ES 2356 678 T3

. @ Numero de publicacién: 2 356 678
OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
GO1N 33/50 (2006.01)

ESPANA

@) TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 07002971 .5
Fecha de presentacion : 29.05.2001

Numero de publicacion de la solicitud: 1792980
Fecha de publicacion de la solicitud: 06.06.2007

Titulo: Biomatriz de colageno y método para producirla.

Prioridad: 31.05.2000 DE 100 26 789 @ Titular/es: ARTHRO KINETICS AG.
Life Science Center Schelztorstrasse 54-56
73728 Esslingen, DE

Fecha de publicacién de la mencion BOPI: @ Inventor/es: Noll, Michaela;
12.04.2011 Schandar, Markus y
Graeve, Thomas

Fecha de la publicacién del folleto de la patente: Agente: Isern Jara, Jorge
12.04.2011

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2356 678 T3

DESCRIPCION
Biomatriz de colageno y método para producirla.
La presente invencion se refiere a una biomatriz y a métodos para su preparacion.

Las enfermedades de las articulaciones son trastornos muy comunes, que van acompafiados de un gran
niamero de molestias para las personas afectadas. Asi por ejemplo, los defectos 6seos y cartilaginosos juegan un papel
importante en la patogénesis de la artrosis y también en los estados postraumaticos y en las endoproétesis dislocadas.
Estos defectos pueden tratarse con el empleo de hueso o cartilago autélogo u homélogo, o bien mediante materiales
sustitutivos adecuados. Como no se dispone ilimitadamente de materiales autélogos, en el caso de los injertos
homdlogos hay que tener en cuenta los aspectos infecciolégicos.

El principal problema de los trastornos degenerativos o traumaticos de las articulaciones reside en la poca
capacidad de regeneracién del cartilago dafiado. Un tratamiento conocido de estos defectos cartilaginosos es el
implante autélogo de condrocitos (ACT) como método de terapia bioldégica. Con este método terapéutico se pudo
detectar por primera vez la formacion nueva de cartilago hialino en un defecto cartilaginoso articular.

El principio de este método se basa en inyectar células cartilaginosas del paciente, cultivadas in vitro después
de desbridar el cartilago degenerado, bajo un colgajo periéstico cosido sobre el defecto (método Peterson). El
procedimiento es técnicamente complicado y plantea problemas metodolégicos; por ejemplo, no garantiza que las
células cartilaginosas permanezcan mucho tiempo en la grieta. Ademas no esta claro que las células cartilaginosas
cultivadas sean capaces de formar la matriz necesaria para rellenar permanentemente la grieta en el momento del
trasplante. Las células trasplantadas se encuentran mayormente en un estado desdiferenciado y tienen similitudes
morfoldgicas y fisiol6gicas con los fibroblastos.

De la patente DE 197 21 661 Al se conoce el empleo de nuevos materiales, para sustituir huesos o cartilagos,
que, aun siendo conocidos, se caracterizan por tener una estructura especifica. Se trata de un implante de hueso o
cartilago basado en una red tridimensional formada basicamente por un gran nimero de varillas de un material total o
parcialmente bioabsorbible, dispuestas regularmente. Las varillas forman una estructura geométrica tridimensional cuya
elasticidad y resistencia estan adaptadas al tejido que debe reemplazarse en el cuerpo del paciente. Las varillas pueden
ser de poli-D-lactidas, poli-L-lactidas, poli-DL-lactidas, hidroxiapatitos, fosfatos célcicos o mezclas de estas sustancias
gue contengan esencialmente fosfatos calcicos o hidroxiapatitos, colageno, agar o gelatina.

La patente WO 99/08728 revela una mezcla de factores 6steoinductivos o condroinductivos incluida en
nanoesferas. También se revela un sistema formado por una matriz biodegradable que contiene, por ejemplo, colageno
de tipo | o de tipo Il en el cual estan incluidos los factores envueltos por las nanoesferas. Las nanoesferas estan
constituidas por particulas poliméricas.

De la patente WO 95/33821 se conoce la elaboracién de estructuras tridimensionales de colageno cuyos
intersticios estan puenteados, p.ej. mediante fibroblastos o condrocitos, y esta reticula se cultiva en un medio de cultivo.
En este documento se describe el cultivo de dichas células sobre una reticula tridimensional, asi como el uso de este
tejido artificial como protesis cartilaginosa.

La patente WO 98/17791 describe la extraccion y el uso de precursores de condrocitos, que pueden
multiplicarse metodicamente por cultivo y utilizarse como tejido cartilaginoso terapéutico. También describe el cultivo de
condrocitos sobre una reticula tridimensional cuyos intersticios van puenteados por los condrocitos.

La patente WO 99/00152 revela un método para producir un injerto bioartificial, que consiste en separar todas
las células antigeno-reactivas de un tejido al6geno o xenégeno por tratamiento enzimatico o quimico y en colonizar con
las células aut6logas deseadas el material libre de células y no desnaturalizado asi obtenido, con lo cual resulta un
injerto inmediatamente listo para trasplantar.

La desventaja de los métodos conocidos es que las células cartilaginosas trasplantadas o cultivadas no
reasumen su capacidad sintetizadora original.

Las células cartilaginosas incluidas en la sustancia intracelular del cartilago - los condrocitos - se
desdiferencian precisamente durante el periodo de cultivo bajo condiciones in vitro. Mientras que las células
cartilaginosas primarias (cultivo P0) alun muestran capacidades especificas para sintetizar células cartilaginosas
después de su aislamiento del tejido cartilaginoso, como lo demuestra la formacién de colageno de tipo Il, IX y XI, las
células cultivadas pierden estas caracteristicas tipicas durante los sucesivos pasajes in vitro (P1-PX).

Asimismo, al contrario que otras células, las células cartilaginosas son dificiles de cultivar. Las células
cartilaginosas cultivadas se hallan en un estado desdiferenciado y se parecen morfolégicamente y fisiol6gicamente a los
fibroblastos. Sin embargo, sobre todo en caso de defectos grandes, es necesaria la multiplicacion por cultivo de los
condrocitos autélogos y su pasaje, para producir cantidades adecuadas de material de trasplante a partir de muestras
pequenias.
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Hasta ahora, la desdiferenciacion de las células cartilaginosas solo puede evitarse agregando estimulantes de
crecimiento adicionales, lo cual dificulta el empleo in vivo de estos cultivos, pues los estimulantes de crecimiento pueden
interactuar desfavorablemente con el sistema inmunoldgico del organismo receptor. Ademas, los métodos conocidos no
aseguran que las células mantengan su metabolismo natural o casi natural durante el cultivo, incluso después de varios
pasajes.

Con los métodos actuales, las estructuras tridimensionales conocidas para cultivar células cartilaginosas
tampoco se pueden adaptar especificamente al correspondiente defecto del cartilago. Tampoco se garantiza que las
células cartilaginosas trasplantadas permanezcan de manera duradera y diferenciada en el lugar del defecto,
permitiendo la regeneracion del cartilago.

Realmente no se conoce hasta la fecha ningin método de trasplante capaz de garantizar que las células
cartilaginosas trasplantadas permanezcan de manera duradera en el lugar del defecto, asegurando por tanto la
correspondiente regeneracion del cartilago.

Por lo tanto el problema técnico objeto de la presente invencion consiste en proporcionar injertos
cartilaginosos, asi como métodos y medios para su produccion, que permitan un mejor tratamiento de las afecciones de
los cartilagos, sobre todo una mejor curacién o regeneracion del defecto cartilaginoso tratado.

La presente invencion resuelve este problema ofreciendo medios para rediferenciar y/o multiplicar células
cartilaginosas desdiferenciadas, a base de cultivar las células cartilaginosas desdiferenciadas en una biomatriz
tridimensional gelatinosa donde puedan rediferenciarse y reanudar su actividad metabdlica celular especifica.

La biomatriz segun la presente invencién contiene un armazén de colageno recién formado a partir de una
solucién de colageno, preferentemente fresca, con una concentraciéon minima de 1,5 mg de colageno/ml de biomatriz,
preferentemente 1,5 hasta 4 mg de colageno/ml de biomatriz. Este armazén de coldgeno se obtiene a partir de una
disolucion acida de colageno preferentemente exenta de células, preferiblemente con un valor pH de 0,1 hasta 6,9,
preferentemente de 2,0 hasta 5,0, sobre todo de 3,0 hasta 4,5, en concreto de 3,2 hasta 4,2 y con especial preferencia
de 3,8. Dicha solucién de colageno se prepara y se guarda entre 2 y 10°C, preferiblemente a 4°C. Para preparar una
biomatriz libre de células, esta solucion de colageno se mezcla entre 2 y 10°C, preferiblemente a 4°C, con una solucion
de medio, concretamente un medio corriente de cultivo celular, un tampén, por ejemplo HEPES, y suero, sobre todo
suero humano autélogo, y se gelifica aumentando la temperatura, por ejemplo, hasta la temperatura ambiente o 37°C.
Para preparar una biomatriz que contenga células, se introducen células preferentemente precultivadas, por ejemplo
células cartilaginosas o precursores de células cartilaginosas, en la solucion de medio, tampén y suero, que luego se
mezcla entre 2 y 10°C, preferiblemente a 4°C, con la solucién de colageno igualmente temperada entre 2 y 10°C,
preferiblemente a 4°C. Las células incluidas de este modo en la biomatriz pueden cultivarse posteriormente y, dado el
caso, extraerse por disolucién. A continuacién se gelifica por ejemplo a temperatura ambiente o a 37°C y la biomatriz se
recubre con medio de cultivo celular. EI método de la presente invencion permite realizar ventajosamente un cultivo
intermedio de las células en una biomatriz segin la presente invencion, de manera que los condrocitos, por ejemplo del
cultivo P2, son estimulados en la biomatriz tridimensional para sintetizar de nuevo proteinas matriciales tipicamente
celulares, sobre todo colageno II, mientras que en los cultivos conocidos no puede detectarse ninguna formacion de
colageno. Luego, ventajosamente, las células pueden extraerse otra vez de la biomatriz y cultivarse. Gracias a la
presente invencion, la rediferenciacion de las células cartilaginosas desdiferenciadas permite cultivar y/o multiplicar
condrocitos durante un largo periodo de tiempo, sin que las células pierdan la capacidad de sintesis especifica
necesaria para formacién de cartilago. Por tanto, de manera ventajosa, partiendo incluso de una pequefia cantidad de
tejido cartilaginoso, se puede disponer de suficiente material celular para la produccion de injertos de cartilago.

Respecto a la presente invencion, el término cultivo de células se refiere a un mantenimiento, sobre todo in
vitro, de las funciones vitales de células en un entorno adecuado - por ejemplo con aporte y extraccion de eductos y
productos metabolicos - y también concretamente a una multiplicacion de las células.

Respecto a la presente invencidon, como células cartilaginosas o condrocitos se entienden las células
cartilaginosas de procedencia natural o modificadas por ingenieria genética, o sus precursores, que pueden ser de
origen animal o humano.

Se prevé el cultivo de células cartilaginosas diferenciadas, manteniendo especialmente su diferenciacion, en
una biomatriz tridimensional de las caracteristicas arriba citadas. Se conservan ventajosamente las actividades
metabolicas del cultivo primario, sin que tenga lugar una desdiferenciacion de las células cartilaginosas diferenciadas.
La presente invencion también proporciona un método de cultivo de condrocitos que comprende una supresion de la
rediferenciacion.

Esta previsto que las células cartilaginosas, sometidas al control de su funcion, de su morfologia y/o de su
estado de diferenciacion, se introduzcan en la mencionada biomatriz tridimensional, se cultiven y se comprueben
simultanea y/o posteriormente. Asi, por ejemplo, el metabolismo de las células cartilaginosas puede analizarse
ventajosamente in vitro, antes de emplearlas in vivo. El andlisis puede ser, por ejemplo, la mediciéon de las actividades
metabdlicas, asi como una prueba morfolégica o funcional.

La presente invencidn también se refiere a métodos de rastreo y diagnostico, que consisten en cultivar células
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cartilaginosas segun el procedimiento anteriormente descrito y analizarlas simultdnea o posteriormente, para
determinar, por ejemplo, sus parametros fisiol6gicos, morfoldgicos y/o biomoleculares. De este modo pueden detectarse
concretamente afecciones degenerativas o traumaticas de las articulaciones o su ausencia. En el marco de estos
métodos también se pueden examinar los efectos de medicamentos potenciales y/o de agentes patdgenos, antigenos o
analogos sobre las células cultivadas, por ejemplo en procesos de seleccion de farmacos. Segun una forma de
ejecucion preferida, las células se cultivan en presencia y en ausencia del agente investigado, comparando entre si los
efectos observados.

En una forma de ejecucion ventajosa las células cartilaginosas se extraen después de cultivarlas en la
biomatriz tridimensional, por ejemplo mediante tratamiento con colagenasa y subsiguiente concentracién, y a
continuacion se siguen cultivando en un cultivo celular bidimensional o tridimensional corriente. Asi pueden combinarse
favorablemente las ventajas del cultivo bidimensional y tridimensional.

En una forma de ejecucioén particularmente ventajosa las células cartilaginosas se introducen en una biomatriz
tridimensional segun la presente invencion y se cultivan en ella de tal modo, que luego pueda obtenerse una protesis
cartilaginosa trasplantable, también llamada injerto de cartilago. En una forma de ejecucion preferida esta protesis
cartilaginosa puede ser una prétesis de cartilago articular. Asi, por ejemplo, la biomatriz ya puede adaptarse
ventajosamente a la forma del defecto cartilaginoso durante la fase del cultivo celular.

Una forma de ejecucion ventajosa es un método previamente citado para elaborar una proétesis cartilaginosa,
sobre todo articular, segun el cual las células cartilaginosas se extraen preferentemente de la biomatriz tridimensional
tras cultivarlas en la misma, preferiblemente mediante tratamiento con colagenasa y separacién por centrifugacion, y se
siguen cultivando, preferiblemente a elevada densidad celular, en un cultivo bidimensional o tridimensional corriente,
con lo cual se puede obtener una protesis cartilaginosa trasplantable, sobre todo articular.

La presente invencion también se refiere a una prétesis cartilaginosa, sobre todo articular, elaborada por el
método de la presente invenciéon y por un método de cultivo de tipo convencional eventualmente subsiguiente oly
precedente.

La presente invencion también se refiere a una biomatriz, preferiblemente gelatinosa, en la que puedan
realizarse dichos métodos de cultivo, es decir una biomatriz tanto sin células cartilaginosas como con ellas. En el Gltimo
caso, la combinacion de biomatriz y células cartilaginosas diferenciadas o rediferenciadas cultivadas en ella también se
denomina sistema célula-matriz-cartilago o bioinjerto. Este bioinjerto se puede emplear directamente en la terapia de
enfermedades o defectos de los cartilagos.

Segun la presente invencion, como biomatriz se entiende una estructura gelatinosa que trae colageno, medio
de cultivo celular, suero y tampon, sobre todo tampoén Hepes. La solucién de colageno utilizada para preparar la
biomatriz es una solucién que lleva un gran contenido de colageno nativo no desnaturalizado en medio &cido acuoso,
concretamente con un valor pH de 0,1 hasta 6,9, preferentemente de 2,0 hasta 5,0, sobre todo de 3,0 hasta 4,5, en
concreto de 3,2 hasta 4,2 y con especial preferencia de 3,8, por ejemplo en acido acético, en concreto solucion de acido
acético al 0,1%. El gran contenido se refiere a una parte de coldgeno no desnaturalizado sobre colageno total en
disolucion > 50%, especialmente > 60, > 70, > 80, > 90 o > 95, sobre todo > 99%. En una forma de ejecucion preferida
no se emplea ningun colageno liofilizado. El contenido de coldgeno en la solucion esta comprendido preferiblemente
entre 3 mg de colageno/ml de soluciéon y 8 mg de colageno/ml de soluciéon, preferentemente 6 mg de colageno/ml de
solucién. En una forma de ejecucion preferida se emplea un coldgeno que, una vez aislado de colas de rata, por
ejemplo, se haya incubado en &cido acético al 0,1% durante 3 hasta 14 dias a 4°C y en agitacion, separando por
centrifugacion las fracciones de colageno no disueltas. Como medio de cultivo celular se emplea ventajosamente DMEM
(medio Eagle modificado por Dulbecco), pero también puede usarse cualquier otro medio de cultivo celular que permita
cultivar células cartilaginosas. Como suero, en la forma de ejecucion preferida se usa suero humano autélogo y como
tampon Hepes, por ejemplo. En la forma de ejecucion preferida la concentracion de Hepes en la solucién se ajusta a 3
M. En la forma de ejecucion preferida el valor pH de la disolucidon de medio de cultivo celular, tamp6n y suero es de 7,5
hasta 8,5, por ejemplo 7,6 hasta 8,2, sobre todo 7,8. Evidentemente la biomatriz también puede contener otros factores,
por ejemplo factores de crecimiento, agentes adhesivos, antibiodticos, agentes de seleccion o similares.

Por lo tanto la presente invencion también se refiere a métodos para elaborar una biomatriz, segun los cuales,
en una primera etapa se prepara colageno fresco a partir de colas de rata, por ejemplo, reuniendo en disolucién tampdén
fibras de colageno extraidas del tejido que lo contiene, desinfectdndolas superficialmente en alcohol, lavandolas luego
en solucion tampoén vy transfiriéndolas seguidamente a una solucion acida cuyo valor pH es de 0,1 hasta 6,9,
preferentemente de 2,0 hasta 5,0, sobre todo de 3,0 hasta 4,0, en concreto de 3,3, por ejemplo una solucién de acido
acetico al 0,1%. Después, en otra etapa, el colageno disuelto se agita entre 2 y 10°C, sobre todo a 4°C, durante unos
dias, por ejemplo 3 hasta 14 dias, las particulas de colageno no disueltas se separan por centrifugacion y se guarda
entre 2 y 10°C, por ejemplo a 4°C, una solucion terminada que contiene 3 mg/ml hasta 8 mg/ml de colageno.
Naturalmente la solucidn también se puede mantener congelada, por ejemplo entre -10°C y -80°C, sobre todo -20°C. En
una tercera etapa esta solucién de colageno se mezcla preferentemente en relacién 1:1 con una solucién de pH 7,5
hasta 8,5, preferiblemente 7,6 hasta 8,2, sobre todo 7,8, que contiene medio de cultivo celular doblemente concentrado,
suero y tampoén, obteniéndose una biomatriz que presenta un valor pH de 7,0 hasta 7,8, preferiblemente 7,4. Para
preparar un bioinjerto, la solucién del medio de cultivo celular doblemente concentrado, suero y tampdn se mezcla con
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células cartilaginosas precultivadas y centrifugadas, utilizando preferiblemente 2 x 10* hasta 2 x 10’ células por ml,
sobre todo 2 x 10° células. A continuacion, esta solucion de pH 7,5 hasta 8,5, preferiblemente 7,6 hasta 8,2, sobre todo
7,8, se mezcla entre 2 y 10°C, en concreto a 4°C, con la solucién de colageno antes mencionada en relacion 1:1.
Después, la solucion de gel se pipetea en recipientes de cultivo y tras la gelificacion a 37°C se recubre con medio.
Luego el bioinjerto se cultiva durante 3 hasta 8 dias, a fin de que esté disponible para trasplantes.

El bioinjerto llega a la sala de operaciones en recipientes de cultivo y luego el médico puede adaptarlo
mediante trabajo mecéanico al tamafio, espesor y forma del defecto, por ejemplo con un bisturi. A continuacion el
bioinjerto se fija en la grieta, por ejemplo con adhesivo de tejidos, concretamente con adhesivo de fibrina. Al cabo de
unos 5 minutos el bioinjerto queda firmemente anclado en la grieta. La operacion también puede practicarse por
artroscopia, puesto que el bioinjerto es flexible.

Otro uso del bioinjerto es una combinacién de la biomatriz de la presente invencién con huesos. En tal caso el
bioinjerto se aplica por ejemplo sobre cilindros éseos autélogos de la cresta iliaca, por ejemplo con adhesivo de fibrina.
La presente invencion permite tratar especialmente la osteocondritis disecante y las grietas de la cabeza del fémur
debidas a la luxacion de cadera por paresia cerebral, asi como curar lesiones traumaticas y degenerativas de la
articulacion de la rodilla. Mediante una terapia precoz y causal el nuevo método segln la presente invencion permite
detener el avance de las enfermedades articulares traumaticas o degenerativas. Para el tratamiento de la artrosis en
personas joévenes se dispone con la presente invencién de un método terapéutico Unico y nuevo, que retrasa
considerablemente la sustitucion endoprotésica de la articulaciéon y en algin caso la evita. Como aplicacion del método
de la presente invencion también es posible tratar el deterioro de las articulaciones causado por inflamacion.

El desarrollo de la biomatriz gelatinosa de la presente invencién, en la cual se pueden incluir células autélogas
de manera exactamente definida, permite por primera vez injertar una cantidad definida de células cartilaginosas en una
matriz mecéanicamente moldeable y resistente a esfuerzos. El sistema célula-matriz-cartilago de la presente invencion,
constituido por la biomatriz segun la presente invencién y células cartilaginosas, puede prepararse en cualquier tamafio
y grosor y adaptarse exactamente al defecto mediante ajuste mecanico. En comparacion con el ACT el bioinjerto de la
presente invencion ofrece ademas la ventaja de suprimir la extraccion adicional de periosto de la tibia del paciente. El
cultivo in vitro del sistema célula-matriz-cartilago de la presente invencién permite analizar antes del trasplante la
capacidad de las células cartilaginosas para producir matriz. Este es un requisito importante para elaborar injertos
cartilaginosos, comprobar su funcionalidad y asegurar la calidad. Asi se pudo demostrar que la nueva sintesis de
proteinas tipicamente cartilaginosas - como por ejemplo el colageno de tipo Il - que proporcionan la estabilidad
fundamental del injerto se produce in vitro en la matriz por medio de las células cartilaginosas aut6logas. Conforme a la
presente invencion, mediante ensayos en articulaciones de rodilla de cerditos vietnamitas se pudo demostrar que, en
comparacion con el defecto vacio injertado con matriz vacia sin células cartilaginosas o bien con suspensiones de
células cartilaginosas segun el método Peterson, los sistemas célula-matriz-cartilago de la presente invencion se
implantan excelentemente en el cartilago de la articulacion, rellenan completamente el defecto y ademas resisten la
presion.

Por Ultimo, la presente invencion también se refiere a una biomatriz para emplear en uno de los
procedimientos antes mencionados.

La presente invencion también se refiere a métodos para tratar enfermedades o defectos de los cartilagos,
sobre todo enfermedades degenerativas, inflamatorias y/o traumaticas de las articulaciones, mediante el uso de una
protesis cartilaginosa o de un bioinjerto preparados segun la presente invencion y/o de células cartilaginosas cultivadas
conforme a la presente invencion, para implantar en tejidos o cartilagos - o0 en zonas 6seas - afectados o dafiados o
bien reemplazar las partes afectadas o defectuosas.

La presente invencion se ilustra mas detalladamente por medio de ejemplos.

Ejemplo 1: preparacién de colageno

Para preparar una solucién de colageno se usa un tejido que contenga colageno, como por ejemplo tendones
de colas de rata. Todas las operaciones se efectian con materiales estériles y en condiciones estériles. Para ello,
después de conservarlas a -20°C, las colas de rata se desinfectan superficialmente durante 5 minutos en alcohol al
70%. Luego se quita la piel de las colas de rata y se extraen las fibras de colageno sueltas. Si se usa otro tejido de
partida, las células eventualmente presentes pueden retirarse con cuidado mediante un tratamiento mecanico,
enzimatico o quimico. Las fibras de colageno se recogen en una solucién salina tamponada con fosfato (PBS) (pH 7,2),
se desinfectan superficialmente durante 10 minutos en alcohol del 70% y después se lavan con PBS. Se determina el
peso de las fibras de colageno y las mismas se transfieren a una solucién de acido acético al 0,1% (aproximadamente 8
hasta 12 mg/ml). La preparacion se agita durante un periodo de 3 hasta 14 dias y a continuacion se centrifugan las
particulas de colageno no disueltas (1000 rpm, 1 hora, a 8°C). En una forma de ejecucion preferida la solucién acabada
de colageno tiene un contenido de colageno comprendido entre 3 mg/ml y 8 mg/ml. Por tanto, tal como se ha definido
anteriormente, el coldgeno se halla presente en gran proporcion como material de partida en solucién y no en forma de
fibras, de reticula o de matriz. La solucidn de coldgeno resultante esta preferentemente exenta de células y se prepara
partiendo de colageno fresco no liofilizado.
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Ejemplo 2: preparaciéon de la biomatriz o del bioinjerto

Todas las operaciones se efectllan con materiales estériles y en condiciones estériles.
Solucién de colageno: minimo 3 mg/ml en acido acético
Solucion tampon: 77,5 ml de medio doblemente concentrado (por ejemplo DMEM)
20 ml de suero
2,5 ml de solucion Hepes (3 M, pH 7,8)
Ambas soluciones se conservan a 4°C.

La biomatriz esta formada por una solucidn de coladgeno en &cido acético al 0,1% (colageno de colas de rata,
con un contenido de coldgeno de 3 mg/ml hasta 8 mg/ml, preferiblemente 6 mg/ml) y una solucion tampén de medio
doblemente concentrado, suero y disoluciéon Hepes. Poco después de mezclar ambos componentes, preferentemente
en relacién 1:1, gelifica a temperaturas por encima de 4°C, por ejemplo a temperatura ambiente, una estructura de
colageno tridimensional de nueva constitucion.

Para preparar un bioinjerto, es decir una biomatriz que contiene células, se introducen 2 x 10* hasta 2 x 10’
células cartilaginosas/ml - preferentemente 2 x 10°, precultivadas de la manera habitual y separadas por centrifugacion
(1000 rpm, 10 minutos, a temperatura ambiente) - en la solucién tampén, se suspenden y se mezclan a 4°C con partes
iguales de la solucién de colageno. Esta solucién de gel se pipetea en recipientes de cultivo y después de gelificar a
37°C formando una estructura de colageno recién constituida, con células cartilaginosas incluidas, se recubre con
medio. El material queda listo para trasplantar al cabo de 3 a 8 dias de cultivo.

Si se desea, las células se pueden volver a separar y obtener de la biomatriz mediante un tratamiento con
colageno seguido de centrifugacion. Las células diferenciadas resultantes pueden ser el punto de partida para otros
cultivos.

Ejemplo 3: injerto en la articulacién abierta y aplicacién artroscépica

Tanto durante el trasplante en la articulaciéon abierta como en la aplicacion artroscépica el cartilago célula-
matriz se adapta primero mecanicamente en forma y tamafo al defecto cartilaginoso. A continuacion, el injerto se
introduce en la grieta y se fija alli mediante adhesivo de fibrina. Como el sistema célula-matriz-cartilago es un material
flexible pero a la vez dimensionalmente estable, este bioinjerto se enrolla practicamente en los instrumentos
artroscopicos tubulares y de esta forma se introduce en la grieta. Gracias a su estabilidad dimensional los injertos
recuperan su forma original en el sitio destinado y pueden fijarse al defecto con adhesivo de fibrina.

Ejemplo 4: resultados de los ensayos PCR

En la tabla siguiente se reproducen los resultados de los ensayos PCR. El objeto de estos ensayos era
demostrar que el cultivo segun la presente invencion en una biomatriz preparada conforme a los ejemplos 1y 2 de la
presente invencion produce una rediferenciacion de los condrocitos. En la tabla puede verse que, partiendo de un cultivo
PO, los condrocitos pierden su capacidad de producir colageno de tipo Il durante los sucesivos pasajes convencionales
P1 y P2. Las células se desdiferencian en el curso de dichos pasajes. En cambio, un pasaje P2 realizado en una
biomatriz de la presente invencién produce la rediferenciacién de los condrocitos desdiferenciados, lo cual queda
confirmado por la recuperacion de la capacidad de generar coldgeno de tipo II.

Tabla: resultados de los ensayos PCR:

se aisl6 el ARN de los condrocitos de cada cultivo y se transcribié en cADN.

PO-2D P1-2D P2-2D P2-colageno
2 x 10%/ml

3 semanas 2 semanas 3 semanas 3 semanas
-2-microglobulina + + + +
Colageno tipo | + + + +
Colageno tipo Il + - - +
Colageno tipo Xl + + + +
Bmp 2 + + + +
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Bmp 4 + + + +

Bmp 7 - - - -

La expresion (transcripcion) de los genes especificos de los condrocitos se ensayé por amplificacion PCR con
cebadores adecuados y subsiguiente electroforesis en gel:

- La B-2-microglobulina es un gen expresado constitutivamente y sirve de control positivo;
- los colagenos de tipo 1l y Xl son tipos de colageno especifico de los cartilagos;

- las proteinas morfogenéticas 6seas (Bmp) 2, 4 y 7 desempefian un papel en la diferenciacion del tejido
cartilaginoso.
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REIVINDICACIONES
1. Método de preparacion de una biomatriz de colageno, que comprende las siguientes etapas:
preparar fibras de colageno a partir de colas de rata;
transferir las fibras de colageno a una solucién de acido acético con un valor pH de 3,0 hasta 4,0;

5 incubar las fibras de colageno en la solucién de acido acético a una temperatura de 2 hasta 10°C durante un
periodo de 3 hasta 14 dias;

separar las particulas de colageno no disueltas, con lo cual se obtiene una solucién de colageno cuyo contenido
de colageno es de 3a 8 mg/ml; y

mezclar de la solucion de colageno obtenida con una solucién tampén de 7,5 hasta 8,5 de pH a una temperatura
10 de 2°C hasta 10°C y aumentar la temperatura para lograr la gelificacion, con lo cual se obtiene una biomatriz con
1,5 hasta 4,0 mg de colageno por 1 ml de biomatriz y un valor pH de 7,0 hasta 7,8.

2. Método segun la reivindicacion 1, en que el contenido de fibras de colageno en la solucién de acido acético es
de 8 hasta 12 mg por 1 ml de la solucion de acido acético.
3. Método segun la reivindicacion 1 o 2, en que la concentracion de la solucion de acido acético es del 0,1%.
15 4. Solucion de coladgeno preparada por el método segun una de las reivindicaciones 1 a 3.
5. Biomatriz preparada por el método segun una de las reivindicaciones 1 a 4.
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