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DESCRIPCION
Sustrato para regeneracion tisular

Campo técnico

La presente invencion se refiere al uso de una pelicula que tiene una estructura en panal compuesta principalmente
de un compuesto polimérico y un sustrato de regeneracion tisular fosfolipidico, asi como a un complejo de los
mismos con células.

Antecedentes de la técnica

Se ha puesto mucha atencién en el hecho de que la actividad celular puede controlarse por los patrones finos y las
estructuras tridimensionales de superficies de materiales, y tales técnicas han sido el objeto de numerosos informes
recientes en el campo de ingenieria de tejidos. El desarrollo de tecnologias para formar estructuras finas con el
tamafio 6ptimo, estructura de superficie y creacion espacial para células ha llegado a desempefiar un papel principal
en la consecucion de un disefio mas libre de tejidos bioldgicos.

Por ejemplo, el tejido cartilaginoso no contiene vasos sanguineos, nervios o conductos linfaticos y por lo tanto tiene
poca capacidad regenerativa. En consecuencia, los sitios dafiados no se regeneran y pierden su funcién original.
Las afecciones clinicas conocidas que implican pérdida de cartilago articular incluyen enfermedades tales como
osteoartritis y artritis reumatoide, y dafio de cartilago articular inducido por lesién. Se realiza cirugia de reemplazo de
cartilago artificial para la reparacion de dicho cartilago escasamente regenerable, pero debido a que el cartilago
artificial incluye metales y polimeros moleculares altos éste es susceptible de abrasién, disgregacion, infeccion y
similares. Otra estrategia empleada es el trasplante de condrocitos, pero una vez dafiado el cartilago solamente
puede regenerarse como fibrocartilago, que es bioguimica y dinamicamente inferior al cartilago hialino original. Por
lo tanto, una técnica de ingenieria tisular reciente que se esta investigando de forma activa es el trasplante de
condrocitos utilizando un armazon con una estructura tridimensional para mantener las propiedades de las células.

Una técnica tal se desvela en la Publicacion de Patente Japonesa No Examinada N° 2001-293081, como un material
de trasplante de cartilago que tiene condrocitos incluidos en un gel de colageno. Sin embargo, si el colageno no se
manipula a temperatura baja éste gelifica y ya no puede mezclarse con células, mientras que su resistencia de gel
también es débil.

La Memoria Descriptiva de Patente de Estados Unidos N° 6.197.061 desvela un procedimiento para cultivar
condrocitos en un gel de alginato. Sin embargo, el gel de alginato se descompone después de su uso para
crecimiento celular y por lo tanto en la practica no realiza ninguna funcién como un armazén para inyeccion de
condrocitos en areas afectadas.

Ademas, la Publicacion de Patente Japonesa No Examinada N° 2001-157574 desvela el sustrato de cultivo celular
de una pelicula con estructura en panal que comprende un polimero biodegradable y un polimero anfipatico, pero
esta publicacién no se refiere en ningun lugar a un sustrato de cultivo celular y condrocitos en una pelicula
biodegradable con una estructura en panal que comprenda un fosfolipido.

Ademas, la Publicacion de Patente Japonesa No Examinada N° 2002-335949 describe un procedimiento para formar
un agregado tridimensional de tejido hepatico o tejido miocardico usando el sustrato de cultivo celular de una
pelicula con estructura en panal que comprende un polimero biodegradable y un polimero anfipatico, pero este
procedimiento implica formar una estructura multicapa cultivando células en ambos lados del sustrato de cultivo
celular, mientras que las células en si mismas no crecen en una estructura tridimensional.

Divulgacién de la invencion

Es un objeto de la presente invencion proporcionar una pelicula para su uso como un sustrato de regeneracion
tisular. Es otro objeto de la invencién proporcionar un complejo del sustrato de regeneracion tisular con células.

Otros objetos y ventajas de la invencidn resultaran evidentes a partir de la explicacion detallada a continuacién.

De acuerdo con la presente invencion, los objetos y ventajas anteriormente mencionados se consiguen, en primer
lugar, mediante el uso de una pelicula con una estructura en panal que tiene un didmetro interno de cavidad medio
de 0,1 a 20 um, compuesto principalmente de un compuesto polimérico y un fosfolipido como un sustrato de
regeneracion tisular.

Los objetos y ventajas de la invencién anteriormente mencionados se consiguen también, en segundo lugar,
mediante el uso de una pelicula con una estructura en panal que tiene un diametro interno de cavidad medio de 0,1
a 20 ym, compuesto principalmente de un compuesto polimérico y un fosfolipido, como un sustrato de regeneracion
tisular en el que las células se mantienen en el sustrato de regeneracion, formando de este modo un complejo de
regeneracion tisular. El sustrato de regeneracion tisular es un sustrato adecuado para la regeneracion, en particular,
de tejido cartilaginoso. Utilizando una pelicula con una estructura en panal altamente biocompatible de acuerdo con
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la invencién, la pelicula en si misma, aunque sea bidimensional, actia como un sustrato de regeneracion de tejido
cartilaginoso que es similar a un armazén tridimensional, por lo que los condrocitos pueden cultivarse en el sustrato
de regeneracion tisular para producir un complejo de sustrato de regeneracion tisular/celular con tejido cartilaginoso
cultivado en una estructura tridimensional.

También pueden cultivarse células distintas de condrocitos en la pelicula en panal desvelada por la presente
invencion para formar eficazmente tejido en una estructura tridimensional.

El sustrato de regeneracion tisular puede proporcionar un espacio para crecimiento celular satisfactorio de células
distintas de condrocitos. Como ejemplo, el uso de una pelicula en panal que comprende un compuesto polimérico y
un fosfolipido como se desvela por la presente invencion pueden proporcionar un espacio mas satisfactorio para
excelente actividad metabolica de células cultivadas en la misma, del que es posible con una pelicula que tenga una
estructura en panal del tipo indicado en la técnica anterior.

Debido a que la superficie del sustrato de regeneracion tisular tiene una estructura en panal, tiene menos area de
adhesion celular que una pelicula lisa, y por lo tanto se inhibe el crecimiento celular, se produce un sustrato y se
muestra el mismo efecto que con un armazon tridimensional. El sustrato de regeneracion tisular tiene una estructura
bidimensional y por lo tanto es facilmente manejable para siembra celular mas sencilla y similares, mientras que la
densidad celular mantenida es alta para permitir que el cultivo celular se lleve a cabo de forma sencilla y eficaz.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un dibujo esquematico de un laminado de complejos que comprende un sustrato de regeneracion
de cartilago y condrocitos cultivados en el sustrato, de acuerdo con la invencion.

La Fig. 2 muestra un ejemplo de la forma de un complejo que comprende un sustrato de regeneracion de
cartilago y condrocitos cultivados en el sustrato, de acuerdo con la invencion.

La Fig. 3 es una microfotografia electronica que muestra la pelicula con una estructura en panal obtenida en el
Ejemplo 1.

La Fig. 4 muestra los resultados de la medicién de la actividad metabdlica para el Ejemplo 2 y Ejemplo
Comparativo 2.

La Fig. 5 es una microfotografia electronica que muestra la pelicula con una estructura en panal obtenida en el
Ejemplo Comparativo 1.

La Fig. 6 es una microfotografia 6ptica que muestra el complejo de condrocitos y un sustrato de regeneracion de
tejido cartilaginoso obtenido en el Ejemplo 3.

La Figura 7 es una microfotografia optica que muestra el complejo de condrocitos y un sustrato de regeneracion
de tejido cartilaginoso obtenido en el Ejemplo Comparativo 7.

Mejor modo para llevar a cabo la invencion

La presente invencién se describira ahora con mas detalle. Los ejemplos y la explicacion a continuacion sirven
exclusivamente para ilustrar la invencién, y no se pretende que restrinjan el alcance de la invencién de ningiin modo.
Todos los otros modos de la invencién que quedan dentro de lo esencial de la invencion también estan implicados
dentro de su alcance.

El compuesto polimérico que compone la pelicula usada en la invencién es preferentemente un polimero
biodegradable. Los polimeros biodegradables preferidos desde el punto de vista de la solubilidad en disolventes
organicos incluyen éacido polilactico, copolimero de acido polilactico-acido poliglicélico, acido polihidroxibutirico,
policaprolactona, poliésteres alifaticos biodegradables tales como polietilen adipato y polibutilen adipato y
policarbonatos alifaticos tales como polibutilen carbonato y polietilen carbonato; éstos también pueden ser
copolimeros o0 mezclas. Se prefieren particularmente entre éstos acido polilactico, copolimero de acido polilactico-
acido poliglicdlico, policaprolactona y copolimero de acido polilactico-policaprolactona.

Como ejemplos de compuestos poliméricos distintos de polimeros biodegradables pueden mencionarse poliestireno
y polimeros basados en vinilo tales como alcohol polivinilico, poli(etilen-covinil acetato) y poli(hidroxietil metacrilato),
y sus copolimeros, y polimeros condensados tales como poli(carbonatos), poli(uretanos), nailon y similares, asi
como sus copolimeros.

La fuente del fosfolipido que compone la pelicula usada en la invencién no es importante, y el fosfolipido puede ser
uno extraido de tejido animal o uno producido por sintesis artificial. El fosfolipido es preferentemente al menos un
tipo seleccionado del grupo que consiste en fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol y
sus derivados. Es mas preferentemente una fosfatidiletanolamina, y aun mas preferentemente L-a-
fosfatidiletalonamina-dioleoilo.

El uso de un fosfolipido permite control del angulo de contacto de la pelicula de estructura en panal ajustando la
concentracion del fosfolipido, para fabricar una pelicula de estructura en panal mas satisfactoria que tenga un angulo
de contacto mas deseable para adhesion celular.
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La relacion de composicion del compuesto polimérico y el fosfolipido es preferentemente 1:1-1000:1 en peso. Es
mas preferentemente 10:1-500:1 y aun mas preferentemente 50:1-200:1.

La pelicula también puede contener otros componentes tales como suavizantes o farmacos siempre que el objeto de
la invencién no se obstaculice.

Puesto que la fabricacion de una pelicula con una estructura en panal como se usa en la invencién requiere
formacion de gotas finas de agua en la solucion polimérica, el disolvente organico usado debe ser no acuoso. Como
ejemplos de tales disolventes pueden mencionarse disolventes organicos basados en halégenos tales como
cloroformo y cloruro de metileno, hidrocarburos aromaticos tales como benceno, tolueno y xileno, ésteres tales como
etil acetato y butil acetato, cetonas no acuosas tales como metil isobutil cetona y disulfuro de carbono. Estos
disolventes organicos pueden usarse solos, o puede combinarse una pluralidad de disolventes para su uso como un
disolvente mezclado.

La concentracion de la solucion que incluye el compuesto polimérico y fosfolipido disuelto en el disolvente es
preferentemente 0,01-10% en peso y mas preferentemente 0,05-5% en peso. No se prefiere una concentracion de
polimero de menos de 0,01% en peso debido a que la pelicula obtenida carecerd de fuerza dinamica. Una
concentracion de mas del 10% en peso puede ser demasiado alta para conseguir una estructura en panal adecuada.
La relacion de composicion del compuesto polimérico y fosfolipido es preferentemente 1:1-1000:1, mas
preferentemente 10:1-500:1 y aun mas preferentemente 50:1-200:1. Si el fosfolipido esta presente en menos de
1/1000 con respecto al compuesto polimérico, puede no obtenerse una estructura en panal homogénea. Si la
relacion en peso es mayor de 1:1, la pelicula puede no ser autoportable, mientras que el coste aumentara, lo que
conduce a desventajas econémicas.

La solucion de polimero-disolvente organico se vierte en una base para formar una pelicula con una estructura en
panal, en la que la base usada puede ser un material inorganico tal como vidrio, metal o una oblea de silicio, un
polimero con resistencia a disolvente organico excelente tal como polipropileno, polietileno o polietercetona, o un
liquido tal como agua, parafina liquida o poliéter liquido. Cuando se usa agua como la base, se utiliza
preferentemente la propiedad autoportable de la estructura en panal para permitir que la estructura se retire
facilmente como un cuerpo separado de la base.

Se cree que el mecanismo por el que se forma la estructura en panal es el siguiente. Cuando el disolvente organico
hidr6fobo se evapora, este consume calor latente y provoca una reduccién de la temperatura en la superficie de la
pelicula moldeada, dando como resultado coalescencia y adhesion de gotas finas de agua en la superficie de la
solucién polimérica. La accion de la parte hidréfila de la solucién polimérica reduce la tension superficial entre el
agua y el disolvente organico hidréfobo, y de este modo las gotas finas de agua se funden hacia una masa sencilla y
se estabilizan. A medida que el disolvente se evapora, se ordenan gotas liquidas formadas de manera hexagonal en
su empaguetamiento mas estrecho y finalmente el agua escapa dejando el polimero ordenado en forma de una
figura de panal regular. El ambiente para la preparacion de la pelicula preferentemente tiene una humedad relativa
en el intervalo de 10-95%. A menos del 10%, la condensacién de las gotas de agua en la pelicula moldeada sera
insuficiente, y a mas del 95% sera mas dificil mantener el control ambiental. El didmetro interno de cada una de las
cavidades del panal de la estructura en panal obtenida en este procedimiento es de 0,1 a 100 um. El diametro
interno de la cavidad adecuado para cultivo celular es preferentemente 0,1-20 um y alin mas preferentemente 1-15
pum. La pelicula con una estructura en panal producida en este procedimiento tiene la estructura en panal en su
superficie, y si el grosor de la pelicula es suficientemente grande la superficie posterior en contacto con la base sera
plana sin orificios perforados. Si el grosor de la pelicula es menor que los tamafios de las gotas de agua, la pelicula
resultante tendra orificios perforados. Puede seleccionarse una pelicula perforada o no perforada segun sea
apropiado para el uso pretendido.

El sustrato de regeneracion tisular es un sustrato particularmente adecuado para regeneracion de tejido
cartilaginoso. Se describird ahora un procedimiento de cultivo celular en una pelicula con una estructura en panal y
un procedimiento para la produccién de un complejo de regeneracién tisular usando condrocitos como un modelo
ejemplar.

Los condrocitos usados para su cultivo en la pelicula con una estructura en panal pueden obtenerse de cartilago
hialino, fibrocartilago o cartilago elastico. Para reparacion ideal del trasplante, se prefiere usar condrocitos
articulares obtenidos de cartilago de articulaciones que no estan bajo una carga pesada. Las células se preparan por
extraccion a partir de tejido seguido de retirada del tejido conectivo, etc. por protocolos ordinarios. También puede
llevarse a cabo cultivo primario mediante un protocolo ordinario para precultivo de las células.

Cuando los condrocitos se siembran en la pelicula con una estructura en panal usada en la presente invencion, la
pelicula con la estructura en panal puede formarse en una placa para su uso directo, o la pelicula con la estructura
en panal puede insertarse en un recipiente de cultivo celular, dependiendo de cual sea el procedimiento mas
conveniente.

Después de sembrar las células en la pelicula con la estructura en panal, se afiade solucién de cultivo y puede
llevarse a cabo crecimiento de cultivo en un medio adecuado en, por ejemplo, un incubador a 37 °C, CO, 5%.
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La ventaja de usar una pelicula con una estructura en panal en la invencion es que la estructura de superficie en
panal da como resultado un area de adhesion celular mas pequefia que una pelicula lisa, de modo que se inhibe el
crecimiento celular, se produce un sustrato y se muestra el mismo efecto que con un armazon tridimensional. Por lo
tanto, usando una pelicula con una estructura en panal es posible evitar cambios en la morfologia celular que se
producen con el crecimiento repetido, y en el caso de los condrocitos, por ejemplo, es posible reducir la proporcion
de fibrocondrocitos productores de sustrato de cartilago bajo en el complejo para regeneracion de tejido
cartilaginoso. Como resultado, puede conseguirse reconstruccion de tejido cartilaginoso por condrocitos de forma
mas eficaz.

Ademas, el uso de una pelicula con una estructura en panal no perforada evita la filtracion de la suspension celular
de siembra de la pelicula, dando como resultado un aumento de la densidad de las células conservadas en
comparacién con una esponja tridimensional o similares, y permitiendo la regeneracion tisular rapida y eficaz.
Cuando el complejo que retiene células se usa en su forma de pelicula es posible conseguir la regeneracion de
tejido delgado, pero también pueden laminarse complejos que retienen células como se muestra en la Fig. 1. En
este caso, el grosor del tejido regenerado puede ajustarse por el nimero de capas de peliculas con estructura en
panal laminadas. Puesto que las células se siembran en cada una de las peliculas de estructura en panal, la
densidad de las células en las peliculas de estructura en panal laminadas es la misma que en un complejo con una
pelicula sencilla y el trasplante de las mismas al cuerpo permite que tenga lugar regeneracion tisular satisfactoria.
Dependiendo del sitio de regeneracion tisular, puede incluso ser posible la laminacién de peliculas con diferentes
densidades celulares. Ademas, el tipo de células retenidas en las peliculas de estructura en panal puede variarse de
modo que su laminacién forme una estructura que se aproxime a la hallada en el cuerpo.

Como alternativa, puede enrollarse una pelicula de estructura en panal cubierta con células en un rodillo como se
muestra en la Fig. 2, para formar una figura cilindrica. En este caso, el tamafio del tejido regenerado puede ajustarse
por la altura del rodillo y el nimero de vueltas del rodillo.

La densidad de siembra de células para cultivar en la pelicula de estructura en panal diferira dependiendo del tipo
celular, y para condrocitos, por ejemplo, la densidad de siembra preferida es una que favorezca la produccion de
sustrato cartilaginoso frente al crecimiento celular. Una densidad de siembra celular tal permitird que los condrocitos
produzcan abundantemente el sustrato cartilaginoso desde el inicio del cultivo, para obtener de forma eficaz un
sustrato cartilaginoso en la cantidad necesaria para regeneracion de cartilago.

Por ejemplo, desde el punto de vista de mantener de forma mas eficaz la morfologia celular y producir sustrato
cartilaginoso, la densidad de siembra de condrocitos para la invencion esta en el intervalo de 5 x 10* células/ml a 1 x
10° células/ml, y preferentemente en el intervalo de 1 x 10° células/ml a 8 x 10° células/ml, para siembra de células
en un area de 400 mm?, por ejemplo.

Si la densidad de siembra celular es menor que este intervalo, se favorecera el crecimiento de condrocitos frente a la
produccién de sustrato cartilaginoso, y la morfologia celular puede alterarse o puede no producirse eficazmente una
cantidad suficiente de sustrato cartilaginoso. Si la densidad de siembra celular es mayor que este intervalo, la
actividad celular de los condrocitos puede no mantenerse de forma suficiente y la produccién de sustrato
cartilaginoso puede ser inadecuada.

El tiempo de cultivo celular puede estar en un intervalo de 1 dia a 4 semanas. El intervalo es preferentemente de 3
dias a 3 semanas, pero esto no es limitante debido a que el tiempo de cultivo puede variar basandose en el volumen
de células sembradas.

El sustrato cartilaginoso puede consistir en una o ambas de las sustancias normalmente producidas por condrocitos
en el cuerpo y sustancias producidas en las condiciones de cultivo. Como tales sustancias pueden mencionarse
glicosaminoglicanos (GAG) tales como condroitin sulfato, acido hialurénico y keratan sulfato, o colageno de tipo II.
La cantidad de sustrato cartilaginoso puede medirse por cuantificacion de GAG, por ejemplo.

Puesto que el injerto de regeneracion tisular de la invencion comprende por lo tanto numerosas células y abundante
sustrato, este es altamente biocompatible y puede conseguir cuando se trasplanta eficazmente la reparacion tisular.

Como ejemplos de afecciones para tratar, en las que puede usarse un complejo de un sustrato de regeneracion
tisular y condrocitos en el que se han cultivado condrocitos como un injerto, pueden mencionarse dafo de cartilago,
osteocondritis disecante, osteoartritis y artritis reumatoide, pero no se limitan a estas afecciones, y puede aplicarse a
afecciones generales asociadas con pérdida de cartilago. Las células adecuadas para que se regenere el tejido
pueden cultivarse en el sustrato de regeneracion tisular para obtener un complejo para su uso en regeneracion
tisular.

Ejemplos

La presente invencion se explicara en méas detalle mediante ejemplos, con el entendimiento de la que invencion no
se limita en ningin modo por los ejemplos.
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Ejemplo 1

En una solucién de &cido polilactico (nombre comercial: “Lacty9031" de Shimadzu Laboratories, peso molecular
medio en peso: 168.000) en cloroformo (5 g/l) se mezcl6é fosfatidiletanolamina-dioleoilo (Wako Pure Chemical
Industries, Co., Ltd.) como un tensioactivo en una proporcion de 200:1, y la mezcla se vertié en un panel de vidrio y
se permitié que se mantuviera a temperatura ambiente, 70% de humedad para el escape gradual del disolvente para
preparar una pelicula con una estructura en panal. Se muestra una microfotografia electronica de la misma en la Fig.
3, que indica que se habia obtenido una pelicula en panal con un diametro interno de cavidad medio de
aproximadamente 5 pm.

Ejemplo 2

La pelicula con una estructura en panal fabricada en el Ejemplo 1 se esteriliz6 con etanol al 70% vy la pelicula se
insertdé en un recipiente de cultivo celular esterilizado (diametro: 15 mm). Se sembré una parte de 0,5 ml de
fibroblastos fetales de raton (células NIH3T3) (ATCC) a 3,6, x 10* células/ml en la pelicula y se realizd su cultivo en
medio de suero D-MEM en un incubador a 37 °C, CO, 5%. Después de 24 y 48 horas, la actividad metabolica de las
células se midié por el procedimiento de Azul de Alamar, usando luz de excitacion a una longitud de onda de 530 nm
y detecciéon de fluorescencia emergente a 590 nm. Los resultados se muestran en la Fig. 4 (En la Fig. 4, p
representa el valor P (valor de probabilidad)).

Ejemplo Comparativo 1

En una solucién de acido polilactico en cloroformo (5 g/l) se mezclé un polimero de poliacrilamida (peso molecular
medio en peso: 85.000) preparado por el procedimiento descrito en la Publicacion de Patente Japonesa No
Examinada N° 2011-157574 como un tensioactivo en una proporcién de 10:1, y la mezcla se vertié en un panel de
vidrio y se permiti6 que se mantuviera a temperatura ambiente, 70% de humedad para el escape gradual del
disolvente para preparar una pelicula con una estructura en panal. Se muestra una microfotografia electrénica de la
pelicula obtenida en la Fig. 5, que indica que se habia obtenido una pelicula en panal con un didmetro interno de
cavidad medio de aproximadamente 5 um.

Ejemplo Comparativo 2

Se realiz6 un ensayo en el mismo procedimiento que el Ejemplo 2 usando la pelicula fabricada en el Ejemplo
Comparativo 1. Los resultados se muestran en la Fig. 4.

Como se ve en la Fig. 4, el sustrato de regeneracion tisular del Ejemplo 1 compuesto de acido polilactico y un
fosfolipido mostré6 mayor actividad metabdlica que el sustrato de regeneracion tisular del Ejemplo Comparativo 1
compuesto de acido polilactico y un polimero anfipatico.

Ejemplo 3

La pelicula de estructura en panal fabricada en el Ejemplo 1 se esterilizd con etanol al 70% y se insertd en un
recipiente de cultivo celular esterilizado. Por separado, se desprendié una tira de cartilago delgada por raspado de
cartilago articular de rodilla de conejo con un bisturi y se corté en trozo finos, después de lo cual se traté con enzima
durante 1 hora en PBS(-) que contenia tripsina 0,15% (p/v), y después se incubd a 37 °C durante 2 horas y 30
minutos en PBS(-) que contenia colagenasa 0,15 (p/v). El filtrado obtenido por filtracion usando un filtro de nailon
con un tamafo de poro de 70 pm se centrifugd durante 3 minutos a 1500 rpm y se aclar6 dos veces con medio de
suero o-MEM que contenia un antibiético y suero de ternero fetal 10%, después de lo cual se obtuvieron condrocitos
de rodilla de conejo. Los condrocitos se cultivaron en medio de suero a-MEM en un incubador a 37 °C, CO; 5%. Los
condrocitos del segundo subcultivo se separaron y se recogieron con tripsina 0,25%/1 mmol de EDTA/PBS(-), y se
preparé una solucion celular de 2 x 10° células/ml. Después de humectar la pelicula de estructura en panal con 1 ml
de medio, se sembré 1 ml de la solucion celular en la misma. Después se alojé en una placa de 6 pocillos y se
cultivd en un incubador de CO, 5%, a 37 °C. El medio completo se aspir6 al dia siguiente y se intercambié con 2 ml
de medio que contenia acido ascérbico 25 pg/ml afiadido al recipiente de cultivo celular, después de lo cual el medio
se intercambio cada 2 dias y se realiz6 cultivo permitiendo que la mezcla se mantuviera durante hasta 3 semanas.
En los puntos de 3 y 10 dias, se midio la actividad metabdlica de las células mediante el procedimiento de Azul de
Alamar. Los resultados se muestran en la Tabla 1. Después de cultivar, el injerto se retiré del recipiente y se midi6 el
contenido de GAG usando un kit Blyscanm de Biocolor (Reino Unido). Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Se muestra una microfotografia éptica del complejo obtenido de condrocitos y sustrato de regeneracién de tejido
cartilaginoso en la Fig. 6.

Ejemplo Comparativo 3

La pelicula fabricada en el Ejemplo Comparativo 1 se us6 para cultivar con el mismo procedimiento que el Ejemplo
3. En los puntos de 3 y 10 dias, se midi6 la actividad metabdlica de las células mediante el procedimiento de Azul de
Alamar. Los resultados se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1 Intensidad de fluorescencia
Alos 3 dias | Alos 10 dias

Ejemplo 3 40549 1763476

Ejemplo Comparativo 3 | 31221 1320767

El ensayo de actividad metabdlica demostr6 que el sustrato de regeneracion tisular hecho de una pelicula
compuesta de acido polilactico y un fosfolipido obtenido en el Ejemplo 1 muestra mayor actividad metabdlica que el
sustrato de regeneracion tisular hecho de una pelicula compuesta de acido polilactico y un polimero anfipatico
obtenido en el Ejemplo Comparativo 1.

Ejemplo Comparativo 4

Se cultivaron condrocitos (cultivo en monocapa) en el mismo procedimiento en una placa del mismo tamafio que el
Ejemplo 3, y el contenido de GAG se midié después de 3 semanas de cultivo. Los resultados se muestran en la
Tabla 2.

Ejemplo Comparativo 5

En el mismo procedimiento que el Ejemplo 3, se extrajeron condrocitos de conejo y se combinaron con medio de
cultivo para preparar una suspension de condrocitos, y la suspension de condrocitos se incluyé en una cantidad
igual de colageno: atelocolageno: Koken Co., Ltd.) a una densidad de 2 x 10° células/ml, tras lo cual se inici6 el
cultivo. La concentracion de colageno final fue de 2,4% en peso. Este se alojé después en una placa de 6 pocillos y
se cultivd en un incubador de CO, 5%, 37 °C usando medio que contenia acido ascorbico 25 pg/ml y el contenido de
GAG se midi6 después de 3 semanas de cultivo. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2 Contenido de GAG de las células
Contenido de GAG (ug/ug de ADN)

Ejemplo 3 (pelicula de estructura en panal) 102

Ejemplo Comparativo 4 (cultivo en monocapa) | 49

Ejemplo Comparativo 5 (gel de atelocolageno) | 39

Como se ha mostrado en la Tabla 2, la cantidad de sintesis de GAG en la pelicula de estructura en panal fue mas de
dos veces la hallada con cultivo en monocapa, y casi 4 veces la hallada con cultivo en gel de atelocolageno. Como
se ha mencionado anteriormente, el contenido de GAG refleja la cantidad de sustrato cartilaginoso, y por lo tanto el
Ejemplo 3 tuvo una mayor cantidad de produccion de sustrato cartilaginoso.

Ejemplo Comparativo 6

Se preparé una pelicula moldeada mezclando una solucion de acido polilactico en cloroformo (5 g/l) con L-a-
fosfatidiletanolamina-dioleoilo como un tensioactivo en una proporcion de 200:1, vertiéndola en un panel de vidrio y
permitiendo que se mantenga a temperatura ambiente para escape gradual del disolvente.

Ejemplo Comparativo 7

Se cultivaron condrocitos en las mismas condiciones que el Ejemplo 3 en una pelicula moldeada obtenida para el
Ejemplo Comparativo 6. La Fig. 7 muestra una microfotografia optica del complejo de condrocitos y pelicula
moldeada obtenido.

Las Figs. 6 y 7 demuestran que con un sustrato de regeneracion tisular hecho de una pelicula con una estructura en
panal de acuerdo con la invencién, los condrocitos crecen de forma tridimensional sin alteracion de la morfologia
celular, es decir, con una baja cantidad de cartilago fibroso, mientras que con el sustrato de regeneracion tisular
compuesto de una pelicula moldeada simple, el resultado fue produccidon baja del sustrato extracelular y
aplanamiento de las células, es decir, cartilago fibroso.
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REIVINDICACIONES

1. Uso in vitro de una pelicula con una estructura en panal que tiene un diametro interno de cavidad medio de 0,1 a

20 um, compuesta principalmente de un compuesto polimérico y un fosfolipido como un sustrato de regeneracién
tisular.

2. El uso in vitro de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque dicho compuesto polimérico es un
polimero biodegradable.

3. El uso in vitro de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que dicho fosfolipido es al menos un tipo seleccionado del
grupo que consiste en fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol y sus derivados.

4. El uso in vitro de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que dicho fosfolipido es fosfatidiletanolamina.
5. El uso in vitro de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que dicho fosfolipido es L-a-fosfatidiletanolamina-dioleoilo.

6. El uso in vitro de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque la relacion de composicion del
compuesto polimérico y el fosfolipido es de 10:1 a 500:1 en peso.

7. El uso in vitro de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque el tejido es tejido cartilaginoso.

8. El uso in vitro de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que las células son mantenidas en dicho sustrato de
regeneracion tisular, formando de este modo un complejo de regeneracion tisular.

9. El uso in vitro de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizado porque el tejido es tejido cartilaginoso.

10. El uso in vitro de acuerdo con la reivindicacidon 8, en el que las células son mantenidas en el sustrato de
regeneracion tisular, cultivando células en el sustrato de regeneracion tisular.

11. Una pelicula con una estructura en panal que tiene un didmetro interno de cavidad medio de 0,1 a 20 pm,
compuesta principalmente de un compuesto polimérico y un fosfolipido para su uso en un procedimiento de
regeneracion tisular.
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* : P<0,05
* 3 % : P<0,001
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