniciador,
preferentemente 0,03-0,17 % (p/v) de fenil-2,4,6-trimetilbenzoilfosfina de litio.17 % (p/v) fenil-2,4,6-
trimetilbenzoilfosfinato de litio, en el que la pasta de dECM comprende 5-50 % (p/v), preferentemente 15-25 % (p/v),
del polvo de dECM obtenible por el procedimiento definido en una de las reivindicaciones 1 o0 2 de la presente
invencién, y 1-10 % (p/v), preferentemente 8-10 % (p/v), de la solucién de dECM obtenible por el procedimiento definido
en la reivindicacién 3 de la presente invencién y en el que la viscosidad de la biotinta primaria es de al menos 5 Pa s,
medida en un sistema de placa cbnica, a una tasa de cizallamiento constante de 21/s y una temperatura de 37 °C.

El uso de dECM permite reproducir las condiciones extracelulares del organismo, confiriendo de este modo a la
bioimpresion las caracteristicas del tejido nativo, lo que estimula la diferenciacién de las células y mejora su tasa de
supervivencia. Ademas, la matriz extracelular es necesaria para obtener una viscosidad adecuada de la biotinta y
mantener una estructura tridimensional estable del constructo impreso mediante la posibilidad adicional de reticulacion
térmica en el intervalo de temperaturas de 33 a 37 °C.

El uso del fotoiniciador permite la reticulacién, que no es téxica para las células, en comparacidén con la reticulacion
quimica que utiliza productos quimicos, que son tdxicos para las células contenidas en la biotinta primaria. La
reticulaciéon con el uso del fotoiniciador y la luz visible minimiza el dafio del ADN celular en comparacién con la
reticulacién térmica. Tanto la temperatura como la luz tienen efectos negativos sobre las células, provocando dafios
en el ADN. Sin embargo, al reticular con luz visible, estos cambios se reducen al minimo.

Se utiliza gelatina metacrilada (GelMa) para dar forma al constructo impreso. Ademéas, une los filamentos para evitar
la deslaminacion de los lobulillos y mejora la viabilidad de las células y los islotes. GelMa es estable a temperaturas
méas altas que la gelatina, lo que resulta beneficioso durante la reticulacién térmica.

El acido hialurénico metacrilado (HAMA) ayuda a mantener la estructura tridimensional mediante la reticulacién.
Ademas, el HAMA proporciona suavidad, sedosidad y homogeneidad al filamento impreso y favorece los cultivos
celulares. Estas caracteristicas no pueden obtenerse mediante la adicion de acido hialurénico, que no esta
metacrilado.

El uso de glicerol mejora la funcionalidad de las células y los islotes. También mejora la lubricidad de la biotinta, permite
la formacién de filamentos continuos, mejora la mezcla de los componentes de la biotinta en una jeringa o un mezclador
y reduce el gasto de presién durante la impresion.

Preferentemente, la biotinta primaria comprende al menos un aditivo seleccionado entre: &cido hialurénico a una
concentracién de 0,001 a 0,100 mg/ml de la biotinta, preferentemente, 0,007 mg/ml, laminina a una concentracién de
0,005 a 0,100 mg/ml de la biotinta, preferentemente, 0,084 mg/ml, coladgeno | a una concentracién de 0,001 a 0,100
mg/ml de la biotinta, preferentemente, 0,041 mg/ml, coldgeno IV a una concentracién de 0,005 a 0,175 mg/ml de la
biotinta, preferentemente 0,122 mg/ml, fibronectina a una concentracién de 3 a 300 pyg/ml, preferentemente 100 pg/ml,
fibrinbgeno humano a una concentraciéon de 10 a 100 mg/ml de la biotinta, aprotinina a una concentracién de 1 a 2
EPU/mI de la biotinta, polisorbato a una concentracién de 0,05 a 2 mg/ml de la biotinta, trombina humana a una
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concentracién de 5 a 55 mg/ml de la biotinta, cloruro de calcio a una concentracién de 20 a 60 mM/ml de la biotinta;
vitaminas proangiogénicas: vitamina A a una concentraciéon de 1nM a 500 pyM, preferentemente 100 pM, vitamina B1
a una concentracién de 50 a 100 pM, preferentemente 100 puM, vitamina B3 a una concentracién de 1 a 10 UM,
preferentemente 10 pM, vitamina B12 a una concentracién de 10 a 100 mg/ml de la biotinta, vitamina D3 a una
concentracién de 0.1 a 10 nM, preferentemente 10 nM, factores de crecimiento que favorecen la angiogénesis: VEGF
a una concentracién de 10 a 30 ng/ml de la biotinta, preferentemente 30 ng/ml, FGF a una concentracién de 10 a 20
ng/ml de la biotinta, preferentemente 20 ng/ml, TGF-B a una concentracién de 1 a 10 ng/ml de la biotinta,
preferentemente 20 ng/ml, interleucina (IL)-8 a una concentracién de 0 a 100 ng/ml de la biotinta, preferentemente 10
ng/ml, IL-17A a una concentracién de 20 a 50 ng/ml de la biotinta, preferentemente 20 ng/ml.

Los aditivos comerciales tales como el &cido hialurénico, el colageno | y IV y la laminina mejoran aun mas la
funcionalidad de la estructura tridimensional impresa.

Vitamina A - ATRA (acido retinoico all trans) como uno de los metabolitos de la vitamina A tiene un efecto
proangiogénico - mejora la expresidn de los factores que estan detras de la angiogénesis (por ejemplo, ciclooxigenasa-
2 (COX-2), factor inducido por hipoxia (HIF)-1, C-X-C, receptor de quimiocinas (CXCR)-4, factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), angiotensina (Ang)-2, -4. Ademas, se ha demostrado que el ATRA reduce la actividad pro-
MMP?2 (pro-matriz metaloproteinasa-2 - colagenasa tipo 1V).

La vitamina B1 - benfotiamina (un derivado de la tiamina) inhibe la apoptosis en la ruta B-quinasa dependiente de
proteinas (PKB/Akt) y es responsable de inducir la proliferacion de células endoteliales progenitoras.

La vitamina B3 - niacina, a través de su receptor, es decir, el receptor 2 del acido hidroxicarboxilico (GPR109A),
potencia y promueve las funciones de las células endoteliales que favorecen la angiogénesis. Ademés, la vitamina B3
es un precursor de NAD(+), que mediante respuesta con un mediador de sirtuina (SIRT), induce y favorece la formacién
de vasos.

La vitamina B12 (cobalamina) induce la produccién de prostaglandinas E1, prostaciclinas y éxido nitrico (NO). Todas
estas sustancias tienen un efecto favorable sobre el inicio de la angiogénesis.

La vitamina D3 esta disefiada para estimular la angiogénesis in vitro. Induce un aumento de la expresién de VEGF y
de la actividad pro-MMP2. También afecta a la funcién de las ECFC (células formadoras de colonias endoteliales).

El VEGF induce la proliferacién, migracién, esporulacién y formacién de conexiones entre las células endoteliales v,
ademas, al inducir la produccién de diversas proteasas, afecta a la degradacién de la matriz extracelular (ECM) y
activa las integrinas de la superficie celular de las células endoteliales.

El factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) aumenta la migracién de células endoteliales y promueve la
morfogénesis capilar. También aumenta la produccion endégena de VEGF.

El factor de crecimiento transformante (TGF-B) promueve la formacién de ECM (proteoglicanos, fibronectina,
colageno), regula la proliferaciéon de células endoteliales, su migracién y la formacién de vasos sanguineos. El TGF-p
media en las interacciones de las células endoteliales y los pericitos.

La interleucina (IL)-8 tiene un potente efecto proangiogénico sobre las células endoteliales al interactuar con los
receptores CXCR1 y CXCR2. Estimula la formacién de una red microvascular.

IL-17A - Induce la angiogénesis, la migracidn celular y la reorganizacién del citoesqueleto.

Preferentemente, la biotinta primaria comprende uno o mas aditivos de origen animal o humano seleccionados entre
células endoteliales a una densidad de 0,1-10x 10%ml de la biotinta, células endoteliales microvasculares primarias a
una concentracion de 01 a 10x 10%ml de la biotinta, células a de origen animal o humano a una concentracion de 3 a
9 x 10° /ml de la biotinta, células B de origen animal o humano a una concentracion de 1,1 a 3,4 x 107/ml de la biotinta,
islotes pancreaticos de origen animal o humano, preferentemente en una cantidad de 20.000 iEg/ml de la biotinta.

Los islotes pancreaticos son responsables de la produccién de insulina. Se agregan células endoteliales para una
formacién mas rapida de una red vascular en la estructura tridimensional impresa. Se utilizan células endoteliales
microvasculares primarias para apoyar la formacién y el crecimiento de microvasos en la estructura tridimensional
bioimpresa.

En un cuarto aspecto se proporciona un procedimiento de preparacién de una biotinta vascular que comprende las
etapas de:

a) preparacién opcional de una solucién de gelatina microbiolégica complementada con CMC que comprende la
preparacién de una solucién al 1-2 % (p/v) de gelatina microbiolégica en una solucién tampén, preferentemente PBS,
suspendiendo la gelatina microbiolégica en la solucién tampén con agitacién a una temperatura comprendida entre 50
y 65 °C, preferentemente a 60 °C, adicién de una solucidén acuosa de carboximetilcelulosa (CMC) al 2 - 5 % (v/v) para
obtener una concentracién final del 0.2-1 % (v/v) de CMC en la biotinta y enfriamiento de la solucién a una temperatura
igual o inferior a 40 °C
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b) preparacién de una solucién de dECM al 5 -10 % (p/v) mediante la adicién de polvo de dECM obtenible por el
procedimiento definido en una de las reivindicaciones 1 0 2 de la presente invencién, preferentemente esterilizado por
radiacién, a (i) la solucién de gelatina microbiolégica complementada con CMC obtenida en la etapa a) o (ii) una
solucién tampdn o (iii) una solucién de medio celular con agitacion suave.

¢) sonicacién de la solucién obtenida a una temperatura no superior a 37 °C durante 0,5 - 2,0 horas

d) adicién opcional de al menos un aditivo de origen animal o humano seleccionado entre: fibronectina a una
concentracién de 3 a 300 pg/ml, preferentemente 100 pg/ml, VEGF a una concentracién de 10 a 30 ng/ml,
preferentemente 30 ng/ml, FGF a una concentracién de 10 a 20 ng/ml, preferentemente 20 ng/ml, PGE2 a una
concentracién entre 100 y 300 nM, preferentemente 100 nM, células endoteliales a una densidad entre 0,1 y
10x107 células/ml de la biotinta, fibroblastos a una densidad entre 0,1 y 10x108 células/ml de la biotinta.

En un quinto aspecto se proporciona un procedimiento de preparacién de una biotinta vascular que comprende las
etapas de:

- a) preparacién opcional de una solucién de gelatina microbiolégica complementada con CMC que comprende la
preparacién de una solucién al 1-5 % (p/v) de gelatina microbiolégica en una solucién tampén, preferentemente PBS,
suspendiendo la gelatina microbiolégica en la solucién tampén con agitacién a una temperatura entre 50 y 65 °C,
preferentemente a 60 °C, adicién de una solucién acuosa de CMC al 2-5 % (v/v) para obtener una concentracién final
del 0,2-2 % (v/v) de CMC en la biotinta y enfriamiento de la solucién a una temperatura igual o inferior a 40°C

b) preparacién de una solucién de dECM al 2 -10 % (p/v) mediante adicién de polvo de dECM obtenible por
el procedimiento definido en una de las reivindicaciones 1 0 2 de la presente invencién, preferentemente
esterilizado por radiacién, preferentemente esterilizado por radiacién, a (i) la solucién de gelatina
microbiolégica complementada con CMC obtenida en la etapa a) o (ii) una solucién tampén o (iii) una solucién
de medio celular a con agitacién suave.

¢) hervir la mezcla a 100 °C durante 15-30 minutos

d) adicién opcional de al menos un aditivo de origen animal o humano seleccionado entre: fibronectina a una
concentracién de 3 a 300 pg/ml, preferentemente 100 pg/ml, VEGF a una concentracién de 10 a 30 ng/ml,
preferentemente 30 ng/ml, FGF a una concentracién de 10 a 20 ng/ml, preferentemente 20 ng/ml, PGE2 a
una concentracién entre 100 y 300 nM, preferentemente 100 nM, células endoteliales a una densidad entre
0,1y 10x107 células/ml de la biotinta, fibroblastos a una densidad entre 0,1 y 10x108 células/ml de la biotinta.

En un sexto aspecto se proporciona la biotinta vascular que comprende solucién de dECM sonicada o hervida obtenible
por el procedimiento definido en la reivindicaciéon 3 de la presente invencién a una concentracién de 2 - 10 % (p/v),
preferentemente complementada con gelatina microbiolégica a una concentracién de 1 a 5 % (p/v) y/o CMC a una
concentracién de 0,2 a 2 % (v/v).

La dECM sonicada o hervida cambia sus propiedades fisicas y quimicas con los cambios de temperatura. Este
componente esta diseflado para garantizar una viscosidad adecuada de la biotinta durante la impresién a una
temperatura relativamente baja (15-20 °C) y para preservar el conducto impreso hasta la infiltracién de las células, asi
como una licuefaccién lenta a la temperatura de cultivo de 37 °C.

La gelatina microbiolégica proporciona una consistencia deseada y mejora la tasa de supervivencia celular. La CMC
aumenta la viscosidad y estabiliza la consistencia de la biotinta. La fibronectina favorece la angiogénesis vy,
dependiendo de la dosis, estimula el alargamiento de los vasos formados sin afectar a la tasa de proliferacién.

Preferentemente, la biotinta vascular comprende al menos un aditivo de origen animal o humano seleccionado entre:
fibronectina a una concentracién de 3 a 300 pg/ml, preferentemente 100 pg/ml, VEGF a una concentracién de 10 a 30
ng/ml, preferentemente 30 ng/ml, FGF a una concentracién de 10 a 20 ng/ml, preferentemente 20 ng/ml, PGE2 a una
concentracién entre 100 y 300 nM, preferentemente 100 nM, células endoteliales a una densidad entre 0.1 y
10x107 células/ml de la biotinta, fibroblastos a una densidad entre 0,1 y 10x108 células/ml de la biotinta.

Las células endoteliales producen vasos sanguineos. Los fibroblastos producen factores inductores de angiogénesis.
El VEGF induce la proliferacién, migracién, esporulaciéon y formaciéon de conexiones entre las células endoteliales.
Ademas, al inducir la produccién de diversas proteasas, el VEGF afecta a la degradaciéon de la ECM y activa las
integrinas de la superficie celular de las células endoteliales. EI FGF aumenta la migracién de las células endoteliales
y favorece la morfogénesis capilar. También aumenta la produccién endégena de VEGF. PGE2 - prostaglandina E2,
disefiada para inducir la migracién, proliferacién y formacién de nuevos vasos mediante la activacion (fosforilacién) del
FGF del receptor (R)-1.

En un séptimo aspecto se proporciona una estructura tridimensional que comprende al menos tres capas de biotinta
adyacentes, en la que una capa de la biotinta vascular segln el sexto aspecto de la invencién estéd dispuesta entre
dos capas de la biotinta primaria segln el tercer aspecto de la invencién.
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En un octavo aspecto se proporciona un procedimiento de preparacion de una estructura tridimensional, en el que la
biotinta primaria segln el tercer aspecto de la invencién y la biotinta vascular segln el sexto aspecto de la invencién
se depositan capa por capa en un procedimiento de bioimpresién 3D a una velocidad de impresién desde 5a 50 mm/s,
presién de 4 a 300 kPa y temperatura desde 4 a 37 °C y en el que durante o después de la deposicién la biotinta
primaria se expone a luz UV y/o luz visible, preferentemente de la forma de longitud de onda de 365 a 405 nm, mas
preferentemente a 405 nm, durante al menos 5 segundos. Se prefiere la reticulacién a 405 nm, ya que no es toxica
para las células contenidas en la estructura tridimensional.

La invencidén permitié6 obtener un modelo de un lobulillo de 27x17x2,5 mm de tamafio. Se imprimié un lobulillo de 5
capas en 3-10 minutos. Ademéas, se obtuvo un modelo 3D de un prototipo de 6rgano funcional de 30x40x20 mm de
tamafio. El modelo constaba de 30 capas y se imprimié entre 20 y 60 minutos. También es importante sefialar que es
la primera vez que se informa del uso de dECM hervidas o sonicadas. La invencién permite obtener un constructo en
poco tiempo gracias a que la velocidad de impresién estd adecuadamente correlacionada con la viscosidad de la
biotinta (hasta 30 mm/s). Se puede obtener una estructura porosa tridimensional estable (30 capas), que se conserva
a una temperatura de 37 °C durante 20 dias. En una realizacién preferida, la biotinta primaria se basa en el uso de un
fotoiniciador menos téxico, es decir, LAP en lugar de Irgacure a una concentracidn relativamente baja. Ademés, se
utiliza una cantidad de pepsina inferior a la encontrada en la bibliografia para obtener la solucién dECM.

Breve descripcion de los dibujos:
Figura 1. Influencia de la concentracién de pepsina en las propiedades del hidrogel dECM

Figura 2. Relacidn entre la concentracién de soluciones de dECM vy la viscosidad de A) solucién de dECM al 5 %
(p/v) complementada con polvo de dECM al 15 % (p/v), B) solucién de dECM al 5 % (p/v) complementada con
polvo de dECM al 25 % (p/v), C) solucién de dECM al 8 % (p/v) complementada con polvo de dECM al 15 % (p/v),
D) 8 % (p/v) de solucién de dECM complementada con 25 % (p/v) de polvo de dECM, E) 10 % (p/v) de solucién de
dECM complementada con 15 % (p/v) de polvo de dECM, F) 10 % (p/v) de solucién de dECM complementada con
25 % (p/v) de polvo de dECM.

Figura 3. Analisis de la cinética de las soluciones de dECM al 5 % (p/v) (A, B), al 8 % (p/v) (C, D) y al 10 % (p/v)
(E, F) a temperatura predeterminada.

Figura 4. Anélisis de la absorbencia de los lobulillos impresos: GelMa, HAMA, Mix.

Figura 5. Viscosidades de A) dECM(r) hervido y B) sonicado.

Figura 6. modelo 3D de A) un lobulillo vascularizado y B) una foto del constructo impreso.

Figura 7. Visualizacién del sistema vascular del modelo 3D (A, B) y del prototipo (C, D) del pancreas.

Figura 8. El efecto del glicerol sobre la funcionalidad de los islotes pancreédticos en A) el inicio del experimento y
B) tras 24 h de incubacién.

Figura 9. El efecto de los aditivos comerciales sobre la funcionalidad y viabilidad de los islotes pancreaticos en A)
el inicio del experimento, B) tras 24 h de incubacién y C) tras 48 h de incubacién.

Figura 10. El efecto de la adicién de gelatina metacrilada sobre la viabilidad de los islotes pancreéticos en A) el
inicio del experimento, B) tras 24 h de incubacién, C) tras 48 h de incubacién y D) tras 48 h de incubacion.

Figura 11. El efecto de la adicién de &cido hialurénico metacrilado sobre la viabilidad de los islotes pancreéticos en
A) el inicio del experimento, B) tras 24 h de incubacién y C) tras 48 h de incubacion.

Figura 12. El efecto de la adicién de la mezcla de GelMa y HAMA en proporciones variables sobre la viabilidad de
los islotes pancredticos en A) el inicio del experimento, B) tras 24 h de incubacion, C) tras 48 h de incubacién y D)
tras 48 h de incubacion.

Figura 13. El efecto de la adicién de polvo de ECM cortado o molido sobre la viabilidad de los islotes pancreaticos
en A) el inicio del experimento, B) tras 24 h de incubacidn, C) tras 48 h de incubacién y D) tras 48 h de incubacion.

Figura 14. El efecto de la adicién de GelMa y HAMA a la biotinta primaria sobre la viabilidad de los islotes
pancreaticos tras la impresién en A) el inicio del experimento, B) tras 24 h de incubacion.

Figura 15. Visualizacién desde un microscopio electronico que presenta la estructura de las proteinas en las
distintas fases de preparacién de la dECM con el fin de utilizarlo como materia prima para la bioimpresion.

A)-C) - Imagenes SEM (microscopio electrénico de barrido); A) tejido nativo antes de la descelularizacién; B)
tejido después de la descelularizacién; C) constructo impreso a partir de biotinta primaria.

D)-E) - Imagenes TEM (microscopio electrénico de transmisién); D) tejido tras la descelularizacion;
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E), F) constructos impresos a partir de la biotinta primaria con estructura cuaternaria de colageno preservada
(fibras de colageno visibles).

Realizaciones de la invencién:

Realizacién 1: Preparacién de la dECM sin detergente

A. Procedimiento para la descelularizacién del pancreas

Se prepard una solucién de Triton X-100 al 1 % (v/v) con agua amoniacal al 0,1 % (v/v) en solucién PBS concentrada
1x con estreptomicina al 0,01 % (p/v) para eliminar las estructuras celulares del 6rgano pancreatico dejando la matriz
extracelular (andamio). Tras la recoleccidén, el material tisular se congelé a -80 °C. A continuacién, tras la
descongelacion, se retiraron del érgano la capa externa de tejido adiposo y las membranas circundantes. Los pancreas
preparados se trataron de dos formas: cortados en trozos pequefios (aproximadamente 1-1,5 cm) y triturados
mecénicamente (utilizando un procedimiento de molienda por extrusion).

El tejido fragmentado se colocé en un frasco y se suspendié en una solucién de Triton X-100 previamente preparada.
Las muestras se colocaron en una incubadora a 4 °C con una agitacién constante de 150 rpm. Cada 4 h a 12 h, se
sustituia el detergente hasta la eliminacién completa de la fraccién celular (3-5 dias). A continuacién, se lavé el
detergente del andamio obtenido. Para ello, se utilizé una solucién de 1 x PBS con estreptomicina al 0,01 % (p/v). El
procedimiento de lavado se llevé a cabo durante 72 h a 4 °C con agitacién continua a 150 rpm.

La siguiente fase -descelularizaciéon- consistié en administrar una solucién de desoxirribonucleasa (0,0002 % (p/v) de
DNAsa en 1x PBS, complementada con 0,12 mM de iones de calcio y magnesio). El andamio se incubé en la solucién
mencionada durante 8 horas a 37 °C con agitacién a 150 rpm. La Ultima etapa consistié en lavar de nuevo con una
solucién de 1 x PBS con estreptomicina al 0,01 % (p/v) en condiciones estandar (4 °C; 150 rpm; 72 h). Ademas,
también se probd el lavado del detergente con agua amoniacal a una concentracién del 0,1 % (v/v) en 1 x solucién
concentrada de PBS. Ademas, se estudié el efecto de un aumento de la temperatura a 20-24 °C en la fase de lavado.

Una vez finalizado el procedimiento de descelularizacién, el andamio obtenido se congel6 en nitrégeno liquido y se
trituré en trozos de aproximadamente 0,5 cm de tamafio. El material se liofilizé durante 26 h a una temperatura de -32
°C y a una presién de 0,31 mbar (31 Pa). El procedimiento de secado final durd 10 minutos a una presién de 0,0010
mbar (0,1 Pa) y una temperatura de -76 °C. El andamio triturado y secado se pulverizdé con un molino criogénico. El
procedimiento de molienda consistié en 3 ciclos durante 1 minuto a 15 impactos por segundo.

Para caracterizar el producto obtenido, es decir, el polvo dECM abreviado como "dECM(p)", se probéd la distribucion
del tamafio de grano del polvo en gradiente de flujo utilizando un espectrémetro de difraccion laser Spraytec (Malvern,
Reino Unido) equipado con una cadmara de inhalacién accesoria para el estudio de pulverizaciones de inhalacién. En
todos los casos estudiados, los valores de los parametros que describen el polvo analizado tras la aerosolizacién eran
comparables, lo que indica que no era necesario aportar energia adicional en forma de una mayor corriente de aire
para descomponer el polvo en particulas individuales. La tabla 1 presenta los valores de los parametros que describen
los diametros de las particulas de polvo, donde:

Dv(50) - mediana de la distribucién granulométrica volumétrica: el diametro de las particulas que divide la distribucién
volumétrica acumulativa por la mitad, es decir, todas las particulas tanto mas pequefias como méas grandes que la
mediana tienen el mismo volumen (las particulas por debajo de este didmetro constituyen el 50 % del volumen de la
muestra).

Dv(10) - las particulas por debajo de este diametro constituyen el 10 % del volumen de la muestra.
Dv(90) - las particulas por debajo de este diametro constituyen el 90 % del volumen de la muestra.

D[3][2] - el diametro de Sauter es el didmetro de una particula cuya relacién entre volumen y superficie es igual a la
proporcién entre el volumen de todas las particulas analizadas y la superficie del total de dichas particulas.

D[4][3] : diametro definido como la proporcién entre la suma de la cuarta potencia de los diametros de las particulas y
la suma de la tercera potencia de los didmetros de las particulas.
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Tabla 1. Valores de los pardmetros que describen los diametros de las particulas de polvo

\Caudal [I/min] Pardmetro :Didmetro [um] SD [um]

Dv(10) @ 28,23 1,48

148,43 10,14

200

270

D[4][3]

Los resultados de las mediciones tras la aerosolizacion del polvo dECM indican que el polvo era polidispersable. La
mediana de la distribucién del didmetro volumétrico de las particulas - Dv(50) a un flujo de aire nominal para el
inhalador tipo Cyclohaler fue igual a 148,43+10,14 um. Al mismo tiempo, las particulas mas pequefias cuyo volumen
total no superaba el 10 % del volumen total de la muestra tenian un didmetro inferior a 28,23+1,48
um (Dv(10)), mientras que el didmetro que distinguia las particulas con un volumen total inferior al 90 % del volumen
total de la muestra era de 410,10£29,41um. El aumento del caudal de aire alimentado al inhalador a 200 y 270 dm%min
no afect6 significativamente al valor de la mediana de la distribucién del tamafio volumétrico de las particulas ni al
valor Dv(10). Sélo se observé un ligero aumento del tamafio de las particulas mas grandes (Dv(90)), de
aproximadamente 410,1£29,41um a 498,3+62,7 um. El resultado fue un aumento del intervalo de distribuciéon de
2,57+0,04 (para un caudal de 100 dm®min) a 3,3+0,4 (para un caudal de 270 dm3min).

B. Eficacia del procedimiento de descelularizacién

- Caracteristicas proteinicas del producto:

Utilizando la técnica de espectrometria de masas, se determind la composicién proteica de la ECM tras la
descelularizacién del pancreas porcino. Los resultados obtenidos demostraron claramente el mayor porcentaje de
colagenos en las muestras analizadas, siendo el colageno tipo 1 (COL1) de la cadena alfa (A)-1, el denominado
COL1A1, el que mostré los valores mas altos en comparacion con los demas tipos de colageno detectados.
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Tabla 2. Porcentaje de COL1A1 en las muestras analizadas. M18, M22, M23, M24s, M24, M25 indican el nimero de
la muestra.

| % (p/p) de COL1AT enla |
muestra |

También se encontraron cantidades significativas de coladgeno tipo IV y tipo VI. Esto demuestra que el protocolo de
descelularizacién utilizado permitié preservar los tipos de coldgeno que tienen el mayor nivel de integracién con los
islotes pancreéticos y las células B. El colageno de tipo | y de tipo IV es el mas eficaz para favorecer la funcionalidad
y viabilidad de los islotes pancreéticos y se utilizan habitualmente como suplementos en aplicaciones biomédicas que
se basan en el funcionamiento de las células de los islotes pancreédticos. En particular, el colageno VI y IV estan
presentes en la superficie extrasecretoria y en la membrana basal de los islotes pancreéticos y regulan la actividad de
la fibronectina. El contenido porcentual de cualquiera de los otros tipos de colageno analizados (COL1A2, COL3A1,
COL4A2, COLBA1, COLBA2, COLBA3 COL14A1) no superé el 3,5 % en todas las muestras examinadas.

- Concentracién final de ADN

Para determinar la concentracién residual de ADN, se realizaron tres analisis:
(a) PicoGreen para determinar la concentracién residual de ADN.
(b) Electroforesis en gel de agarosa para determinar el tamafio de particula del material genético restante.
(c) Imagen microscopica - tinciéon de hematoxilina y eosina (H&E).

El procedimiento de descelularizacién se ha completado con éxito cuando la concentracién de ADN residual no
superaba los 50 ng de ADN de doble cadena (ADNbc) por mg de ECM de peso seco, y las moléculas del ADN restante
no superaban los 200 pares de bases (pb). Ademés, se evalud la imagen microscépica del andamio obtenido para
detectar la presencia de nucleos celulares (tincién de hematoxilina & eosina).

La concentracién de ADN residual en la materia seca fue en promedio de 0,077 ng/mg. En todas las muestras
examinadas, el contenido residual de ADN era inferior a 0,15 ng/mg. El analisis se llevd a cabo utilizando los kits
DNeasy Blood & Tissue Kit para aislar el ADN residual, y el reactivo Quant-iT PicoGreen dsDNAy Kits para determinar
la concentracién del material genético aislado.

No se encontré ninguna sefial mediante electroforesis en gel de agarosa. Todas las muestras estaban por debajo del
nivel de deteccién, lo que demuestra claramente que ECM no tenia ADN residual en forma de particulas de mas de
200 pb.

El examen microscépico mostré que no habia material genético ni nlcleos celulares visibles tras el procedimiento de
descelularizacion.

- Residuo de Tritén X-100 y procedimiento eficaz para la deteccidén y eliminacién del mismo

A modo de comparacién, se llevd a cabo una descelularizacién con 0,5 % (p/v) de SDS. El resultado, sin embargo, no
fue satisfactorio debido a las grandes cantidades de detergente que quedaban en el producto final. El polvo de ECM
mostré un alto nivel de formacién de espuma cuando se intenté disolverlo. Esto no se observé con el uso de Triton X-
100.

Para verificar la concentracién de Triton X-100 remanente después del procedimiento de descelularizacién, se
determind su residuo en el producto final.

Preparacidn de las muestras para el anélisis:

Dado el color blanco de la dECM disuelta, las muestras se trataron con tres concentraciones de colagenasa: 4.3953
unidades de actividad PZ/g dECM(p), 43,953 PZ/g dECM(p) y 87,906 PZ/g dECM(p). La colagenasa se preparé en
una solucién especial que contenia 150 ml de solucién Ringer de pH 7,2 a 7,4, 2,72 ml de Hepes (1M), 1,125 ml de
NaBicarbonato (7,5 %) y 1,05 ml de CaCl, (1M).

Las muestras se agitaron durante 24 h a 37 °C con una funcién constante de agitacién a 1000 rpm. Las soluciones
obtenidas se analizaron para determinar la concentracién residual del detergente no iénico Triton X-100. La muestra
A fue el resultado del tratamiento de dECM con una Unica concentracién de colagenasa. La muestra B se traté con
una concentracién de colagenasa 10 veces mayor. La muestra C se traté con una concentracién de colagenasa 20
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veces mayor (A= 6,977 ug de Triton X-100/g dECM(p), B = 40,475 pg de Triton X-100/g dECM(p), C = 39,325 pg de
Triton X-100/g dECM(p)).

Es importante destacar que la concentracién mas alta de Tritén X-100 restante se encontr6 en la solucién de dECM
tratada con colagenasa a una concentracién de 43.953 PZ/g dECM. Un aumento de la concentracién de colagenasa
no se tradujo en una mayor cantidad de Triton X-100 obtenida, lo que indicaba que la concentracién de 43.953 PZ/g
de dECM era suficiente para la extraccién de todo el Triton X-100 restante de la muestra.

Los anteriores intentos publicados de evaluar este detergente no dieron resultados tangibles por las siguientes
razones:

— la evaluacién del polvo de Triton X-100 era imposible, ya que esa forma de ECM absorbia el colorante y, de este
modo, distorsionaba el resultado. Esta correlacién se demostré analizando el polvo de ECM tras la
descelularizacién con un detergente SDS, que indicaba la presencia de Triton X-100, lo que no fue posible debido
al detergente utilizado.

— la dECM, disuelta en pepsina y neutralizada, debido a su color blanco, impedia la lectura de la concentracién.

Por lo tanto, el tratamiento de dECM con colagenasa es hasta ahora el Unico procedimiento para evaluar los residuos
de detergentes en el material biolégico tras la descelularizacién. Esto es importante cuando tal material (dECM) se va
a utilizar en el procedimiento de bioimpresidén con células viables. Esto es crucial si tal material fuera a utilizarse para
la implantacién en seres humanos.

C. Resultados

En la primera etapa, se analizaron las diferencias en la composicion de la grasa en la matriz descelularizada en funcién
de la preparacién del pancreas para la descelularizacién. En la siguiente etapa, se analizé el contenido de ADN
residual, dependiendo del procedimiento de preparaciéon pancreatica, el contenido de colageno y el contenido de
detergente residual Triton X-100.

El uso del procedimiento de molienda por extrusién mecanica permitié reducir significativamente el contenido de grasa
en la matriz extracelular obtenida. En el procedimiento de molienda por extrusién mecanica, el contenido de grasa era
del 6,24+/-0,07 % (p/p), frente al 21,47+/-0,07 % (p/p) del contenido de grasa en el procedimiento de corte. La
diferencia fue estadisticamente significativa (p<0,001). El bajo contenido en grasa de la dECM obtenido aumenté
significativamente la viabilidad de las células y los islotes pancreaticos.

El contenido de ADN residual probado con Picogreen fue significativamente inferior cuando se utilizé la molienda por
extrusion mecénica, concretamente 0,07+/- 0,07 ng/mg en comparacién con 0,13 +/-0,06 ng/mg de tejido (p=0,027).
En ambos casos, este valor era muy inferior al permitido de 50 ng/mg.

El uso del procedimiento de molienda por extrusién mecénica permitié reducir significativamente el contenido de Triton
X-100 en la matriz extracelular obtenida. En el procedimiento de molienda por extrusion mecénica, el contenido de
detergente fue de 3,79+/-2,33 pg/g frente a 6,53+/-2,34 pg/g en el procedimiento de corte. La diferencia fue
estadisticamente significativa (p=0,008).

El contenido de colagenos en el material probado resultante del procedimiento de preparacién no difirié en funcién del
uso del procedimiento de corte y de molienda por extrusién mecéanica.

El uso de agua con amoniaco para alcalinizar el medio para un mejor lavado de Triton no resulté en un mejor lavado
de Triton. Sin embargo, provocé un cambio en la composicion de los colagenos obtenidos. Del mismo modo, el lavado
a 24 °C no mejoré el lavado de Triton, al tiempo que aumentd el dafio a las estructuras de coldgeno y dio lugar a la
obtencidn de resultados més altos de contenido de ADN, lo que podria indicar el riesgo de infeccién del material. Por
lo tanto, el procedimiento éptimo fue lavar el material descelularizado en PBS a una temperatura de 4 °C durante 72
horas.

Realizacién 2: Preparacioén de biotintas

A. disolucién dECM(p)

Para obtener una solucién de dECM (dECM(r)), se ha establecido un procedimiento de disolucién de polvo de dECM
(dECM(p)) que utiliza pepsina y acido clorhidrico (HCI). El procedimiento para obtener la solucién dECM se dividié en
dos partes:

(a) Disolucién de dECM.

Se disolvié pepsina (a una concentracién de 0-10 mg/ml, preferentemente 1 mg/ml) en 50 ml de HCI 0,01 M, tras lo
cual se agregd dECM(p) (0,5 -5 g). Este procedimiento dio lugar a una concentracion de dECM(r) en el intervalo de 1-
10 % (p/v). La solucién preparada se colocd en un agitador magnético, utilizando las siguientes condiciones de
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agitacién: temperatura ambiente de aproximadamente 25 °C, tiempo de disolucién de 72 h, en el que la solucidén se
agitd cada hora durante las primeras 8 h de agitacion.

(b) Neutralizacién de dECM(r).

La neutralizaciéon de 50 ml de dECM(r) se llevé a cabo en hielo (la temperatura deseada de la solucién de dECM era
de4a4,5°C)apH7,2-7,4 utilizando las siguientes sustancias:

— 5 mlde NaOH 0,1 M (el volumen de NaOH 0,1 M era igual a 1/10 del volumen de dECM(r) para la neutralizacién);
— 5.56 ml de 10xPBS (el volumen de 10xPBS era igual a 1/9 del volumen de dECM(r) para la neutralizacién);

— se utilizé un volumen adecuado de 1 x PBS (1-10 ml) para diluir la solucién dECM.

Para identificar el procedimiento apropiado para la preparacién de dECM(r), se analizaron soluciones con una
concentracién relativamente alta de dECM(p) molida después de la esterilizacién por radiacién - 10 % (p/v) con
contenido variable de pepsina.

Se prepararon soluciones de dECM con contenido variable de pepsina. La solucién que contenia 1 mg/ml de pepsina
presentaba una homogeneidad relativamente elevada: un pequefio intervalo de valores de viscosidad. Se observé un
ligero cambio en la turbidez con el cambio de temperatura. Todos los procedimientos de disolucién analizados con
contenido variable de pepsina se utilizaron para la preparacién de dECM(r), sin embargo, se demostré que la cantidad
de 1 mg/ml utilizada era la 6ptima.

B. Preparacién de las biotintas

(a) Condiciones de obtencién de la biotinta primaria:

— Solucién de dECM neutralizada con dECM(p) molida, cortada, con y sin esterilizaciéon por radiacion o esterilizacién
por 6xido de etileno

— Polvo de dECM(p) molido, cortado, con y sin esterilizacién por radiacién o esterilizacién por éxido de etileno
—  GelMa estéril 10-20 % (p/v) con 0,2-0,5 % (p/v) LAP

—  HAMA estéril 1-3 % (p/v) con 0,2-0,5 % (p/v) LAP

- Glicerol estéril

— Medio de cultivo 1:5-7 v/v, islotes pancreaticos 20.000 iEg/ml y lineas celulares: células endoteliales 1 x 10%/ml,
células endoteliales microvasculares primarias 1 x 10%ml, vitaminas: A- 100 uM, B1 - 100 uM, B3 -10 4, D3-10
nM, factores de crecimiento: VEGF - 30 ng/ml, FGF - 20 ng/ml, factor de necrosis tumoral (TNF)-a - 10 ng/ml, IL-
8 - 10 ng/ml, IL-17A - 20 ng/ml.

En primer lugar, se prepar6é una pasta que contenia una cantidad apropiada de dECM(r) y dECM(p) neutralizados
mezclandola a fondo con una espéatula metélica estéril. Como la dECM(p) se preparé por liofilizaciéon y no se disolvid
después, conservé la estructura cuaternaria del ECM. La pasta obtenida se dejé a una temperatura de 7-10 °C durante
al menos 24h. Justo antes de utilizar la pasta para la produccién de biotintas, se colocé en una jeringa estéril y se
mezclé entre jeringas. Al mismo tiempo, se prepararon soluciones de GelMa (10-20 % (p/v)) y HAMA (1-3 % (p/v)) con
LAP segun un procedimiento cominmente disponible. La jeringa que contenia la pasta se unié con un conector a otra
jeringa sin el pistén, que se desplazd boca abajo y se dispuso de forma estable en posicidn vertical. Se agregaron
sucesivamente glicerol, medio de cultivo, factores de crecimiento, vitaminas y soluciones GelMa y HAMA. A
continuacién, se introdujo suavemente el pistén y se mezclé la pasta con los demas reactivos. Una vez mezclada, la
biotinta preparada se colocé en la incubadora durante 5 minutos, se agregaron los islotes y las células, se volvié a
mezclar y se introdujo en un cartucho. En la siguiente etapa, el cartucho lleno se centrifugé durante 2 minutos a 1500
rpm y se volvié a introducir antes de la impresién durante aprox. 5 minutos en la incubadora.

Las composiciones de las biotintas primarias obtenidas fueron las siguientes: 40-50 % (v/v) de dECM(r), 2,763 - 27,692
% (p/v) de dECM(p), 1,464-7,320 % (p/v) de GelMa, 0,146-1,098 % (p/v) de HAMA, 5,0-10,0 % (p/v) de glicerol, 0,03-
0.17 % (p/v) de LAP, VEGF - 30 ng/ml, FGF - 20 ng/ml, TGF- - 10 ng/ml, IL-8 - 10 ng/ml, IL-17A - 20 ng/ml, vitamina
A -100 uM, vitamina B1 - 100 M, vitamina B3 - 10 uM, vitamina D3 - 10 nM, islotes pancreéticos - 20000 iEqg/ml,
células endoteliales - 1 x 105ml, células endoteliales microvasculares primarias - 1 x 10¥ml.

(b) Biotinta vascular

El procedimiento de produccidn de biotintas vasculares mediante sonicacién se dividié en dos etapas:
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— Disolucién preliminar - se suspendié una cantidad adecuada de gelatina microbiolégica en PBS (1 a2 % (p/v)) y
se agité con un agitador magnético durante aproximadamente 10 minutos a 60 °C. Luego, con agitacién constante,
se redujo la temperatura y se agregé dECM(p), molido y cortado después y sin esterilizaciéon por radiacién o
esterilizacién por 6xido de etileno en lotes (5 a 10 % (p/v)) y se agitd adicionalmente la solucién cada 2 minutos.
Dependiendo de la variante, se agregd a la mezcla una solucién de carboximetilcelulosa (CMC) previamente
preparada a base de PBS (2 a 5 % (v/V)).

— Sonicacién: se introdujo un frasco con la solucién de ECM preparada en un vaso de precipitados con hielo, tras
lo cual se colocaron en él un cabezal sonicador y un sensor de temperatura y se realizd el procedimiento de
sonicacion siguiendo un procedimiento desarrollado mediante pulsos de 3s con una amplitud del 45 %, mientras
que se dejaba de trabajar a una temperatura superior a 30 °C sefialada por una alarma. La sonicacién se realizé
durante 0,5a 2,0 h.

— Alternativamente, se omitié la etapa de disolucién preliminar y se prepard una solucién de dECM al 5-10 % (p/v)
agregando polvo de dECM a una solucién tampdn o a una solucién de medio celular con agitacién suave. A
continuacién, se realiz6 la etapa de sonicacién como se ha descrito anteriormente.

El procedimiento de produccidn de la biotinta vascular por ebullicién se dividié en dos etapas:

— Disolucién preliminar - se suspendié una cantidad adecuada de gelatina microbiolégica en PBS (1 a5 % (p/v)) y
se agité con un agitador magnético durante aproximadamente 10 minutos a 60 °C. Luego, con agitacién constante,
se redujo la temperatura y se agregé dECM(p), molido y cortado después y sin esterilizaciéon por radiacién o
esterilizacién por 6xido de etileno en lotes (2 a 10 % (p/v), y la solucién se agit6é adicionalmente cada 2 minutos.
Dependiendo de la variante, se agregé a la mezcla una solucién de CMC previamente preparada a base de PBS
(2a5 % (viv)).

— Ebullicién: se colocé un frasco con la solucién de ECM preparada o el polvo de ECM (5 a 10 % (p/v)) en solucién
de PBS en un agitador magnético equipado con una placa calefactora calentada a 100 °C, donde la mezcla se
hirvié durante 15 a 30 minutos.

— Alternativamente, se omitié la etapa de disolucién preliminar y se prepard una solucién de dECM al 5-10 % (p/v)
agregando polvo de dECM a una solucién tampdn o a una solucién de medio celular con agitacién suave. A
continuacién, se realizé la etapa de sonicacién como se ha descrito anteriormente.

Las bases de biotinta vascular preparadas de este modo se completaron con fibronectina, factores de crecimiento y
células endoteliales.

La composicidn de la biotinta vascular sonicada obtenida fue la siguiente: 5-10 % (p/v), preferentemente 7,5 % (p/v)
de dECM(p), 0,2-1 % (viv) de CMC, 1 - 2 % (p/v), preferentemente 1 % (p/v) de gelatina microbiolégica, fibronectina -
100 pg/ml, VEGF - 30 ng/ml, FGF -20 ng/ml, PGE2 - 100 nM, 1,5 x 107/ml de células endoteliales y 3 x 10%/ml de
fibroblastos.

La composicién de la biotinta vascular hervida obtenida fue la siguiente: 2-10 % (p/v), preferentemente 5 % (p/v) de
dECM(p), 0,2-2 % (viv) de CMC, 1 -5 % (p/v), preferentemente 1 % (p/v) de gelatina microbiolégica, fibronectina - 100
pg/ml, VEGF - 30 ng/ml, FGF - 20 ng/ml, PGE2 - 100 nM, 1,5 x 107/ml de células endoteliales y 3 x 10%/ml de
fibroblastos.

Alternativamente, la biotinta vascular consistia en 5-10 % (p/v), preferentemente 5 % (p/v) dECM(p) en una solucién
tampé6n o un medio celular.

Realizacién 3. Caracteristicas de la biotinta primaria

A. Reologia

Las pruebas realizadas sirvieron de base para determinar los valores de los parametros caracteristicos, que
constituyen factores que limitan la posibilidad de utilizar un sistema determinado para imprimir un modelo de lobulillo
de pancreas - valor de viscosidad superior a 5 Pa s. A continuacién se presenta la influencia de la concentraciéon de
pepsina en las propiedades del hidrogel dECM.
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Tabla 3. El efecto de la temperatura (25-37 °C) en la turbidez de dECM (r)

Concentracién de pepsina [mg/ml]

0 1 10

T [°C] Absorbencia [-]

29 2,2425 2,356 2,435

30 2,2425 2,3555 2,435
T 2242 | 23855 | 2434
"""""""""" 32 2242 | 23855 | 24325
e s T
""""""""" 34 22425 23545 | 24205
""""""""" 35 22425 | 23535 | 2428

36 2,242 2,353 2,424
""""""""" a7 2242 2382 | 24215
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(continuacién)

Concentracién de pepsina [mg/ml]

0 1 10

t [min] Absorbencia [-]

Tabla 5. La influencia de la concentracién de pepsina en la viscosidad de la dECM (r), medida durante 50 min para
una velocidad de cizallamiento constante (2 1/s)

Concentracién de pepsina [mg/ml] n [mPa-s]
0 2109,7<n<5611,9
""""""""""""""""""""""""""""""""" T 30e9w<0d07
"""""""""""""""""""""""""""""" 10 3o876<n<4e913

Con el fin de identificar la composicién de la biotinta con propiedades 6ptimas, se probé la viscosidad de las soluciones
y pastas de dECM utilizando el reémetro MCR 72 (Anton Paar) siguiendo un procedimiento especialmente desarrollado
para representar las condiciones existentes durante la bioimpresién: sistema de placa cénica, tasa de cizallamiento
constante de 21/s y temperatura de ensayo de 37 °C. Los resultados de las pruebas reolégicas del sistema teniendo
en cuenta las diferencias en las muestras por el tipo de polvo utilizado (MS - molido y esterilizado, CS - cortado y
esterilizado, MNS - molido, no esterilizado, CNS - cortado, no esterilizado), y la concentracién de los componentes
utilizados se presentan en la figura 2.

Un aumento de la concentracion de las soluciones de dECM produce un aumento de la viscosidad [Figura 2]. Los
valores de viscosidad obtenidos parecen demasiado bajos para permitir la utilizacion de la dECM(r) como agente que
confiera una consistencia adecuada a la biotinta. Las soluciones obtenidas con la dECM(p) sometida a esterilizacién
en cada caso considerado presentaban valores de viscosidad inferiores a los de las soluciones en polvo no
esterilizadas. Se observé una ligera diferencia en la consistencia de la solucién para el uso de polvo molido y cortado
en concentraciones mas bajas de dECM(r). Para el 10 % (p/v), la dECM(r) en polvo molida era ligeramente mas viscosa
que la dECM(r) preparada a partir de dECM(p) cortada.

El resumen de los resultados muestra que el uso de la pasta de dECM fue necesario para obtener una base de biotinta
con una consistencia adecuada. Todos los sistemas del resumen tienen una viscosidad dentro del intervalo aceptable
para su uso durante la impresién. Ademés, parece conveniente utilizar para la bioimpresion una mezcla de
componentes con células e islotes utilizando polvo estéril, previa esterilizacién.

La adicién de glicerol en la biotinta primaria (pasta) causé una ligera disminucién de la viscosidad de la biotinta
primaria, contrariamente a los datos de la literatura, que informan de un aumento de la viscosidad de las biotintas tras
la adicién de glicerol. Cada uno de los agentes agregados a la pasta indujo un cambio en la viscosidad. La adicién de
sustancias que favorecen el mantenimiento del constructo o la viabilidad de las células y los islotes induce cambios
en la fluidez de las pastas que son insignificantes hasta el punto de ser inapreciables. La pasta de dECM constituyé
la base para producir la biotinta primaria y para determinar si una biotinta concreta podia utilizarse para la impresién.
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B. Métodos de solidificacién de las biotintas

- Reticulacién de impresiones mediante agentes reticulantes

La tabla a continuacidn presenta las diferencias en la composicién de los agentes reticulantes utilizados en la biotinta
primaria [Tabla 6].

Tabla 6. Diversos agentes de reticulacién utilizados en la biotinta primaria.

....................................................................................................................................................................................................................................................
...................................................................................

...............................................................................................................................................................................

Se han realizado pruebas de capacidad de reticulacién de los sistemas anteriores utilizando luz con una longitud de
onda en el intervalo de 365 a 405 nm con un resultado positivo [Tabla 7].

Tabla 7. % de ADN dafiado por exposicién a luz de 365 y 405 nm de longitud de onda

1% de ADN dafiado por exposicidn a luz de 365 nm % de ADN dafiado por exposicidén a luz de 405 nm

éde longitud de onda ide longitud de onda
Tiempo de lislotes \células alfa de células beta delislotes  icélulas alfa decélulas beta de
‘exposicién  ipancreaticos :los islotes :los islotes :pancredticos ilos islotes ilos islotes |
(s) .pancredticos  :pancreéticos :pancredticos  :pancreaticos :
0s 1,0% 1,0% 14,0 % 14,0 %
1,5% 2,0 % 2,5% 1,5 %

300s 50,0 % 75% 6,0 % 19,5 % 13,0 %

El analisis de los resultados de la reticulacién después del procedimiento o durante el procedimiento de bioimpresion
mostré que tanto el uso de luz de longitud de onda de 365 nm como de 405 nm logré el efecto deseado, es decir, el
cambio de la forma del hidrogel de liquida a sélida. Sin embargo, como la biotinta contiene células y microorganismos,
sélo puede utilizarse luz visible. Por lo tanto, el procedimiento més preferible de reticulacién es utilizar luz con una
longitud de onda de 405 nm.

La adicién de sustancias quimicas suplementarias a la pasta de dECM dio como resultado una topografia suavizada
de la superficie del filamento. Ademas, se identific6 un aumento de la aireacién de la biotinta al agregar GelMa y
HAMA, siendo este efecto mas potente con HAMA.

- Gelificacién térmica

La intensidad del procedimiento de gelificacién se comprobd mediante la identificacién de la turbidez de la solucién
utilizando equipos especializados en un intervalo amplio de temperaturas y tiempo de exposicién al efecto de las
mismas. La figura 3 muestra ejemplos de resultados de la prueba de reticulacién en solucién dECM. Para el 5 % (p/v)
se observd un ligero aumento de la absorbencia en todos los sistemas probados producido por el aumento de la
temperatura dentro del intervalo de 25-37 °C. El uso de polvo molido y estéril redujo la turbidez de la solucién de
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dECM. En el caso de concentraciones mas elevadas de dECM(r) (8 y 10 % (p/v)) para las soluciones de polvo cortado,
se obtuvo la misma correlacién de esterilizacién, mientras que fue lo contrario para el polvo molido. Tanto el 8 como
el 10 % (p/v) de dECM(r) aumentaron ligeramente su turbidez con el incremento de temperatura. el 10 % de dECM(r)
mostré una turbidez relativamente alta y fue estable en el intervalo de temperatura probado

Basandose en la cinética de gelificacion a una temperatura constante de 37 °C, no se observaron cambios
significativos en la turbidez al aumentar el tiempo de exposicién a la temperatura de 37 °C. dECM(r) de polvo estéril
molido tiene el valor de absorbencia mas bajo, mientras que la solucién de polvo no estéril cortado tiene la turbidez
méas alta para todas las concentraciones de dECM(r).

C. Permeabilidad de los componentes de la biotinta ejemplificada por la difusién de glucosa

Con el aumento de la llamada fuerza impulsora, es decir, la concentracién de glucosa, el tiempo de retraso y de
alcanzar el estado de equilibrio disminuye, con el correspondiente aumento de la difusividad. Los datos presentados
en la tabla 8 muestran que la difusividad de las membranas obtenidas con la biotinta primaria era comparable a las
obtenidas con alginato al 4 % (p/v) (Alg4).

Tabla 8. Difusividad de las membranas de la biotinta primaria complementada con diferentes aditivos. Se agregé
alginato al 4 % para comparar.

Glucosa [mM]

D. Absorbencia

Para evaluar la capacidad de uso de la biotinta obtenida, se llevé a cabo un anélisis de absorbencia de los I6bulos
impresos utilizando un tampén especialmente preparado que imitaba el estado interno del cuerpo. Durante los
primeros 15 minutos, se observé un ligero aumento del peso del constructo impreso, seguido de su disminucién y
estabilizacién en un nivel especifico. En la siguiente etapa, se observaron los cambios de peso a lo largo del tiempo
del lobulillo impreso para estudiar el fenémeno de degradacién en el medio tampdn SBF [Figura 4].

Realizacién 4. Caracteristicas de la biotinta vascular

A. Reologia

La dECM(r) hervida tiene un valor de viscosidad mucho mayor que la sonicada. Sin embargo, debido a la adecuada
estabilidad de la biotinta vascular tras la sonicacién, se determind que este procedimiento era méas preferible para la
impresién del conducto vascular.

B. Gelificacién

Un aumento de la temperatura en el intervalo de 25 a 37 °C y del tiempo de exposicién a la temperatura de 37 °C
produce una ligera disminucién de la concentracién de dECM hervida y sonicada.

Tabla 9. El efecto de la temperatura en la concentracién de dECM utilizada para la produccién de la biotinta vascular

Absorbencia de dECM hervida Absorbencia de dECM sonicada

CTEC] L 5%V | 5% () | 10%(ph) | 5%(pM) | 75%(PA) | 10% (pA)

e e e e e e e e e

2,401 . 2286 | 2514 . 3028 3,030
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30 2,246 2,399 2,222 2,514 3,030 3,030
31 2,245 2,399 2,220 2,514 3,029 3,030
“““““ 32 T22aa T 2me0 T 222 sa T 020 050
R R e T R T
......... s
""""" 3 . 2242 | 2397 . 2208 . 2514 303 . 3027
36 2,242 2,396 2,209 2,513 3,030 3,028
37 2,241 2,393 2,209 2,513 3,032 3,028

Tabla 10. El efecto del tiempo de exposicion a la temperatura de 37 °C sobre la concentracion de dECM utilizada
para la produccién de la biotinta vascular

Absorbencia de dECM hervida Absorbencia de dECM sonicada

timin] i 5% (piv) 75%(PN) ¢ 10%(ph) . 5% (pN) | 75%(pN) | 10% (pA)

50 2,275 2,412 2,238 2,714 2,686 2,754
60 2,279 2,412 2,230 2,707 2,685 2,751
“““““ 70 2274 | 2413 i 2228 2703 | 2684 | 2749
.......... B T
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(continuacién)
""""""""""""""""""""""""" Absorbencia de dECM hervida | Absorbencia de dECM sonicada
t [min] 5% (piv) 7,5 % (p/v) 10 % (piv) 5% (piv) 7,5 % (p/v) 10 % (piv)
90 2,273 2,416 2,220 2,694 2,681 2,745

Realizacién 5: Efecto de la presién utilizada durante la bioimpresién en la viabilidad de las células y los micro érganos

Se realizaron pruebas de viabilidad en fibroblastos (lineas celulares 3T3-L1 y HFF-1) e islotes pancreaticos. Para ello,

5 se sometieron células/islotes pancreaticos a una presion en el intervalo desde 15 kPa a 100 kPa utilizando una aguja
con un didmetro de 0,2 y 0,6 mm. Los resultados de las pruebas realizadas mostraron que las fuerzas de cizallamiento
inducidas durante la bioimpresiéon 3D mediante el procedimiento de extrusién producen cambios significativos en la
viabilidad de las células y los microorganismos.

Tabla 11. Porcentaje de células 3T3-L1 vivas y muertas tras aplicar presiones predeterminadas.

Aguja 0,6 mm

control 15 kPa 25 kPa 30 kPa 50 kPa 75 kPa 100 kPa

97% . 97% . 95% : 94% . 87% 89 % 97 %

P - . 00352 | 00247 i 00001 0 <0,00001 <0,00001

10

Tabla 12. El porcentaje de células HFF-1 vivas y muertas tras aplicar presiones predeterminadas.

Aguja 0,6 mm

control | 15kPa
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(continuacién)

Aguja 0,2 mm

87 % 74% 1 T4% 9% i 82% 8% 80 %

Tabla 13. La viabilidad de los islotes pancreaticos sometidos a una presidén determinada con una aguja de 0,6 mm.
Para los islotes pancreéticos, es preferible no utilizar un didmetro de aguja menor, ya que el didmetro de los islotes
pancreaticos varia entre 50 y 500 um.

Islotes pancreaticos de porcino - aguja 0,6 mm

control 15 kPa 25 kPa 30 kPa 50 kPa
................... 100%78%92%71%64%
p“ .......................... 022083 ....................... 0042 ...........

86% | 95% | - . 56% i 66% /% i 2%

- . 0001 0019 0,002

Para obtener una estructura biolégica tridimensional viable y funcional, era necesario que la presion y el diametro de
la aguja se ajustaran al tipo celular concreto. Sin embargo, se aplicaron preferentemente presiones no superiores a
30 kPa.

Realizacién 5: Imprimibilidad

Las impresiones con biotinta primaria se realizaron con los siguientes parametros: presién: 4 - 100 kPa, velocidad de
impresion: 5 - 40 mm/s, temperatura: cabezal de impresién - 10-37 °C; lecho de impresion- 4-37 °C, didmetro de la
aguja: 100 nm - 1 mm. Las impresiones con biotinta vascular se realizaron con los siguientes parametros: presién: 5 -
100 kPa, velocidad de impresién: 5 - 40 mm/s, temperatura: cabezal de impresidén - 10-37 °C; lecho de impresién- 4-
37 °C, diametro de la aguja: 100 nm - 1 mm.

- Lobulillo

Se tardd aproximadamente 3 minutos en imprimir un lobulillo pancreatico provisto de un vaso. La figura 6 muestra un
modelo 3D de un lobulillo vascularizado y una imagen del constructo impreso. Se utilizé el SEM para identificar la
morfologia de la superficie lateral y la seccién transversal del lobulillo impreso. Se observé una disposicién laxa de los
filamentos de biotinta que estaba detras de la considerable porosidad del lobulillo. Ademas, basandose en un analisis
de la seccidn transversal, se identifico la estratificacion de la estructura porosa tridimensional provista de conductos
permeables que imitan vasos.

- Estructura tridimensional vascularizada

Se tardé aproximadamente 30 minutos en imprimir un prototipo de pancreas biénico provisto de una red de conductos
permeables. Como en el caso del lobulillo, se observé una disposicién suelta de los filamentos de biotinta en la
estructura altamente porosa del constructo impreso abastecida por una red de conductos permeables.

El sistema vascular impreso se evalué mediante resonancia magnética nuclear. Las reconstrucciones 3D realizadas
muestran conductos permeables sin tendencia al colapso o a la diseccién.

Realizacién 5: Citotoxicidad del lobulillo impreso

Se realiz6é un ensayo MTT en una linea de fibroblastos (3T3) para evaluar la citotoxicidad de la biotinta primaria. El
resultado se presenta como % del control a la concentracion méaxima de extracto [Tabla 14]. El tiempo de exposicidén
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al extracto fue de 24 h y se sembraron células de densidad 1x105%/ml. Ambos ensayos no mostraron citotoxicidad para
la linea celular probada.

Tabla 14. Resultados del ensayo MTT de citotoxicidad de la biotinta primaria. Pruebas realizadas en la linea de
fibroblastos 3T3.

""""""""""""""" T Material Formadeb|0|mpre3|on3D((;:8805r)1;cra0|onmaxmadelextracto
Tiempo de extraccién (dia) | 373 | % de control

"""""""""""""""" 1 | %decontrol . 10859
........................................................................... SD(%)772
.............................. I S ver e 12174
'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' so% 982
""""""""""""""" 14 Udecontrol | wzar

SD (%) 10,18

"""""""" Control positvo | %decontol . 787
I e N N . 940

Realizacién 6: Efecto de los componentes individuales de la biotinta en la funcionalidad y viabilidad de los islotes /
células pancreaticas.

Para evaluar el efecto de los componentes individuales de la biotinta primaria sobre la vitalidad y funcionalidad de los
islotes pancreaticos, se realizé una prueba de estimulacién con glucosa.

- Glicerol

Debido a sus propiedades, la adicién de 5 % (p/v) y 10 % (p/v) de glicerol a la biotinta mejoré la imprimibilidad de la
biotinta primaria. Para evaluar su efecto sobre la funcionalidad de los islotes pancreaticos, se agregé glicerol al medio
de cultivo a una concentracién del 5 % o del 10 % y los islotes se incubaron en este durante 24 h [Figura 8]. En ambos
casos, la funcionalidad de los islotes pancreéticos es muy superior a la de los islotes pancreéticos sélo en el medio de
cultivo.

- Suplementos proteinicos disponibles en el mercado

Se probd el efecto de la adicién de proteinas de matriz extracelular sobre la funcionalidad y viabilidad de los islotes
pancreaticos. Para ello, se prepard una solucién compuesta por 0,007 mg/ml de acido hialurénico, 0,041 mg/ml de
colageno |, 0,122 mg/ml de colageno IV y 0,084 mg/ml de laminina, que se agregé al medio de cultivo. El experimento
se realizé con dos tipos de acido hialurdnico: de alto peso molecular o de bajo peso molecular, que se agregaron al
medio de cultivo y en el que se incubaron los islotes durante 48 h [Figura 9]. Tanto en las variantes de acido hialurénico
de alto (H) como de bajo (L) peso molecular, los islotes pancreaticos eran funcionales a un nivel comparable al de los
islotes no tratados con ningun suplemento.

- GelMA

Se probé cémo la viabilidad de los islotes puede verse afectada por la gelatina metacrilada que, como componente de
la biotinta, debe garantizar la correcta reticulacién de la impresién. Para ello, se agreg6 GelMa al 7,8 % v/v al medio
de cultivo y los islotes se incubaron en este durante 72 h [Figura 10]. Los islotes cultivados en el medio con GelMa
agregado secretaban cantidades similares o superiores de insulina en funcién del momento de la medicién, lo que
indicaba un efecto favorable de este compuesto a una concentracién determinada sobre la viabilidad de los islotes.

- HAMA

Se probé cémo la viabilidad de los islotes puede verse afectada por el 4cido hialurénico metacrilado que, como
componente de la biotinta, debe garantizar la correcta reticulacién de la impresién. Para ello, se agregé HAMA al 0,78
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% vlv al medio de cultivo y los islotes se incubaron en este durante 48 h [Figura 11]. Los islotes cultivados en el medio
con HAMA segregaron cantidades inferiores de insulina que los islotes de control, lo que puede indicar un efecto
adverso del compuesto en la concentracién probada sobre la viabilidad de los islotes.

- GelMA y HAMA

Se probé cémo la viabilidad de los islotes puede verse afectada por una mezcla de gelatina metacrilada y acido
hialurénico metacrilado que, como componente de la biotinta, debe garantizar la correcta reticulacién de la impresién.
Para ello, se agregaron al medio de cultivo GelMa al 4,68 % v/iv y HAMA al 0,312 % v/v (G3:2H) o GelMa al 3,12 %
vivy HAMA al 0,468 % v/v (G2:3H) y los islotes se incubaron en este durante 72 h [Figura 12]. Los islotes cultivados
en el medio con la adicidén de la mezcla en la proporcién G3:2H segregaron cantidades mayores o menores de insulina
en comparacién con los islotes de control, dependiendo del momento de la medicién. Esta variante de la mezcla
parecia tener un efecto favorable sobre la viabilidad de los islotes. Los islotes cultivados en el medio con la adicién de
la mezcla en la proporcidon G2:3H secretaban significativamente menos insulina que los islotes de control, lo que
indicaba un efecto adverso de la mezcla de GelMa y HAMA en las concentraciones dadas sobre la viabilidad de los
islotes.

- Polvo de ECM

Se probd cé6mo la ECM obtenida mediante descelularizacién podia afectar a la viabilidad de los islotes. Para ello, se
agregé al medio de cultivo 3,33 % v/v de ECM cortada o molida durante la descelularizacion y los islotes se incubaron
en este durante 72 h [Figura 13]. Los islotes cultivados en el medio con adicién de ECM molido tuvieron un efecto
favorable sobre la secrecién de insulina por los islotes durante 24 h. El medio con ECM cortada agregado redujo
significativamente la secrecién de insulina, lo que podria indicar un efecto adverso sobre la viabilidad de los islotes.

Realizacién 7: Viabilidad de los islotes pancreaticos tras la bioimpresién

Se seleccionaron tres biotintas para evaluar la viabilidad de los islotes pancreéticos tras la bioimpresién 3D: gelatina
metacrilada, acido hialurénico metacrilado, una mezcla de gelatina metacrilada y acido hialurénico metacrilado. Para
ello, se agregaron a la biotinta primaria 7,8 % v/v de GelMa o0 0,78 % v/v de HAMA o una mezcla de 4,68 % v/v de
GelMa y 0,312 % v/v de HAMA (MIX). Tras la impresion, los lobulillos con islotes se incubaron en medio de cultivo
durante 24 h [Figura 14].

Los islotes del lobulillo impreso con la biotinta primaria, que contenia una adicién de GelMa, mostraron el mayor nivel
de insulina producida tras el procedimiento de impresion, indicando de este modo un efecto favorable de este
componente sobre la viabilidad y funcionalidad de los islotes pancreéticos. Tanto la adicién de HAMA como la mezcla
de GelMa y HAMA a la biotinta indujeron una ligera disminucién de los niveles de insulina producida por los islotes en
comparacién con los islotes de control cultivados en el medio (que no fueron bioimpresos en 3D). Aunque los
resultados de la biotinta con la adicién de GelMa solo mostraron la mayor actividad de los islotes a la concentracion
de glucosa dada, las estructuras impresas fueron las menos estables y las que més rapido se desintegraron en el
medio de cultivo. Por lo tanto, la mejor solucién fue utilizar una mezcla de gelatina metacrilada y acido hialurénico
metacrilado para el procedimiento de bioimpresién. Esta combinacién permitié preservar islotes pancreéticos viables
y funcionales al tiempo que se mantenian los pardmetros de bioimpresién adecuados y la estabilidad del modelo
impreso.

Realizacién 8: Confirmacién de la estructura cuaternaria conservada de dECM en la biotinta primaria.

Con el fin de visualizar y confirmar la preservacién de la estructura cuaternaria de la ECM en el constructo impreso
que comprende la biotinta primaria, se realizé una visualizacidén mediante microscopia electrénica de las estructuras
proteicas en etapas individuales de la preparacion de la dECM (con el fin de utilizarla en bioimpresion) (Figura 15).
Los constructos impresos (E y F) con biotinta primaria presentaban una estructura cuaternaria de colageno con fibras
de colageno visibles.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de preparacion de matriz extracelular descelularizada sin detergente (dECM) que comprende las
siguientes etapas:

- fragmentacién mecanica, preferentemente por extrusion mecanica, de un 6rgano de origen animal
seleccionado entre pancreas, higado, riflones, corazén, piel, pulmones, intestino grueso, intestino delgado,
arterias y venas sanguineas, tejido adiposo y placenta, en la que el érgano se separa del cuerpo del animal

- incubacién del o6rgano fragmentado en una solucién detergente tamponada, que comprende
preferentemente 1XPBS, donde la solucién detergente tamponada comprende 05 % - 15 %,
preferentemente 1 % (v/v), octoxinol-9, en la que la solucién detergente se complementa con un agente
antimicrobiano, preferentemente estreptomicina, preferentemente a una concentracién de 0.01 % (p/v), y la
incubacién se realiza a una temperatura inferior a la temperatura ambiente, preferentemente a 4 °C, durante
al menos 72 h con agitacion, en la que el 6rgano fragmentado se transfiere a una solucién detergente fresca
cada 4 a 12 horas

- incubacidén del 6rgano fragmentado en una primera solucién tamponada de lavado, que comprende
preferentemente 1XPBS, donde la primera solucién tamponada de lavado comprende un agente
antimicrobiano, preferentemente estreptomicina, preferentemente a una concentracién del 0,01% (p/v),
durante al menos 72 h a una temperatura inferior a la temperatura ambiente, preferentemente a 4 °C con
agitacién, en la que el érgano fragmentado se transfiere a una nueva solucién de lavado cada 4 a 12 horas

- incubacidén del érgano fragmentado en una solucién de desoxirribonucleasa que comprende DNAsa,
preferentemente a una concentracién de 0,0001 a 0,0003 % (p/v), mas preferentemente 0,0002 % (p/v),
preferentemente durante al menos 8 horas a una temperatura adecuada para la actuacién de la DNAsa

- incubacién del 6rgano fragmentado en una segunda solucién tamponada de lavado, preferentemente que
comprenda 1XPBS, donde la segunda solucién tamponada de lavado comprenda un agente antimicrobiano,
preferentemente estreptomicina, preferentemente a una concentracién del 0,01 % (p/v), durante al menos 72
h a una temperatura inferior a la temperatura ambiente, preferentemente a 4 °C con agitaciéon, en la que el
organo fragmentado se transfiere a una nueva solucién de lavado cada 4 a 12 horas

- congelacién del érgano fragmentado y trituracién del érgano fragmentado congelado en fragmentos

- liofilizacién del 6rgano fragmentado congelado, preferentemente a -32 °C, preferentemente a una presién
de 0,31mbar (31 Pa).

- secado final opcional de 5 a 15 minutos a 0,0010 mbar (0,1 Pa)y -76 °C
- molienda del producto triturado y secado en polvo de 25 - 500 um de dECM
- esterilizacién opcional del producto, preferentemente por radiacién y/u éxido de etileno

2. El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que la etapa de molienda va seguida de una etapa de comprobacién
de la cantidad de octoxinol-9 en el polvo de dECM, en la que preferentemente antes de comprobar la presencia de
octoxinol-9 en el polvo de dECM, se trata con colagenasa, preferentemente a una concentracién de 43,953 PZ/g de
dECM.

3. El procedimiento segun la reivindicacién 1 0 2, en el que la etapa de molienda va seguida de las siguientes etapas:

- disolucién del polvo de dECM en una solucién de acido clorhidrico, preferentemente 0,01 M, complementada
con 0-10 mg/ml de pepsina

- mezcla durante 48-72 h, preferentemente durante 72 h, a temperatura ambiente;
- neutralizar en hielo, preferentemente utilizando base sédica 0,1 M y solucién PBS.
4. Un procedimiento de preparacién de una biotinta primaria que comprende las siguientes etapas:

- preparacién de una pasta que comprenda 5-50 % (p/v), preferentemente 15-25 % (p/v), del polvo de dECM
obtenible por el procedimiento definido en una de las reivindicaciones 1 0 2, y 1-10 % (p/v), preferentemente
8-10 % (p/v), de la solucién de dECM obtenible por el procedimiento definido en la reivindicacion 3, mediante
mezcla

- incubacién de la pasta a una temperatura de 7-10 °C durante al menos 24 horas

- adicidén de 1,46 -7,32 % (p/v) de gelatina metacrilada, 0,15-1,10 % (p/v) de acido hialurénico metacrilado y
5 a 10 % (p/v) de glicerol, y un fotoiniciador, preferentemente 0,03 -0,17 % (p/v) de fenil-2,4,6-
trimetilbenzoilfosfinato de litio, seguido de un mezclado suave.
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5. Una biotinta primaria que comprende una pasta de dECM y 1,46 -7,32 % (p/v) de gelatina metacrilada, 0,15-1,10 %
(p/v) de 4cido hialurdnico metacrilado y 5 a 10 % (p/v) de glicerol, y un fotoiniciador, preferentemente 0,03-0,17 % (p/v)
fenil-2,4,6-trimetilbenzoilfosfinato de litio, en el que la pasta de dECM comprende 5-50 % (p/v), preferentemente 15-
25 % (p/v), del polvo de dECM obtenible por el procedimiento definido en una de las reivindicaciones 1 02,y 1-10 %
(p/v), preferentemente 8-10 % (p/v), de la solucién de dECM obtenible por el procedimiento definido en la reivindicacién
3y en la que la viscosidad de la biotinta primaria es de al menos 5 Pa s, medida en un sistema de placa cénica, a una
velocidad de cizallamiento constante de 21/s y una temperatura de 37 °C.

6. La biotinta primaria segun la reivindicacién 5, que comprende al menos un aditivo seleccionado entre: acido
hialurénico a una concentracién de 0,001 a 0,100 mg/ml de la biotinta primaria, preferentemente, 0,007 mg/ml, laminina
a una concentracién de 0,005 a 0,100 mg/ml de la biotinta primaria, preferentemente, 0,084 mg/ml, coldgeno | a una
concentracién de 0,001 a 0,100 mg/ml de la biotinta primaria, preferentemente, 0,041 mg/ml, colageno IV a una
concentracién de 0,005 a 0,175 mg/ml de la biotinta primaria, preferentemente, 0,122 mg/ml, fibronectina a una
concentracién de 3 a 300 pg/ml, preferentemente 100 pg/ml, fibrin6geno humano a una concentracién de 10 a 100
mg/ml de la biotinta primaria, aprotinina a una concentracion de 1 a 2 EPU/ml de la biotinta primaria, polisorbato a una
concentracién de 0,05 a 2 mg/ml de la biotinta primaria, trombina humana a una concentracién de 5 a 55 mg/ml de la
biotinta primaria, cloruro de calcio a una concentracién de 20 a 60 mM/ml de la biotinta primaria; vitaminas
proangiogénicas: vitamina A a una concentracién de 1 nM - 500 pM, preferentemente 100 uM, vitamina B 1 a una
concentracién de 50-100 pM, preferentemente 100 pM, vitamina B3 a una concentracién de 1 a 10 UM,
preferentemente 10 uM, vitamina B12 a una concentracién de 10 a 100 mg/ml de la biotinta primaria, vitamina D3 a
una concentracién de 0,1 a 10 nM, preferentemente 10 nM, factores de crecimiento que apoyan la angiogénesis: VEGF
a una concentracién de 10 a 30 ng/ml de la biotinta primaria, preferentemente 30 ng/ml, FGF a una concentracién de
10 a 20 ng/ml de la biotinta primaria, preferentemente 20 ng/ml, TGF-$ a una concentraciéon de 1 a 10 ng/ml de la
biotinta primaria, preferentemente 20 ng/ml, interleucina (IL)-8 a una concentracién de 0 a 100 ng/ml de la biotinta
primaria, preferentemente 10 ng/ml, IL-17A a una concentracion de 20 a 50 ng/ml de la biotinta primaria,
preferentemente 20 ng/ml.

7. La biotinta primaria segln la reivindicaciéon 5 o 6, que comprende uno o mas aditivos derivados de animales o
humanos seleccionados de células endoteliales a una densidad de 0,1 -10x10%ml de la biotinta primaria, células
endoteliales microvasculares primarias a una concentracién de 0,1 to 10x10%ml de la biotinta primaria, células a de
origen animal o humano a una concentracién de 3 a 9 x10°® /ml de la biotinta, células B de origen animal o humano a
una concentracién de 1,1 a 3,4 x 107/ml de la biotinta, islotes pancreaticos de origen animal o humano,
preferentemente en una cantidad de 20.000 iEg/ml de la biotinta primaria.

8. Un procedimiento de preparacién de una biotinta vascular que comprende las etapas de:

a) preparacién opcional de una solucién de gelatina microbiolégica complementada con CMC que comprende
la preparacion de una solucién al 1-2 % (p/v) de gelatina microbiolégica en una solucién tampoén,
preferentemente PBS, suspendiendo la gelatina microbiolégica en la solucién tampén con agitacién a una
temperatura comprendida entre 50 y 65 °C, preferentemente a 60 °C, adicién de una solucién acuosa de
carboximetilcelulosa (CMC) al 2 - 5 % (v/v) para obtener una concentracién final del 0.2-1 % (v/v) de CMC en
la biotinta vascular y enfriamiento de la solucidén a una temperatura igual o inferior a 40 °C

b) preparacién de una solucién de dECM al 5-10 % (p/v) agregando el polvo de dECM obtenible por el
procedimiento definido en una de las reivindicaciones 1 o 2, preferentemente esterilizado por radiacion, a (i)
la solucién de gelatina microbioldgica complementada con CMC obtenida en la etapa a) o (ii) una solucién
tampén o (iii) una solucién de medio celular con agitacién suave.

¢) sonicacién de la solucién obtenida a una temperatura no superior a 37 °C durante 0,5 - 2,0 horas

d) adicién opcional de al menos un aditivo de origen animal o humano seleccionado entre: fibronectina a una
concentracién de 3 a 300 pg/ml, preferentemente 100 pg/ml, VEGF a una concentracién de 10 a 30 ng/ml,
preferentemente 30 ng/ml, FGF a una concentracién de 10 a 20 ng/ml, preferentemente 20 ng/ml, PGE2 a
una concentracién entre 100 y 300 nM, preferentemente 100 nM, células endoteliales a una densidad entre
0.1 y 10x107 células/ml de la biotinta, fibroblastos a una densidad entre 0,1 y 10x108 células/ml de la biotinta.

9. Un procedimiento de preparacién de una biotinta vascular que comprende las etapas de:

a) preparacién opcional de una solucién de gelatina microbiolégica complementada con CMC que comprende la
preparacién de una solucién al 1-2 % (p/v) de gelatina microbiolégica en una solucién tampén, preferentemente PBS,
suspendiendo la gelatina microbiolégica en la solucién tampén con agitacién a una temperatura comprendida entre 50
y 65 °C, preferentemente a 60 °C, adiciéon de una solucién acuosa de carboximetilcelulosa (CMC) al 2 - 5 % (v/v) para
obtener una concentracién final del 0.2-1 % (v/v) de CMC en la biotinta vascular y enfriamiento de la solucién a una
temperatura igual o inferiora 40 °C

b) preparacion de una soluciéon de dECM al 5 -10 % (p/v) por adicién de polvo de dECM obtenible por el procedimiento
definido en una de las reivindicaciones 1 o 2, preferentemente esterilizado por radiacién, a (i) la solucién de gelatina
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microbiolégica complementada con CMC obtenida en la etapa a) o (ii) una solucién tampén o (iii) una solucién de
medio celular con agitacién suave.

¢) hervir la mezcla a 100 °C durante 15-30 minutos

d) adicién opcional de al menos un aditivo de origen animal o humano seleccionado entre: fibronectina a una
concentracién de 3 a 300 pg/ml, preferentemente 100 pg/ml, VEGF a una concentracién de 10 a 30 ng/ml,
preferentemente 30 ng/ml, FGF a una concentracién de 10 a 20 ng/ml, preferentemente 20 ng/ml, PGE2 a una
concentracién entre 100 y 300 nM, preferentemente 100 nM, células endoteliales a una densidad entre 0.1 y
10x107 células/ml de la biotinta, fibroblastos a una densidad entre 0,1 y 10x108 células/ml de la biotinta.

10. Una biotinta vascular que comprende la solucién de dECM sonicada o hervida obtenible por el procedimiento
definido en la reivindicacién 3 a una concentracién de 2 - 10 % (p/v), preferentemente complementada con gelatina
microbiolégica a una concentraciéon de 1 a 5 % (p/v) y/o CMC a una concentracidén de 0,2 a 2 % (v/v).

11. La biotinta vascular segln la reivindicacién 10 que comprende al menos un aditivo de origen animal o humano
seleccionado entre: fibronectina a una concentracién de 3 a 300 pg/ml, preferentemente 100 pg/ml, VEGF a una
concentracién de 10 a 30 ng/ml, preferentemente 30 ng/ml, FGF a una concentracién de 10 a 20 ng/ml,
preferentemente 20 ng/ml, PGE2 a una concentracién entre 100 y 300 nM, preferentemente 100 nM, células
endoteliales a una densidad entre 0.1 y 10x107 células/ml de la biotinta vascular, fibroblastos a una densidad entre 0,1
y 10x10° células/ml de la biotinta vascular.

12. Una estructura tridimensional que comprende al menos tres capas adyacentes de biotinta, en la que una capa de
la biotinta vascular definida en la reivindicacion 10 u 11 esta dispuesta entre dos capas de la biotinta primaria definida
en una de las reivindicaciones 5 a 7.

13. Un procedimiento de preparacién de una estructura tridimensional, en el que la biotinta primaria definida en una
de las reivindicaciones 5 a 7 y la biotinta vascular definida en la reivindicaciéon 10 u 11 se depositan capa por capa en
un procedimiento de bioimpresién 3D a una velocidad de impresién de 5 a 50 mm/s, una presién de 4 a 300 kPa y una
temperatura de 4 a 37 °C, y en el que durante o después de la deposicién la biotinta primaria se expone a luz UV y/o
luz visible, preferentemente de longitud de onda de 365 a 405 nm, mas preferentemente a 405 nm, durante al menos
5 segundos.
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