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DESCRIPCION

Lamina celular de tipo muscular cardiaco, constructo tridimensional, tejido de tipo muscular cardiaco y proceso para
producir los mismos.

CAMPO TECNICO

Esta invencion se refiere a estructuras tridimensionales que comprenden laminas celulares de tipo miocardio, y
a tejidos de tipo miocardio para su uso en el campo biolégico, médico y en otros, asi como a procesos para producirlos y
a métodos terapéuticos que los utilizan.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

Con el propésito de construir tejidos miocardicos in vitro, se cultivan células miocardicas usando soportes
tridimensionales hechos de colageno o acido polilactico, y recientemente se han publicado muchos informes sobre esta
técnica. Por ejemplo, Eschenhagen y col. informaron sobre la reconstruccion tridimensional en una matriz de colageno
(Eschenhagen y col., Faseb. J., 11, 683-694, 1997). Carrier y col. informaron sobre estructuras que usan soportes
tridimensionales hechos de &cido polilactico (Carrier y col, Biotechnol. Bioeng., 64, 580-589, 1999). Li y col. informaron
sobre injertos cardiacos preparados en una malla de gelatina mediante técnicas de bioingenieria (Li y col., J. Thorac.
Cardiovasc. Surg., 119, 368-375, 2000). En cada una de las técnicas de la técnica anterior descritas en estas
referencias, las células miocardicas se cultivan en una matriz tridimensional para que realicen comportamientos de
contraccion y relajacion sobre un sustrato de cultivo. Sin embargo, las masas celulares obtenidas mediante estas
técnicas estan incrustadas en un gel o una esponja de alto peso molecular, y usarlas para un propésito en particular,
digamos, para un proposito médico, implica el problema de contaminacion por los materiales altos moleculares.
Ademas, no ha habido técnicas disponibles que permitan que las laminas celulares se coloquen una sobre otra.

También se ha informado sobre hallazgos relativos a cultivos celulares de tejidos no miocardicos tales como la
epidermis. Habitualmente, dicho cultivo celular se ha realizado sobre superficies vitreas o en las superficies de
polimeros sintéticos sometidos a una variedad de tratamientos. Por ejemplo, en los cultivos celulares se usan
ampliamente recipientes que estan hechos de poliestireno y a los que se les dan tratamientos superficiales tales como
radiacion con rayos y y recubrimientos de silicona. Las células cultivadas y crecidas en estos recipientes son raspadas y
recuperadas de su superficie mediante un tratamiento con enzimas proteoliticas tales como tripsina, o con sustancias
quimicas.

La Publicacion de Patente Japonesa N° 23191-1990 describe un método para producir membranas
transplantables de tejido queratinoso cultivando queratinocitos en un recipiente de cultivo en unas condiciones en las
gue se forma una membrana de tejido queratinoso en la superficie del recipiente, y raspando enzimaticamente la
membrana de tejido. Especificamente, se desvela una técnica en la que se hacen crecer células 3T3 como capa
alimentadora, y se apilan en miltiples capas, y la lamina celular resultante se recupera con una enzima proteolitica
dispasa. Sin embargo, el método descrito en la patente ha tenido los siguientes defectos.

1) la dispasa es de origen bacteriano, y la lamina celular recuperada debe lavarse meticulosamente.

(2)_ _ las condiciones del tratamiento con dispasa difieren de una célula cultivada a otra, y el tratamiento requiere
pericia.

3) las células epidérmicas cultivadas son activadas patolégicamente mediante un tratamiento con dispasa.

4) el tratamiento con dispasa descompone la matriz extracelular.

(5) como resultado, la parte enferma en la que se ha injertado la lamina celular recuperada es susceptible de
infeccion.

Con estos convenientes, es dificil que el método descrito en la Publicacion de Patente Japonesa N°
23191/2000 se aplique a la construccion in vitro de tejidos de tipo miocardio.

La Publicacién de Patente Japonesa abierta a consulta por el pablico N° 192138/1993 describe un método para
cultivar células cutaneas preparando un soporte de un cultivo celular con una superficie de sustrato recubierta con un
polimero cuya temperatura de disolucion critica inferior o superior en agua es de 0-80°C, cultivar las células cutaneas en
el soporte de cultivo celular a una temperatura bien por debajo de la temperatura de disolucion critica superior o bien por
encima de la temperatura de disolucién critica inferior, y a continuacién desprender las células cutaneas cultivadas
llevando la temperatura bien por encima de la temperatura de disolucién critica superior o bien por debajo de la
temperatura de disolucion critica inferior. En este método se emplea el cambio de temperatura para desprender las
células del sustrato de cultivo recubierto con el polimero termosensible; sin embargo, el método no permite un raspado
celular eficiente, y la lamina celular obtenida ha tenido muchos defectos estructurales. Por consiguiente, el método
descrito en la Publicacién de Patente Japonesa abierta a consulta por el piblico N° 192138/1993 también es dificil de
aplicar a una construccion in vitro de tejidos de tipo miocardio.
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DESVELACION DE LA INVENCION

La presente invencién se ha realizado en un intento por resolver los anteriormente mencionados problemas de
la técnica anterior. Por lo tanto, un objeto de la invencién es proporcionar una estructura tridimensional de laminas
celulares de tipo miocardio hechas de células tisulares miocéardicas que conserven las funciones de contraccion y
relajacion, el acoplamiento eléctrico intercelular y la orientacion. Otro objeto de la invencion es proporcionar un método
en el que una lamina celular de tipo miocardio cultivada y crecida se pone en contacto intimo con una membrana
polimérica, y se raspa y se recupera de la superficie de un soporte facilmente, y morfolégicamente intacta, sin la
necesidad de un tratamiento con una enzima tal como la dispasa, sino cambiando la temperatura ambiental y
produciendo estructuras tridimensionales a partir de dichas laminas celulares.

Con objeto de lograr estos objetos, los presentes inventores realizaron esfuerzos de 1+D en los que fueron
revisados desde varios angulos. Como resultado, se averigué que podria construirse una lamina celular con menos
defectos estructurales y dotada de diversas capacidades que permitirian que funcionara como un tejido de tipo
miocardio in vitro mediante un proceso que comprende las etapas de cultivar células tisulares miocardicas en un soporte
de cultivo celular con una superficie de sustrato recubierta con un polimero termosensible, preparando asi una lamina
celular de tipo miocardio, tratar la lamina para apilar las células de tipo miocardio mediante un método especifico, a
continuacion llevar la temperatura de la disolucion de cultivo bien por encima del punto de disolucién critica superior o
bien por debajo del punto de disolucion critica inferior, poner la lAmina de células cultivadas y apiladas en contacto
intimo con una membrana polimérica, y desprender la ldmina junto con la membrana polimérica. También se averigu6
gue la lamina celular podria construirse mediante un método especifico para darle una estructura tridimensional. La
presente invencion se ha realizado sobre la base de estos hallazgos.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona una estructura tridimensional de laminas celulares cultivadas de
tipo miocardio hecha de células tisulares miocardicas que conservan las funciones de contraccion y relajacion, el
acoplamiento eléctrico intercelular y la orientacion.

La invencién también proporciona una estructura tridimensional de células cultivadas de tipo miocardio que
conserva las funciones de contraccion y relajacion, asi como el acoplamiento eléctrico intercelular tridimensional y la
orientacion, formando dicha estructura cavidades tubulares de células endoteliales vasculares y/o teniendo una capa
celular exterior Unica de tipo epicardio.

La invencién proporciona adicionalmente un proceso para producir una estructura tridimensional de laminas
celulares de tipo miocardio que comprende cultivar las células en un soporte de cultivo celular con una superficie del
sustrato recubierta con un polimero termosensible cuya temperatura de disolucion critica superior o inferior en agua es
de 0-80°C, y subsiguientemente:

Q) llevar la temperatura de la disolucién de cultivo por encima de la temperatura de disolucién critica
superior o por debajo de la temperatura de disolucién critica inferior, y opcionalmente;

2 poner la lAmina celular cultivada en contacto intimo con una membrana polimérica; y

) desprender la membrana celular junto con la membrana polimérica, donde la lamina celular de tipo
miocardio en contacto intimo con la membrana polimérica obtenida mediante el proceso descrito anteriormente
se deja adherir de nuevo a un soporte de cultivo celular, a un soporte de cultivo celular recubierto con un
polimero termosensible, a una membrana polimérica o a otra lamina celular, a continuacion se desprende la
membrana polimérica en contacto intimo, y se repite el mismo procedimiento para formar una estructura
tridimensional de células de tipo miocardio.

Ademas, la presente invencion proporciona una estructura tridimensional que se produce mediante los procesos
descritos anteriormente.

Adicionalmente segun la invencién, la anteriormente descrita estructura celular tridimensional de células de tipo
miocardio es alojada en el cuerpo vivo para proporcionar un tejido de tipo miocardio en el que hay cavidades tubulares
formadas de células endoteliales vasculares enddgenas en dicha estructura tridimensional de células de tipo miocardio,
y/o se permite que las células endoteliales vasculares del tejido que rodea el injerto alojado crezcan hacia dentro y
formen cavidades tubulares, formando asi vasos sanguineos.

Ademas, la presente invencién proporciona la anteriormente descrita estructura tridimensional de células de
tipo miocardio o dicho tejido de tipo miocardio, que son adecuados para su uso en el tratamiento de una enfermedad
cardiaca y otras enfermedades relacionadas con los érganos circulatorios o enfermedades relacionadas con los érganos
digestivos.

Aln ademads, la presente invencion proporciona un método para tratar una enfermedad cardiaca y otras
enfermedades relacionadas con los 6rganos circulatorios o enfermedades relacionadas con los 6rganos digestivos, que
usa la estructura tridimensional descrita anteriormente de células de tipo miocardio o dicho tejido de tipo miocardio.

Segun la presente invencién descrita anteriormente, la ldmina celular de tipo miocardio puede recuperarse sin
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contaminacion por parte de una tercera sustancia y con un dafio minimo, y superponiendo una pluralidad de dichas
laminas de tipo miocardio puede construirse in vitro un tejido de tipo miocardio y es comparable a un tejido miocardico in
vivo en que tiene las funciones de contraccion y relajacion, de estimulacién eléctrica intercelular y de orientacién. La
estructura tridimensional proporcionada por la invencién no ha estado disponible mediante la técnica anterior, y por lo
tanto, la presente invencion es considerablemente valiosa.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Fig. 1 muestra en micrografias el crecimiento de células miocardicas que fueron cultivadas en una placa de cultivo
termosensible (injertadas en una cantidad de 2,0 ug/cmz) en comparacion con el crecimiento en una placa de cultivo
comercial no recubierta con un polimero termosensible.

La Fig. 2 muestra los graficos de motilidad de las células miocardicas que fueron cultivadas en una placa de cultivo
termosensible (injertadas en una cantidad de 2,0 ug/cmz) en comparacion con la motilidad en una placa de cultivo
comercial no recubierta con un polimero termosensible.

La Fig. 3 muestra en micrografias el cambio morfolégico de una lamina de células miocéardicas que fueron sometidas a
un tratamiento a baja temperatura después del cultivo en una placa de cultivo en la que se injertd poli(N-
isopropilacrilamida).

La Fig. 4 ilustra la manipulacion bidimensional (método de manipulaciéon (1)) para producir una lamina de células
miocardicas.

La Fig. 5 muestra en micrografias los cambios morfolégicos que se produjeron en el citoesqueleto (actina F) y en los
nucleos celulares (Nucleos) durante el método de manipulacion (1).

La Fig. 6 muestra los graficos de motilidad de las células miocardicas que se corresponden con los tres estados
mostrados en la Fig. 5.

La Fig. 7 ilustra un procedimiento (método de manipulacion (2)) para producir una estructura tridimensional consistente
en dos capas de células de tipo miocardio realizando el método de manipulacién (1) dos veces.

La Fig. 8 muestra en micrografias secciones transversales de una lamina de células miocardicas y una estructura
tridimensional que fueron producidas mediante los métodos de manipulacion (1) y (2), respectivamente.

La Fig. 9 ilustra un procedimiento (método de manipulacién (3)) en el que la membrana polimérica usada en el método
de manipulacién (1) fue sustituida por una malla polimérica, y al desprender la lamina celular miocardica se le dio la
vuelta junto con la malla polimérica y se fij6 en una placa de cultivo.

La Fig. 10 ilustra un procedimiento (método de manipulacion (4)) en el que la malla polimérica fue fijada previamente en
una placa de cultivo aparte, a la que subsiguientemente se transfiri6 una lamina celular miocardica segun el método de
manipulacion (1).

La Fig. 11 muestra en micrografias una superficie de la lamina celular miocéardica producida mediante el método de
manipulacion (3) (la foto superior) y una seccion transversal de la misma lamina celular después de la tincién con H. E.
(la foto inferior).

La Fig. 12 muestra en micrografias la lamina celular miocardica producida mediante el método de manipulacion (3) (las
fotos superiores), asi como muestra en diagramas la motilidad de la misma lamina celular.

La Fig. 13 muestra en micrografias secciones transversales de una estructura tridimensional de células de tipo
miocardio que fue producida mediante el método de manipulacioén (3) y tefiida con hematoxilina-eosina.

La Fig. 14 es un par de micrografias, la foto superior de la cual es una seccién transversal de una estructura
tridimensional de células de tipo miocardio cultivadas que fue producida mediante el método de manipulacion (3) y
tefiida con hematoxilina-eosina.

La Fig. 15 ilustra un procedimiento (método de manipulacion (5)) para producir una estructura tridimensional de dos
capas de células de tipo miocardio mediante una mejora del método de manipulacion (3).

La Fig. 16 muestra en micrografias una superficie de la estructura tridimensional de células de tipo miocardio que fue
producida mediante el método de manipulacion (5) (la foto superior) y una seccion transversal de la misma estructura
después de la tincion con H. E. (la foto inferior).

La Fig. 17 ilustra la transmision de un estimulo eléctrico desde una lamina celular de tipo miocardio a otra que estaba en
superposicion parcial con la primera lamina.

La Fig. 18 muestra en diagramas los complejos electrocardiograficos de un corazén de un raton hospedador y de una
estructura celular injertada que se uso6 en el Ejemplo 2.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2357764 T3

La Fig. 19 es una micrografia que muestra un corte tisular tefiido con Azan alrededor de la estructura celular injertada en
una rata en el Ejemplo 2.

La Fig. 20 es una micrografia que muestra un corte tisular tefiido con Factor VIII alrededor de la estructura celular
injertada en una rata en el Ejemplo 2.

MEJOR MODO DE LLEVAR A CABO LA INVENCION

Las células tisulares miocardicas que se van a usar en la invenciéon no estan limitadas de ningin modo en
particular siempre que se obtengan a partir de un corazon vivo y habitualmente haya alrededor de ellas células
miocéardicas, células endoteliales vasculares y fibroblastos. Cultivando estas células se puede producir una lamina
celular cultivada de tipo miocardio en monocapa a la que se le da una forma tridimensional mediante un método
especifico, produciendo una estructura tridimensional de células cultivadas de tipo miocardio.

La lamina celular cultivada de tipo miocardio y la estructura tridimensional descritas en este documento estan
exentas de cualquier dafio que de otro modo seria causado por el tratamiento con enzimas proteoliticas tales como la
dispasa y la tripsina durante el cultivo. Por lo tanto, la lamina celular y la estructura tridimensional que son desprendidas
del sustrato pueden recuperarse como masas celulares adecuadamente fuertes que conservan las proteinas
intercelulares que mantienen las capacidades caracteristicas de las células miocéardicas, tales como las funciones de
contraccion y relajacion, el acoplamiento eléctrico intercelular y la orientacion. La estructura tridimensional también se
presenta con varias disposiciones celulares caracteristicas que se asemejan a los tejidos vivos, segun se ejemplifica
mediante la formacion de epicardio formado por tejido conectivo y la formacion de cavidades tubulares a partir de
células endoteliales vasculares. Descrito especificamente, si se usa una enzima habitual tal como tripsina, las
estructuras de desmosomas intercelulares y la proteina de célula a sustrato que se asemeja a la lamina basal rara vez
se mantienen intactas, y por lo tanto, las células se separan individualmente cuando son desprendidas del sustrato. De
entre las enzimas proteoliticas aplicables, se sabe que la dispasa, que destruye practicamente toda la proteina de célula
al sustrato que se asemeja a la lamina basal, es capaz de permitir que las células sean desprendidas del sustrato
manteniendo el 10-60% de las estructuras de desmosomas intactas. Sin embargo, la lamina celular obtenida sélo tiene
una pequefia resistencia. Por el contrario, las estructuras de desmosomas y la proteina de tipo lamina basal
permanecen cada una al menos un 80% en la lamina celular descrita en este documento, y pueden obtenerse las
diversas ventajas descritas anteriormente.

El polimero termosensible usado para recubrir el sustrato del soporte de cultivo celular tiene una temperatura
de disolucion critica superior o inferior en disolucién acuosa que esta generalmente en el intervalo de 0°C - 80°C,
preferiblemente de 20°C - 50°C. Si la temperatura de disolucion critica superior o inferior supera los 80°C, las células
pueden potencialmente morir, y esto no es preferible. Si la temperatura de disolucién critica superior o inferior es menor
de 0°C, la tasa de crecimiento celular habitualmente caera hasta un punto extremo o las células moriran, lo que no es
preferible tampoco.

El polimero termosensible que se va a usar en la invencién puede ser un homopolimero o un copolimero.
Algunos ejemplos de polimero se describen en la Publicacién de Patente Japonesa abierta a consulta por el publico N°©
211865/1990. Especificamente, se obtienen mediante homo o copolimerizacién de los siguientes monémeros. Algunos
mondémeros Utiles incluyen, por ejemplo, compuestos de metacrilamida, derivados de metacrilamida N-(o N,N-di)alquil
sustituidos y derivados de éteres de vinilo; en el caso de copolimeros pueden emplearse dos o mas cualesquiera de
estos mondmeros. Ademas, esos mondémeros pueden copolimerizarse con otros mondémeros, o un polimero puede
injertarse en otro, o pueden copolimerizarse dos polimeros o puede emplearse una mezcla de un polimero y un
copolimero. Si se desea, pueden reticularse los polimeros hasta un grado que no deteriore sus propiedades inherentes.

El sustrato que va a ser provisto con recubrimientos puede ser de cualquier tipo, incluyendo aquellos que se
usan habitualmente en cultivos celulares, segun se ejemplifica mediante vidrio, vidrio modificado y compuestos tales
como poliestireno y polimetacrilato de metilo, asi como sustancias a las que generalmente puede darse forma, por
ejemplo, compuestos poliméricos distintos a los enumerados anteriormente, y ceramicas.

El método para recubrir el soporte con el polimero termosensible no esta limitado en modo alguno, y puede
estar de acuerdo con la desvelacion de la Publicacion de Patente Japonesa abierta a consulta por el publico N°
211865/1990. Especificamente, dicho recubrimiento puede realizarse sometiendo el sustrato y el monémero o el
polimero mencionado anteriormente a una exposicion a haz de electrones (electron beam, EB), irradiacion con rayos vy,
irradiacion con rayos uv, tratamiento con plasma, tratamiento con corona y reaccion de polimerizacién orgéanica, o
pueden adoptarse otras técnicas tales como adsorcién fisica, conseguidas mediante la aplicacion y el moldeado del
recubrimiento.

En la presente invencidn, las células miocardicas son cultivadas en el soporte de cultivo celular (por ejemplo,
una placa de cultivo celular) que ha sido preparada segun se describié anteriormente. La temperatura del medio no esta
limitada a ningun valor en particular; si el anteriormente mencionado polimero que forma el recubrimiento de la
superficie de sustrato tiene una temperatura de disolucion critica superior, la temperatura del medio puede ser inferior a
dicha temperatura de solucién critica superior; si dicho polimero tiene una temperatura de disolucion critican inferior, la
temperatura del medio puede ser mayor que dicha temperatura de solucién critica inferior. Por supuesto, el cultivo es
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inapropiado si esta en un intervalo bajo de temperatura en el que las células cultivadas no crecen, o en un intervalo alto
de temperatura en el que las células cultivadas mueren. Las condiciones de cultivo distintas a la temperatura pueden ser
las adoptadas en las técnicas convencionales y no estan limitadas en ningin modo en particular. Por ejemplo, el medio
que se va a usar puede ser uno que esté complementado con sueros tales como suero bovino fetal (fetal calf serum,
FCS); alternativamente puede ser un medio exento de suero o uno que no esté complementado con ningun suero.

En el método de la invencion, el tiempo de cultivo puede establecerse segin el procedimiento mencionado
anteriormente en un valor que se adecuUe al objeto especifico de uso de la lamina celular de tipo miocardio o de la
estructura tridimensional. Con objeto de desprender y recuperar la lamina celular de tipo miocardio o la estructura
tridimensional cultivadas del material de soporte, la lamina celular o la estructura tridimensional cultivadas bien se
mantienen como tales o bien se ponen opcionalmente en contacto intimo con la membrana polimérica, y la temperatura
del material de soporte en el que estan adheridas la células se lleva por encima de la temperatura de disolucién critica
superior del polimero con el que esta recubierto el sustrato del soporte, o por debajo de su temperatura de disolucion
critica interior, mediante lo cual la lamina celular o la estructura tridimensional cultivadas pueden desprenderse del
sustrato separada o conjuntamente con la membrana polimérica con la que se han puesto en contacto intimo. El
desprendimiento de la lamina celular de tipo miocardio o de la estructura tridimensional puede realizarse no sélo en la
disoluciéon de cultivo usada para cultivar las células miocéardicas, sino también en otras soluciones isotonicas; la
disolucion adecuada puede elegirse segun el objeto especifico. Algunos ejemplos de la membrana polimérica que
puede opcionalmente usarse para conseguir el contacto intimo con la lamina celular o la estructura tridimensional
incluyen difluoruro de polivinilideno (polyvinylidene difluoride, PVDF), polipropileno, polietileno, celulosa y sus derivados,
asi como chitin, chitosan, colageno, papeles tales como papel japonés, poliuretano, materiales poliméricos de tipo red o
media elastica tales como Spandex, etc. Usando materiales poliméricos de tipo red o media elastica se pueden producir
laminas celulares y estructuras tridimensionales con mas grados de libertad y unas capacidades adicionales de
contraccion y relajacion. El método de produccién de la estructura tridimensional de las células miocardicas segun la
invencién no esta limitado a ningun tipo en particular; un método ejemplar es usar la lamina celular cultivada miocardica
en contacto intimo con la membrana polimérica mencionada anteriormente. Pueden darse los siguientes métodos como
ejemplos especificos.

(1) Se deja que la lamina celular en contacto intimo con la membrana polimérica se adhiera al soporte del cultivo
celular, y a continuacion se afiade medio para desprender la membrana polimérica de la lamina celular; a
continuacion, se deja que la lamina celular en intimo contacto con otra membrana polimérica se adhiera a la
primera lamina; este proceso se repite para formar una pila de laminas.

(2) Se le da la vuelta a la lamina celular en contacto intimo con la membrana polimérica y se fija en el soporte del
cultivo celular de forma que la membrana polimérica entre en contacto con el soporte; se deja que otra lamina
celular se adhiera a la primera l&mina celular; a continuacién se afiade medio para desprender la membrana
polimérica de la segunda lamina celular, a la que se deja adherir otra lamina celular mas; este proceso se repite
para formar una pila de laminas.

(3) Se deja que dos laminas celulares en intimo contacto con la membrana polimérica se adhieran entre si.

Con objeto de desprender y recuperar la ldamina celular de tipo miocardio y la estructura tridimensional con alta
eficacia, puede golpearse el soporte del cultivo celular o sacudirse suavemente, agitando el medio con una pipeta, y
pueden emplearse otros métodos solos o combinados. Ademas, la lamina celular de tipo miocardio puede lavarse
opcionalmente con una disolucién isotonica y similares para desprenderla y recuperarla.

La lamina celular de tipo miocardio o la estructura tridimensional que han sido desprendidas del sustrato pueden
estirarse en una direcciéon especifica para producir una lamina celular o una estructura tridimensional orientada. El
método de estiramiento no esta limitado en modo alguno, y un ejemplo es el uso de un aparato de traccion tal como
Tensilon, o simplemente tirando de la lamina o la estructura con unas pinzas. Al estar orientada, a la lamina celular o a
la estructura tridimensional puede darse direccionalidad en su movimiento. Dado que esto permite que la lamina celular
o la estructura tridimensional se cologquen sobre un drgano especifico asegurando que serd conforme con su
movimiento, pueden aplicarse en érganos con alta eficacia.

La estructura tridimensional producida mediante los métodos descritos anteriormente no ha sido alcanzable
mediante los métodos de la técnica anterior. La estructura tridimensional producida conserva la lamina basal que ha
sido cortada en la técnica anterior, asi que no importa en qué parte del cuerpo vivo se aloje, incluyendo brazos,
hombros, piernas y cualesquiera otras partes u 6rganos no cardiacos, la estructura tridimensional se adhiere lo
suficientemente viablemente al tejido circundante para que palpite en cualquier sitio en el que se injerte. La probable
razon para esto seria como sigue: tan pronto como la estructura tridimensional alojada se adhiere viablemente al tejido
vivo, comienza a contraerse y relajarse para sufrir hipoxia, y con objeto de compensar esto, las células endoteliales
vasculares crecen positivamente hacia dentro desde el tejido vivo para formar vasos sanguineos, mediante lo que no
solo el oxigeno sino también los nutrientes son suministrados adecuadamente a través de la sangre. De este modo, la
estructura tridimensional que ha sido alojada en el cuerpo vivo contribuye a la formacion in vivo de un tejido de tipo
miocardio. Se sostiene por tanto que tenga mayores promesas en injertos y otras aplicaciones clinicas.
Especificamente, si se injerta la estructura tridimensional o el tejido de tipo miocardio de la invenciéon en una zona del
corazén con una fuerza contractil debilitada, demostraran ser unas herramientas eficaces para tratar enfermedades
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cardiacas tales como infarto de miocardio; alternativamente, pueden aplicarse en los alrededores de los vasos
sanguineos con objeto de mejorar la circulacién, probando asi que son herramientas Utiles en el tratamiento de
abscesos graves, rigidez severa de nuca y disfuncién de la aorta.

Notese que el soporte de cultivo celular que se va a emplear en el método de la invencién puede usarse de
nuevo varias veces.

Ejemplos

En las paginas que siguen se describe con mayor detalle la presente invencion con referencia a los ejemplos,
gue en modo alguno pretenden limitar la invencion.

Ejemplo 1
(Materiales y aparatos usados)

1. Célula: se recolectaron y cultivaron células miocardicas de embrién de pollo primario mediante procedimientos
ordinarios (véase Cardiovasc. Res., 41, 641 (1999)).

2. Placa de cultivo: una placa de cultivo termosensible (injertada en una cantidad de 2,0 ug/cmz). Como control
se uso6 una placa de cultivo comercial (Falcon 3001) no recubierta con un polimero termosensible.

3. Medio: se us6 un medio consistente en 6% de FBS, 40% de medio 199, 0,2% de penicilina-estreptomicina,
glucosa 2,7 mM y 54% de disolucion salina fisiolégica (NaCl 116 mM, NaH,PO,4 1,0 mM, MgSO4 8 mM, KCI 1,18
mM, CaCl; 0,87 mM y NaHCOj3 26,2 mM).

4. Cultivo: las células miocéardicas de embridn de pollo primario se colocaron en placas en una placa de cultivo de
35 mm a una densidad celular de 0,5 x 10° células/cm?.

5. Las demas condiciones se correspondian con los procedimientos ordinarios.

6. Observacion de las células bajo el microscopio: se usaron un microscopio de contraste de fases (ET300 de
Nikon) y un microscopio de fluorescencia (DMIRB de Leica).

7. Método para medir los comportamientos de contraccion y relajacion: las fotografias tomadas con una camara
CCD (RS-170 de COHU) se sometieron a un analisis de imagen.

(Método)
Se empleé el siguiente método especifico para preparar las laminas celulares de tipo miocardio.

Se aislaron células miocardicas de un embrién de pollo de 10 dias usando tripsina y se cultivaron en una placa
de cultivo termosensible, a saber, una placa de cultivo en la que se habia injertado poli(N-isopropilacrilamida) (PIPAAm).
Con objeto de reducir la adhesion a las células se usaron mallas de diversos polimeros como soportes y se sometieron
a un tratamiento a baja temperatura (20°C). La lamina celular miocéardica que se adheria a la malla se desprendi6 de la
placa de cultivo, sobre la que se le dio la vuelta, y se cultivd en estado libre. La malla que se adheria a la lamina celular
miocérdica se apil6 sobre otra lamina celular miocéardica que habia sido cultivada en una placa de cultivo termosensible;
tras un tratamiento a baja temperatura, a las laminas celulares miocardicas se les dio la vuelta junto con la malla y se
cultivaron. La morfologia celular se visualiza tomando imagenes de cortes tisulares (teflidos con H. E. y Azan). Las
funciones de contraccion y relajacion de las células cardiacas se cuantificaron usando un analizador de imagenes
usando imagenes que fueron registradas con un VTR a través de una camara CCD conectada a un microscopio.
Aunque el método de cuantificacion no esta limitado a un modo en particular, un ejemplo puede ser tal que haya areas
visibles de baja y alta densidad incluidas en el citoplasma, y se monitorizan sus movimientos con el analizador de
imagenes y se determinan sus loci.

(Resultados)

La Fig. 1 muestra en micrografias el crecimiento de células miocéardicas que fueron cultivadas en una placa de
cultivo termosensible (injertadas en una cantidad de 2,0 ug/cmz) en comparacion con el crecimiento en una placa de
cultivo comercial no recubierta con un polimero termosensible. En la Fig. 1, Normal se refiere al caso en el que el cultivo
estaba efectuado en la placa de cultivo comercial, y PIPAAm se refiere al caso del cultivo en la placa de cultivo
termosensible. Escaso indica un crecimiento escaso de las células miocardicas, y Confluyente indica confluencia de las
células miocardicas. A partir de la Fig. 1 puede observarse que las células miocéardicas eran tan confluyentes en la placa
de cultivo injertada con poli(N-isopropilacrilamida) como en la placa de cultivo comercial normal.

La Fig. 2 muestra en diagramas la motilidad de las células miocardicas cultivadas en la placa de cultivo
termosensible (injertadas en una cantidad de 2,0 pg/cmz) en comparacion con la motilidad en la placa de cultivo
comercial no recubierta con polimero termosensible. En la Fig. 2, Normal se refiere al caso en el que el cultivo estaba
efectuado en la placa de cultivo comercial, y PIPAAmM se refiere al caso del cultivo en la placa de cultivo termosensible.
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Movimiento muestra el resultado de la medida de la amplitud celular con el analizador de iméagenes, que refleja la
contraccion y la relajacion de las células miocardicas. A partir de la Fig. 2 puede observarse que las células miocardicas
cultivadas en la placa de cultivo injertada con poli(N-isopropilacrilamida) tenian unas funciones de contraccién y
relajacion comparables a las células miocardicas cultivadas en la placa de cultivo comercial normal. La diferencia es las
células miocérdicas cultivadas en la placa de cultivo injertada con poli(N-isopropilacrilamida) variaban en un intervalo
menor, dado que estaban adheridas mas firmemente a la placa.

La Fig. 3 muestra en micrografias el cambio morfol6gico de las células miocardicas que fueron sometidas a un
tratamiento a baja temperatura tras el cultivo en la placa de cultivo injertada con poli(N-isopropilacrilamida). En la Fig. 3,
Pre muestra la morfologia de las células miocardicas antes del tratamiento a baja temperatura, y Post, tras el
tratamiento a baja temperatura. A partir de la Fig. 3 esta claro que las células de la placa de cultivo injertada con poli(N-
isopropilacrilamida) pudieron desprenderse mediante el tratamiento a baja temperatura.

La Fig. 4 ilustra la manipulacion bidimensional para producir una lamina celular miocardica y este método se
denomina en lo sucesivo método de manipulacion (1). La primera etapa de este método es cultivar las células
miocardicas en la placa de cultivo injertada con poliisopropilacrilamida. Después de alcanzar la confluencia, las células
se sometieron a un tratamiento a baja temperatura en contacto intimo con una membrana polimérica (difluoruro de
polivinilideno), se desprendieron de la placa de cultivo y se transfirieron a otra placa de cultivo. En la Fig. 4, membrana
de Soporte se refiere a la membrana polimérica, placa injertada con PIPAAm se refiere a la placa de cultivo injertada
con poli(N-isopropilacrilamida), placa de cultivo Normal se refiere a la placa de cultivo comercial normal, y lamina celular
cardiaca Recuperada se refiere a la lamina celular miocéardica recuperada.

La Fig. 5 muestra en micrografias los cambios morfolégicos que se produjeron en el citoesqueleto (actina F) y
en los nucleos celulares (Nucleos) durante el método de manipulacion (1). En la Fig. 5, ldmina Normal se refiere a las
células cultivadas en la placa de cultivo injertada con poli(N-isopropilacrilamida), lamina Contraida se refiere a las
células que se enrollaron sobre si mismas después de desprender la lamina de la placa, y lamina Recuperada se refiere
a la lamina celular miocardica que se dejo adherir de nuevo a un soporte de cultivo celular después de ser recuperada
junto con la membrana polimérica. A partir de Fig. 5 esté claro que la ldmina celular transferida en la placa de cultivo
aparte (identificada como lamina Recuperada en la Fig. 5) podria reproducir la morfologia de las células antes de la
transferencia.

La Fig. 6 muestra en diagramas la motilidad de las células miocéardicas que se corresponde con los tres
estados mostrados en la Fig. 5. Movimiento muestra el resultado de la medida de la amplitud celular con el analizador
de iméagenes, que refleja la contraccion y la relajacion de las células miocéardicas. La Fig. 6 respalda que las funciones
de contraccion y relajacion de las células miocardicas se mantuvieron tanto antes como después de realizar el método
de manipulacién (1) (comparar la lamina Normal con la lamina Recuperada). La lamina celular que no se desprendio
junto con la membrana polimérica pudo desprenderse del soporte del cultivo mediante el tratamiento a baja temperatura;
sin embargo, la ldmina celular se contrajo y se enroll6 sobre si misma, impidiendo a las células mostrar las deseadas
funciones de contraccion y relajacion.

La Fig. 7 ilustra un método para producir una estructura tridimensional consistente en dos capas de células
miocardicas realizando el método de manipulacion (1) dos veces, y el método se denomina en lo sucesivo método de
manipulacion (2). En el método de manipulacion (2), la lamina celular en intimo contacto con la membrana polimérica se
deja adherir al soporte de cultivo celular, y a continuacion se afiade medio para desprender la membrana polimérica de
la lamina celular, que se deja adherir a otra lamina celular en contacto intimo con la membrana polimérica; este proceso
se repite para apilar laAminas celulares.

En la Fig. 7, membrana de Soporte se refiere a la membrana polimérica, mientras que placa de cultivo injertada
con PIPAAmM y placa de cultivo Normal tienen los mismos significados a los definidos anteriormente, y laminas celulares
cardiacas Apiladas se refiere a las laminas celulares miocardicas en dos capas.

La Fig. 8 muestra en micrografias secciones transversales de laminas celulares miocéardicas que fueron
producidas mediante los métodos de manipulacion (1) y (2). Ambos tipos de laminas celulares miocéardicas se tifieron
con hematoxilina-eosina. En la Fig. 8, capa Individual muestra el aspecto en seccion transversal de las células
miocardicas (como capa individual) que fueron producidas mediante el método de manipulacién (1) y capas Dobles
muestra el aspecto en seccion transversal de las células miocardicas (como capa doble) que fueron producidas
mediante el método de manipulacién (2). Tincion con Hematoxilina-eosina significa aquellas laminas celulares que
fueron tefiidas con hematoxilina-eosina.

La Fig. 9 ilustra un método en el que la membrana polimérica usada en el método de manipulacion (1) fue
sustituida por una malla polimérica, y se le dio la vuelta a la lamina celular miocardica junto con la malla polimérica al ser
desprendida, y se fij6 en una placa de cultivo, y el método se denomina en lo sucesivo método de manipulacion (3).
Segun el método de manipulacion (3), la malla usada como material polimérico en contacto con la lamina celular
miocéardica ayudd a incrementar sus funciones de contraccion y relajaciéon. En la Fig. 9, Malla se refiere a la malla
polimérica, mientras que placa injertada con PIPAAm y placa de cultivo Normal tienen los mismos significados a los
definidos anteriormente, lamina celular cardiaca libre Recuperada se refiere a la lamina celular miocéardica libre
recuperada, e Invertir significa dar la vuelta a la lamina celular miocardica desprendida en la placa de cultivo junto con la
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malla polimérica.

La Fig. 10 ilustra un método en el que la malla polimérica fue fijada previamente sobre una placa de cultivo
aparte, a la que subsiguientemente se transfirié una lamina celular miocardica segin el método de manipulacion (1) y el
método se denomina en lo sucesivo método de manipulacion (4). En la Fig. 10, membrana de Soporte, placa injertada
con PIPAAm y lamina celular cardiaca libre Recuperada tienen los mismos significados a los definidos anteriormente, y
Malla en una placa de cultivo se refiere a la malla fijada en la placa de cultivo.

La Fig. 11 muestra en micrografias una superficie de la lamina celular miocardica producida mediante el
método de manipulacion (3) (la foto superior) y una seccion transversal de la misma lamina celular después de una
tincién con H. E. (la foto inferior). En la Fig. 11, Malla tiene el mismo significado de antes, ldmina cardiaca Libre se
refiere a la lamina celular miocardica libre, y vista de la seccion Transversal (H. E.) muestra una seccion transversal de
la ldamina tefiida con H. E..

La Fig. 12 muestra en micrografias la lamina celular miocardica producida mediante el método de manipulacion
(3) (las fotos superiores), asi como muestra en diagramas la motilidad de la misma lamina celular. En la Fig. 12,
Movimiento tiene el mismo significado al definido anteriormente, En la placa se refiere a la lamina celular en una placa
de cultivo, y En la malla se refiere a la lamina celular en la malla. A partir de la Fig. 12 puede observarse que el soporte
en forma de malla contribuia a incrementar los cambios en la motilidad de las células miocéardicas.

La Fig. 13 muestra en micrografias secciones transversales de una lAmina celular miocérdica cultivada que fue
producida mediante el método de manipulacion (3) y tefiida con hematoxilina-eosina.

La Fig. 14 muestra en micrografias secciones transversales del tejido miocardico en una lamina celular
miocardica cultivada que fue producida mediante el método de manipulacién (3) y tefiida con hematoxilina-eosina (la
foto superior) y un tejido miocardico de un embrién de pollo en el dia 10 (la foto inferior). A partir de la Fig. 14 puede
observarse que el tejido miocardico obtenido mediante el método de la invencion tiene una estructura muy similar al
tejido in vivo.

La Fig. 15 ilustra un método de produccion de una lamina celular miocéardica en bicapa mediante una mejora
del método de manipulacion (3) y el método se denomina en lo sucesivo método de manipulacién (5). En el método de
manipulacion (5), se usa una media elastica como malla polimérica. En la Fig. 15, Malla, placa injertada con PIPAAm,
Invertir y placa de cultivo Normal tienen los mismos significados a los definidos anteriormente. Laminas celulares
cardiacas libres Recuperadas (Doble) se refiere a las laminas celulares miocardicas libre recuperadas (en dos capas).

La Fig. 16 muestra en micrografias una superficie de la lamina celular miocardica de doble capa que fue
producida mediante el método de manipulacién (5) (la foto superior) y una seccion transversal de la misma lamina
después de la tincion con H. E. (la foto inferior). En la Fig. 16, Malla y vista en secciéon Transversal (H. E.) tienen los
mismos significados a los definidos anteriormente. Individual en la foto superior representa la primera capa y Doble, la
segunda capa.

La Fig. 17 ilustra la transmision de un estimulo eléctrico desde una lamina celular de tipo miocardio (en el lado
derecho de la Figura e indicada por a) a otra lamina celular que estaba en superposicion parcial con la primera lamina
(en el lado izquierdo de la Figura e indicada por b). Dado que la Fig. 17 es un dibujo alargado horizontalmente, las
posiciones verticales relativas se muestran como rotadas en sentido antihorario a través de 90 grados. En la Fig. 17,
estimulacién Eléctrica significa estimulos eléctricos pulsados enviados desde la lamina celular del lado derecho, y las
barras verticales que aparecen en la Ultima mitad (del lado derecho) de la linea que se extiende desde debajo de
estimulacién Eléctrica representan los estimulos pulsados. Los estimulos aplicados trasmitidos a la lamina celular del
lado izquierdo se midieron observando la amplitud celular definida anteriormente con un analizador de imagenes (segln
se indica mediante la observacion en la Fig. 17). En la Fig. 17, Movimiento se refiere al resultado de la medida de la
amplitud celular con el analizador de imagenes, y latido Espontaneo se refiere al comportamiento de las células a las
gue se les aplicaron los estimulos eléctricos. Obviamente, los estimulos eléctricos aplicados a una lamina celular
incrementaban el ritmo de contraccion y relajacion de la otra lamina celular. Esto significa que las laminas celulares de
tipo miocardio producidas mediante la presente invencion conservan el acoplamiento eléctrico intercelular no sélo dentro
de una lamina sino también entre dos laminas superpuestas.

(Discusion)
El Ejemplo 1y los resultados mostrados en las Figs. 1-17 revelaron lo siguiente.

Q) La lamina celular miocéardica en la malla y su estructura tridimensional se contraian y se relajaban en
mayor grado que cuando estaban fijadas en la superficie interior de una placa de cultivo. Esto podria ser porque
las células individuales adquirian méas grados de libertad al ser desprendidas de la placa de cultivo.

2 Cuando las laminas celulares miocardicas se apilaban para producir una estructura tridimensional, se
encontré que dos laminas se adherian firmemente entre si en un corte tisular. Ademas, las laminas celulares
miocardicas apiladas latian en sincronismo general, sugiriendo el acoplamiento eléctrico entre las dos laminas.
Cuando toda la lamina celular miocardica se contraia en una direccion de la malla, las células miocardicas se
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alineaban para formar manojos tridimensionales en una direccién perpendicular a la primera direcciéon; como
resultado, las células miocardicas se orientaban y latian en la direccion del eje principal.

) Como resultado de un cultivo prolongado (de 5 dias), se observéd una capa celular individual de tipo
epicardio alrededor de los manojos de células miocardicas en la seccion transversal del corte tisular.

Ejemplo 2

Se aislaron células miocéardicas de una rata recién nacida con colagenasa y se colocaron en placas en la
misma placa de cultivo termosensible a la usada en el Ejemplo 1. El cultivo se realiz6 durante 4 dias con el mismo
medio y en las mismas condiciones que en el Ejemplo 1, y la ldamina celular miocardica confluyente se desprendid
mediante un tratamiento a baja temperatura. Se colocaron dos laminas celulares desprendidas de tipo miocardio una
sobre la otra pipeteando en la disolucién de cultivo. Esto se realiz6 sin usar una membrana polimérica, y segun se
contraian las laminas miocardicas después de ser desprendidas se colocaron inmediatamente en superposicién. En
aproximadamente 20 minutos, las dos laminas se adhirieron firmemente la una a la otra. La estructura tridimensional
obtenida se transplanto en el tejido subcutaneo dorsal de una rata atimica (rata con inmunodeficiencia F344) mediante
un método convencional.

Como muestra la Fig. 18, se observé un complejo electrocardiografico en la superficie corporal de la rata
inmediatamente después del trasplante; era independiente del latido del corazén de la rata hospedadora, y se originaba
en la estructura celular injertada. Tres semanas después del trasplante se hizo una incision en el sitio del injerto, y tanto
el latido de la estructura celular injertada como la neogénesis de vasos sanguineos en esa estructura que crecia a partir
del tejido vivo fueron reconocidos a simple vista.

La Fig. 19 es una micrografia que muestra un corte tisular tefiido con H. E. y Azan alrededor de la estructura
celular injertada. La estructura celular injertada era un tejido muscular y se tifid de rojo, mientras que el tejido
subcutaneo en el que estaba injertada era un tejido conectivo y se tifi6 de azul. En la estructura celular injertada se
reconocen los vasos sanguineos tefiidos de rojo, indicando la presencia de eritrocitos en los vasos. La formacion de
vasos sanguineos en la estructura celular injertada también pudo verificarse a partir de la Fig. 20, que es una
micrografia que muestra el resultado de una inmunotincién con Factor VIII caracterizada por la tincion selectiva de las
células endoteliales vasculares.

A partir de lo anterior esta claro que en el corte tisular también se produjo una estructura que se asemeja al
tejido miocardico, y la neogénesis de vasos sanguineos.

APLICABILIDAD INDUSTRIAL

Segun la presente invencion, pueden cultivarse laminas celulares miocardicas tridimensionalmente para
construir un tejido de tipo miocardio. Por lo tanto, la invencion contiene una gran promesa en aplicaciones clinicas y es
extremadamente Util en los campos médico y biolégico, particularmente en ingenieria celular e ingenieria médica.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para producir una estructura tridimensional de células de tipo miocardio con funciones de
contraccion y relajacion, acoplamiento eléctrico intercelular y orientaciéon, que comprende cultivar células que se han
obtenido a partir de un corazén vivo en un soporte de cultivo celular con una superficie del sustrato recubierta con un
polimero termosensible cuya temperatura de disolucion critica superior o inferior en agua es de 0-80°C, y
subsiguientemente:

(1) llevar la temperatura de la disoluciéon de cultivo por encima de la temperatura de disolucion critica
superior o por debajo de la temperatura de disolucién critica inferior;

2) poner la lAmina celular cultivada en contacto intimo con una membrana o malla polimérica;

) desprender la lamina celular junto con la membrana o malla polimérica sin usar una enzima

proteolitica para obtener una lamina celular de tipo miocardio, y

4) producir una estructura tridimensional de células de tipo miocardio permitiendo que la lamina celular
de tipo miocardio asi obtenida se adhiera a otra lamina celular de tipo miocardio, que se adhiere a un soporte de
cultivo celular no recubierto con un polimero termosensible o a un soporte de cultivo celular recubierto con un
polimero termosensible cuya temperatura de disolucion critica superior o inferior en agua es de 0-80°C, y repetir
este proceso segun sea apropiado, apilando asi dos o mas laminas celulares.

2. El proceso para producir una estructura tridimensional segun la reivindicacion 1, en el que la estructura
tridimensional se ha orientado en una direccion especifica estirando en la direccién especifica después de que se haya
desprendido del sustrato.

3. El proceso para producir una estructura tridimensional de células de tipo miocardio segun la reivindicacion 1,
en el que el polimero termosensible es poli(N-isopropilacrilamida).

4. El proceso para producir una estructura tridimensional de células de tipo miocardio segun la reivindicacion 1,
en el que la membrana polimérica se elige de entre una membrana de difluoruro de polivinilideno hidrofilizada,
poliuretano, una malla de Spandex y un material de tipo malla elastica.

5. Una estructura tridimensional de células de tipo miocardio con funciones de contraccion y relajacion,
acoplamiento eléctrico intercelular y orientacion, que es producida mediante el proceso segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1-4.

6. La estructura tridimensional de células de tipo miocardio segun la reivindicacidon 5, que es una estructura
tridimensional de células de tipo miocardio en la que se forman cavidades tubulares de células endoteliales vasculares
endogenas en dicha estructura tridimensional de células de tipo miocardio, y las células endoteliales vasculares del
tejido que rodea al injerto alojado se dejan crecer hacia dentro y forman cavidades tubulares, formando asi vasos
sanguineos.

7. La estructura tridimensional de células de tipo miocardio segun la reivindicacion 5, que es adecuada para su
uso en el tratamiento de enfermedades cardiacas y otras enfermedades relacionadas con los drganos circulatorios o
enfermedades relacionadas con los 6rganos digestivos.

8. Uso de células que han sido obtenidas a partir de un corazén vivo para la elaboracién de una estructura
tridimensional de células de tipo miocardio segun una cualquiera de las reivindicaciones 5, 6 y 7 para su uso en el
tratamiento de enfermedades cardiacas y otras enfermedades relacionadas con los drganos circulatorios o
enfermedades relacionadas con los 6rganos digestivos.

9. La estructura tridimensional de células de tipo miocardio seguin la reivindicacion 5, para su uso en un método
para tratar enfermedades cardiacas y otras enfermedades relacionadas con los 6rganos circulatorios o enfermedades
relacionadas con los 6rganos digestivos.
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Fig. 8
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