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DESCRIPCION
Proétesis tubulares
SECTOR TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencién esta relacionada con el area de los reemplazos artificiales para conductos urinarios enfermos
o dariados.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Actualmente en los EE. UU., hay 2.000 pacientes al afo, aproximadamente, que necesitan reemplazo de tejido
traqueal. Entre las causas de esto se incluyen el cancer de traquea, infecciones invasivas de la traquea o los
bronquios y los traumatismos. No existen reemplazos disponibles actualmente para la traquea en humanos. En el
mejor de los casos, cuando se extirpa un segmento de traquea, la Unica opcién quirdrgica es “juntar” los dos
extremos de la traquea y coserlos juntos, esperando que la anastomosis no se “separe” posteriormente.

Actualmente en los EE. UU., 4.000 pacientes al afo, aproximadamente necesitan un reemplazo esofagico. Esto es
debido principalmente al cancer de eso6fago, aunque el traumatismo y la infeccidn son causas de un pequefo
numero de casos de reemplazo esofagico. Actualmente, no existe un reemplazo disponible para el tejido esofagico.
Lo que se hace actualmente para reemplazar el es6fago es uno de estos dos procedimientos. Bien un segmento del
estomago se separa de sus conexiones en el abdomen y lleva al pecho, para anastomosar al eséfago remanente; o
bien un segmento de intestino grueso (es decir, colon) se extirpa del paciente y se cose para reemplazar el tejido
esofagico extirpado. Ambos procedimientos tienen muchas complicaciones vy, sin duda, un reemplazo esofagico
viable es médicamente necesario.

Cada ano en los EE. UU., 10.000 pacientes, aproximadamente, se someten a una cistectomia y necesitan un
conducto urinario para drenar la orina fuera del cuerpo [Heathcare Cost and Utilization Project, NIS, 2007.]. En casi
todos los casos, se cultiva el intestino del paciente para formar una desviacién urinaria no continua o una derivacién
urinaria continente que esta cateterizada de forma intermitente para drenar la orina a través de un estoma continente
[Konety, B. R, Joyce, G. F, Wise, M., Bladder and upper tract urothelial cancer. Journal of Urology, 2007. 177:
pags.1636-1645.]. Debido a la simplicidad quirargica y menores tasas de complicaciones, la creacién de un conducto
urinario no continuo es el procedimiento mas comun para drenar la orina después de la cistectomia. De la manera
mas general, se extrae una longitud de 15-25 cm del ileon del paciente para utilizarlo como conducto urinario y el
intestino restante se anastomosa de nuevo [Gudjonsson, S., Davidsson, T., Mansson, W., Incontinent urinary
diversion. BJU International, 2008. 102: pags. 1320-1325.]. Un extremo del segmento ileal cultivado se anastomosa
a los uréteres del paciente y el otro extremo posteriormente se lleva a la piel para formar un estoma a través del cual
la orina puede drenar.

Aunque se utilizan ampliamente, los conductos ileales plantean muchos problemas que pueden llevar a
complicaciones a corto y largo plazo. [Konety, B. R, Allareddy, V., Influence of post-cystectomy complications on cost
and subsequent outcome. Journal of Urology, 2007. 177: 280-287.]. A corto plazo, los pacientes pueden sufrir
complicaciones en el sitio de la recoleccion intestinal, entre las que se incluyen fugas anastomoticas y peritonitis.
Ademas, los conductos urinarios ileales pueden sufrir de isquemia y necrosis, lo que puede conducir a la
perforacion, a la descomposicion anastomotica y al escape de orina del conducto. A largo plazo, muchos de los
pacientes sufren de acidosis metabdlica hiperclorémica crénica, debido a la reabsorcién de electrolitos en la orina a
través de la pared del conducto. Dado que los conductos ileos albergan bacterias, los pacientes también suelen
sufrir infecciones urinarias recurrentes y pielonefritis, ya que las bacterias del conducto infectan el sistema urinario
mas proximal. Por lo tanto, hay una significativa necesidad médica de un procedimiento mejorado para la desviacion
urinaria, que evite muchas de las complicaciones asociadas con la utilizacién de conductos ileales [Dahl, D. M,
McDougan, W. S, Campbell-Walsh, Urology, 92 edicion: Use of intestinal segments and urinary diversion, ed. A. J
Wein, Kavoussi, L. R, Novick, AC 2009]. El documento US2002/0115208 A1 da a conocer constructos de tejido de
ingenieria descelularizado, tales como constructos de orina, que se producen al sembrar células que se sabe que
secretan moléculas de la matriz extracelular, tales como coladgeno y elastina.

Existe una necesidad continua en la técnica de reemplazos para estos conductos importantes, asi como para otros
tejidos tubulares en el cuerpo, tales como uréteres, uretras, intestino, etc.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

La presente invencién se define por las reivindicaciones adjuntas. Sélo los conductos anatomicos, segun las
reivindicaciones son parte de la presente invencién. Los conductos anatomicos que no se incluyen en las
reivindicaciones solo estan presentes con fines ilustrativos.

La presente invencion es un conducto urinario artificial para su implantacion en un paciente que necesita desviacion
urinaria y drenaje. El conducto comprende una matriz extracelular tubular, sustancialmente acelular, formada como
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un tubo, asi como un estent tubular. La matriz extracelular esta producida y secretada por células musculares lisas
no autélogas. El conducto urinario artificial tiene una resistencia a la rotura superior a 0,13 MPa (1.000 mm de Hg).

DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS

Figura 1: esquema de colocacién del estent con la estructura de PGA circundante dentro del biorreactor, en
preparacion para el cultivo.

Figura 2: siembra de células musculares lisas (CML) sobre la malla PGA que reviste el estent metdlico en el
biorreactor.

Figuras 3A-3B: fotos generales de la trdquea de ingenieria. Células de musculo liso cultivadas sobre la malla PGA
que rodea un estent metalico Después de 8 semanas de cultivo, las células se eliminan por descelularizacion,
dejando la matriz extracelular de ingenieria que reviste el estent metélico. Esta traquea de ingenieria tiene 1,6 cm de
diametro y aproximadamente 8 cm de longitud. Figura 3A: fotografia del exterior de la traquea de ingenieria, que
muestra un tejido liso que cubre toda la superficie externa. Figura. 3B: fotografia del interior de la traquea de
ingenieria, que muestra un tejido liso que cubre toda la superficie interna.

Figura 4: foto general de la traquea de ingenieria, que muestra un tejido impermeable. La traquea de ingenieria tiene
un diametro de 1,6 cm y 8 cm de longitud. La traquea de ingenieria, que comprende tejido descelularizado que
reviste un estent metalico, se rellena con liquido coloreado y se mantiene en alto. El tejido acelular, que envuelve las
paredes y el extremo del estent, es suficientemente robusto para contener liquidos, tal como lo demuestra el nivel
visible de liquido rojo dentro de la traquea (flecha).

Figura 5: contenido de colageno de los tejidos de la trdquea de ingenieria: un ensayo bioquimico de hidroxiprolina
muestra el contenido de colageno como fraccion del peso del tejido seco, antes y después de la descelularizacion. El
aumento del colageno como fraccién del peso seco después de la descelularizacion indica que se elimina el material
celular, mientras que la matriz extracelular de colageno permanece.

Figura 6: esquema del cultivo del es6fago de ingenieria en el biorreactor.

Figura 7: est6fago acelular de ingenieria mantenido con pinzas. El segmento de es6fago de ingenieria es de 1,5 cm
de diametro por 5 cm de largo. Es lo suficientemente fuerte como para sostener la retraccién con dos juegos de
pinzas, tal como se muestra. El es6fago se muestra por flechas a cada lado

Figuras 8A-8C: histologias de eséfago de ingenieria. Figura 8A: la tincion H&E del eséfago de ingenieria muestra
nucleos celulares (purpura) y matriz extracelular (rosa). La barra de escala es de 50 micras. Figura 8B: la tincion
tricréomica de Masson muestra colageno azul en el es6fago de ingenieria, los nlcleos de las células aparecen de
color rojo. La barra de escala es de 50 micras. Figura 8C: la tincién tricrémica de Masson del es6fago de ingenieria
descelularizado y los nucleos rojos estan ausentes, lo que indica la pérdida de células. Barra de escala = 50 micras.

Figura 9: resistencia de retencién de la sutura del es6fago de ingenieria. La retencién de la sutura en gramos se
muestra antes de la descelularizacion, y después de los regimenes de descelularizacién que duran entre 45 y 80
minutos. Después de 45 minutos de descelularizacion, la resistencia de retencién de la sutura es superior a 100
gramos. Esto es indicativo de un tejido de ingenieria implantable (Dahl, y otros, Science Translational Medicine 3:
68pc2, 2011).

Figura 10: contenido de colageno del eséfago de ingenieria. Contenido de hidroxiprolina del es6fago de ingenieria
antes de la descelularizacion, y después de 45 y 80 minutos de descelularizacion. La descelularizaciéon progresiva
elimina mas material celular, lo que aumenta el porcentaje de colageno que queda en el tejido como una fraccion del
peso seco.

Figura 11: anatomia de la implantacion del conducto ileal. Los uréteres se cosen a un segmento del ileon, que se
lleva a la piel como un estoma.

Figuras 12A-12C: conductos de ingenieria acelulares. La figura 12A muestra una fotografia general de un conducto
de 6 mm después del cultivo del biorreactor y la descelularizacién. La figura 12B muestra una imagen de
microscopia electrdnica de barrido de un conducto acelular, que muestra una superficie luminal lisa y poros dentro
de la pared. La figura 12C muestra el conducto presurizado a 0,01 MPa (100 mm de Hg), que no muestra fugas de
liquido y un excelente radio de torsion, no mayor de 1,5 cm.

Figuras 13A-13C: figura 13A: fotografia general de un injerto aorto-caval en un babuino; figura 13B: la inmunotincién
para actina alfa, un marcador de musculo liso, muestra células de musculo liso infiltradas en el injerto (g); figura 13C:
la proliferacion de células T en respuesta al injerto del conducto es menor que en el control de teflén.

Figuras 14A-14G: dibujos esquematicos que muestran el crecimiento y desarrollo de las células y la matriz sobre un
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estent. La figura 14A muestra una cubierta de malla bioabsorbible que rodea un estent en su superficie externa. La
figura 14B muestra una cubierta de malla bioreabsorbible en la superficie interior de un estent. La figura 14C
muestra una cubierta de malla bioabsorbible colocada en las superficies interior y exterior del estent. La figura 14D
muestra las dos capas descritas en la figura 14C que han sido cosidas entre si para unificar las dos capas. La figura
14E muestra células (blancas) que se han sembrado sobre la malla. La figura 14F muestra una matriz (gris) que ha
sido sintetizada y secretada por las células sembradas. La figura 14G muestra una matriz acelular que envuelve el
estent después de que las células se hayan eliminado mediante un proceso de descelularizacion.

Figura 15: cuello de rata abierto, con corte de tradquea nativa y dos anillos cartilaginosos retirados. La traquea de
ingenieria se anastomosa al tejido traqueal proximal, con el extremo distal de la trdquea de ingenieria extendiéndose
hacia arriba.

Figura 16: traquea humana de ingenieria descelularizada implantada en un receptor de rata. Los tejidos traqueales
nativo y de ingenieria estan indicados en la figura.

Figura 17: tincion de H&E de tejido que ha crecido desde la via aérea del huésped dentro de la traquea de ingenieria
después de 2 semanas de implantacién. Las puntas de flecha blancas sefalan los glébulos rojos en los capilares en
el crecimiento del tejido, lo que indica una extensa microvascularizacion del tejido interno. La barra de escala es de
50 micras.

Figura 18: inmunotincién del crecimiento de tejido hacia el interior de la luz de la traquea de ingenieria después de 2
semanas de implantacion. El azul es tincién nuclear DAPI, mientras que el rojo es inmunotincion para la
citoqueratina-14, un marcador del epitelio traqueal. Esta imagen muestra que muchas de las células en el lumen de
la traquea de ingenieria fueron crecimiento de epitelio interno desde el receptor. Barra de escala = 50 micras.

Figura 19: imagen H&E de baja potencia de una traquea descelularizada humana de ingenieria que se implanté en
una rata desnuda durante 6 semanas y posteriormente se extirpd. Se indica el tejido fibroso nativo circundante. Las
ubicaciones de los sostenes estructurales de estent de nitinol, visibles como agujeros cuadrados en el tejido, se
indican con asteriscos (*). La matriz de ingenieria implantada tiene alguna evidencia de la infiltracién celular después
de 6 semanas de implantacién (nlUcleos visibles entre sostenes estructurales y cerca de la parte inferior de la
imagen). El crecimiento de tejido nuevo en el lumen de la traquea de ingenieria es visible. Barra de escala = 200
micras.

Las figuras 20A-20B: se cosié un injerto en el es6fago de un cerdo para reemplazar un segmento extirpado del
esofago (figuras 20A-20B). Esto muestra el potencial para la sustitucion de la circunferencia completa del eséfago.

Figura 21: tincién de H&E de la traquea de ingenieria que se implantd y posteriormente se extirpé después de 6
semanas. Los agujeros en la seccién de tejido que contenia los sostenes estructurales del estent se indican
mediante flechas negras. Claramente, los sostenes estructurales del estent estan densamente integrados en el tejido
de la matriz extracelular (rosa y naranja en la imagen). Una capa interna de tejido de epitelio (ndcleos purpuras)
también se ha formado en la traquea de ingenieria. Barra de escala = 1 mm.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los presentes inventores han desarrollado nuevas herramientas quirlrgicas para reparar conductos anatémicos
dafados, entre los que se incluyen conductos urinarios. Debido a que los conductos se forman sembrando células
en un sustrato tubular, en lugar de laminas que se enrollan posteriormente, para formar un tubo o tubos en capas, no
estan sujetos a los riesgos de deslizamiento o fuga que pueden surgir con un enfoque en capas. Ademas, no se
producen deslizamientos ni fugas entre el tejido y el sustrato tubular (por ejemplo, el estent) dado que el sustrato
tubular o estent esta integrado dentro del tejido no en capas. Ademas, no hay riesgo de desenrollar las capas de
tejido. Los conductos forman un tejido artificial compuesto en el cual, un estent esta totalmente envuelto y revestido
dentro de la matriz extracelular que ha sido cultivada y secretada in situ. La matriz extracelular es una matriz
presente de forma natural que se produce por células. La matriz es una matriz extracelular presente de forma natural
que se produce por células vivas. Debido a su modo de fabricacién, no existen huecos ni se forman durante la
implantacion y después de la misma. Los conductos son, efectivamente, tejidos de material compuesto. Los tejidos
pueden ser un material compuesto de células y matriz (descelularizada), fragmentos de polimeros, y un material de
estent. La matriz extracelular puede, por ejemplo, unir los sostenes estructurales del estent e incorporar
completamente el material de estent.

Los tejidos formados de este modo tienen una matriz (ECM) que se ajusta “firmemente” alrededor de los sostenes
estructurales del estent. Los tejidos estan adyacentes al estent, estan conectados con el mismo, estan en contacto
con el mismo, estan al lado del mismo, tienen un limite comdn con el mismo, tocan al mismo, estan contiguos al
mismo, comparten un borde comin con el mismo. Forman un tejido compuesto unitario que no esta sujeto a
separacion ni deconvolucion en partes constituyentes.

Las células utilizadas en los conductos pueden ser alogénicas, autélogas, singénicas o xenogénicas. Normalmente,
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las células utilizadas en la produccién de los conductos se matan y/o eliminan antes de su utilizacién. La muerte y/o
eliminacion de células disminuye el potencial de reacciones inmunitarias adversas. La muerte y/o eliminacién de
células deja menos del 50%, menos del 75%, menos del 80%, menos del 85%, menos del 90% o menos del 95% de
las células viables, segin se ha evaluado mediante tincion con azul de tripano, incorporacién de nucleétidos, o
sintesis de proteinas. La matriz extracelular restante esta altamente conservada entre los individuos y entre
especies, lo que hace que sea menos probable que provoque una reacciéon inmunitaria adversa que las células
vivas. Las células del musculo liso vascular son un tipo de célula que se puede utilizar para producir la matriz
extracelular. Estas se pueden aislar a partir de cualquier vasculatura de un ser humano u otro mamifero, incluso de
la aorta. Gran parte de la matriz extracelular secretada comprende colageno. El coldgeno puede comprender, como
minimo, el 5%, como minimo, el 10%, como minimo, el 15%, como minimo, el 20%, como minimo, el 25%, como
minimo, el 30% de la matriz extracelular. Normalmente, la matriz extracelular crece hasta que alcanza un espesor
de, como minimo, 50 micras, como minimo, 100 micras, como minimo, 150 micras, como minimo, 200 micras, como
minimo, 250 micras, como minimo, 300 micras, como minimo, 400 micras o, como minimo, 500 micras. El didmetro
de los conductos puede controlarse durante la fabricacion. Normalmente estos pueden tener un didmetro interno de,
como minimo, 10, como minimo, 15, como minimo, 20, como minimo, 25, como minimo, 30, como minimo, 35, 40,
como minimo, 45, como minimo, 50 mm.

En algunas circunstancias, puede ser deseable tener células vivas en el conducto o dentro del mismo. Estas células
se pueden sembrar en el conducto y bien cultivarse en cultivo o bien cultivarse in situ. Las células también pueden
sembrarse in situ, mediante células endégenas del receptor que migran y se establecen sobre la prétesis artificial.
Las células pueden derivarse del paciente o de otra fuente. Las células pueden ser Utiles para imitar y recrear
condiciones naturales en el huésped. Alternativamente, las células se pueden utilizar como fébricas in situ para
producir un producto que es deseable, tal como una hormona del crecimiento, una quimioquina, un factor sanguineo
y similares. Entre las células adecuadas para sembrar en un conducto de via aérea se incluyen, sin que constituyan
limitacion, células traqueales, tales como las células epiteliales, las células del cartilago, las células endoteliales, las
células del musculo liso y los fibroblastos.

Un estent puede estar fabricado de metal, un polimero u otra sustancia biocompatible natural o artificial. El estent
puede ser no degradable, o puede ser degradable. Estos estents tienen normalmente una estructura perforada, lo
que permite la unién de capas internas y externas de sustrato, por ejemplo, malla o tejido. En algunas realizaciones,
el estent esta provisto de malla solo en la superficie externa del estent, lo que permite que las células hagan crecer
una matriz extracelular en el exterior y que posteriormente envuelve completamente los sostenes estructurales del
estent. En otras realizaciones, la malla se aplica solo a la superficie interna del estent, que después de la siembra de
células permite también que las células envuelvan tanto la malla como los sostenes estructurales del estent con
células y con matriz extracelular. Una malla adecuada que puede utilizarse como sustrato para el crecimiento celular
esta fabricada de acido poliglicélico. Normalmente, durante el cultivo la malla de acido poliglicélico se degrada
espontaneamente, y los fragmentos de ella se lavan en el medio de cultivo o se fagocitan por las células cultivadas y
se degradan. Algunos fragmentos pueden permanecer. Se pueden utilizar otros materiales biodegradables en
sustratos no degradables, tal como se conoce en la técnica, tales como acido polilactico, policaprolactona,
polianhidridos, polietilenglicol, asi como otras sustancias poliméricas biocompatibles. Otros sustratos biocompatibles
incluyen colageno, gelatina, elastina, celulosa, alginato y otras sustancias que soportan el crecimiento de células en
cultivo. Los sustratos pueden estar en un formato de malla, o pueden tomar la forma de un gel o una esponja.

Si bien los conductos se describen como tubulares, también pueden contener una o mas ramificaciones, de modo
que el conducto tiene la forma de, por ejemplo, una Y, X, T o F. Los conductos con dichas ramificaciones también se
consideran tubulares. Los conductos descritos pueden implantarse para reemplazar, alinear, reforzar o desviar un
conducto fisiolégico existente o implantado.

Los conductos que se producen al crecer las células en un estent tubular pueden tener una ventaja adicional sobre
los conductos formados utilizando laminas enrolladas dentro y fuera de un estent. Los conductos fabricados por
células en crecimiento tienen la matriz extracelular fijada de forma rotacional con respecto al estent. Las superficies
internas y externas de la matriz extracelular estan fijadas de manera rotacional una respecto a la otra. Al estar fijas
de este modo, se minimiza el deslizamiento y las fugas. Las dos superficies pueden estar fijas de este modo, por
ejemplo, entrelazando los sustratos sobre los que crecen las células que secretan la matriz extracelular. Las celdas y
la matriz extracelular envuelven o unen los sostenes estructurales del estent e incorporan completamente el material
del estent.

Los conductos que crecen mediante cultivo de células sobre un sustrato que cubre un estent tubular, ya sea en el
interior o en el exterior 0 en ambos lados, tienen la ventaja de estar compuestos por un solo tejido que envuelve y
reviste el material del estent. EI material resultante es un verdadero material compuesto de tejido de estent. Esta
configuracién tiene muchas ventajas funcionales sobre los sistemas anteriores que implican envolver una lamina de
tejido alrededor del interior o el exterior de un estent. Por ejemplo, en situaciones en las que el tejido se envuelve
alrededor del estent, puede ocurrir que las laminas de tejido no se fusionen entre si, 0 no se fusionen con el material
del estent. Esta falta de fusién de las laminas de tejido da como resultado una construccion en la que las piezas de
tejido y el material del estent pueden deslizarse entre si, lo que da como resultado un conducto que es
estructuralmente inestable. En contraste, cuando se cultivan células sobre una malla que cubre completamente el
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material del estent, el conducto resultante se compone de una sola pieza de material compuesto de tejido-estent, y
no contiene laminas de tejido que puedan moverse o deslizarse una respecto a otra. Dichos conductos son entonces
mas adecuados para diversas aplicaciones en las que el conducto debe ser hermético a liquidos o aire. Ademas,
dichos conductos son mas adecuados para servir como sustitutos de los tejidos tubulares nativos, tales como la
traquea, los bronquios, el intestino, el eséfago, el uréter, el conducto urinario u otros tejidos tubulares que deben
funcionar para contener liquidos o aire, 0 ambos. En contraste, los estents que estan envueltos con laminas de tejido
exogeno pueden no ser adecuados para estas aplicaciones, ya que el deslizamiento de los tejidos y el material del
estent pueden causar fugas de aire o de liquido. Ademas, un material compuesto de un solo tejido-estent muestra
propiedades de manipulacién superiores para la implantacién quirirgica, en contraste con las laminas de tejido
envueltas que pueden deslizarse y desprenderse del material del estent. Ademas, un material compuesto Unico de
tejido-estent soportara los esfuerzos fisiolégicos posteriores a la implantacion, tales como la presurizacién, las
fuerzas de cizalla, el flujo de fluido y similares, mientras que un estent encerrado en laminas de tejido puede
deslaminarse y perder integridad estructural cuando se expone a fuerzas fisioldégicas en el cuerpo.

La descelularizacion del conducto puede implicar la muerte y/o eliminacién de células de una estructura o sustrato.
Se puede utilizar cualquier medio conocido en la técnica, entre los que se incluyen, sin que constituyan limitacién, la
utilizacién de agitacion y la utilizacion de detergentes. El proceso de descelularizacion debe equilibrarse entre los
limites de ser lo suficientemente severo para matar o desalojar las células y lo suficientemente suave para mantener
intacta la estructura de la matriz extracelular. La matriz extracelular substancialmente acelular permanece después
del proceso de descelularizacion. La protesis contiene menos del 50%, menos del 75%, menos del 80%, menos del
85%, menos del 90% o menos del 95% de las células viables, segun se ha evaluado mediante tinciéon con azul de
tripano, incorporacién de nucleétidos BrdU, tincion TUNEL, o sintesis de proteinas.

Las protesis o conductos pueden almacenarse antes de la implantacion en un mamifero receptor. El
almacenamiento puede tener lugar antes o después de que haya ocurrido la descelularizacion. El almacenamiento
puede ser a varias temperaturas, pero generalmente serda de 4°C o menos, 0°C, -20°C, -40°C o -60°C. El
almacenamiento puede ser de, como minimo, horas, como minimo, dias, como minimo, semanas, como minimo,
meses 0 como minimo, afios. Ademas, los conductos pueden almacenarse a temperatura ambiente, a 20°C o
menos, 25°C, 30°C, 35°C o 40°C. En general, no es deseable almacenar los conductos a temperaturas superiores a
40°C.

Los conductos urinarios pueden trasplantarse a un receptor, tal como un paciente humano, conectar a uno o ambos
uréteres del paciente y drenar a través de un estoma en la piel, o reemplazar un segmento de uréter o uretra. Un
conducto urinario tendra tipicamente una retencion de sutura de mas de 150 gramos, mas de 175 gramos, mas de
200 gramos o0 mas de 225 gramos. Su resistencia a la ruptura es mayor que 0,13 MPa (1.000 mm de Hg), mayor que
0,17 MPa (1.250 mm de Hg), mayor que 0,20 MPa (1.500 mm de Hg) o mayor que 0,27 MPa (2.000 mm de Hg).
Después de la implantacion, un conducto urinario se puede poblar con células endégenas, tales como células
epiteliales urinarias, células endoteliales, células de musculo liso, miofibroblastos, telocitos o células epiteliales
dérmicas (por ejemplo, células epiteliales escamosas) o queratinocitos y fibroblastos. Si se desea, las células
pueden sembrarse antes de la implantacion. Un conducto urinario contiene un estent. Los conductos urinarios tienen
normalmente entre 6 y 25 mm, a menudo mas de 10 mm de diametro.

El conducto urinario de ingenieria se puede producir cultivando células humanas sobre un sustrato, que también
estd revistiendo un estent. En estos casos, el conducto final contiene matriz extracelular humana. Sin embargo, los
conductos urinarios de ingenieria pueden fabricarse utilizando cualquier célula muscular lisa vascular de mamiferos
o primates, entre las que se incluyen las células musculares lisas vasculares humanas. Entre dichos primates o
mamiferos se incluyen, sin que constituyan limitacién, cerdo, caballo, burro, gato, ratén, rata, vaca, oveja, babuino,
gibon y cabra. Ademas, los receptores de las protesis pueden ser, sin que constituyan limitacién, mamiferos, tales
como seres humanos, perros, cerdos, caballos, burros, gatos, ratones, ratas, vacas, ovejas, babuinos, gibones y
cabras.

EJEMPLO DE REFERENCIA 1
Preparacion de la estructura de PGA traqueal

Una lamina de acido poli(glicélico) (PGA) se corta en piezas de 5,4 cm x 8,5 cm y piezas de 5,2 cm x 8,5 cm. La
malla de 5,2 cm x 8,5 cm de PGA se enrolla en un tubo y se inserta dentro de un estent de metal desnudo (1,7 x 8,5
cm). Posteriormente, se cose la malla de 5,4 cm x 8,5 cm de PGA alrededor del estent de metal desnudo utilizando
la sutura de PGA absorbible, intercalando el estent entre las dos capas de malla de PGA. Se aplica cuidadosamente
una aguja de ganchillo a lo largo de la construccion de PGA/estent para entrelazar las dos capas de PGA. Se cose
una sutura no absorbible a través de ambos extremos de la construccion de PGA/estent para suspender la
construccion dentro de un biorreactor especialmente disefiado para la reconstruccién de la traquea. A continuacion,
la construccion se sumerge en solucién de NaOH 1 M durante 2 minutos para tratar la superficie de la malla de PGA
y, después, se enjuaga tres veces con agua destilada. La construccion de PGA/estent se ensambla a continuacion
en el biorreactor, tal como se muestra en la figura 1.
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EJEMPLO DE REFERENCIA 2
Siembra de células musculares lisas (CML) y mantenimiento de cultivos traqueales

Las CML primarias se aislaron de aortas de perro y se expandieron en T-75 en medio de Eagle modificado por
Dulbecco con bajo contenido de glucosa con el 20% de suero de bovino fetal (FBS). 120 millones de CML de P2y
P3 se resuspendieron en 7 ml de medio y se sembraron sobre la construccion PGA/estent dentro del biorreactor, tal
como se muestra en la figura 2. La construcciéon se cultivd dentro del biorreactor de forma estatica durante 12
semanas en 1,3 | de medio de Eagle modificado de Dulbecco con bajo contenido de glucosa con el 20% de FBS,
factor de crecimiento de fibroblastos basico (10 ng/ml), factor de crecimiento derivado de plaquetas (10 ng/ml), acido
L-ascorbico, sulfato de cobre, HEPES, L-prolina, L-alanina, L-glicina y penicilina G (figura 2). El medio se cambié 1,5
veces por semana Y el &cido ascorbico se complementd tres veces por semana.

EJEMPLO DE REFERENCIA 3
Descelularizacion de la traquea de ingenieria

En primer lugar, la trdquea de ingenieria (6 cm de longitud) se incubd en 250 ml de tampén CHAPS (CHAPS 8 mM,
NaCl 1 M y EDTA 25 mM en PBS) durante 45 minutos a 37°C con agitacién a alta velocidad, seguido de un
enjuague minucioso con PBS estéril. La traquea de ingenieria se traté adicionalmente con 250 ml de tampén de
dodecilsulfato de sodio (SDS) (SDS 1,8 mM, NaCl 1 M y EDTA 25 mM en PBS) durante 45 minutos a 37°C con
agitacion a alta velocidad. La traquea de ingenieria se sometié a continuacion a 2 dias de lavado en PBS para
eliminar completamente el detergente residual. Todas las etapas de descelularizacion se realizaron en condiciones
estériles. La trdquea de ingenieria descelularizada se almacen6 en PBS estéril que contenia 100 U/l de penicilina y
100 mg/ml de estreptomicina a 4°C.

EJEMPLO DE REFERENCIA 4
Preparacion de la estructura de PGA de eséfago

La lamina de PGA de 6,5 cm x 10 cm se cose en una construccién cilindrica con sutura de PGA absorbible alrededor
de un tubo de silicona compatible (diametro interior = 2 cm) con una linea de sutura que esta alineada axialmente
con la estructura cilindrica de PGA. A continuacion se cosen manguitos de Dacron en los extremos de la
construccion tubular PGA, uno en cada extremo. La construccion se sumerge en solucion 1 M de NaOH durante 2
minutos para tratar la superficie de la malla de PGA, seguido de tres lavados posteriores en agua destilada. La
estructura de PGA y el tubo de silicona se ensamblan dentro de un biorreactor tal como se muestra en la figura 6.

EJEMPLO DE REFERENCIA 5
Siembra de células musculares lisas (CML) y sistema de flujo pulsatil para es6fago de ingenieria

Se resuspendieron 92 millones de CML de perro de P2 y P3 en 5 ml de medio y se sembraron en el constructo PGA
dentro del biorreactor. La construccién sembrada se cultivé dentro del biorreactor conectando a una bomba
peristéltica, o que crea una tensién radial ciclica del 3,0% a 1,5 Hz. El es6fago de ingenieria se cultivé en el cultivo
pulsétil durante 10 semanas y se mantuvo con 1,3 | de medio de Eagle modificado de Dulbecco con bajo contenido
de glucosa con 20% de FBS, factor de crecimiento de fibroblastos basico (10 ng/ml), factor de crecimiento derivado
de plaquetas (10 ng/ml), acido L-ascorbico, sulfato de cobre, HEPES, L-prolina, L-alanina, L-glicina y penicilina G
(figura 4). La mitad del volumen del medio se cambi6 1,5 veces por semana y el acido ascérbico se complement6
tres veces por semana.

EJEMPLO DE REFERENCIA 6
Descelularizacion del esofago de ingenieria

El eséfago de ingenieria se corté en dos trozos de 3 cm de longitud y se incubaron en primer lugar en 250 ml de
tampon CHAPS (CHAPS 8 mM, NaCl 1 My EDTA 25 mM en PBS) durante bien 45 o bien 80 minutos a 37°C con
agitacion de alta velocidad, seguido de enjuague minucioso de PBS estéril. Las piezas de est6fago de ingenieria se
trataron adicionalmente con 250 ml de tampén de dodecilsulfato de sodio (SDS) (SDS 1,8 mM, NaCl 1 My EDTA 25
mM en PBS) durante 45 u 80 minutos a 37°C con agitacion a alta velocidad. Las piezas de eséfago de ingenieria se
lavaron posteriormente con PBS durante dos dias para eliminar completamente el detergente residual. Todas las
etapas de descelularizaciéon se llevaron a cabo en condiciones estériles. Las piezas de eso6fago de ingenieria
descelularizadas se almacenaron en PBS estéril que contenia penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 mg/ml a 4°C.
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EJEMPLO DE REFERENCIA 7
Retencion de la sutura del eséfago de ingenieria

Se cuelgan pesos de una linea de sutura enhebrada sobre un lado del es6fago de ingenieria, a 2,5 a 3 mm del
borde. Se afaden gradualmente pesos a la sutura hasta que la sutura se separa del tejido. El peso total al que se
rasga el tejido se registra en unidades de gramo.

EJEMPLO DE REFERENCIA 8
Traquea de ingenieria para su implantacion en un receptor de rata y resultados de las implantaciones

Se reviste un estent metélico de 4 mm de diametro con una estructura de PGA, se esteriliza y se siembra con
células musculares lisas vasculares humanas. La estructura de estent-estructura-células se cultiva dentro de un
biorreactor durante un periodo de 6-10 semanas en presencia de un medio de cultivo de nutrientes. Se sembraron 2
x 10° P2 células musculares lisas humanas (CML) sobre las construcciones de estructura (malla de &cido
poliglicélico envuelta alrededor de un estent de nitinol de 4 mm de diametro) con 4 mm de didmetro y 8 mm de
longitud. Las traqueas se suspendieron estaticamente en tubos de silicona y se cultivaron dentro del biorreactor
durante 10 semanas. El medio del biorreactor estaba compuesto por DMEM (alto contenido de glucosa), bFGF (5
ng/ml), EGF (0,5 ng/ml), acido lactico (0,5 g/l), insulina (0,13 U/ml), Pen G 100 U/ml, solucién de
prolina/glicina/alanina, CuSOs (3 ng/mf) y vitamina C (50 ng/ml). Las traqueas se cultivaron en 400 ml de medio en
todo momento y solo la mitad del medio se sustituyé durante cada cambio de medio. El medio biorreactor se cambié
1,5-2 veces por semana y la vitamina C se complementé al cultivo 3 veces por semana. Se anadié acido lactico
nuevo al medio una vez por semana. Las traqueas se cultivaron en suero humano al 20% durante las primeras 4
semanas. A partir de la 52 semana, las traqueas se cultivaron con un 10% de suero humano.

Después del cultivo, el conducto se descelulariza y se almacena en condiciones estériles en solucién salina
tamponada con fosfato a 4°C. Después de varias semanas de almacenamiento, el conducto se implanta en un
receptor de rata desnuda. El pecho de una rata desnuda de 205 g se afeitd6 con una cuchilla de afeitar. Se realizd
una incision de 2,5 cm desde la region del cuello con un par de tijeras quirirgicas. EI musculo y los tejidos
circundantes se separaron capa por capa hasta que se expuso la traquea. Se eliminé un segmento circunferencial
completo de la tradquea que constituye dos anillos cartilaginosos. Debido a la liberacion de la tensién, la brecha se
expandi6 a aproximadamente 1 cm (dependiendo de los animales individuales). Se coloc6 una traquea de 8 mm en
la brecha y se anastomosé de extremo a extremo a la traquea nativa con, como minimo, 4 suturas de Prolene 6-0
interrumpidas para cada extremo. Finalmente, el musculo y los tejidos circundantes se cosieron juntos con suturas
capa por capa.

En la extirpacion después de 2 o 6 semanas de implante, la traquea de ingenieria queda repoblada con células
epiteliales del huésped en el lumen de la via aérea. Durante el tiempo de implantacién, ningin animal fue tratado
con antibidticos. La traquea implantada también queda repoblada con otras células huésped, incluidos los
fibroblastos, y también se repuebla de microvasculatura del huésped tanto en la pared de la trdquea de ingenieria
como en el lumen de la trdquea de ingenieria. La densa y rapida afluencia de la microvasculatura (vista tan pronto
como 2 semanas después de la implantacion, por evaluacién histologica) ayuda frente a la resistencia a la infeccién,
ya que los leucocitos del huésped pueden acceder facilmente al tejido implantado para combatir cualquier organismo
infectante. A mas largo plazo, la traquea modificada también puede repoblarse con células cartilaginosas de la
traquea nativa, asi como con células musculares lisas que ocupan la pared traqueal nativa y otras vias respiratorias.
Todas las traqueas implantadas resistieron la dilatacién, la ruptura y la perforacién, lo que podria provocar el fallo del
dispositivo y la infeccion en el animal. Ademas, las traqueas implantadas de ingenieria no mostraron ninguna
evidencia de rechazo inmune, ni de infeccion bacteriana o por hongos, durante todo el periodo de implantacion. La
traquea implantada puede resistir la estenosis o la cicatrizacion que limita el flujo de aire a los pulmones.

Las traqueas de ingenieria humanas descelularizadas se extrajeron de los receptores de ratas a las dos y seis
semanas. Después de dos semanas de implantacién, se observé una sélida formacién de tejido en el lumen de las
trdqueas de ingenieria, con evidencia de microvascularizacion extensa. Ademas, después de dos semanas, se
realizé inmunotincién del tejido luminal y fue muy positivo para la citoqueratina-14, un marcador epitelial. Véase las
figuras 17 y 18.

Después de 6 semanas de implantacion, las traqueas de ingenieria mostraron una buena incorporaciéon en los
tejidos del huésped, con formacién de tejido fibroso que rodea la traquea implantada, alguna evidencia de una matriz
humana descelularizada residual, asi como crecimiento interno del tejido luminal. También hubo algunas pruebas de
infiltracién de células huésped en la matriz previamente acelular del implante traqueal. La traquea de ingenieria
implantada estaba fisicamente intacta, sin evidencia de distension, perforacién o ruptura anastomoética. No se
observo evidencia de infiltracion o infeccion excesiva de leucocitos en las muestras extirpadas. Véase la figura 19.

En general, estos resultados muestran que la produccion de tradqueas descelularizadas y de ingenieria es factible.
Las traqueas de ingenieria pueden ser suturadas en las vias respiratorias del receptor y pueden conducir el aire y
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permitir que el receptor sobreviva por largos periodos de tiempo. Las traqueas de ingenieria no muestran evidencia
de infeccion después de la implantacion, y se repueblan rapidamente de las células y tejidos del huésped y de la
microvasculatura después de so6lo unas pocas semanas. Las células y el tejido que se infiltran en las traqueas de
ingenieria son muy vasculares y también contienen células que son nativas del sistema respiratorio (epitelio
pulmonar). Las traqueas de ingenieria permanecen mecénicamente robustas y no sufren fallos mecénicas, tales
como perforacion, dilatacién, ruptura o ruptura anastomética.

EJEMPLO 9
Conductos urinarios

Basados en los procedimientos iniciados por Dahl, Niklason y colegas [6-10], los presentes inventores han
desarrollado procedimientos para cultivar tejidos de ingenieria tubulares a partir de células musculares lisas
humanas (CML) conservadas que se siembran en un estructura biodegradable y se cultivan en biorreactores. No se
recolectan células del receptor para este proceso. Después de 10 semanas de cultivo, los tejidos de ingenieria se
componen de CML y la matriz extracelular que han producido, que es principalmente colageno tipo I. A continuacion,
estos tejidos se descelularizan, creando un tejido tubular acelular que tiene excelentes caracteristicas mecanicas
(resistencias a la ruptura > 0,27 MPa (2.000 mm de Hg) [10]. Los presentes inventores han ensayado estos tejidos
de ingenieria tubulares como injertos arteriovenosos en un modelo de babuino, y han demostrado una excelente
funcién, biocompatibilidad, sin fallos mecanicos ni infeccion.

TABLA 1: Resistencia de sutura, g E;e)sion de explosion, MPa (mm de
Conducto de 6 mm de diametro 178 £ 11 (n=37) 0,44 +/- 0,05 (3337 +/- 343) (n=10)
Conducto de 6 mm, almacenado 121 474, 55 (1_g) 0,35 +/- 0,04 (2651 +/- 329) (n=5)
meses en tampdn de PBS

Los presentes inventores creen que los tejidos de ingenieria acelulares mitigaran muchas de las complicaciones
asociadas con los conductos ileales. Debido a que los tejidos de la presente invencién no estan vivos y se repueblan
gradualmente con las células huésped, la isquemia del conducto y los fallos mecéanicos asociados seran
extremadamente improbables. Debido a que los tejidos de la presente invencion no absorben activamente los
electrolitos, no deberian provocar una acidosis metabdlica. Debido a que los conductos de la presente invencién no
fomentan el crecimiento de bacterias comensales, no deberian desencadenar infecciones recurrentes del tracto
urinario. Y debido a que estan disponibles en el mercado, se evitaran las complicaciones debidas a la reseccion
intestinal. Los tejidos de ingenieria tubulares acelulares de la presente invencién tienen propiedades favorables que
pueden hacerlos superiores a los segmentos del intestino delgado para la desviacién urinaria. Dado que el conducto
urinario de la presente invencién esta prefabricado con células conservadas y puede almacenarse, no es necesario
extirpar un segmento de intestino del paciente, y se evita totalmente la cirugia en el intestino. Dado que el conducto
de la presente invencion no esta vivo, esencialmente no hay riesgo de isquemia tisular después de la implantacion.
Mas bien, las células huésped migran gradualmente hacia la matriz acelular, con la formacion de una
microvasculatura acorde. Dado que el conducto de la presente invencién no absorbe activamente sus contenidos
luminales, se reduce sustancialmente el riesgo de acidosis metabdlica hiperclorémica. Y, dado que el conducto de la
presente invencién no alberga flora intestinal, los riesgos de infecciones recurrentes del tracto urinario deberian
reducirse notablemente. Por lo tanto, esencialmente todas las complicaciones comunes asociadas con la utilizacion
de un conducto ileal podrian reducirse u obviarse mediante los tejidos de ingenieria acelulares de la presente
invencion [11].

Aproximadamente se realizan anualmente 10.000 cistectomias en los EE. UU., siendo el cancer de vejiga la principal
indicacion. En pacientes con enfermedad T1 resistente a las medidas conservadoras y en pacientes con tumores T2,
la extirpacién quirtrgica de la vejiga con posible reseccion de 6rganos pélvicos asociados sigue siendo la norma de
atencién contemporanea [12]. Entre otras razones menos comunes para la cistectomia se incluyen vejiga
neurogénica (cuando amenaza la funcién renal), lesiéon severa por radiacion en la vejiga e incontinencia intratable
asi como sindromes de dolor pélvico crénico en las mujeres. Todas las opciones quirtrgicas disponibles actualmente
para la construccién de derivaciones urinarias implican la utilizacion de un segmento de intestino delgado o grueso
(figura 11). Aunque es posible construir reservas de continente mas complejas, la mayoria de los pacientes en
América del Norte sometidos a cistectomia se reconstruyen utilizando la técnica de conducto ileal [13].

Shabsigh [14] informé que a los 90 dias de la cirugia, las complicaciones gastrointestinales tuvieron lugar con mayor
frecuencia (29%), seguidas de infecciones (25%), complicaciones relacionadas con la herida (15%), complicaciones
cardiacas (11%) y genitourinarias (11%). Las anomalias electroliticas, en particular la acidosis metabdlica, tienen
lugar en el 70% de los pacientes, aunque frecuentemente tienen una importancia clinica desconocida. Se producen
trastornos electroliticos graves en el 10% de los pacientes con un conducto ileal [3, 5]. La osteomalacia puede dar
como resultado la acidosis crénica con la consiguiente liberacion de calcio de los huesos. La pielonefritis aguda tiene
lugar en el 10-17% de los pacientes con conductos ileales y de colon, y el 4% de los pacientes con conductos ileales
mueren de sepsis [15]. El cancer se presenta en conductos ileales: se han descrito carcinomas anaplasicos y polipos
adenomatosos. La tasa informada de cancer en los conductos ileales varia del 6 al 29% de todos los pacientes,
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aunque los canceres pueden tardar décadas en desarrollarse [5]. Las complicaciones intestinales tempranas
comprenden normalmente fugas anastométicas, fistulas entéricas, obstruccién intestinal e ileo prolongado [11]. Se
ha informado de obstruccion intestinal en, aproximadamente, el 5-10% de los pacientes, la mayoria de los cuales
responde bien al tratamiento conservador, mientras que, aproximadamente, el 3% requiere cirugia. La fuga
anastomética intestinal es una complicacién potencialmente devastadora, de la que se informa en el 1-5% de los
pacientes, lo que puede conducir a la formacién de abscesos, peritonitis y sepsis [5].

EJEMPLO 10
Conducto urinario

Un conducto urinario se cultiva utilizando células musculares lisas humanas que se cultivan en un tubo de estructura
de malla de PGA en un biorreactor, tal como se ha descrito. Después de un periodo de cultivo de 6 a 10 semanas, el
tejido tubular resultante se descelulariza y, a continuacion, se almacena en solucién salina tamponada con fosfato a
4°C durante un periodo de varios meses. Posteriormente, se prepara un mono cinomolgo (que es un primate del
viejo mundo que esta filogenéticamente cerca de los humanos y, por lo tanto, es poco probable que rechace el tejido
de ingenieria humano) para la implantacién del conducto urinario. Después de la induccién de la anestesia, se
realiza una laparotomia y los uréteres de ambos rifiones se aislan y se extirpan de la pared de la vejiga, que se
sobrehila. Los uréteres se anastomosan al conducto urinario, cuyo otro extremo se anastomosa a la pared
abdominal para permitir que la orina fluya desde los uréteres, a través del conducto y fuera del cuerpo del animal.
Después de completar la implantacion, el abdomen se cierra y el animal se recupera de la anestesia.
Posteriormente, se observa que el conducto urinario conduce la orina hacia el exterior del cuerpo hacia una bolsa
recolectora. No hay evidencia de pérdida de orina hacia el abdomen o desde las anastomosis con la pared
abdominal o los uréteres.

Un conducto urinario de ingenieria implantado se puede repoblar en la superficie luminal con epitelio urinario. El
conducto urinario implantado se puede repoblar con fibroblastos en la pared del conducto, se puede repoblar con
microvasculatura que contribuye a la resistencia a la infeccién, y se puede repoblar con células musculares lisas
similares a la vejiga urinaria. El conducto urinario de ingenieria implantado puede resistir la infeccion de la flora de la
piel y de los organismos del tracto urinario. El conducto urinario de ingenieria implantado puede resistir la
cicatrizacion y la constriccion que impedirian el flujo de orina, puede resistir la dilatacién que causaria la
acumulacion de orina en el conducto, puede resistir el retorcimiento y la obstruccion que impedirian el flujo de orina,
puede resistir la formacion de adhesiones intraabdominales que pueden obstruir el conducto o los tejidos
intestinales, y puede resistir la creacion de acidosis metabdlica hiperclorémica en el animal huésped.
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REIVINDICACIONES

1. Conducto urinario artificial con estent, para la implantacion en un paciente que necesita desviacién urinaria y
drenaje, que comprende:

una matriz extracelular tubular, sustancialmente acelular, de un solo tejido formada como un tubo, en la que la matriz
extracelular se ha producido y se ha secretado por células de musculo liso no autélogas sobre un sustrato tubular,
en el que el conducto urinario artificial comprende un estent tubular, en el que el estent tubular esta envuelto y
revestido dentro de la matriz extracelular de tejido Unico, y en el que las superficies interna y externa de la matriz
extracelular de tejido Unico, se fijan por rotacién una respecto al otro, y en el que el conducto urinario tiene una
resistencia a la rotura superior a 0,13 MPa (1.000 mm de Hg).

2. Conducto urinario artificial, segun la reivindicacion 1, que tiene una resistencia de retenciéon de sutura mayor de
150 gramos.

3. Conducto urinario artificial, segun la reivindicacién 1, en el que la matriz extracelular no esta en capas.
4. Conducto urinario artificial, segun la reivindicacion 1, que tiene un didametro entre 6 y 25 mm.
5. Conducto urinario artificial, segun la reivindicacién 1, que tiene un diametro superior a 10 mm.

6. Conducto urinario artificial, segin la reivindicacion 1, en el que las células de musculo liso no autélogas son
humanas.

7. Conducto urinario artificial, segun la reivindicacion 1, en el que las células de musculo liso no autélogas son
células humanas conservadas.
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Fig. 2
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FIG.3Ay 3B
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FIG.7
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FIG. BA, 8B, 8C
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Fig. 11
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Fig. 124, 12B, 12C
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Fig. 16
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Fig. 19
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