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DESCRIPCION
Estructuras corneales multicapa sintéticas que comprenden fibras de colageno.

La invencién se refiere a un procedimiento para la preparacion in vitro de una estructura corneal multicapa sintética
que comprende fibras de colageno, en la que las fibras en cada capa se encuentran orientadas unidireccional y
uniformemente, comprendiendo la polimerizacién sucesiva de capas de una solucion formadora de fibras de
polimero bioldgico en presencia de un campo magnético, en la que la orientacién de las fibras en por lo menos una
capa difiere de la orientacion en por lo menos una de las capas superiores y/o inferiores a la misma segun un angulo
alfa. Asimismo, la invencion se refiere a una estructura corneal multicapa similar a un tejido biolégico, que
comprende la estructura multicapa sintética y células inoculadas en la misma, tal como una cérnea similar a un tejido
multicapa ortogonal de colageno, y al procedimiento para la preparacién de la misma. La invencién puede utilizarse
para prevenir o tratar un tejido dafado, y para crear un modelo para la experimentacion biologica, tal como los
ensayos de toxicidad farmacolégica.

El mercado mundial de productos de ingenieria de tejidos se estima en varios cientos de millones de euros. La
ingenieria de tejidos esta destinada a reparar, sustituir o restaurar la funcion de los tejidos, tipicamente mediante la
combinacion de materiales biolégicos y células vivas.

Mas particularmente, aproximadamente 10 millones de personas en el mundo sufren de ceguera debida a lesiones o
enfermedades de la cornea. El mercado mundial de coérneas artificiales se estima en la actualidad en
aproximadamente 100.000 unidades al afno, incluyendo 25.000 en Europa. Debido a que el precio de venta actual de
un implante de cornea artificial es de aproximadamente 2.000 euros, el mercado se estima en aproximadamente 120
millones de euros.

La coérnea esta constituida por tres capas celulares diferentes: el epitelio externo, la estroma central (compuesta de
queratocitos en una matriz extracelular densa y muy organizada de fibrillas de colageno y proteoglicanos) y el
endotelio interno. La estroma se encuentra delimitada por estructuras acelulares especializadas, las membranas de
Bowman y de Descemet, que se encuentran en la interfaz entre el epitelio y el endotelio, respectivamente (ver la
figura 7).

La estroma constituye aproximadamente 90% del volumen corneal y 70% del peso seco de la cornea. Durante la
embriogénesis, se forma una etroma primaria acelular muy estructurada que se cree que determina el patrén de
organizacion de la estroma adulta (Trelstad y Coulombre, 1971a). Dentro de la estroma adulta, las fibrillas de
colageno, compuestas de los colagenos de tipos | y V, presentan un diametro uniformemente estrecho (=30 nm) y se
encuentran dispuestas en lamelas, en las que las fibrillas se disponen en paralelo y se encuentran separadas por
una matriz rica en proteoglicanos. Las fibrillas de colageno son estabilizadas por enlaces cruzados covalentes
intramoleculares e intermoleculares, que proporcionan resistencia ténsil y estabilizan las fibrillas frente a la
degradacién proteolitica. Se cree que la transparencia depende en gran medida de la arquitectura tridimensional
ordenada de las fibrillas delgadas de colageno. Los estudios de microscopia electronica (Trelstad y Coulombre,
1971c) y de difraccién de rayos X (Meek et al., 1987) indican que las fibrillas en lamelas estromales contiguas son
predominantemente ortogonales. El entrelazado de las lamelas estromales dota a la cérnea de propiedades
biomecanicas altamente no lineales, rigidificandose crecientemente al someterla a una presién intraocular elevada,
lo que permite a la cornea sobrevivir a influencias anormales, tales como impactos, dafnos y cirugia, sin que estalle.

La construccién de un andamiaje que reproduzca estrechamente la arquitectura nativa de la estroma, incluyendo
lamelas ortogonales que constan de fibrillas de colageno alineadas, seria una baza importante en el desarrollo de
implantes corneales biodisefiados. En vista de la escasez de donantes a nivel mundial, el creciente riesgo de
enfermedades infecciosas, la utilizacién generalizada de cirugia correctora que inutiliza las cérneas para el injerto, y
las graves limitaciones de las corneas artificiales sintéticas basadas en polimero disponibles (queratoprotesis), existe
una necesidad urgente de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas.

Ademaés de sus potenciales usos clinicos como miméticos tridimensionales de tejidos, las cérneas de ingenieria
tisular deberian facilitar el estudio in vitro de la compleja fisiologia del tejido vivo y resultarian asimismo alternativas a
los modelos animales de experimentacion de la toxicidad farmacoldgica (Germain et al., 1999; Giriffith et al., 1999;
Builles et al., 2007). Aunque los dos modelos corneales humanos in vitro comercializados en la actualidad para este
ultimo propésito, de SkinEthic Laboratories (Nice, Francia) y de MatTek Corporation (EpiOcuIarTM; Ashland, MA,
USA), proporcionan un epitelio similar a la cérnea, los componentes clave estromal y endotelial se encuentran
totalmente ausentes. La validez del ensayo de toxicidad Unicamente puede mejorarse introduciendo modelos mas
completos mas similares a la cérnea humana normal, tanto en composicién como en organizacion.

Los ultimos avances en ingenieria tisular, tecnologia de células madre y nanoingenieria han sido utilizados con éxito
para reparar cérneas humanas e incluso para recrear un tejido similar a la cérnea humana de novo. Los injertos de
laminas epiteliales del limbo de la cérnea, cultivados en fibrina, han demostrado eficacia clinica a largo plazo en la
regeneracion de la superficie corneal dafada (Rama et al., 2001; Pellegrini et al., 1997). El tejido ocular dafado
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también ha sido restaurado utilizando células epiteliales cultivadas sobre membranas amniéticas (Tsai et al., 2000;
Schwab et al., 2000) y sobre superficies de cultivo celular sensibles a la temperatura (Nishida et al., 2004).

También se han desarrollado matrices acelulares aisladas que presentan algunas propiedades de tipo estromal y
que proporcionan soporte a la penetracion celular y a la regeneracion tisular tras su implantacion, con algunos
resultados alentadores (Li et al., 2005; Liu et al., 2006). Este ultimo enfoque supone proporcionar un andamiaje
optimizado que facilita la colonizacion celular y el remodelado tisular tras la implantacion. Si prospera, esta
estrategia presentaria la virtud de resultar mas facil y econémica de implementar en un contexto clinico que otras
soluciones mas complejas.

Sin embargo, todas las matrices biologicas creadas hasta el momento carecen por completo de la muy organizada
arquitectura tridimensional basada en el colageno presente en la estroma nativa.

El colageno ha sido alineado con éxito utilizando varias técnicas. El flujo electrohidrodinamico o el electrohilado
pueden generar laminas colagenas orientadas. La primera técnica da lugar a cintas ultrafinas de fibrillas de diametro
pequefio (~3 nm) muy orientadas (Jian et al., 2004), mientras que el electrohilado resulta en fibras mas gruesas
menos bien orientadas de diametro variable (Boland et al., 2004; Matthews et al., 2002). Sin embargo, no se ha
demostrado que ninguna de estas técnicas pueda dar lugar a nada ma&s que a materiales alineados
unidireccionalmente. Otro enfoque aprovecha la ordenacion cristalina liquida espontdnea que tiene lugar con el
tiempo en las soluciones de colageno a elevada concentracién. Se forma una fase colestérica en la que las
moléculas se alinean en planos que giran continuamente de un modo helicoidal. Se forman matrices ordenadas
tridimensionalmente mediante la induccion de fibrilogénesis (Besseau et al., 2002; Mosser et al., 2006). La
colonizaciéon de estas matrices densas de colageno (<40 mg/ml) por fibroblastos dérmicos humanos hasta una
profundidad de 400 pm en un mes demuestran que presentan potenciales aplicaciones de ingenieria tisular.

El colageno altamente orientado (Torbet y Ronziere, 1984; Murthy, 1984) se produce al transformar una solucién de
moléculas en un gel en un campo magnético fuerte debido al efecto acumulado de la multitud de moléculas
anisotropicas débilmente diamagnéticas (Worcester, 1978). Muchos tipos celulares, entre ellos fibroblastos (Guido y
Tranquillo, 1993), queratinocitos, osteoblastos (Kotani et al, 2000), neuritas (Dubey et al., 1999) y células
endoteliales que experimentan angiogénesis (Torbet et al, 2000), se alinean mediante guiado por contacto al
sembrarse en estos sustratos de colageno o fibrina orientados magnéticamente. Se han propuesto dos aplicaciones
de ingenieria tisular basadas en la orientacion magnética de estos polimeros biolégicos: tubos huecos que presentan
una pared exterior de colageno de tipo | orientado circunferencialmente para arterias bioartificiales (Tranquillo et al.,
1996) y barras con fibrina o colageno alineado uniaxialmente para la regeneracion nerviosa (Ceballos et al., 1999).

Existe una necesidad de desarrollar estructuras multicapas similares a tejidos que puedan utilizarse como implantes
en medicina. Ademas, estas estructuras multicapa similares a tejidos deberian adaptarse a la anatomia de los
tejidos naturales, tal como la estructura ortogonal de la cérnea.

La solicitud de patente internacional publicada el 17 de junio de 2004 con el numero WO 2004/050134 y el
documento Ruberti et al. (Invest. Ophtalmol. Vis. Sci. 44:E-resumen n? 4.218, 2003) proceden ambos del Cambridge
Polymer Group y entre los autores de Ruberti et al. se incluyen los inventores del documento WO 2004/050134.
Estos dos documentos dan a conocer la misma técnica, es decir, la rotura para obtener lamelas corneales. Sin
embargo, Ruberti et al. dan a conocer la existencia de parches de alineacién aleatoria de las fibrillas en algunas
areas y la falta de control sobre el diametro de las fibrillas del constructo.

Ademas, ninguno de dichos documentos da a conocer que las células se alineen uniformemente en el constructo.

En el contexto de la presente invencidén se ha resuelto este problema mediante el desarrollo de un procedimiento
que comprende la polimerizaciéon sucesiva de capas de una solucién formadora de fibras de colageno en presencia
de un campo magnético. De esta manera se obtiene un andamiaje lamelar que comprende fibras que se encuentran
orientadas unidireccional y uniformemente dentro de cada capa, tal como puede observarse en la figura 3, que son
similares a las presentes in vivo. Esta solucion ofrece la gran ventaja de que las capas de fibras polimerizadas
orientadas no resultan alteradas por aplicaciones posteriores del campo magnético y de esta manera su orientacion
no resulta modificada.

Ademas, el andamiaje lamelar de la presente invencion puede comprender una orientacion diferente de las fibras de
colageno de una capa y la siguiente. De esta manera, pueden crearse andamiajes laminados similares a la estroma
corneal que constan de multiples capas ortogonales entrelazadas de fibras de colageno orientadas. Los queratocitos
sembrados en geles de colageno orientados unidireccionalmente se orientan uniformemente a lo largo de la
direccion de las fibrillas de colageno y penetran en el gel de colageno, en el que se alinean siguiendo la direccion de
las fibrillas de colageno dentro de las lamelas. Debido a que las células epiteliales y endoteliales también migran y
proliferan en este andamiaje, pueden formar la base para la reconstruccién de equivalentes corneales
hemicompletos o completos para la utilizacion en la queratoplastia lamelar o penetrativa, respectivamente.
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Pueden utilizarse andamiajes en forma de implantes aislados, o sembrarse con células previamente a la
implantacion o implantarse tras dejar un periodo de maduracién in vivo hasta el desarrollo de propiedades de tipo
tisular. Ademas de sus potenciales usos clinicos, los equivalentes corneales humanos de ingenieria tisular también
pueden servir como alternativas a modelos animales para la experimentacién cosmética y de toxicidad
farmacoldgica. Como miméticos tridimensionales de drganos, también pueden facilitar el estudio in vitro de la
compleja fisiologia del tejido vivo.

De esta manera, en un primer aspecto, la invencion tiene como objetivo un procedimiento para la preparacion in vitro
de una estructura corneal multicapa sintética que comprende o consta de fibras de colageno, en la que las fibras en
cada capa se encuentran orientadas unidireccional y uniformemente, que comprende las etapas siguientes:

a) colocar un soporte que contiene una capa de una solucién formadora de fibras de colageno en un campo
magnético e induccion de la formacion de fibras, con el fin de obtener fibras que se encuentren orientadas
unidireccional y uniformemente en la capa,

b) introducir una capa adicional de la solucién formadora de fibras de colageno en el soporte, introduciendo dicha
capa adicional sobre la capa obtenida en la etapa a),

c) colocar el soporte en el campo magnético e inducir la formacion de fibras, con el fin de obtener fibras que se
encuentren orientadas unidireccional y uniformemente en dicha capa adicional,

d) opcionalmente, repetir las etapas anteriores,
obteniendo de esta manera una estructura corneal multicapa sintética,

en el que la orientacién de las fibras en por lo menos una capa difiere de la de por lo menos una de las capas
situadas en posicién superior y/o inferior a la misma segun un angulo alfa, y dicha orientacién diferencial resulta de
modificar mediante rotacién segun el angulo alfa la posicién del soporte de la etapa c) respecto a la posicion del
soporte en la etapa a).

La expresion "multicapa" se refiere a una estructura que comprende dos 0 mas capas.

La expresion "orientada” o "unidireccionalmente orientada" se refiere en la presente memoria a fibras de polimero
biol6gico que se encuentran sustancialmente alineadas en una direccion especifica. Esta orientacién puede
comprobarse utilizando birrefringencia y/o microscopia electrénica y/o microscopia Optica. El término
"uniformemente” se refiere a que la orientacion es uniforme en toda una lamela dada, sin parches de alineacién
aleatoria de las fibras.

El soporte se refiere a cualquier recipiente que resulte apropiado para la utilizacién en la presente invencion, en
particular que permita la orientacion del polimero biolégico al aplicar el campo magnético. Puede ser de cualquier
forma, tal como de pocillo con una base plana, o de molde, tal como un molde cilindrico de seccién transversal
anular. El molde cilindrico puede situarse verticalmente en un campo magnético horizontal. Dichos moldes cilindricos
que presentan una seccion transversal anular encuentran aplicacion en la preparacién de huesos compactos o
discos intervertebrales de tipo tisular. El pocillo que presenta una base plana puede situarse horizontalmente en un
campo magnético horizontal. Los pocillos se utilizan preferentemente para preparar cérneas de tipo tisular.

Ventajosamente, el soporte presenta una base impermeable o semipermeable.

En una forma de realizacion preferida , la orientacién de las fibras en cada capa difiere de la de por lo menos una de
las capas superiores y/o inferiores a la misma segun el angulo alfa.

El colageno se encuentra en forma de una solucién bajo determinadas condiciones y puede formar fibras mediante
la modificacién de dichas condiciones. El procedimiento de la invencién también requiere que el colageno se oriente
en una unica direccién al aplicar un campo magnético. Preferentemente, las fibras de colageno son fibras de
colageno de tipo | y/o IV, y/o cualquier otro colageno formador de fibras.

El grosor de las capas de la solucién formadora de fibras de polimero biolégico en el soporte es ventajosamente
inferior a 3 mm.

Es bien conocido en la técnica que la solucién formadora de fibras de coldgeno es acida y fria, y que las fibras de
colageno se obtienen elevando el pH y la fuerza i6nica del colageno soluble en &cido, asi como mediante
precipitacion por calor del colageno neutro soluble en sales (ver, por ejemplo, Murthy, 1984). En una forma de
realizacién preferida, la formacién de fibras de colageno se induce, de esta manera, neutralizando y/o calentando la
solucion formadora de fibras de colageno, ventajosamente hasta un pH comprendido entre 7 y 8, y/o a una
temperatura comprendida entre 28°C y 35°C, ventajosamente 30°C.
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Tal como es bien conocido en la técnica, las condiciones para inducir la formacion de fibras de fibrina son diferentes
de las del colageno, debido a que se utiliza fibrin6geno para obtener las fibras de fibrina, mediante la accion del
enzima trombina. De manera similar, también resulta posible inducir la formacion de fibras de colageno mediante el
procesamiento proteolitico de precursores procolageno solubles utilizando enzimas especificos. Dichos
procedimientos de induccién de la formacién de fibras también podrian utilizarse para obtener estructuras multicapa
utilizando la metodologia descrita en la presente memoria.

Existen varias publicaciones que describen cémo preparar fibrina orientada, tal como Torbet et al., 1981; Freyssinet
et al., 1983; Ueno y Masakazu, 1993; Torbet, 1995; y Dubey et al., 2001.

Ventajosamente, la concentracién de la solucién formadora de fibras de colageno se encuentra comprendida entre 1
y 10 mg/ml.

Mas preferentemente, la solucién se neutraliza antes de la etapa de calentamiento, permitiendo de esta manera la
introduccion de la solucién neutralizada formadora de fibras de polimero biolégico en el soporte para formar una
capa, y la etapa de calentamiento se lleva a cabo en presencia de un campo magnético con el fin de obtener fibras
que se encuentren orientadas unidireccionalmente en la capa.

Las propiedades fisicas y/o biol6gicas de la estructura multicapa sintética pueden modificarse mediante la adicion de
compuestos, preferentemente compuestos biocompatibles. Por ejemplo, pueden afiadirse proteoglicanos en solucién
para mejorar la transparencia Optica de la estructura multicapa sintética. De esta manera, ventajosamente, la
estructura multicapa sintética comprende ademas proteoglicanos. Mas ventajosamente, dichos proteoglicanos se
afnaden antes de la formacién de las fibras. Todavia mas ventajosamente, dichos proteoglicanos se afiaden a la
solucién neutralizada formadora de fibras de polimero biolégico.

Ventajosamente, se introducen enlaces cruzados covalentes con el fin de proporcionar resistencia ténsil y estabilizar
las fibras frente a la degradacion proteolitica. La introduccion se lleva a cabo ventajosamente en la estructura
multicapa sintética obtenida.

De esta manera, en otra forma de realizacion, la estructura multicapa sintética comprende ademas enlaces cruzados
covalentes obtenidos utilizando compuestos quimicos, tales como hidrocloruro de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EC) o éster de N-hidroxisuccinimida (NHS).

En otra forma de realizacion, la estructura multicapa sintética comprende ademas unos enlaces cruzados covalentes
obtenidos utilizando enzimas tales como la transglutaminasa o la lisilo oxidasa.

Las fibras de colageno que se utilizaran en la invencién pueden resultar de un extracto de un tejido bioldgico, o
pueden ser recombinantes. Preferentemente, las fibras de colageno son fibras de colageno recombinante,
ventajosamente fibras de colageno recombinante humano. Las fibras de colageno recombinante pueden obtenerse
de FIBROGEN Inc.

Ventajosamente, la estructura multicapa sintética se deshidrata mediante evaporacion o transferencia (blotting)
utilizando un soporte semipermeable. La deshidratacién permite concentrar la estructura multicapa sintética con el
fin de obtener una estructura que sea similar a las presentes in vivo. Ventajosamente, la concentracion de la
estructura multicapa sintética se encuentra comprendida entre 100 y 200 mg/ml, ventajosamente es de 160 mg/ml.

Mas ventajosamente, la estructura multicapa sintética se liofiliza. Las estructuras multicapa sintéticas liofilizadas de
la invencion resultan muy apropiadas para el almacenamiento. La liofilizacion permite ademas crear mas porosidad
en la estructura.

Un campo magnético apropiado para la utilizacion en la presente invencion es generalmente un campo magnético
de alta intensidad (4,7 a 9 Tesla). Preferentemente, el campo magnético es un campo magnético estatico, y puede
generarse con un electroiman de tunel horizontal, tal como los de la compafia Oxford Company of the United
Kingdom.

Preferentemente, el angulo alfa se encuentra comprendido entre 30° y 150° En una forma de realizacion
particularmente ventajosa, el angulo alfa es de aproximadamente 90°, obteniendo de esta manera una estructura
multicapa ortogonal sintética.

En un segundo aspecto, la invencién tiene como objeto una estructura corneal multicapa sintética que comprende o
que consiste de fibras de colageno, en la que las fibras de colageno en cada capa se encuentran orientadas
unidireccional y uniformemente, pudiendo obtener dicha estructura mediante el procedimiento para la preparacion in
vitro de una estructura corneal multicapa sintética segun la invencion.

En una forma de realizacion ventajosa, la orientacion de las fibras en por lo menos una capa, preferentemente cada
capa, difiere de la de por lo menos una de las capas superiores y/o inferiores a la misma segun el angulo alfa.
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Preferentemente, las fibras de colageno son fibras de colageno de tipo | y/o V.
En otra forma de realizacion, la estructura multicapa sintética comprende ademas proteoglicanos.

En una forma de realizacion adicional, la estructura multicapa sintética comprende ademas unos enlaces cruzados
covalentes obtenidos utilizando compuestos quimicos tales como hidrocloruro de  1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) o éster de N-hidroxisuccinimida (NHS).

En otra forma de realizacion, la estructura multicapa sintética comprende ademas unos enlaces cruzados covalentes
obtenidos utilizando enzimas tales como la transglutaminasa o lisilo oxidasa.

Ventajosamente, las fibras de colageno son fibras de colageno recombinantes, ventajosamente fibras de colageno
recombinantes humanas.

En una forma de realizacién ventajosa particular, la estructura multicapa sintética segun la invencion se liofiliza.

Preferentemente, el angulo alfa se encuentra comprendido entre 30° y 150°. Mas preferentemente, el &ngulo alfa es
de 909, y la estructura es una estructura multicapa ortogonal sintética.

En un tercer aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para la preparacion in vitro de una estructura
multicapa corneal similar a un tejido biolégico, que comprende la preparacién de una estructura corneal multicapa
sintética segun el procedimiento de la presente invencion, y la inoculacién de células en la misma.

Las células que deben inocularse pueden ser de cualquier tipo. El tipo celular generalmente es del tejido que se
pretende recrear, por ejemplo células musculares lisas para un tejido de tipo muscular. Preferentemente, las células
son células de mamifero, mas preferentemente células humanas.

Mas preferentemente, la estructura corneal similar a tejido multicapa de colageno es una etroma corneal, una
hemicoérnea o una cérnea completa. Preferentemente, las células son queratocitos, células endoteliales, células
epiteliales o una combinacion de las mismas.

Pueden anadirse células a la solucion formadora de fibras de polimero biolégico previamente al ensamblaje de las
fibras y tras ajustar a condiciones practicamente fisiolégicas de pH y fuerza i6nica. También pueden anadirse células
a la estructura multicapa previamente formada. De esta manera, en una forma de realizacién preferida, la
inoculacion de células se realiza mediante la adicion de las células a la solucién neutralizada formadora de fibras de
colageno y/o mediante la adicién de las células a la estructura similar a tejido multicapa de colageno.

En un aspecto adicional, la invencién tiene como objeto una estructura corneal similar a un tejido biolégico que
comprende la estructura corneal multicapa sintética segun la invencion y las células inoculadas en la misma. Dicha
estructura corneal similar a un tejido biol6gico multicapa puede obtenerse mediante el procedimiento descrito
anteriormente.

Preferentemente, las células son células de mamifero, ventajosamente células humanas.

En una forma de realizacion preferida, la estructura similar a un tejido biolégico multicapa segun la invencién es una
estructura corneal similar a tejido multicapa de colageno, ventajosamente una cérnea similar a tejido multicapa de
colageno ortogonal, tal como una etroma corneal, una hemicérnea o una cérnea completa. Preferentemente, las
células son queratocitos, células endoteliales, células epiteliales o una combinacion de las mismas.

La estructura multicapa similar a un tejido biolégico puede ser similar ademas a cualquier tejido que presente una
estructura multicapa, tal como aquéllas en las que la direccion se alterna de una capa a la siguiente, incluyendo, por
ejemplo, ademas de la cornea, el hueso compacto o los discos intervertebrales.

En un aspecto adicional, la invencién tiene como objeto la utilizaciéon de la estructura multicapa sintética segun la
invencion para la preparacién de una estructura multicapa similar a un tejido biolégico.

Ademas, la presente invencion tiene como objeto la estructura corneal multicapa similar a un tejido biolégico segun
la invencién para la utilizacién como medicamento.

En un aspecto adicional, la invencion tiene como objeto la utilizacion de la estructura corneal multicapa similar a un
tejido biolégico segun la invencion para la preparacion de un medicamento destinado a la prevencion o tratamiento
de un tejido biol6égico dafiado en un sujeto, tal como un mamifero, preferentemente un ser humano.
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También se encuentra comprendido en la presente memoria un procedimiento de tratamiento y/o prevencion de un
tejido biolégico dafado en un sujeto utilizando la estructura corneal multicapa similar a un bioldégico segun la
invencion.

Ademas, la presente invencion tiene como objeto la utilizacion de la estructura corneal multicapa similar a un tejido
biolégico segun la invencion como modelo para la experimentacion bioldgica, tal como la experimentacion de la
toxicidad farmacoldgica.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a la utilizacion de la cérnea similar a tejido multicapa ortogonal de
colageno segun la invencién para la preparacion de un medicamento destinado a la prevencién o tratamiento de un
tejido corneal dafiado en un sujeto, tal como estroma corneal, hemicérnea, cérnea completa o una combinacion de
las mismas. La invencion también se refiere a la utilizacién de la cornea similar a tejido multicapa ortogonal de
colageno segun la invencion para el tratamiento de un tejido corneal dafiado en un sujeto, tal como estroma corneal,
hemicérnea, cérnea completa o una combinaciéon de las mismas. Preferentemente, las células son queratocitos,
células endoteliales, células epiteliales o una combinacién de las mismas.

También se encuentra comprendido en la presente memoria un procedimiento de tratamiento y/o prevencion de un
tejido corneal dafnado en un sujeto utilizando la cérnea similar a tejido multicapa ortogonal de colageno segun la
invencion.

Se proporcionan otras formas de realizacion de la invencién en los ejemplos y figuras siguientes.

Leyenda de las figuras

Figura 1. Cambio de turbidez al ensamblarse colageno de tipo 1 (c=1,84 mg/ml) de rata soluble en &cido formando
fibrillas tras la neutralizacién con tampoén.

Figura 2. SEM de fibras de colageno: A, lamelas de orientacién Unica; B, dos lamelas ortogonales.

Figura 3. Micrografia éptica que desciende verticalmente a través de un gel (2 mg/ml) que consiste de tres lamelas.
La lamela intermedia es perpendicular a las otras dos. También se observa un cambio de orientacion de 90° de capa
intermedia a capa del fondo.

Figura 4. Seccion tefida que muestra un andamiaje de tres lamelas. El coldgeno en la lamela intermedia se
encuentra orientado horizontalmente. Las tres capas se muestran a partir de la variaciéon en la distribucién de la
tincion. Grosor total: 38 um. El grosor antes del secado era de =600 um.

Figura 5. Queratocitos sembrados en geles de colageno no orientados (izquierda) y orientados (derecha). Las
células se alinean con las fibrillas orientadas (flechas).

Figura 6. Se sembraron queratocitos sobre un andamiaje de tres lamelas. Las células sobre las capas superior e
inferior se encuentran alineadas perpendicularmente a la superficie; la capa intermedia se encuentra orientada
horizontalmente. Las células han infiltrado la matriz y su forma indica que se han alineado mediante guiado por
contacto. El soporte semipermeable es visible al fondo.

Figura 7. Estructura de la cornea.

Ejemplos

Materiales y procedimientos

Andamiajes de colageno 3-D orientados:

Se utilizd colageno de tipo | de cola de rata soluble en acido (acido acético 0,2 N, =4 mg/ml) de BD Biosciences y
colageno de tipo | de piel bovina proporcionado por Symatese biomatériaux. Esta solucion se neutralizé a 4°C con un
volumen igual de tampon (fosfato 60 mM, HEPES 60 mM, NaCl 270 mM, pH=7,4). A continuacién, se pipetearon
alicuotas sobre el soporte para muestras previamente enfriado y se colocaron horizontalmente en la region central
del iman recto que se encontraba a 20°C. Tras unos cuantos minutos, se elevé la temperatura progresivamente a
30°C durante un periodo de aproximadamente 10 minutos. El paso por el iman durd un total de aproximadamente 30
minutos. Durante este periodo las moléculas de colageno se ensamblaron formando fibrillas y fibras, transformando
la solucion en un gel viscoso. Con el fin de crear lamelas ortogonales, se retird del iman el gel que ya se habia
orientado y se recubrié con una alicuota de solucidon de colageno neutralizado frio y se colocé nuevamente en el
imén que se habia girado en el &ngulo deseado con respecto a la orientacién anterior. Mediante la utilizacién de este
procedimiento, se construyeron andamiajes organizados en un patrén ortogonal.
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Los soportes para muestras eran placas de cultivo de plastico de fondo de vidrio (MatTek Co.) o soportes de
policarbonato semipermeables Transwell® (Corning Co.). Las placas de cultivo (diametro exterior: 35 mm)
presentaban un pocillo central de vidrio (diametro: 14 mm) poco profundo (profundidad: 1,5 mm). Se cortaron las
placas Transwell, produciendo pocillos individuales. Los pocillos (diametro interior: 12 mm) se introdujeron en placas
de Petri de plastico estandares de 35 mm. El diametro de poro de la membrana semipermeable era de 0,4, 3 6 12
um. El volumen de soluciéon de colageno neutralizada anadido a los pocillos variaba entre 80 y 200 ul, lo que
corresponde a un grosor totalmente hidratado de entre 0,5 y 1,3 mm. Se control6 el grosor del gel a partir del
volumen de solucién inicial.

Se utiliz6 un iman superconductor de bobina con derivaciones (Thor Cryogenics) con el tinel a temperatura
ambiente. El tanel era horizontal, de 5 cm de diametro y presentaba una longitud total de 40 cm. La camisa
estabilizadora de la temperatura reducia el diametro efectivo a aproximadamente 4,5 cm. El perfil del campo se
elevo a un nivel constante plano que se extendia 5 cm en torno al centro del tinel, permitiendo colocar
simultaneamente hasta tres muestras de 35 mm de didmetro en el campo maximo. Se control6 la temperatura del
espacio de muestras haciendo circular agua procedente de un bafo de temperatura controlada. El campo utilizado
para el procesamiento presentaba practicamente el maximo de intensidad (7 Tesla). Este iman fue proporcionado
por el Grenoble High Magnetic Field Laboratory, financiado por el CNRS.

La turbidez, definida como la densidad oOptica, se midi6 a 400 nm utilizando un espectrofotometro Beckman. Las
soluciones se mezclaron en frio y se transfirieron a una celda para muestras calentada previamente (celdas de
cuarzo de 1 mm de camino éptico) colocadas en el espectrofotémetro.

Se pudieron conservar andamiajes deshidratados durante varios meses, pero tras rehidratarlos con medio de
conservacion se utilizaron dentro de los 7 dias posteriores. EI medio de conservacion eran 200 pyl de DMEM
utilizando una concentracion doble de antibidtico a +4°C.

DMEM, 50 ml; penicilina G, 50 pl (200 Ul/ml); gentamicina, 100 pl (40 pg/ml); fungizona, 100 pl (2 pg/ml).

Se aislaron queratocitos a partir de cérneas humanas extraidas siguiendo normas éticas. Las corneas se
almacenaron a 31°C en cultivo de 6rganos, aunque no eran utilizables para el tratamiento debido a que la densidad
endotelial era excesivamente baja. Se realiz6 el aislamiento con colagenasa A (Roche, ref. n® 10103586), 3 mg/ml
durante 3 horas a 31°C bajo agitaciéon a 200 rpm. Se purificé el digerido a través de un tamiz celular de 70 um (BD
Falcon, ref. n® 352350) y se sometié inmediatamente a cultivo en monocapa.

Los queratocitos se sembraron a una densidad de 10.000 células/cm® y después se cultivaron en un medio
especialmente disefiado que permitia un crecimiento 6ptimo y la conservacién del fenotipo: DMEM/F12 de Ham 1:1,
NCS al 10%, bFGF 5 ng/ml y antibidticos. Se cambié el medio cada dos dias hasta alcanzar la confluencia celular.
En la confluencia, las células se resuspendieron en tripsina-EDTA (0,5 g de tripsina/l y 0,2 g de EDTA/I) (Sigma, ref.
n? CR0303) y se amplificaron en 3 pases (de PO a P2) y se sembraron en P3 dentro de la matriz.

Procedimientos SEL, TEM.

Resultados

[Figuras 1 y 2A] En la figura 1 se muestra una curva de ensamblaje tipica del colageno de tipo | obtenida tras la
neutralizacién de colageno soluble en acido con tampon. El gel resultante (2 mg/ml, 1 mm de grosor) era translicido.
Al producirse este proceso de ensamblaje en un campo magnético fuerte, se produce un gel alineado (fig. 2A).
Aunque las moléculas de colageno se orientan perpendicularmente a la direccion del campo aplicado debido al valor
negativo de su anisotropia diamagnética (Worcester, 1978c), resulta un elevado nivel de alineacién gracias a la
influencia de restricciones de superficie (Torbet y Ronziere, 1984a). Las fibrillas son dos a cuatro veces mas gruesas
(60 a 110 nm) que las de la estroma nativa y frecuentemente también se agregan en grandes racimos que
generalmente se encuentran mejor orientados que las fibrillas separadas. El grado de orientacién resulta suficiente
para inducir la guia por contacto de los queratocitos, tal como se muestra posteriormente. Los procedimientos de
preparacion necesarios para la visualizacién por SEM compactan significativamente, y posiblemente distorsionan, el

gel.

[Figuras 2B, 3 y 4] Debido a que los geles de colageno son estables, no pierden orientacién al sacarlos del campo,
de manera que pueden utilizarse como andamiajes orientados en su estado altamente hidratado inicial o
deshidratarse y después rehidratarse. Su estabilidad también implica que pueden crearse multicapas con cualquier
orientacion relativa deseada adoptando un procedimiento de fabricacion de capa por capa. Esto se consigue
simplemente mediante recubrimiento de un gel ya formado con una solucion fresca de colageno neutralizado y
repitiendo el proceso de ensamblaje en el campo magnético con la muestra girada respecto a la direcciéon del
campo. Mediante la combinacién de una serie de ciclos de gelacion-rotacion-gelacién, se construyeron andamiajes
de lamelas ortogonales. Este procedimiento de fabricacién también garantiza que las capas contiguas se encuentren
intimamente interconectadas al penetrar la solucion recién neutralizada de colageno afiadida en las capas
superficiales del gel existente, formando de esta manera una capa limite entrelazada similar a la cérnea nativa (fig.
2).
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La concentracion final de colageno en los geles orientados (=2 mg/ml) es claramente inferior a la presente en la
estroma corneal, que es del orden de 160 mg/ml. Sin embargo, los andamiajes hidratados pueden concentrarse
facilmente en laminas en cualquier grado deseado con poca o ninguna pérdida de orientacion, mediante evaporacion
o transferencia, del soporte semipermeable. La evaporacion es lenta y resulta en la acumulacién de sales y tampdn,
mientras que la transferencia es rapida y no provoca ningin cambio de las condiciones osmoticas, y en
consecuencia puede utilizarse en presencia de células. Los andamiajes totalmente hidratados también se han
liofilizado para proporcionar esponjas porosas, aunque hasta el momento no se han llevado a cabo estudios de
crecimiento celular sobre este tipo de soporte.

[Figura 5] Se sembraron queratinocitos a la misma densidad sobre geles de colageno tanto no orientados como
orientados unidireccionalmente que se encontraban a la concentracion original de 2 mg/ml o habian experimentado
la deshidratacion y rehidratacion con medio de crecimiento previamente a la siembra celular. Las células en el gel no
orientado siguieron encontrandose distribuidas aleatoriamente tras tres dias, mientras que sobre el soporte
orientado, la células se encontraban alineadas uniformemente a lo largo de la direccién de las fibrillas de colageno.
La densidad celular era mas alta en el sustrato orientado, sugiriendo que la proliferacién era mas rapida sobre este
soporte. La figura 5 se obtuvo utilizando geles que no habian experimentado deshidrataciéon antes de la preparacién
para el estudio de SEM. Se obtuvieron resultados similares utilizando |aminas secas rehidratadas con medio de
crecimiento. De esta manera, tras confirmar que la deshidratacién no perjudicaba a las propiedades de guiado
celular, se utilizaron laminas secas como material de partida para todos los experimentos posteriores.

[Figura 6] No resulta inesperado a la luz de los resultados anteriores que los queratocitos se alineen sobre la
superficie del colageno orientado (fig. 5). Desde el punto de vista de la reconstruccion de la cornea, resulta vital que
las células penetren en el andamiaje similar a estroma y contindien siendo conducidas mediante la guia por contacto.
La figura 6 muestra un ejemplo de tres lamelas ortogonales soportadas sobre una membrana semipermeable
sembrada con queratocitos. Resulta evidente a partir de esta imagen que las células penetran en la matriz y se
alinean a lo largo de la direccién del colageno que constituye cada lamela.

Se ha demostrado asimismo que el crecimiento de las células epiteliales y endoteliales también se encuentra
soportado por esta matriz.

Discusion

Utilizando la orientacion magnética, se construyé un andamiaje de base colageno lamelar ortogonal que soportaba el
crecimiento orientado y penetracion in vitro de los queratocitos. Este andamiaje puede formar la base de un implante
que estimulara la regeneracién de la cornea dafiada de manera que dé lugar a las propiedades esenciales
inherentes a la estroma nativa. Existen varias razones para el optimismo. Una matriz colagena acelular de lamelas
ortogonales constituye la estroma primaria que sirve como molde sobre la que se organiza la estroma infiltrada de
células adulta (Trelstad y Coulombre, 1971b). También se ha demostrado (Hu ef al., 2005) que las propiedades de la
estroma corneal reconstruida tras el injerto de una matriz artificial es similar (claridad 6ptica, diametro de las fibrillas)
a las de la estroma nativa. Finalmente, la sintesis de colageno por parte de las células orientadas se ha demostrado
que se alinea a lo largo de la direccién de las células (Wang et al., 2003). De esta manera, los queratocitos pueden
infiltrarse en el andamiaje acelular, degradandolo a medida que construyen una etroma transparente con una
organizacion practicamente nativa.

Existen dos maneras por las que podrian construirse compuestos de células-andamiaje in vitro. Podrian dirigirse
queratocitos al interior de andamiajes diluidos soportados sobre una membrana semipermeable mediante un flujo,
con la condicién de que el andamiaje sea suficientemente poroso. En segundo lugar, podrian afiadirse células a la
solucién neutralizada de colageno antes de la exposicién al campo magnético. Aunque existen datos que sugieren
que la exposicidbn a un campo magnético fuerte podria perjudicar la funcion y viabilidad celular, las células
supervivientes aparentemente se recuperan tras retirar el campo (Valiron et al., 2005). La exposicion prolongada a
campos intensos se ha demostrado que induce la orientacion celular (Eguchi et al., 2003; Iwasaka et al., 2003).,
aunque es improbable que este efecto resulte importante en el presente contexto ya que las muestras permanecen
en el campo durante un tiempo relativamente corto antes de girarse con respecto al campo. Ambos procedimientos
de creacién de compuestos de células-andamiaje resultan inicialmente en compuestos bastante diluidos; sin
embargo, pueden compactarse mediante transferencia a través del soporte semipermeable sin exponer las células a
un estrés osmético significativo. El procedimiento de flujo, en caso de ser viable, es mas probable que presente
aplicaciones clinicas, debido a que el andamiaje libre de células podria construirse, transportarse y almacenarse
hasta la utilizacion.

[Mejora de la transparencia] Ni los geles diluidos ni los andamiajes concentrados presentados en la presente
memoria son transparentes. Resultaria mejor para el paciente disponer de un implante practicamente transparente
desde el mismo inicio. Afortunadamente, los andamiajes orientados pueden hacerse mas transparentes mediante la
adicion de proteoglicanos (PG). En un estudio separado, se ha observado que la transparencia mejora en gran
medida mediante la adicién de PG corneales a la solucién de partida de colageno neutralizado. En contraste con
publicaciones anteriores, los resultados preliminares sugieren que los PG no presentan una influencia significativa
sobre el diametro medio de las fibrillas sino que incrementan la transparencia al romper los agregados de fibrillas.
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Hasta aproximadamente 10% de PG/colageno (p/p), la orientacién resultante producida por un campo de 7 Tesla
resultd suficiente para provocar la guia por contacto de queratocitos sembrados en la superficie. A las
concentraciones mas altas de PG necesarias para practicamente la transparencia se pierde esta propiedad.
Unicamente puede conseguirse una orientacion magnética elevada bajo condiciones que favorecen la
cooperatividad ordenada, de manera que se maximiza la anisotropia diamagnética efectiva. Aparentemente, la
presencia de los PG reduce este efecto, posiblemente reduciendo la agregacion de fibrillas, lo que en consecuencia
resulta en una menor orientacion. La utilizaciéon de un campo magnético mas fuerte podria mejorar la orientacion
alcanzable en presencia de concentraciones mas altas de PG (la torca magnética se doblaria incrementando el
campo hasta s6lo 10 Tesla, al ser proporcional al cuadrado de la intensidad de campo).

[Produccion en masa] Para que un material biolégico presente la posibilidad de procesamiento de laboratorio a la
clinica, resulta esencial la fabricacion rentable. Las muestras habitualmente se dej6 que se orientasen en el iman
durante un tiempo total de aproximadamente 30 minutos. Sin embargo, la exposicion éptima al campo que resulta
necesaria probablemente es significativamente mas corta. La curva de turbidez (fig. 1) se caracteriza por una etapa
de retardo durante la que no se produce ninguin cambio detectable de turbidez, una etapa de crecimiento de cambios
rapidos de turbidez y una region de meseta en la que la turbidez se mantiene practicamente constante. Aunque el
procedimiento completo dura por lo menos 15 minutos, no resulta necesario mantener las muestras en el campo
maximo durante toda la fibrilogénesis para obtener la maxima orientacion. Las moléculas individuales sélo presentan
una anisotropia muy débilmente diamagnética (Worcester, 1978), de manera que un nivel elevado de orientacion
depende de la formacion de matrices ordenadas, sumandose las anisotropias moleculares y dando lugar a un valor
global suficiente para promover un nivel elevado de orientacion. Durante el periodo de retardo, los componentes de
la solucién interactian débilmente, por lo que, bajo estas condiciones de cooperatividad pobre, el campo magnético
resulta ineficaz. De esta manera, la presencia del campo durante toda esta etapa aporta poco en cuanto a una
orientacion mejorada. Durante la etapa de crecimiento rapido, las moléculas de colageno interactian creando
fibrillas y fibras, dando lugar la adicion de anisotropias diamagnéticas moleculares a una anisotropia diamagnética
relativamente grande y, en consecuencia, a un nivel elevado de orientacion. Al igual que con la fibrina (Freyssinet et
al., 1983), el grado de alineacién probablemente "se congela" aproximadamente en el momento en que la solucién
se convierte en un gel. El punto exacto de gelaciéon no se conoce, pero probablemente se produce mucho antes de
que la turbidez haya alcanzado su valor maximo. Estas consideraciones sugieren que la muestra debe permanecer
en el campo maximo sélo durante aproximadamente 5 minutos, es decir el tiempo entre el final del periodo de
retardo hasta que la turbidez ha alcanzado aproximadamente la mitad de su valor maximo. Con el iman utilizado
actualrznente el area maxima de colageno orientado que puede producirse simultaneamente es de aproximadamente
20 cm”.

[Lamelas alternativas] Debido a que la fibrina, otro material biolégico utilizado frecuentemente, también experimenta
la orientacion magnética durante la polimerizaciéon, pueden crearse andamiajes de lamelas apiladas de fibrina
orientada de la manera descrita en la presente memoria para el colageno. También pueden producirse compuestos
de colageno-fibrina laminados en los que las capas alternativas presentan diferentes propiedades fisicas y
bioactivas.

Las lamelas compuestas de fibrina o de colageno-fibrina también presentan el potencial de resultar dtiles en la
medicaciéon de la cérnea. Ya se utiliza fibrina no orientada como soporte para células epiteliales limbales de la
cornea humana, que se injertan sobre la superficie corneal dafiada (Rama et al., 2001; Pellegrini et al., 1997). Esta
aplicacién podria mejorarse mediante la utilizacién de laminas individuales orientadas o multicapas ortogonales, que
imitarian mas estrechamente la estructura de la estroma subyacente.

[Entrecruzamiento] Los estudios anteriormente indicados se llevaron a cabo con colageno no entrecruzado. Los
andamiajes pueden entrecruzarse quimicamente o mediante la utilizacion de enzimas, tales como la
transglutaminasa o la lisilo oxidasa. Este uUltimo probablemente puede utilizarse en presencia de células si se desea.
El entrecruzamiento rigidifica el andamiaje, facilitando su manipulacioén y también alterando la tasa de degradacién
de la matriz.

[Numero necesario de lamelas] La estroma humana contiene aproximadamente 200 lamelas cada una de las cuales
presenta un grosor aproximado de 2 um compuestas de 160 mg/ml de colageno.

[Conformado del andamiaje] Debido a que el andamiaje se encuentra inicialmente muy diluido, resulta posible
conformarlo en el momento de la concentracion.

Conclusiones

Se ha desarrollado un nuevo procedimiento para la producciéon de andamiajes basados en colageno orientado para
la utilizacion en la ingenieria de tejidos. El procedimiento resulta en una estructura de capas; dentro de cada capa,
las fibrillas de colageno se encuentran orientadas uniaxialmente, mientras que el angulo entre las fibrillas en cada
capa sucesiva puede seleccionarse a voluntad. Dicha estructura de contrachapado trenzado se observa en varios
tejidos conectivos (por ejemplo en la cérnea, hueso compacto, disco intervertebral). También se han producido
esponjas y laminas basadas en colageno que podrian presentar otras aplicaciones en la reconstruccion de tendén y
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musculo. La alineacion de los queratocitos esta dirigida por la orientacion del colageno, tanto sobre la superficie
como dentro de la masa del andamiaje. La totalidad de los tres tipos celulares corneales crece sobre este
andamiaje. De esta manera, el andamiaje presenta el potencial de actuar como una matriz aislada o proporcionar la
base para constructos de soporte celular mas sofisticados.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la preparacioén in vitro de una estructura corneal multicapa sintética que comprende fibras de
colageno, en el que dichas fibras en cada capa se encuentran orientadas unidireccional y uniformemente, que
comprende las etapas siguientes:

a) colocar un soporte que contiene una capa de una solucién formadora de fibras de colageno en un campo
magnético e inducir la formacion de fibras mediante la neutralizacion y el calentamiento de la solucién formadora de
fibras de colageno, con el fin de obtener unas fibras que se encuentran orientadas unidireccional y uniformemente
en la capa,

en el que la neutralizacién de la solucion se lleva a cabo previamente a la etapa de calentamiento, permitiendo asi
introducir la solucion formadora de fibras de colageno neutralizada en el soporte para formar una capa, y la etapa de
calentamiento se lleva a cabo en presencia del campo magnético, con el fin de obtener unas fibras que se
encuentran orientadas unidireccionalmente en la capa,

b) introducir una capa adicional de la solucién formadora de fibras de colageno en el soporte, siendo dicha capa
adicional introducida sobre la capa obtenida en la etapa a),

c) colocar el soporte en el campo magnético e inducir la formacion de fibras mediante la neutralizacién y el
calentamiento de la solucién formadora de fibras de colageno, con el fin de obtener fibras que se encuentran
orientadas unidireccional y uniformemente en dicha capa adicional,

en el que la neutralizacién de la solucion se lleva a cabo previamente a la etapa de calentamiento, permitiendo asi
introducir la solucién formadora de fibras de colageno neutralizada en el soporte para formar una capa, y la etapa de
calentamiento se lleva a cabo en presencia del campo magnético, con el fin de obtener unas fibras que se
encuentran orientadas unidireccionalmente en la capa,

d) opcionalmente, repetir las etapas anteriores,
obteniendo asi una estructura corneal multicapa sintética,

en el que la orientacién de las fibras en por lo menos una capa difiere de aquella en por lo menos una de su capa
superior y/o inferior segun un angulo alfa, y en el que dicha orientacion diferencial resulta de cambiar mediante una
rotacion segun el angulo alfa la posicién del soporte de la etapa c) respecto a la posicidn del soporte de la etapa a).

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que la orientacién de las fibras en cada capa difiere de aquella en
por lo menos una de su capa superior y/o inferior segun el angulo alfa.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 1 6 2, en el que la estructura corneal multicapa sintética comprende
ademas proteoglicanos.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la estructura corneal multicapa sintética
comprende ademas unos enlaces cruzados covalentes obtenidos utilizando compuestos quimicos tales como
hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) o éster de N-hidroxisuccinimida (NHS).

5. Procedimiento segun cualquiera de las rievindicaciones 1 a 4, en el que la estructura corneal multicapa sintética
comprende ademads unos enlaces cruzados covalentes obtenidos utilizando enzimas tales como la transglutaminasa
o la lisilo oxidasa.

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la estructura corneal multicapa sintética
se deshidrata mediante evaporacion o transferencia utilizando un soporte semipermeable.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la estructura corneal multicapa sintética
se liofiliza.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el angulo alfa es de 90°, obteniendo asi
una estructura corneal multicapa ortogonal sintética.

9. Estructura corneal multicapa sintética que comprende fibras de colageno, en el que dichas fibras en cada capa
se encuentran orientadas unidireccional y uniformemente y en la que la orientacion de las fibras en por lo menos una
capa difiere de aquella en por lo menos una de su capa superior y/o inferior segin un angulo alfa, pudiéndose
obtener dicha estructura mediante el procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.
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10. Procedimiento para la preparacion in vitro de una coérnea similar a un tejido multicapa de colageno, que
comprende la preparacion de una estructura corneal multicapa sintética de acuerdo con el procedimiento segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, y la inoculacion de las células en la misma.

11. Procedimiento segun la reivindicacién 10, en el que dicha cérnea similar a un tejido multicapa de colageno es la
estroma corneal, la hemicérnea o la cérnea completa.

12. Procedimiento segun la reivindicacién 10 6 11, en el que las células son queratocitos, células endoteliales,
células epiteliales o0 una combinacién de las mismas.

13. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en el que la inoculacion de células se lleva a
cabo mediante la adicion de las células a la solucién formadora de fibras de colageno neutralizada y/o afadiendo las
células a la cornea similar a un tejido multicapa de colageno.

14. Cornea similar a un tejido multicapa de colageno que comprende la estructura corneal multicapa sintética segun
la reivindicacién 9 y las células inoculadas en la misma.

15. Coérnea similar a un tejido multicapa de colageno segun la reivindicacion 14, que es una cérnea similar a un tejido
multicapa ortogonal de colageno, tal como una estroma corneal, una hemicérnea o una cérnea completa.

16.Cornea similar a un tejido multicapa de colageno segun la reivindicaciéon 15, en la que las células son
queratocitos, células endoteliales, células epiteliales o una combinacién de las mismas.

17. Utilizacion de la estructura corneal multicapa sintética segun la reivindicacién 9, para la preparacién de una
cornea similar a un tejido multicapa de colageno.

18.Cornea similar a un tejido multicapa de colageno segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, para su
utilizacién como medicamento.

19. Utilizacion de la cérnea similar a un tejido multicapa de colageno segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a
16, como modelo para la experimentacion bioldgica, tal como la experimentacion de la toxicidad farmacolégica.

20. Utilizacién de la cornea similar a un tejido multicapa ortogonal de colageno segun la reivindicacion 15 6 16, para

la preparacion de un medicamento destinado a la prevencion o al tratamiento de un tejido corneal dafiado en un
sujeto, tal como la estroma corneal, la hemicérnea, la cérnea completa o una combinacion de las mismas.
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