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DESCRIPCION
Matrices de fibrina liofilizadas y métodos de preparacion de las mismas
CAMPO TECNICO

[0001] La presente invencion describe biomatrices liofilizadas compuestas de proteina plasmatica sustancialmente
libre de plasmindgeno para aplicaciones clinicas como implantes para ingenieria tisular. Ademas, las biomatrices
liofilizadas de proteina de plasma estan sustancialmente libres de agentes antifibrinoliticos exégenos asi como de
agentes quelantes organicos. Las matrices, segun la presente invencién, tienen utilidad clinica, per se o como
implantes portadores de células.

DISENO ANTERIOR

Ingenieria Tisular

[0002] La ingenieria de tejidos se puede definir como la técnica de reconstruccion o regeneraciéon de tejidos en
mamiferos, tanto estructural como funcionalmente (Hunziker, Osteoarth. Cart. 10:432-63,2002). La ingenieria tisular
incluye, generalmente, la liberacion de un soporte natural o sintético que sirve como soporte arquitecténico sobre el
cual las células se pueden fijar, proliferar y sintetizar nuevos tejidos para la reconstruccién de una herida o defecto.

[0003] Un ejemplo de tejido propenso a sufrir dafios a causa de dolencias y traumas es el cartilago articular, uno
de los muchos tipos de cartilago del cuerpo, que podemos encontrar en la superficie de los huesos. Los dafios en el
cartilago pueden ser resultado de una enfermedad inflamatoria como la artritis reumatoide, de un proceso
degenerativo como la osteoartritis o de un trauma como una fractura intraarticular o la consecutiva lesion de
ligamentos. Las lesiones de cartilago estan, a menudo, acompanadas de dolor y de movilidad reducida,
generalmente no se curan y sin intervencion médica pueden requerir la sustitucion osteoarticular total.

[0004] Las estrategias terapéuticas actuales para reparar el cartilago dafado incluyen procedimientos que inducen
una respuesta de reparacion espontanea y aquellos que reconstruyen el tejido de manera estructural y funcional.
Estas estrategias incluyen técnicas quirirgicas que exponen al hueso subcondral, permitiendo asi la infiltracién de
células progenitoras de médula 6sea para iniciar la respuesta de reconstruccion. Con frecuencia, el tejido inducido
es un tipo de fibrocartilago combinado sin durabilidad y cuyas mejoras clinicas son muy limitadas. La ultima
estrategia incluye el trasplante de células o tejidos condrales u osteocondrales ya sean de origen autélogo o
alogénico. El Trasplante autélogo de Condrocitos (TAC) se refiere al trasplante de condrocitos autélogos en una
lesién de cartilago que ha sido aislada a partir de una biopsia del cartilago del paciente y expandida in vitro. De
hecho, esta técnica requiere un complicado procedimiento que conlleva dos trabajos quirurgicos y que muestra una
enorme variabilidad y un éxito clinico limitado.

[0005] En esta disciplina, se sabe que las matrices son practicas para la regeneracion de tejidos asi como para
actuar como superficies biocompatibles para los mismos. Estas matrices pueden, ademas, ser consideradas como
sustratos para el crecimiento de las células, ya sea in vitro o in vivo. Las matrices para el crecimiento tisular y/o la
regeneracion incluyen tanto entidades biodegradables como bioestables. Entre las multiples posibilidades que se
pueden utilizar como matrices de soporte para el crecimiento o la regeneracién de tejidos se encuentran los geles,
las espumas, las placas y ciertas estructuras porosas de diferente forma y tamafio.

[0006] En el pasado se han utilizado como apdsitos o implantes materiales porosos formados a partir de
materiales sintéticos y/o materiales biodegradables de origen natural. Un material poroso proporciona un soporte
estructural y un soporte para el crecimiento intracelular y la regeneracion tisular. Preferiblemente, el material poroso
se degrada de manera gradual, siendo absorbido como tejido regenerado. Los materiales bioreabsorbibles que
suelen utilizarse en la fabricacion de apdsitos porosos o implantes incluyen polimeros y biopolimeros sintéticos
como pueden ser las proteinas estructurales y los polisacaridos. Los biopolimeros pueden ser seleccionados o
modificados de manera que se modifiquen sus propiedades fisicoquimicas para proporcionar mayor flexibilidad o
menor vulnerabilidad a la degradacion.

[0007] Se ha descubierto que numerosos polimeros naturales son utiles en la ingenieria tisular o de cultivos,
incluyendo distintos constituyentes de la matriz extracelular como la fibronectina, algunos tipos de colageno y
laminina, como la queratina, la fibrina y el fibrindgeno, el acido hialurénico, el heparan sulfato y el sulfato de
condroitina entre otros. Las patentes US 6,425,918 y 6,334,968 describen una esponja polisacarida liofilizada
bioreabsorbible y su uso como matriz o soporte para ser implantada en un paciente.

Fibrina
[0008] EI fibrindbgeno es una importante proteina plasmatica que participa en el proceso de coagulaciéon de la

sangre. Una vez dafiado el vaso sanguineo, el fibrindgeno se convierte en fibrina insoluble que sirve como estructura
para el coagulo. La coagulacion de la sangre es un proceso complejo que comprende la interaccion secuencial de un
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numero de proteinas de plasma, en particular de fibrindgeno (factor 1), protrombina (factor Il), factor V y factores VII-
XIll. También forman parte de la formacién de los coagulos sanguineos otras proteinas plasmaticas como el factor
de Von Willebrand, las inmunoglobulinas, los factores de coagulacion y los componentes del complemento.

[0009] En esta disciplina, la fibrina se conoce como adhesivo tisular de uso médico eficaz para la reconstruccion
de heridas y la reparacion del tejido. El concentrado proteico liofilizado derivado del plasma (compuesto de
fibrindgeno, factor Xlll y fibronectina), en presencia de trombina e iones de calcio da lugar a un sellador biolégico
inyectable (goma de fibrina). La patente US 5,411,885 describe un método de incrustacion y cultivo de tejidos con el
uso de la goma de fibrina.

[0010] La patente US 4,642,120 explica el uso de gomas que contienen fibrinbgeno en combinacion con células
mesenquimales autélogas o condrociticas como método para favorecer la reparacion de los defectos en cartilago y
hueso. La patente US 5,260,420 describe un método para la preparacion y el uso de pegamentos biologicos
compuestos de proteinas plasmaticas de uso terapéutico. La patente US 6,440,427 describe un compuesto adhesivo
formado en su mayor parte de componentes precursores de fibrina y de un polisacarido como el acido hialurénico
que mejora la viscosidad. Itokazu (ltokazu et al., Infection 25:359-63, 1997) describié un coagulo de fibrina liofilizada
para la liberacion prolongada de antibiéticos.

[0011] La patente US 5,972,385 revela una matriz liofilizada de polisacarido de colageno reticulado que se
administra solo o en combinacion con otros terapéuticos para la reparacion de tejido. Las patentes US 5,206,023 y
US 5,368,858 describen una composicion de reparacion de cartilago que consiste en una matriz biodegradable, una
proliferaciéon o y un factor de transformacion.

[0012] En las patentes US 4,442,655 y EP 0068149 se describe una estructura de fibrinédgeno liofilizado con
estructura de malla que puede utilizarse para el tratamiento de heridas, como material de relleno de cavidades dseas
0 como soporte de sustancias activas para la liberacidon controlada. La estructura se prepara por la mezcla de
fibrindgeno y solucion de trombina, a continuacién se verte en un molde, se congela y se liofiliza.

[0013] En las patentes US 6,310,267 y 6,486,377 se describe una membrana de fibrina liofilizada para la
cicatrizacion de heridas. La preparacion de esta membrana requiere una dialisis de una o varias etapas de la
solucion de fibrindgeno. Segun esta divulgacion, la didlisis de una o varias etapas de la solucién de fibrinégeno
cambia radicalmente su composicion reduciendo la concentracién de sales y aminoacidos. Esta dialisis se lleva a
cabo en una solucién acuosa de una sal inorganica fisioldgicamente compatible y un agente complejante organico.

[0014] En la patente WO 99/15209 se describe una esponja de fibrina que contiene un activador de coagulacion de
la sangre para hemostasis, adhesion de tejidos, cicatrizacion de heridas y cultivo celular. De acuerdo con esta
publicacion, la restauracion de la humedad o el contenido de agua tras la liofilizaciéon es crucial para obtener una
esponja suave, adaptable y absorbente. La esponja puede estar impregnada de aditivos tales que activadores de
coagulacién de la sangre, estabilizadores, conservantes y otros agentes.

[0015] Las patentes US 5,466,462 y 5,700,476 describen una esponja heteromdfica bioreabsorbible compuesta de
una matriz biopolimérica, al menos una subestructura y al menos un agente farmacoldégicamente activo. Las
subestructuras permiten la incorporacion de uno o mas agentes activos al producto final para la liberacion fisica. La
patente US 5,443,950 esta relacionada con el crecimiento de células derivadas de un tejido deseado en una matriz
estromal establecida anteriormente. Ademas, en la patente US 5,842,477 se describe un método de reconstruccion
del cartilago in vivo mediante la implantacién de un armazoén biocompatible tridimensional en combinacién con tejido
del peridsteo/pericondral y células estromales, con o sin agentes bioactivos.

Fibrindlisis

[0016] Los actuales implantes de fibrina liofilizada destinados a la ingenieria tisular se preparan utilizando
soluciones de fibrindgeno o de proteina plasmatica, dando lugar a proteasas que pueden comprometer la estabilidad
de ciertas proteinas plasmaticas y llevar a la degradacion de la matriz. El plasminégeno es una importante proteina
plasmatica que se une a la fibrina durante la formacién del coagulo. Dentro del coagulo o matriz, el plasminégeno es
convertido enzimaticamente en plasmina, resultado de la degradacién del coagulo o de la matriz, que actua como
agente fibrinolitico. Normalmente, este proceso se retrasa afnadiendo agentes antifibrinoliticos a la composicién,
incluyendo, entre otros, aprotinina, acido e-aminocaproico o &cido tranexamico. Estos agentes pueden provocar
efectos nocivos en el crecimiento, la proliferacion y/o la diferenciacion celular, o pueden causar reacciones adversas
en pacientes. Esta disciplina no ha dado, hasta el momento, una matriz liofilizada de fibrina estable sustancialmente
libre de agentes antifibrinoliticos exdgenos.

[0017] La solicitud internacional de patente en tramitacion WO 03/007873 realizada por algunos de los inventores
de la presente invencion, revela una matriz liofilizada de proteina plasmatica compuesta de proteinas de plasmay, al
menos, un agente antifibrinolitico, también puede estar compuesta de otros excipientes para mejorar ciertas
propiedades fisicas, mecanicas y biolégicas de la matriz.
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RESUMEN DE LA INVENCION

[0019] La presente invencion describe biomatrices sustancialmente libres de agentes antifibrinoliticos externos,
pues se ha demostrado que son perjudiciales para células y tejidos y que pueden ocasionar reacciones adversas en
pacientes. Es ahora cuando por primera vez se divulga que las matrices flexibles y resistentes, también conocidas
como esponjas, que son particularmente beneficiosas como soporte para el crecimiento tridimensional de células, se
puede obtener de proteinas plasmaticas libres de plasmindgeno, evitando de este modo la necesidad de agentes
antifibrinoliticos externos. También se describe mas adelante que las biomatrices, que se obtuvieron de manera
inesperada a partir de proteinas de plasma parcialmente purificadas, también evitan la necesidad de agentes
antifibrinoliticos exdgenos. Las composiciones y los métodos de la presente invencidon son efectivos en aplicaciones
tanto in vivo como in vitro, incluyendo implantes biocompatibles en ingenieria tisular y en biotecnologia para el cultivo
y la diferenciacion de células in vitro. Las matrices, segun la presente invencién, son tridimensionales (3D) y se
pueden utilizar clinicamente per se 0 como implantes portadores de células. La presente invencién explica todos los
componentes fundamentales para la reconstruccion de tejidos, facilitando asi la tarea del profesional médico y
proporcionando una alternativa mejor para la reconstruccion y regeneracion de tejidos del paciente.

[0020] La presente invencién revela una matriz de fibrina porosa liofilizada formada a partir de proteinas de plasma
que incluyen fibrindgeno, trombina y Factor lll. La matriz tiene menos del 10% de humedad residual y esta libre de
agentes antifibrinoliticos exdégenos y de agentes quelantes organicos, mostrando asi mejores caracteristicas. La
presente invencion esta basada parcialmente en el hallazgo inesperado de que una matriz compuesta de proteinas
plasmaticas libre de agentes antifibrinoliticos exdgenos y plasmindgeno transmite mas estabilidad y mejora
significativamente la inoculaciéon y dispersidon de células, pero mantiene otras propiedades positivas de estas
matrices. Las matrices, en particular las que estan libres de plasminégeno, muestran una reabsorbibilidad reducida si
se comparan con las matrices de fibrina hasta ahora conocidas, dando lugar a un implante de larga duracion con
estabilidad y resistencia mejoradas para el correcto desarrollo, reconstruccion y regeneracion de tejidos.

[0021] La presente invencion expone una matriz de fibrina porosa liofilizada formada a partir de proteinas de
plasma que incluyen fibrinégeno, trombina y Factor Ill. La matriz tiene menos del 10% de humedad residual y esta
libre de agentes antifibrinoliticos exégenos, de plasminégeno y de agentes quelantes organicos. En una realizacion
sustancialmente libre de plasminégeno se refiere a la solucion de proteina plasméatica que contiene menos del 20%
del plasmindgeno presente normalmente en el plasma sanguineo, menos del 10% del plasminégeno normalmente
presente en el plasma y mas preferiblemente menos del 5% del plasminégeno normalmente presente en el plasma.
Los inventores han descubierto que una matriz de fibrina porosa liofilizada compuesta de proteinas plasmaticas
libres de plasminégeno presenta una matriz mejorada para aplicaciones clinicas y biotecnoldgicas. Ademas de
eliminar la necesidad de agentes antifibrinoliticos exdgenos y sus consecuentes efectos nocivos, los inventores
ahora muestran que la matriz de fibrina de la presente invencién es mejor como armazén para la inoculacion, el
crecimiento y la diferenciacion celular, asi como para su uso en la regeneracion y reconstruccion de tejidos.

[0022] La matriz de fibrina de la invencion se puede utilizar per se, incluyendo las proteinas plasmaticas
sustancialmente libres de agentes antifibrinoliticos exédgenos y de agentes quelantes, para aplicaciones clinicas y
biotecnoldgicas. Cabe mencionar, sin embargo, aditivos que mejoran las caracteristicas bioldgicas, fisicas y
mecanicas de la matriz. La presente invencion incluye la incorporacion en la matriz de al menos un aditivo para
producir una matriz con propiedades bioldgicas, mecanicas y/o fisicas mejoradas.

[0023] La solicitud internacional de patente en tramitacion WO 03/007873 realizada por algunos solicitantes de la
presente invencion revelan una matriz de fibrina compuesta de proteinas de plasma y, al menos, un agente
antifibrinolitico, de manera opcional también compuesta de agentes como polisacaridos, polisacaridos anionicos,
glicosaminoglicanos o polimeros sintéticos afadidos a la preparacion para mejorar ciertas propiedades fisicas,
mecanicas y bioldgicas de la matriz. De esta manera, se elimina o supera la necesidad de un agente antifibrinolitico
por la ausencia sustancial de plasmindégeno en la matriz.

[0024] En una realizacion, la presente invencion esta relacionada con una matriz de fibrina porosa sustancialmente
libre de agentes antifibrinoliticos exdgenos, plasmindégeno y agentes quelantes organicos comprendiendo, al menos,
un aditivo seleccionado de un grupo consistente en polisacaridos, glicosaminoglicanos (GAGs) y polimeros sintéticos
que sirve como soporte para el crecimiento y la diferenciacion celular tanto in vitro como in vivo.

[0025] Segun una realizacion, el aditivo se puede afadir ab initio, por ejemplo, durante la formacién del coagulo.
Segun otras realizaciones alternativas, el aditivo se introduce en la matriz en cualquier momento tras la formacion de
la misma. Segun diversas realizaciones llevadas a cabo durante la presente invencion, la matriz se prepara usando
al menos un glicosaminoglicano seleccionado del grupo consistente en acido hialurénico reticulado, acido hialurénico
no reticulado, heparina, derivados de heparina y miméticos de heparina, condroitin sulfato, dextran sulfato, dermatan
sulfato, heparan sulfato y queratan sulfato.

[0026] EI glicosaminoglicano se afiade a la matriz como concentracién final que proporciona flexibilidad y
elasticidad a la matriz y descarta la necesidad de ajustar el contenido de humedad de la composicion final. Segun
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una realizacion llevada a cabo durante la presente invencion, el glicosaminoglicano se selecciona del acido
hialurénico reticulado y no reticulado. En una realizacion la concentracion de acido hialurénico no reticulado es de
0,005% a un 0,5% final (V/V) pero es preferible que sea de 0,05% a un 0,1%. En otra realizacion la concentracion de
acido hialurénico reticulado es de 0,001% a un 0,1% y es preferible que sea de 0,05% a un 0,09% final (V/V). Segun
otra realizacién el glicosaminoglicano se selecciona de la heparina y sus derivados.

[0027] La presente invencion incluye ademas una matriz de fibrina compuesta de al menos un agente bioactivo
seleccionado del grupo consistente en proteinas terapéuticas, plaquetas y sobrenadante plaquetario, analgésicos,
agentes antimicrobianos o antiinflamatorios y enzimas.

[0028] Segun una realizacién, la presente invencion proporciona una matriz porosa liofilizada compuesta de
proteinas plasmaticas sustancialmente libres de agentes antifibrinoliticos exdgenos, plasminégeno y agentes
quelantes organicos, ademas de estar compuesta por al menos un glicosaminoglicano y al menos un agente
bioactivo.

[0029] Segun otra realizacién llevada a cabo en la presente invencion, al menos un agente bioactivo es una
proteina terapéutica seleccionada del grupo consistente en factores de crecimiento y sus derivados. Por un lado, el
factor de crecimiento es seleccionado de un factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y de sus variantes. Por otro
lado, el FGF es un FGF con capacidad para inducir o mejorar la reconstruccién y regeneracion de cartilago y hueso
y/o la angiogénesis. Los factores de crecimiento se pueden incorporar en un amplio rango de concentraciones,
dependiendo de la potencia del factor y la aplicacién deseada.

[0030] Para ciertas aplicaciones, se prefiere la liberacion prolongada o por fases de un agente bioactivo. En una
realizacién, se incorpora el al menos un factor de crecimiento directamente a la matriz de fibrina, ab initio. En otra
realizacién, el al menos un factor de crecimiento se une a una molécula transportadora como la heparina y se
incorpora a la matriz ab initio. La liberacién prolongada de un agente bioactivo depende de diversos factores, como
la concentracion del factor de crecimiento, el tipo de glicosaminoglicano que se incorpora y la concentracion de
fibrina y trombina.

[0031] En comparacién con las actuales esponjas heteromorfas bioreabsorbibles, la presente invenciéon descubre
una esponja de fibrina liofilizada compuesta de proteinas de plasma sustancialmente libres de agentes
antifibrinoliticos exdgenos, plasminégeno y agentes quelantes organicos, que puede estar compuesta ademas de al
menos un aditivo seleccionado del grupo consistente en polisacaridos, glicosaminoglicanos y polimeros sintéticos,
ademas de al menos un agente bioactivo.

[0032] Segun la realizacion, la presente invencion proporciona una matriz de fibrina porosa liofilizada compuesta
de proteinas plasmaticas sustancialmente libres de agentes antifibrinoliticos exégenos, plasmindgeno y de agentes
quelantes organicos, ademas de al menos un glicosaminoglicano y un agente bioactivo. Segun otra realizacion
llevada a cabo durante la presente invencion, el, al menos, un glicosaminoglicano se selecciona de la heparina y sus
derivados, el agente bioactivo es una proteina terapéutica seleccionada de la familia de factores de crecimiento FGF
y sus derivados. Esta esponja proporciona una liberacion gradual del FGF de la matriz y puede ser beneficiosa en
ciertas aplicaciones terapéuticas.

[0033] Segun otra realizacion, la presente invencion revela una matriz de fibrina porosa liofilizada compuesta de
proteinas plasmaticas sustancialmente libres de agentes antifibrinoliticos exégenos, plasminégeno y agentes
quelantes organicos, ademas de &cido hialurénico, heparina y, al menos, un agente bioactivo. El &cido hialurénico es
seleccionado a partir de acido hialurénico reticulado y no reticulado. De preferencia, el acido hialurénico y la
heparina o los derivados de heparina se incorporan a la esponja ab initio. El agente bioactivo, como un factor de
crecimiento, se puede incorporar a la esponja per se o junto a heparina. De preferencia, el factor de crecimiento se
selecciona de la familia de moléculas terapéuticas de FGF.

[0034] Otro aspecto de la invencion proporciona un método de preparacion de la matriz de fibrina porosa. El
método de preparacion de una matriz de fibrina porosa liofilizada con menos del 10% de humedad residual y
sustancialmente libre de agentes antifibrinoliticos exdgenos, plasminégeno y agentes quelantes organicos
comprende los siguientes pasos:

proporcionar una solucion de trombina y una solucién de proteina plasmatica en la que esta esta sustancialmente
libre de agentes antifibrinolitico exégenos, plasminégeno y agentes quelantes organicos;

Introducir la solucién de trombina y la solucién de proteina plasmatica en un soporte soélido o molde en presencia de
iones de calcio;

Incubar en las condiciones apropiadas para conseguir la coagulacion;

Congelar la mezcla coagulada; y
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Liofilizar la mezcla coagulada, para obtener una esponja, y
de manera opcional, cultivar la esponja con las células anteriores para el implante.

[0035] Segun una realizacién llevada a cabo durante la presente invencion, las proteinas de plasma son proteinas
de plasma parcialmente purificadas. Las proteinas plasmaticas estan libres de plasminégeno, es decir, la solucion de
proteina plasmatica tiene menos del 20% del plasminégeno normalmente presente en el plasma sanguineo, de
preferencia menos del 10% de plasminégeno normalmente presente en el plasma y mas preferiblemente menos del
5% del plasminégeno normalmente presente en el plasma.

[0036] Segun una realizacion llevada a cabo durante la invencion, la esponja de fibrina porosa se prepara
mediante la transferencia de solucion de trombina a un molde o soporte sélido, afiadiendo la solucién de proteina
plasmatica para conseguir la coagulacion; congelando la mezcla coagulada vy liofilizandola. De manera alternativa,
las proteinas de plasma se mezclan con trombina en presencia de iones de calcio en las condiciones adecuadas
para conseguir la coagulacién; la mezcla se funde en un soporte sélido antes de la coagulacion; la mezcla coagulada
es congelada vy liofilizada. Cabe sefialar que una vez incorporada, se afiaden aditivos y agentes bioactivos de
manera independiente a cada una de las soluciones de fibrina que se esta realizando, es decir, las proteinas
plasmaticas o la solucién de trombina, antes de la formacién del coagulo, se colocan en un molde o soporte soélido
antes de la adicion de la trombina, de manera simultanea o después.

[0037] En una realizacion, la invencién proporciona una matriz de fibrina porosa heterogénea en la que el material
en particulas se incorpora a la esponja ab initio. El material particulado puede incluir materiales como particulas de
fosfato calcico, astillas éseas o fibras de vidrio capaces de proporcionar ciertas propiedades mejoradas a la matriz,
como fuerza, porosidad suplementaria o liberacion gradual.

[0038] Segun varias realizaciones del la presente invencion, las proteinas plasmaticas en concentracion de
10mg/ml a 50mg/ml, sustancialmente libres de agentes antifibrinoliticos, plasminégeno y agentes quelantes
organicos, se mezclan con al menos un glicosaminoglicano como el acido hialurénico y/o la heparina, la mezcla se
incuba y se afiade a la solucién de trombina en el soporte sélido para conseguir la formacion del coagulo. El coagulo
es, posteriormente, congelado y liofilizado.

[0039] En una realizacion, antes del implante o de su uso con células, la esponja esté considerablemente seca y
contiene menos del 15% de humedad residual, preferiblemente menos del 10% de humedad residual.
Sorprendentemente, se ha demostrado que esta propiedad de la esponja es particularmente beneficiosa para el
cultivo y la adherencia celular.

[0040] Otro aspecto de la presente invencion describe un método para el tratamiento y el uso de la matriz de
fibrina liofilizada sustancialmente libre de agentes antifibrinoliticos exdgenos, plasminégeno y agentes quelantes
organicos en la regeneracion y reconstruccion de tejidos dafiados, enfermos o traumatizados, incluyendo defectos
de cartilago y hueso y otros tipos de tejido que incluyen, pero no se limitan, al higado, pancreas y tejido cardiaco. El
método de tratamiento descrito aqui supone una ventaja ya que requiere una preparacion minima por parte del
profesional médico. Otras propiedades ventajosas derivan de la ausencia de agentes antifibrinoliticos exdgenos
como el acido tranexamico y la aprotinina, que pueden ser perjudiciales para el paciente y el tejido del area
circundante al implante. Ademas, la ausencia de un agente antifibrinolitico exdgeno infiere a la esponja un armazoén
mejorado para la adhesion, el crecimiento, la proliferacion, la infiltracion y la diferenciacion celular, tanto in vivo como
in vitro.

[0041] Segun una realizacion, la esponja se implanta per se. En otra realizacion, la esponja se corta en al menos
una seccion de la forma deseada.

[0042] En una realizacion, la esponja esta compuesta también de células. Segun otra realizacion, las células son
seleccionadas de células madre o células progenitoras. Segun otra realizacidn, las células son seleccionadas de
condrocitos, osteoblastos, hepatocitos o células de tipo mesenquimal, endotelial, epitelial, urotelial, endocrino,
neuronal, pancreatico, renal u ocular.

[0043] Existen diversos usos in vivo de la matriz de fibrina porosa. La matriz de fibrina porosa puede funcionar
como armazon para el cultivo in vivo de células o como implante per se, para proporcionar soporte mecanico in situ a
un area defectuosa o dafiada y/o para proporcionar una matriz en la que las células del area dafiada o defectuosa
puedan desarrollarse, proliferar y/o diferenciarse. La matriz es conveniente en el tratamiento de defectos del
cartilago articular de cualquier tipo, incluyendo defectos condrales y subcondrales, tanto los resultantes de un
trauma, como pueden ser un accidente o lesiones deportivas, hasta enfermedades tales que la osteoartritis. La
matriz de fibrina porosa se puede utilizar per se o combinada con otras terapias. Por ejemplo, la matriz de fibrina
porosa se puede utilizar para la reconstruccién de cartilago junto a otros procedimientos terapéuticos como el
desbridamiento condral, la condroplastia por laser o por abrasion y técnicas de perforacion o microfractura.
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[0044] Otras aplicaciones ortopédicas tipicas incluyen la artroplastia de articulacion, reconstruccion de menisco,
reconstruccion de la consolidacion viciosa en fracturas, reconstruccion craneofacial o reconstruccion de disco
intervertebral. Ademas, la matriz de fibrina porosa es conveniente como recubrimiento de material sintético u otros
implantes tales que clavos o placas, por ejemplo, en la artroplastia de cadera. De este modo, la presente invencion
proporciona ademas implantes o instrumental médico con un acabado compuesto de la matriz de fibrina porosa de
esta invencion.

[0045] La matriz de fibrina porosa de la invencion tiene utilidad inter alia, como soporte inesperadamente
beneficioso para el crecimiento celular. La ausencia de agentes antifibrinoliticos exdégenos da como resultado una
matriz de fibrina totalmente compatible con el crecimiento, la proliferaciéon y la diferenciacién celular, tanto in vitro
como in vivo. Una ventaja adicional de la matriz de fibrina de la invencién es la habilidad mejorada para absorber
células y mantener su viabilidad. La necesidad de hidratar o enjuagar la esponja de la invencién antes del cultivo de
células queda descartado por la ausencia de agentes antifibrinoliticos exdgenos, consiguiendo asi una esponja con
una capacidad de incorporacion celular superior.

[0046] La matriz de fibrina porosa de la invencién, al ser un armazén efectivo de soporte para el crecimiento
celular, se puede utilizar en la reconstruccion quirdrgica in vivo, por ejemplo como matriz para la regeneracion de
tejidos compuestos de células neuronales, hepaticas, uroteliales, osteoblastos, tejido cardiovascular y tejido mamario
o cualquier otra clase de células que se deseen cultivar en un soporte tridimensional. De este modo, la matriz de
esta invencion se puede utilizar para elaborar tejido equivalente a tejido vivo de, entre otros muchos, higado,
pancreas, nervios, glandulas, tendones, piel, vasos sanguineos, hueso y ligamentos.

[0047] Segun una realizacién de la presente invencién, la matriz es una esponja o armazén capaz de soportar la
proliferacién en una gran variedad de tipos celulares. De hecho, la esponja es inoculada con células y las células
pueden proliferarse in vitro antes de la implantacion in vivo. De manera alternativa, la esponja se cultiva con células
que han sido cultivadas o extraidas y la esponja, células incluidas, se implanta in situ. En una realizacion, el uso de
la matriz de fibrina porosa como implante para trasplante se compone de proteinas plasmaticas autélogas y
condrocitos autélogos.

[0048] Segun una realizacion, la presente invencidon expone un método para el tratamiento o la reconstruccion de
tejido dafiado, enfermo o traumatizado. EI método comprende la implantacion en el area del tejido dafiado, enfermo
o traumatizado de una esponja de fibrina porosa liofilizada formada a partir de proteinas de plasma compuestas de
fibrinégeno, trombina y Factor Ill. La matriz tiene menos del 10% de agua residual y esta sustancialmente libre de
agentes antifibrinoliticos exégenos, plasmindgeno y agentes quelantes organicos. El tejido es seleccionado de tejido
cartilaginoso, 6seo, hepatico, mesenquimal, endotelial, epitelial, urotelial, endocrino, neuronal, pancreatico, renal y
ocular.

[0049] En la invencion se presenta también el uso de un implante para el tratamiento o la reconstruccion de tejido
dafiado, enfermo o traumatizado. Esta utilizacién comprende la implantacion de una matriz de la presente invencion
en el area del tejido dafiado, enfermo o traumatizado. El tejido es seleccionado de tejido cartilaginoso, éseo,
hepatico, mesenquimal, endotelial, epitelial, urotelial, endocrino, neuronal, pancreatico, renal y ocular.

[0050] A continuacion se aclaran esta y otras realizaciones mediante figuras, descripciones detalladas y ejemplos.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0051] La presente invencidon sera mejor comprendida y apreciada en su totalidad gracias a la siguiente
descripcién detallada y a las figuras que la acompafian:

La Figura 1A muestra un grafico de la viabilidad de condrocitos porcinos en la matriz sustancialmente libre de
plasminégeno comparada con una esponja estandar compuesta de un agente antifibrinolitico exégeno. La
Figura 1B muestra la viabilidad de condrocitos humanos en una matriz sustancialmente libre de plasminégeno
comparada a una esponja estandar compuesta de agentes antifibrinoliticos exdgenos. La Figura 1C muestra la
viabilidad de condrocitos humanos cultivados en matrices sustancialmente libres de plasminégeno, con o sin
acido hialuronico. Las figuras 1D y 1E muestras fotografias de las matrices de la invencion, secas y cultivadas
con células, respectivamente.

Las figuras 2A, 2B y 2C muestran secciones histologicas de la distribucién de condrocitos en esponjas de
fibrina sustancialmente libres de plasmindgeno, en cultivos de una semana.

Las figuras 3A y 3B muestran el indice de degradacién de la esponja sustancialmente libre de plasminégeno
comparada a la esponja compuesta de acido tranexamico, en urea o colagenasa.

Las figuras 4A y 4B representan la liberacion de FGF de las matrices de fibrina sustancialmente libres de

plasmindgeno compuestas al 0,08% de &cido hialurdnico reticulado y distintas cantidades de heparina
preparada de dos formas diferentes. La Figura 4C muestra un grafico de barras de la liberacion de FGF de las
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matrices de proteina plasmatica compuestas de acido tranexamico (comercial) y la matriz de proteina
plasmatica humana compuesta de proteinas de plasma parcialmente purificadas y un 0,024% de acido
hialurénico, FGF y heparina, afiadidos ab initio. La Figura 4D muestra el patron de liberacion de FGF de las
matrices de proteina plasmatica sustancialmente libres de agentes antifibrinoliticos exdgenos, compuestas de
diversas concentraciones de trombina y heparina. La Figura 4E representa la liberacion de FGF de las
esponjas comerciales y de proteina plasmatica compuestas de FGF, ab initio.

Las figuras 5A, 5B, 5C y 5D muestran secciones histoquimicas de una proteina plasmatica compuesta de
proteinas plasmaticas humanas parcialmente purificadas cultivadas con condrocitos porcinos.

La Figura 6A muestra hepatocitos primarios de rata incubados durante tres dias en una matriz de proteina
plasmatica porosa liofilizada, sustancialmente libre de plasminégeno. Las figuras 6B y 6C muestran las lineas
de células CHO y L8 incubadas durante tres dias en una matriz de proteina plasmatica porosa liofilizada
sustancialmente libre de plasminégeno.

La Figura 7A muestra la insercién de una matriz de proteina plasmatica porosa liofilizada portadora de células
sustancialmente libre de plasmindgeno en el bolsillo subcutaneo de un ratén desnudo. La Figura 7B muestra el
neocartilago que desarroll6.

Las figuras 8A, 8B y 8C muestran secciones histoldgicas cruzadas de un nédulo de neocartilago. La Figura 8A
muestra la matriz celular formada tras una semana, como las tefiidas con azul de toluidina y rojo rapido. Las
figuras 8B y 8C muestran secciones histoldgicas del nddulo de neocartilago tefiido con H&E, con aumentos de
200x y 400x respectivamente.

Las figuras 9A y 9B muestran secciones histoldgicas cruzadas del nédulo de neocartilago tefiido con H&E, con
aumentos de 10x y 100x.

La Figura 10 representa la viabilidad celular en esponjas de proteina plasmatica preparadas bien mezclando
previamente las soluciones de proteina plasmatica y de trombina o bien mezclando las soluciones durante la
fundicion. Las figuras 10B y 10C muestran secciones histoldgicas cruzadas de esponjas portadoras de células
sustancialmente libres de plasmindgeno preparadas mezclando previamente las soluciones de proteina
plasmatica y de trombina (10B) o mezclando las soluciones de proteina plasmatica y trombina durante la etapa
de fundicion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0052] Aunque ya se conocen en la disciplina a la que pertenece la presente invencion numerosas biomatrices
compuestas de proteinas plasmaticas o tisulares, ninguna ha demostrado completa y satisfactoriamente el
cumplimiento de los criterios exigidos para el éxito en la ingenieria y la reconstruccion tisular. La presente invencién
describe una matriz de fibrina porosa, también Illamada esponja, compuesta de proteinas plasmaticas
sustancialmente libres de plasmindgeno y de agentes quelantes organicos. La ausencia de plasminégeno en la
matriz evita la necesidad de agentes antifibrinoliticos externos. Se describe ademas que, inesperadamente, las
biomatrices compuestas de proteinas plasmaticas parcialmente purificadas también evitan la necesidad de anadir
agentes antifibrinoliticos exdgenos. Las composiciones y métodos de la presente invencion son efectivas tanto in
vitro como in vivo en aplicaciones como los implantes portadores de células en ingenieria y reconstruccion tisular.

[0053] La fibrina resultante, o esponja de proteina plasmatica, tiene propiedades que la hacen particularmente
beneficiosa para estimular y facilitar el crecimiento celular tanto in vivo como in vitro. El plasminégeno es una
proteina de plasma convertida enzimaticamente en una serinproteasa activa, la plasmina, que tiene actividad
fibrinolitica. Esta actividad es resultado de la degradacion rapida de fibrina en goma de fibrina y matrices. Los
agentes antifibrinoliticos como el acido tranexamico y la aprotinina son incorporados a la goma de fibrina, a las
esponjas y a las matrices para mantener la integridad del sustrato. Las esponjas de la presente invencién son
estables y muestran una bioreabsorbibilidad reducida, evitando la necesidad de afadir agentes antifibrinoliticos
exogenos.

[0054] Entre las propiedades beneficiosas de las matrices de la invencion:

Las matrices de fibrina muestran mejores propiedades bioldgicas incluyendo una biodegrababilidad reducida,
ausencia de inmunogenicidad u otras reacciones adversas, la capacidad de mantener y fomentar tasas
elevadas de crecimiento celular, proliferacion, diferenciacion y migracion y liberacion controlada de agentes
bioactivos.

[0055] Las matrices tienen mejores propiedades mecanicas, controladas al variar los aditivos usados en la
composicion. Las propiedades deseables incluyen flexibilidad, elasticidad y durabilidad.
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[0056] Las matrices tienen mejores propiedades fisicas, controladas al variar los aditivos usados en la
composicion. Las propiedades deseables incluyen textura, tamafio del poro y canales de interconnexion,
hidrofilicidad, adhesién, mojabilidad, adherencia y textura.

[0057] Las proteinas de plasma se pueden recuperar de material autélogo o recombinante, evitando asi la
necesidad de extraerlo del concentrado sanguineo, pues conlleva riesgos para la salud.

[0058] Las matrices de la invencion presentan todos los componentes fundamentales para la reconstruccion
tisular, facilitando asi el trabajo del profesional médico. Ademas, la composicion de la esponja la hace apta para una
cirugia minima invasiva del cartilago articular. La esponja se puede implantar durante una miniartrotomia o una
artroscopia, evitando asi la cirugia multiple y la artrotomia total utilizadas para el ACT.

Definiciones

[0059] A continuacidon se describen y aclaran ciertos términos, ejemplos y enunciados utilizados en la
especificacion.

[0060] EIl término “plasma” aqui utilizado se refiere a la parte liquida y sin células de la sangre humana o animal en
su estado anterior a la coagulacion.

[0061] EI término “proteina plasmatica” aqui utilizado se refiere a las proteinas solubles que se encuentran en el
plasma de un ser humano o un animal comun. Estas incluyen, pero no se limitan, proteinas coagulantes, albumina,
lipoproteinas y proteinas de complemento. La proteina plasmatica mas importante es el fibrinégeno, que tras la
divisién por trombina en presencia de iones de calcio y Factor Xlll se convierte en fibrina. Una matriz de fibrina se
puede intercambiar por una matriz de proteina plasmatica.

[0062] EI término “plasmindégeno” aqui utilizado se refiere a plasmindégeno y plasmina. Las expresiones
“Sustancialmente libre de plasminégeno “ o “sin plasminégeno” se refieren a proteinas plasmaticas con menos del
20% del plasminégeno presente normalmente en el plasma, preferiblemente menos del 10% del plasminégeno
presente normalmente en el plasma y preferiblemente menos del 5% del plasmindgeno normalmente presente en el
plasma. El plasma suele estar compuesto de aproximadamente 200mg de plasmindgeno por litro de plasma fresco
(aproximadamente 2 ymol/litro). El plasminégeno es el precursor de la enzima plasmina activa.

[0063] La expresion “ausencia sustancial de agentes quelantes organicos” o “sustancialmente libre de agentes
antifibrinoliticos externos” aqui utilizadas se refieren a una concentracion de menos de 1mm de un agente quelante
coranico como el EDTA u otros agentes quelantes organicos conocidos en la disciplina.

[0064] La expresion “sustancialmente libres de agentes antifibrinoliticos exdgenos” o “sustancialmente libre de
agentes antifibrinoliticos externos” aqui utilizadas se refieren a una solucion de proteinas plasmaticas o de
fibrinbgeno a las que no se han afadido ningun agente antifibrinolitico. Entre los muchos ejemplos de agentes
antifibrinoliticos se incluyen el acido tranexamico (TEA), la aprotinina y el &ido -aminocaproico (EACA). Cabe
destacar que la pequena cantidad de agentes antifibrinoliticos exégenos se puede presentar en las proteinas
plasmaticas debido a los métodos de procesarlo.

[0065] Los términos “plasma rico en plaquetas” o “PRP” aqui utilizados se refieren a plasma compuesto de
plaguetas. Un extracto de plaquetas simple, derivado o un sobrenadante plaquetario se puede afadir
exogenamente. De manera alternativa, el plasma rico en plaquetas se puede preparar a partir de métodos ya
conocidos en la disciplina, incluyendo los presentados en las patentes US 6,475,175 y US 6,398,972.

[0066] La “matriz” aqui utilizada se refiere a una sustancia de estructura porosa, sdlida o semisdlida y
biodegradable con poros y de canales de interconexién lo suficientemente anchos como para permitir a las células
colonizar o invadir la matriz. La matriz de fibrina de la invenciéon puede tener poros irregulares o sustancialmente
regulares. Segun se utiliza aqui, la expresién “poros sustancialmente regulares” significa que la mayoria de los poros
o mas preferiblemente sustancialmente todos los poros estan en el mismo rango de tamafo. Los materiales que
forman la matriz requieren la adiciéon de un agente polimerizante para formar la matriz, como la adicion de trombina
en presencia de iones bivalentes de calcio a una solucién compuesta de fibrinégeno para formar un coagulo. A
continuacion, el coagulo es liofilizado produciendo una matriz de fibrina porosa. La matriz de fibrina de la presente
invencion puede ser denominada aqui como armazén, biomatriz 0 esponja, para su uso como implante per se, para
el cultivo de células o como implante de tejido portador de células. Aunque los ejemplos aqui presentados se refieren
al uso de la matriz para la reconstruccion de cartilago, debe entenderse que la matriz se puede utilizar para la
reconstruccion y regeneracion de otros muchos tejidos como el éseo, el mamario, el epitelial, el neuronal, el hepatico
y el endotelial.

[0067] EI término “células madre” aqui utilizado se refiere a una célula indiferenciada capaz de proliferarse. Las

células madre son capaces de producir tanto nuevas células madre como células llamadas “progenitoras” que se
diferencian para producir las células especializadas encontradas en los tejidos y 6rganos de los mamiferos.
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[0068] EI término “biocompatible” aqui utilizado se refiere a los materiales que tienen baja toxicidad, niveles
clinicamente aceptables de reaccion a cuerpos extrafios en el cuerpo vivo y afinidad con el tejido vivo.

[0069] EI término “liofilizado” aqui utilizado se refiere a la preparacion de una composicion en seco formada por la
congelacion rapida y el descongelamiento en estado congelado (a veces referido como sublimacion). Este proceso
puede hacerse al vacio a una presion de aire reducida resultante de secar a una temperatura mas baja que la
requerida a maxima presion.

[0070] EI término “humedad residual” aqui utilizado se refiere a la cantidad de humedad restante en la muestra
secada. Se establece como un porcentaje del peso de la muestra. De hecho, las matrices de fibrina de la invencién
han dejado menos del 15% de humedad residual, preferiblemente menos del 10% de humedad residual.

[0071] EI término “portador de células” aqui utilizado se refiere a la capacidad de la matriz para permitir que las
células se puedan mantener dentro de su estructura. De hecho, las células son capaces de invadir los poros o
canales de la matriz y pueden someterse a proliferacién y/o diferenciacion.

[0072] EI término “implantacion” aqui utilizado se refiere a la insercion en un paciente de una esponja de la
invencion a través de la cual el implante sirve para remplazar, total o parcialmente, tejido dafiado, enfermo o tejido
que ha sido eliminado.

[0073] Los “bioldgicamente activos” o “agentes bioactivos” incorporados a la esponja, por ejemplo, los factores de
crecimiento, plaquetas y extracto de plaquetas y factores angionénicos entre otros, estimulan el crecimiento rapido o
la diferenciacion de células en el implante, asi como una vascularizacién mas rapida del mismo. Tal y como se ha
mostrado, los factores son efectivamente conservados en la esponja y forman una fuente, o depésito, de agente
bioactivo para la liberacion prolongada. Otros agentes bioactivos incluyen antibidticos, enzimas, proteinas
plasmaticas adicionales o combinaciones de estas.

[0074] EI “tamafo del poro” de un poro de una esponja de proteina plasmatica es determinado gracias a la
ecuacion: P=(L x H)”2 en la que L y H son, respectivamente, la longitud y altura media de los poros, como
determinan los analisis microscépicos de diversas esponjas.

[0075] EI término “polisacaridos” aqui utilizado se refiere a los carbohidratos complejos hechos de mas de un
sacarido. En la definicion se incluyen polisacaridos anionicos, incluyendo los no modificados, como los derivados
quimicos de los mismos, tales que sal de potasio o sodio, sal de metal alcalinotérrea, como las sales de calcio o
magnesio. Entre los muchos ejemplos de polisacaridos aniénicos se incluyen la pectina, el alginato, los galactanos,
los galactomananos, los glucomananos y los acidos poliurénicos.

[0076] Un “glicosaminoglicano” o “GAG” se refiere a polisacaridos largos no ramificados que se encuentran en la
superficie celular o en la matriz extracelular. Entre los muchos ejemplos de glicosaminoglicano se incluyen la
heparina, el condroitin sulfato, el dextran sulfato, el dermatan sulfato, el heparan sulfato, el queratan sulfato, acido
hialurénico reticulado y no reticulado, sulfato de hexuronil-hexosaminoglucano y hexasulfato de inositol. En la
invencion también se incluyen los derivados, miméticos y sales de los anteriormente mencionados, incluyendo la
heparina de bajo peso molecular. Aunque no es deseable estar condicionado por una teoria en particular, la
presencia de GAGs, en particular de la heparina, colabora en la inmovilizacién de los factores de crecimiento, en
particular uniendo factores de crecimiento como los de la familia del Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF).

[0077] EI término “cartilago” aqui utilizado se refiere a un tipo especializado de tejido conectivo que contiene
condrocitos incrustados en una matriz extracelular. La composicion bioquimica del cartilago es diferente segun el
tipo, pero en general esta compuesto de colageno, principalmente colageno tipo Il, entre otros que estan en menor
cantidad, como por ejemplo los tipos IX y Xl, proteoglicanos, otras proteinas y agua. En esta disciplina se conocen
numerosos tipos de cartilago, incluyendo, por ejemplo, cartilago hialino, articular, costal, fibroso (fibrocartilago),
meniscal, elastico, auricular y amarillo. La produccién de cualquier tipo de cartilago entra dentro del alcance de la
invencién. El término “condrocitos” aqui utilizado se refiere a células capaces de producir componentes del tejido
cartilaginoso.

[0078] EI término “variante” aqui utilizado se refiere a una secuencia polipeptidica que posee ciertas propiedades
estructurales modificadas de la proteina matriz o en estado salvaje. Por ejemplo, la variante puede estar truncada
bien el extremo N-terminal o en el extremo C-terminal o en ambos extremos terminales o pueden tener aminoacidos
eliminados, insertados o sustituidos. La variante puede tener actividad similar o alterada si se compara con la de la
proteina en estado salvaje.

Realizaciones de la Invencion

[0079] La presente invencion se refiere a las matrices de fibrina porosa liofilizada compuestas de proteinas
plasmaticas sustancialmente libres de agentes antifibrinoliticos exégenos que funcionan como soporte para el
crecimiento celular. La presente invencion se refiere al inesperado descubrimiento de que una matriz de fibrina
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porosa liofilizada compuesta de proteinas plasmaticas sustancialmente libres de plasmindgeno muestra
caracteristicas bioldgicas superiores, en particular la viabilidad y la proliferacién celular. El plasminégeno es una
proteina plasmatica que se convierte enzimaticamente en una serinproteasa activa, la plasmina, con actividad
fibrinolitica. Esta actividad es resultado de la rapida degradacion de la fibrina en coagulos y matrices. Los agentes
antifibrinoliticos se suelen incorporar a las matrices y coagulos de fibrina para conservar la integridad del sustrato.
Las matrices de la presente invencion carecen de plasmindgeno, obviando asi la necesidad de agentes
antifibrinoliticos exdgenos, que se han descubierto dafinos para células y tejido y que pueden desentrafiar
reacciones adversas en los pacientes. Se ha revelado ahora que las matrices compuestas de proteinas plasmaticas
parcialmente purificadas también obvian la necesidad de agentes antifibrinoliticos exégenos. Las composiciones y
metodologias de la siguiente invencidén son efectivas tanto en aplicaciones in vivo como in vitro, incluyendo los
implantes biocompatibles en ingenieria tisular y en biotecnologia. Las matrices, segun la presente invencién, se
pueden usar clinicamente, per se o como implantes portadores de células. Son verdaderas estructuras
tridimensionales capaces de proporcionar soporte y conservacion en el crecimiento y la diferenciacion celular.

[0080] De hecho, la presente invencién describe una matriz de fibrina liofilizada compuesta de proteinas
plasmaticas sustancialmente libres de agentes antifibrinoliticos exdgenos, plasminégeno y agentes quelantes
organicos. Sustancialmente libre de plasmindgeno se refiere a las proteinas plasmaticas compuestas por menos del
25% de plasmina o plasmindgeno normalmente presente en el plasma, preferiblemente menos del 10% de
plasminégeno normalmente presente en el plasma y mas preferiblemente menos del 5% de plasmindgeno
normalmente presente en el plasma.

[0081] Los inventores han descubierto que una matriz de fibrina liofilizada compuesta de proteinas plasmaticas
sustancialmente libres de agentes antifibrinoliticos exdgenos, plasminégeno y agentes quelantes organicos da como
resultado una matriz mejorada para uso clinico y biotecnoldgico. Ademas de eliminar la necesidad de agentes
antifibrinoliticos exdgenos y sus consecuentes efectos nocivos, los inventores muestran ahora que la matriz de
fibrina de la presente invencion funciona mejor como armazon para el cultivo, el crecimiento y la diferenciacion
celular, asi como en la reconstruccion y la regeneracion tisular.

[0082] Segun una realizacion de la presente invenciodn, la matriz de fibrina se compone de proteinas plasmaticas,
siendo la fibrina la proteina principal. La fibrina se obtiene por la interaccién de fibrinogeno (Factor 1) y trombina en
presencia de iones de calcio (CA+2) y Factor XIII u otro factor estabilizador de fibrina, para formar un coagulo de
fibrina. La proteina plasmatica utilizada en la presente invencién puede ser purificada si proviene de concentrado de
plasma o puede utilizarse de un concentrado comercial, incluyendo proteinas nativas o recombinantes, con una
ausencia sustancial de agentes quelantes organicos. La sangre total, las fracciones sanguineas, los derivados
sanguineos, los crioprecipitados, las proteinas recombinantes, el plasma o las fracciones plasmaticas pueden servir
como fuente de proteina plasmatica para la esponja de fibrina de la presente invencién. El concentrado de plasma
puede ser alogénico o autélogo. Otra fuente de proteina plasmatica, especificamente de fibrindgeno, incluye las
variantes de fibrindbgeno, como las variantes de alto peso molecular (HMW), las de bajo peso molecular (LMW) y las
derivadas de LMW (LMW'), como se describe, por ejemplo, en la solicitud de patente PCT WO 03/087160.

[0083] Las proteinas plasmaticas estan sustancialmente libres de plasmindgeno. El plasminégeno se puede
eliminar del plasma mediante métodos ya conocidos en la disciplina. Entre los muchos ejemplos, el plasminégeno se
elimina del plasma mediante purificacion por afinidad. Los ligandos de acido Epsilon aminocaproico (EACA), al igual
que la resina lisina, se usan para purificar el plasminégeno del plasma. En la solicitud de patente PCT WO
02/095019 se describe un método para eliminar especificamente el plasmindgeno y la plasmina en presencia de
fibrinégeno a partir de una mezcla como la sangre o el crioprecipitado. EI método requiere el contacto de la mezcla
compuesta de plasminégeno con un acido amino duro, como el acido tranexamico, en el que el grupo amino y el
grupo carboxilico estan, aproximadamente, a 7 angstroms de distancia y el acido amino duro esta unido mediante un
enlace covalente al soporte a través del grupo amino. En la solicitud de patente PCT WO 95/25748 se describe un
complejo topico de fibrindgeno esencialmente libre de plasmindégeno en el que el plasminégeno se eliminé utilizando
Sepharosa® C-lisina. Alternativamente, algunas o todas las proteinas plasmaticas pueden ser recombinantes y
libres de plasmindgeno, como se describe, por ejemplo, en la solicitud de patente PCT WO 99/56797.

[0084] Las proteinas plasmaticas estan también libres de agentes antifibrinoliticos exdégenos, que se ha
demostrado que son perjudiciales para el crecimiento celular y que pueden conllevar reacciones adversas en el
paciente. Sorprendentemente, una matriz compuesta de proteinas de plasma parcialmente purificadas también evita
la necesidad de agentes antifibrinoliticos exdgenos.

[0085] La matriz de fibrina de la invencion compuesta de proteinas de plasma sustancialmente libres de agentes
antifibrinoliticos exdgenos, plasmindgeno y agentes quelantes organicos, puede utilizarse per se, para uso clinico y
biotecnolégico. Puede, ademas, estar compuesta de aditivos que afiaden otras ventajas bioldgicas, fisicas y
mecanicas a la matriz. La solicitud internacional de patente en tramitacion WO 03/007873 realizada por algunos
solicitantes de la presente invencidn revela una matriz de fibrina compuesta de proteinas plasmaticas y al menos un
agente antifibrinolitico, también, de manera opcional, compuesta de agentes como polisacaridos, polisacaridos
anionicos, glicosaminoglicanos, o polimeros sintéticos que se afiaden a la preparacion para mejorar ciertas
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propiedades fisicas, mecanicas y biolégicas de la matriz. La incorporacion de al menos uno de estos agentes
demostré mejorar caracteristicas como la elasticidad y el tamafio regular de los poros de la esponja.

[0086] En una realizacion, la presente invencion esta relacionada con una matriz de fibrina porosa sustancialmente
libre de agentes antifibrinoliticos exdgenos, plasmindgeno y agentes quelantes organicos compuesta, ademas, de al
menos un suplemento seleccionado del grupo consistente en polisacaridos, glicosaminoglicanos y polimeros
sintéticos que actia como soporte para el cultivo o crecimiento de células, tanto in vitro como in vivo. La
incorporacion de al menos un aditivo a los materiales que forman la matriz tiene como resultado una esponja con
ciertas propiedades fisicas, mecanicas y/o biolégicas mejoradas. La incorporacion de al menos un
glicosaminoglicano se ha comprobado que confiere mejores caracteristicas, entre ellas la elasticidad de la esponja.
Las esponjas resultantes son sustancialmente homogéneas y no tienen particulas o subestructuras mas alla de los
poros y los canales de interconexion.

[0087] En una realizacion el aditivo puede ser afiadido ab initio, durante la formacion del coagulo. En otra
realizacién el aditivo puede ser introducido en la matriz en cualquier momento tras la formacion de la esponja. Segun
varias realizaciones llevadas a cabo durante la presente invencion, la matriz se prepara utilizando al menos un
glicosaminoglicano seleccionado del grupo formado por acido hialurénico reticulado y no reticulado, heparina,
derivados y miméticos de heparina, condroitin sulfato, dextran sulfato, dermatan sulfato, heparan sulfato y queratan
sulfato. De hecho, el glicosaminoglicano se incorpora a la matriz durante la formacion inicial del coagulo. En una
realizacién el glicosaminoglicano es acido hialurénico. El glicosaminoglicano es afiadido a una concentracion final
que otorga flexibilidad y elasticidad a la esponja y descarta la necesidad de afiadir humedad a la composicion final.
El acido hialurénico puede ser reticulado o no reticulado y tienen una variedad de diferentes pesos moleculares y
pueden ser de origen animal o de una fuente recombinante. Segun una realizacion, la concentracion de acido
hialurénico no reticulado es de 0,005% al 0,5% final (v/v), mas preferiblemente de 0,05% a 0,1%. En otra realizacion
la concentracion de acido hialurénico reticulado es de 0,001% a 0,1% y mas preferiblemente de 0,05% a 0,09% de
concentracion final. Segun una realizacion el glicosaminoglicano es seleccionado de la heparina y sus derivados.

[0088] Segun otra realizacion, la presente invencion puede, ademas, incluir la incorporaciéon de un polimero
sintético o natural adicional antes de la formacion del coagulo que puede modificar ciertas propiedades fisicas,
mecanicas y/o biolégicas de la esponja. Estas pueden otorgar a la esponja caracteristicas mejores incluyendo
elasticidad, tamafio regular de los poros y fuerza. Entre los muchos ejemplos de polimeros naturales se incluyen la
celulosa, la pectina, los acidos poliurénicos, el sulfato de hexuronil-hexosaminoglucano y hexasulfato de inositol.

[0089] Los polimeros sintéticos utilizados en la presente invencién pueden ser biodegradables o no
biodegradables. Ejemplos de materiales no biodegradables incluyen el politetrafluoroetileno, polimeros perfuorados
como el etileno propileno fluorado, polipropileno, polietileno, tereftalato de polietileno, silicona, goma de silicona,
polisulfona, poliuretano, policarboxilato no degradable, policarbonato no degradable, poliéster no degradable,
poliacrilico, polihidroximetacrilato, polimetilmetacrilato, poliamidas como la poliesteramida y copolimeros,
copolimeros en bloque y combinaciones de todos estos materiales.

[0090] Algunos ejemplos de materiales degradables incluyen poliésteres hidrofilicos como el acido polilactico y el
acido poliortoester, policarboxilatos degradables, policarbonatos degradables, policaprolactonas degradables,
polianhidridos y copolimeros, copolimeros en bloque y combinaciones de todos estos materiales. Otros
componentes incluyen surfactantes como la lecitina.

Agentes Bioactivos

[0092] En una realizacién, la matriz de la invencion se compone ademas de al menos un agente bioactivo, como la
citoquina, un factor de crecimiento y sus activadores, plaquetas, un péptido bioactivo, etc. Aunque no es deseable
estar condicionado por ninguna teoria en particular, la incorporacion de tales agentes a la esponja de la presente
invencion proporciona un mecanismo de liberacion lenta o controlada. Cuando la matriz se degrada in vivo, los
agentes bioactivos son liberados en el entorno circundante. Por ejemplo, los factores de crecimiento, las proteinas
estructurales o las citoquinas son aditivos usados en la matriz de la presente invencidén, mejorando la secuencia
temporal de cicatrizacién de heridas, la angiogénesis, alterando el indice de proliferacion o incrementando la sintesis
metabdlica de la matriz de proteinas extracelular. Las proteinas bioactivas de la invencién son polipéptidos o
derivados o variantes de estos, de origen natural, sintético o recombinante, que muestran la habilidad para estimular
sintesis DNA vy la divisiéon o diferenciacion celular de una variedad de células, incluyendo fibroblastos primarios,
células madre embrionarias (ESC), células madre adultas, condrocitos, células vasculares y corneales endoteliales,
osteoblastos, mioblastos, musculos lisos y células neuronales. Las proteinas representativas incluyen factores de
crecimiento 6seo (BMPs, IGF) y genes del factor de crecimiento de cartilago (CGF, TGF-B) para la curagn del

mismo, genes del factor de crecimiento nervioso (PDGF), factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), factor de
crecimiento insulinico (IGF-1), factor de crecimiento queratinocitico (KGF), suplemento para el factor de crecimiento
derivado del endotelio (EDGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF) y otras proteinas que pueden mejorar la
accion de los factores de crecimiento incluyendo los proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs) y sus miméticos
como el dextran sulfato, el octasulfato de sucrosa o heparina y fragmentos de estos. Se ha comprobado que otros
factores que actuan en las células en la formacion 6sea, cartilaginosa o de otro tipo de tejido conectivo incluyen
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retinoides, la hormona del crecimiento (GH) y la transferrina. Las proteinas especificas para la reconstruccion de
cartilago incluyen el factor de crecimiento de cartilago (CGF), los FGFs y el TGF- £.

[0093] Otros agentes biolégicamente activos que pueden estar incluidos en la matriz incluyen plaquetas
sanguineas, sobrenadante o extracto plaquetario y proteinas derivadas de las plaquetas, hormonas, analgésicos,
agentes antiinflamatorios, antimicrobianos o enzimas. Los agentes bioactivos compuestos de plaquetas, extracto o
sobrenadante plaquetario promueven la proliferacion y diferenciacion de células éseas incluyendo condrocitos y
osteoblastos, asi como otros tipos de células incluidos, entre otros, hepatocitos y células endoteliales. Los agentes
bioactivos pertenecientes a la clase de agentes antimicrobianos o antiinflamatorios pueden acelerar el proceso de
curaciéon minimizando la infeccién y la inflamaciéon. Enzimas como la condroitinasa o la matriz de metaloproteinasas
(MMPs) pueden incorporarse para ayudar a la degradacion del cartilago, estimulando asi la liberacion de células en
la matriz y el &rea circundante. Entre otros muchos ejemplos, el al menos un agente bioactivo, afiadido ab initio o en
cualquier otra etapa de la preparacion, puede ser seleccionado para mejorar el proceso de curacién de tejidos
dafiados o enfermos.

[0094] Segun una realizacion llevada a cabo durante la presente invencion, el al menos un agente bioactivo es una
proteina terapéutica seleccionada del grupo formado por los factores de crecimiento y sus variantes. En una
realizacién, el factor de crecimiento es un factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) o una proteina 6sea
morfogenética (BMP) o una variante de esta. En otra realizacién, el FGF es un FGF o una variante que tiene
capacidad de provocar la reconstruccidon, regeneracion o angiogénesis de hueso y cartilago. Los factores de
crecimiento se pueden afadir a un amplio rango de concentraciones, dependiendo de su uso. Para ciertos usos, es
preferible la liberacién prolongada del agente bioactivo. La liberacién prolongada de un agente bioactivo puede
depender de diversos factores como pueden ser la concentracion del factor de crecimiento, el tipo de
glicosaminoglicano incorporado y la concentracién de trombina.

[0095] En contraste con la esponja bioreabsorbible heteromorfa ya conocida en la disciplina, los actuales
inventores revelan ahora una esponja de fibrina homogénea liofiizada compuesta de proteinas plasmaticas
sustancialmente libres de plasminégeno y agentes quelantes organicos, compuesta ademas de al menos un aditivo
seleccionado del grupo consistente en polisacaridos, glicosaminoglicanos y polimeros sintéticos y al menos un
agente bioactivo siempre que la liberacion de dicho agente bioactivo sea gradual.

[0096] Segun varias realizaciones especificas de la presente invencioén, la matriz de fibrina porosa compuesta de
proteinas plasmaticas sustancialmente libres de agentes antifibrinoliticos y plasminégeno, comprende ademas al
menos un glicosaminoglicano y al menos un agente bioactivo en el que el agente bioactivo es una proteina
terapéutica perteneciente a la familia de los factores de crecimiento FGF. En una realizacion, una matriz de fibrina
porosa compuesta de proteinas plasmaticas sustancialmente libre de plasminégeno y de agentes quelantes
organicos, se compone ademas de acido hialurénico, heparina y un FGF. El acido hialurénico y la heparina o sus
miméticos se incorporan a la esponja ab initio.

[0097] Segun uno de los multiples ejemplos, la invencién presenta una matriz de fibrina porosa liofilizada
homogénea compuesta de proteinas plasmaticas sustancialmente libres de plasminégeno y agentes quelantes
organicos, se compone ademas de al menos un glicosaminoglicano y al menos un agente bioactivo, en el que el al
menos un glicosaminoglicano es heparina y el al menos un agente bioactivo es una proteina terapéutica
perteneciente a la familia de los factores de crecimiento FGF o una de sus variantes. Esta esponja presenta una
liberacion gradual del FGF de la matriz y puede ser beneficiosa en ciertas aplicaciones terapéuticas. De manera
opcional, al menos un agente bioactivo puede afadirse a la célula durante el cultivo para, por ejemplo, mejorar un
efecto terapéutico.

[0098] Ademas, las células genéticamente producidas para extraer las ya mencionadas proteinas se incluyen en la
presente invencion. Las células periosteales, las células madre mesenquimales o los condrocitos se utilizan per se o
mediante transfeccion con los genes del factor de crecimiento de cartilago seleccionados de un grupo compuesto
por TGF- B, algunos FGFs o CGF para la reconstruccion y regeneracion de cartilago; para la reparacion 6sea
peridstica se utilizan otras células madre mesenquimales u osteoblastos per se o transferidos con genes de factor de
crecimiento 6seo seleccionados de un grupo compuesto por proteina morfogenética ésea (BMP), genes familiares o
genes de la familia del factor de crecimiento de fibroblastos; para la reparacién nerviosa se utilizan células
neuronales y de soporte neuronal per se o transferidas con genes seleccionados de un grupo compuesto por el gen
de los factores de crecimiento nervioso (NGF) o FGFs especificos.

[0099] Ademas, las enzimas especificas se pueden incorporar a la esponja de la invencion para mejorar la
degradacion de los proteoglicanos y/o las proteinas presentes en el cartilago. Los condrocitos del cartilago se
incrustan en la matriz extracelular gruesa (ECM) de la articulacion. Aunque no es deseable estar condicionado por
ninguna teoria en particular, las enzimas conocidas en la disciplina, incluyendo colagenasa, tripsina, cimotripsina y
controitinasa de varios tipos, son capaces de degradar la ECM de la superficie de la articulacién, liberando asi
condrocitos capaces de invadir la esponja de la invencién para mejorar la regeneracion del cartilago.
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[0100] La matriz de la invencion, en ciertas realizaciones, puede también incluir uno o mas antisépticos, como el
azul de metileno y/o uno o mas farmacos incluyendo antimicrobianos como agentes antibidticos y antivirales;
agentes quimioterapéuticos; agentes antirechazo, analgésicos y combinados de estos; agentes antiinflamatorios;
proteinas de adhesion como la fibronectina o fragmentos de esta, y hormonas como los esteroides.

[0101] Segun una realizacién el al menos un agente bioactivo son plaquetas o sobrenadante plaquetario. Las
plaquetas pueden estar presentes en el concentrado de proteina plasmatica o se pueden afadir de manera
exdgena. Una fuente exdgena de plaquetas se afade durante el proceso de formacion del coagulo a una
concentracion final del 0,1% al 30% del volumen final de la esponja, mas preferiblemente del 5% al 25% del volumen
final de la esponja. Una fuente exdgena de sobrenadante plaquetario se afiade durante el proceso de formacién del
coagulo a una concentracion final del 0,1% al 30% del volumen final de la esponja, mas preferiblemente del 1% al
15% del volumen final de la esponja.

Aplicaciones

[0102] La matriz de fibrina porosa homogénea de la invencion es Util tanto para uso como armazon en ingenieria
tisular. La ausencia de plasmindgeno evita la necesidad de agentes antifibrinoliticos externos, dando como resultado
una esponja totalmente biocompatible. La presencia opcional de agentes bioactivos junto al glicosaminoglicano
proporciona un inesperado y ventajoso soporte para el crecimiento celular in vitro e in vivo.

[0103] Los usos in vivo de la matriz de plasma son multiples. El armazon de fibrina se puede utilizar como implante
per se o para proporcionar soporte mecanico a una zona defectuosa o dafiada in situ y/o una matriz en la que las
células de una zona defectuosa o dafiada se proliferen y diferencien. Las células pueden ser células madre, células
progenitoras o células especializadas como condrocitos, osteoblastos, hepatocitos o células de tipo mesenquimal,
endotelial, epitelial, urotelial, endocrino, neuronal pancreatico, renal u ocular.

[0104] La matriz de fibrina porosa homogénea de la presente invencion se puede utilizar en cirugia como método
de reconstruccion y/o reparacion de tejidos que han sido dafados, por ejemplo, en un trauma, en una enfermedad o
en procedimientos quirdrgicos. La invencién presenta una matriz que se puede utilizar como armazén implantable
per se o para la regeneracion tisular. Segun un aspecto de la invencion, la matriz sirve tanto como soporte fisico que
como sustrato adhesivo para el crecimiento celular in vivo. Cuando la poblacion crece y las células funcionan con
normalidad, comienzan a secretar su propio soporte de matriz extracelular (ECM).

[0105] Los usos como armazén incluyen la regeneracion de tejidos como el neuronal, musculoesqueletal,
cartilaginoso, tendonoso, hepatico, pancreatico, renal, ocular, arteriovenoso, urinario o cualquier otro tipo de tejido
que forme o6rganos duros o huecos. Algunos usos ortopédicos tipicos incluyen la artroplastia de articulacion,
reconstruccion de menisco, reconstruccion de la consolidacion viciosa en fracturas, reconstruccion craneofacial o
reconstruccion de disco intervertebral.

[0106] La matriz de fibrina porosa de la invencion es Util, inter alia, como inesperado soporte ventajoso para el
crecimiento celular. La ausencia de agentes antifibrinoliticos exégenos da como resultado una matriz de fibrina
totalmente compatible con el crecimiento, la proliferacion y la diferenciaciéon celular in vivo e in vitro. Una ventaja
adicional de la matriz de fibrina de la invencién es la demostrada habilidad de absorber o retener células. La
necesidad de humedecer o lavar la esponja de la invenciéon antes del cultivo celular queda descartada por la
ausencia de agentes antifibrinoliticos exdgenos. En una realizacién, la matriz de la invencién sirve como armazoén
para el crecimiento, la proliferacién y/ la diferenciacion celular, incluyendo las células madre,las células progenitoras
u otro tipo de células incluyendo condrocitos, osteoblastos, hepatocitos, células de tipo mesenquimal, epitelial,
urotelial, neuronal, pancreatico, renal u otro tipo de células convenientes para su cultivo en un soporte tridimensional.

[0107] En cierta realizacién de la presente invencion las células pueden ser cultivadas en la matriz para su
consiguiente implantacion. Las células madre derivadas de cualquier tejido o producidas para diferenciarse en un
tipo de tejido especifico también se pueden utilizar. Preferiblemente las células derivadas de tejido autélogo. Por
ejemplo, para el cultivo de cartilago, los condrocitos o células madre mesenquimales pueden ser cultivadas en la
matriz. En realizaciones especificas de la invencién, los condrocitos o las células progenitoras de condrocitos se
pueden cultivar en la matriz antes de la implantacion o en el area de implantacién in vivo. La esponja es util para la
liberacion de células in situ en una zona especifica del cuerpo, como las células productoras de dopamina en
pacientes de Parkinson.

[0108] Adicionalmente, la célula de interés puede ser producida para expresar un producto genético que ejerceria
efecto terapéutico, por ejemplo péptidos o proteinas aintiinflamarios, factores de crecimiento con efecto angiogénico,
quimiotactico, osteogénico o proliferativo. En la patente US 3,698,816 se revelan un gran nimero de ejemplos de
células genéticamente producidas para mejorar la curacion.

[0109] Segun ciertas realizaciones de la invencion, la matriz de fibrina se utiliza como soporte para el crecimiento

de condrocitos y como armazén para la formacién de nuevos cartilagos. Sin embargo, la matriz de plasma de la
invencion se puede utilizar como superficie Util para el cultivo tisular de cualquier célula, como las mesenquimales u
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otras células formadoras de tejido a diferentes niveles de potencia. Por ejemplo, pueden desarrollarse en la matriz
de la invencién las células tipicamente llamadas “células madre” o “células madre mesenquimales”, que son
pluripotentes o células independientes, con una capacidad potencial ilimitada para dividirse mitéticamente o para
renovarse o producir células progenitoras capaces de diferenciarse en cualquier tipo de célula. Ademas, pueden
desarrollarse en la matriz de la invencion células responsables del linaje. Una célula responsable del linaje se
considera normalmente incapaz de dividirse mitéticamente de manera ilimitada y se diferenciard solo a un tipo
celular especifico. Dichos tipos incluyen condrocitos, osteoblastos, hepatocitos o células mesenquimales,
endoteliales, epiteliales, uroteliales, endocrinas, neuronales, pancreaticas, renales u oculares.

[0110] En otra realizacién de la invencion, la matriz de fibrina porosa homogénea liofilizada se puede utilizar como
recubrimiento de material sintético, implantes o material médico. La matriz de la invencién puede aplicarse a prétesis
como clavos o placas mediante recubrimiento o adhesién, métodos ya conocidos por los expertos en la disciplina. El
recubrimiento de la matriz, que es capaz de soportar y facilitar el crecimiento celular, puede asi ser Util para
presentar un entorno favorable para el implante o la prétesis.

[0111] Una persona experta en la disciplina puede adaptar los procedimientos ejemplificados a continuacion segun
las exigencias especificas del tejido. Por ejemplo, para la reconstruccion de cartilago, la matriz de fibrina porosa
homogénea liofilizada de la invencién se puede utilizar junto a otros procedimientos terapéuticos como el
desbridamiento condral, la condroplastia por laser o por abrasion y técnicas de perforacion o microfractura.

[0112] Preferiblemente, la esponja de fibrina se implanta per se y sirve como armazén para el crecimiento celular
in situ. De manera alternativa, la matriz es cultivada con las células deseadas, que proliferan, y la esponja que
contiene estas células es implantada en el area que necesita la reconstrucciéon o regeneracion tisular. La matriz de
fibrina y glicosaminoglicano enriquecido homogéneo, en su estado seco, se adhiere excepcionalmente bien a la
superficie tisular. Segun una realizacion de la presente invencion, una esponja seca de la invencion, u otro tipo de
matriz bioreabsorbible, se sitlia en el area en la que se busca la regeneracion tisular. Una segunda esponja, en la
que han sido cultivadas células particulares, se sitia encima de la esponja seca. La esponja humeda de la invencién
se adhiere bien a la esponja seca de la invencion o a otra matriz. Durante el proceso de curacion, las células de la
esponja en la que las células fueron originariamente cultivadas migra hacia la matriz, adhiriéndose directamente al
area de regeneracion tisular.

[0113] En la reconstruccion de tejidos estructurales como el cartilago y el hueso, la forma del tejido es esencial en
la funcién, requiriendo un moldeado de la matriz en productos de configuracion tridimensional de diversa forma y
grosor. En consecuencia, la forma queda determinada por la forma de un molde, receptaculo o soporte que puede
estar hecho de cualquier material inerte y puede estar en contacto con la matriz por todos sus lados, ya sea esfera o
cubo, con un ndmero limitado de caras o como una lamina. La matriz puede tener forma de 6rgano del cuerpo o
partes de una prétesis. Eliminando porciones de la matriz con tijeras, escalpelo, Iaser u otros instrumentos cortantes,
se puede crear cualquier detalle que exija la estructura tridimensional.

[0114] La matriz, segun varias realizaciones de la invencién, puede utilizarse como matriz para el crecimiento
celular o para el cultivo de tejido in vitro. Las matrices de la invencion presentan una superficie relativamente ancha
para el crecimiento celular y un armazén mecanicamente mejorado para su implantacion.

[0115] Los métodos para el cultivo de células en la matriz son numerosos. Entre los muchos ejemplos, las células
son absorbidas al situar las células en una superficie de la matriz o absorbidas por la matriz al situar la esponja en
una solucion compuesta por células. La matriz puede ser cultivada con las células deseadas mediante cultivo
superficial, a una densidad de aproximadamente 10* células por cm®, mas preferiblemente unas 10° células por cm®.

[0116] Se apreciara que la matriz de la invenciéon pueda soportar el crecimiento y/o la implantacién de cualquier
tipo de cartilago o tejido. Ademas, aunque la invencion esta predominantemente dirigida a los métodos para el
crecimiento y/o la implantacion de tejidos en humanos, la invencién puede también incluir métodos para el
crecimiento y/o implantacién de tejidos en otros mamiferos.

[0117] Ademas, la esponja de la presente invencion puede utilizarse como componente de un material bifasico o
multifasico para la reconstruccion de tejidos como se ha visto en los defectos osteocondrales. Entre los muchos
ejemplos, una capa puede contener material de fosfato calcico pese a que una capa suplementaria puede contener
la esponja de la invencion. Gao et al. (Tissue engin. 8:827-837, 2002) describe un método de reconstruccion de
defectos osteocondrales en las rodillas de un conejo usando un material compuesto formado por fosfato calcico
inyectable y una esponja de acido hialuronico.

Método de preparacion de una matriz

[0118] La presente invencion presenta un método para la preparacion de una matriz de fibrina porosa homogénea.
Las soluciones de formacién de una matriz incluyen una solucién de trombina y una solucion de proteina plasmatica.
La solucién de trombina aqui utilizada se compone de una cantidad suficiente de trombina para escindir fibrinégeno y
producir una matriz de fibrina en presencia de iones de calcio (Ca+2). Las proteinas plasmaticas pueden derivar de
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una fuente comercial, xenogénica, alogénica o autéloga comprendiendo fibrinégeno y factor Xlll sustancialmente
libre de plasmindgeno y en ausencia considerable de agentes quelantes organicos. La solucion de proteina
plasmatica puede contener derivados de fibrindgeno tales como las variantes de alto peso molecular o las de bajo
peso molecular.

[0119] Segun una realizaciéon llevada a cabo durante la presente invencion, la esponja de fibrina porosa
homogénea se prepara por transferencia de la solucién de trombina a un molde, adicionando solucién de proteina
plasmatica, congelando y liofilizando la mezcla coagulada. Alternativamente, las proteinas plasmaticas se mezclan
con trombina en presencia de iones de calcio en condiciones apropiadas para lograr la coagulacion, la mezcla se
funde en un molde o soporte sdlido antes de la coagulacion, la mezcla coagulada se congela y se liofiliza. Hay que
tener en cuenta que una vez incorporada la mezcla, se afiaden aditivos y agentes bioactivos de manera
independiente a cada una de las soluciones de formacién de la matriz, es decir, las proteinas plasmaticas o la
solucién de trombina, antes de la formacion del coagulo, se colocan en un molde o soporte soélido antes de la adicién
de la trombina, de manera simultanea o después.

[0120] Un método para la preparacion de una matriz de fibrina porosa liofilizada formada a partir de proteinas
plasmaticas que tienen menos del 10% de humedad residual y que esta sustancialmente libres de agentes
antifibrinoliticos exégenos, plasmindgeno y agentes quelantes organicos, comprende los siguientes pasos:

proporcionar una solucién de trombina y una solucién de proteina plasmatica donde la solucién de proteina
plasmatica esta sustancialmente libre de agentes antifibrinoliticos exégenos, plasminégeno y agentes
quelantes organicos.

Introducir la solucion de trombina y la solucion de proteina plasmatica en un soporte sélido o molde en
presencia de iones de calcio.

Incubar en condiciones apropiadas para conseguir la coagulacion.
Congelar la mezcla coagulada.
Liofilizar la mezcla coagulada para obtener una esponja.

[0121] Segun una realizacion llevada a cabo durante la presente invencion, las proteinas plasmaticas son
proteinas plasmaticas parcialmente purificadas. Las proteinas plasmaticas estan libres de plasmindgeno, es decir, la
solucidon de proteina plasmatica incluye menos del 20% de plasmindégeno normalmente presente en el plasma
sanguineo, preferiblemente menos del 10% de plasmindgeno normalmente presente en el plasma y mas
preferiblemente menos del 5% de plasmindgeno normalmente presente en el plasma.

[0122] Segun una realizacion llevada a cabo durante la presente invencion, la matriz puede prepararse por
introduccion secuencial de solucion de trombina y solucién de proteina plasmatica en un molde o soporte solido.
Cualquiera de las dos soluciones se puede verter en primer lugar. Segun otras realizaciones llevadas a cabo durante
la presente invencion, la solucién de trombina y la solucion de proteina plasmatica se mezclan juntas y
posteriormente se introducen en un molde. Las esponjas resultantes son diferentes en cuanto a porosidad y
dispersion celular.

[0123] Un método para la preparaciéon de una matriz de fibrina porosa liofilizada con menos del 10% de humedad
residual y sustancialmente libre de agentes antifibrinoliticos exdgenos, plasminégeno y agentes quelantes organicos
y que contiene al menos un aditivo seleccionado del grupo formado por polisacaridos, glicosaminoglicanos y
polimeros sintéticos, comprende los siguientes pasos:

Presentar una solucion plasmatica sustancialmente libre de agentes antifibrinoliticos exdgenos, plasmindgeno y
agentes quelantes organicos, una solucién de trombina y donde al menos la solucién de proteina plasmatica o
la solucién de trombina contenga al menos un aditivo seleccionado del grupo que conste de polisacaridos,
glicosaminoglicanos y polimeros sintéticos.

Introducir la solucion de trombina y la solucién de proteina plasméatica en un soporte sélido o molde.

Incubar en condiciones apropiadas para conseguir la coagulacion.

Congelar la mezcla coagulada.

Liofilizar la mezcla coagulada para obtener una esponja.

[0124] La esponja puede componerse de al menos un agente bioactivo, afiadido ab initio bien a la soluciéon de
trombina o bien a la solucion de proteina plasmatica.

[0125] Segun una realizacion llevada a cabo durante la presente invencion, las proteinas plasmaticas son
proteinas plasmaticas parcialmente purificadas. Las proteinas plasmaticas estan libres de plasmindgeno, es decir, la
soluciéon de proteina plasmatica contiene menos del 20% de plasmindgeno presente normalmente en el plasma
sanguineo, preferiblemente menos del 10% de plasmindgeno presente normalmente en el plasma.
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[0126] Segun otras realizaciones llevadas a cabo durante la presente invencion, las proteinas plasmaticas
sustancialmente libres de agentes antifibrinoliticos exégenos, plasmindgeno y agentes quelantes organicos, en una
concentracién de 20 mg/ mla 50 mg / ml, se mezcla con acido hialurénico y / o heparina y la mezcla se afiade a la
solucion de trombina en el soporte sélido para la formacion de un coagulo. El coagulo es congelado v liofilizado.
[0127] La concentracion final de trombina puede ser variada con el fin de producir esponjas con distintas
caracteristicas biologicas, fisicas y mecanicas utiles para diferentes aplicaciones. Las concentraciones de trombina
de 0,5 Ul / ml a 2 Ul / ml produce esponjas con propiedades similares en cuanto a viabilidad y crecimiento celular.
Otras concentraciones tan bajas como 0,15 Ul / ml pueden ser también utiles, dependiendo de la aplicacion.

[0128] En su forma final antes del uso con células, la esponja esta sustancialmente seca y contiene menos del
15% de humedad residual, mas preferiblemente menos del 10% de humedad residual.

[0129] Sin embargo, otro aspecto de la presente invencion presenta métodos de tratamiento y uso de la matriz de
fibrina de la invencion para el tratamiento de tejido dafiado o traumatizado, incluyendo el cartilago y defectos éseos.
El método de tratamiento descrito en este documento proporciona una ventaja, ya que requiere una preparacion
minima por parte del profesional médico para su uso. Los usos in vivo de la matriz de fibrina porosa son multiples. La
matriz de fibrina porosa puede funcionar como un armazoén y puede ser utilizada como un implante per se,
proporcionando un soporte mecanico a una zona defectuosa o dafiada in situ 'y / o proporcionando una matriz dentro
de la cual se proliferen y se diferencien células del area dafada y defectuosa. Por ejemplo, la matriz de fibrina
porosa se puede utilizar para la reconstruccién de cartilago junto a otros procedimientos terapéuticos como el
desbridamiento condral, la condroplastia por laser o por abrasiéon y técnicas de perforacién o microfractura.

[0130] Siendo un eficaz armazén que soporta el crecimiento celular, la matriz de fibrina porosa de la invencion,
puede ademas ser utilizada en la cirugia reconstructiva in vivo, por ejemplo, como matriz para la regeneracion de
células y tejidos, incluyendo células neuronales, tejido cardiovascular, células uroteliales y tejido mamario. Otras
aplicaciones ortopédicas tipicas incluyen la artroplastia de articulacion, reconstruccién de menisco, reconstruccion de
la consolidacion viciosa en fracturas, reconstruccién craneofacial o reconstruccion de disco intervertebra. La matriz
de fibrina de la invencion puede servir para el tratamiento de defectos resultantes de enfermedades como la
osteoartritis. Los componentes de la matriz se funden en un molde disefhado especificamente para una lesiéon o
defecto diferente. Entre los muchos ejemplos, el molde puede prepararse por disefio asistido por ordenador. En otros
casos, el médico tendra que cortar o practicar un corte fino en la esponja para reconstruir una lesiéon o defecto
particular. La matriz de la invencién es particularmente beneficiosa cirugia minima invasiva, como la miniartrotomia o
artroscopia y evita la necesidad de cirugia abierta articular.

[0131] Ademas, la matriz de fibrina porosa es conveniente como recubrimiento de material sintético u otros
implantes tales que clavos o placas, por ejemplo, en la artroplastia de cadera. De este modo, la presente invencion
proporciona ademas implantes o instrumental médico con un acabado compuesto de la matriz de fibrina porosa de la
invencion.

[0132] Por otra parte, la esponja de la presente invencion puede ser utilizada como componente de un material
bifasico o multifasico para la reconstruccion de tejido, tal y como se comprueba en los defectos osteocondrales.
Entre los muchos ejemplos, una capa puede contener material de fosfato calcico pese a que una capa suplementaria
puede contener la esponja de la invencion.

[0133] La solucién de proteina plasmatica puede provenir de una fuente comercial, de proteinas naturales o
recombinantes, o puede ser preparada a partir de plasma. Segun una realizacién llevada a cabo durante la presente
invencion, la solucion de proteina plasmatica deriva de plasma alogénico. Segun otra realizaciéon llevada a cabo
durante la presente invencién, al menos uno de los componentes, preferiblemente las proteinas plasmaticas, se
utilizan para la preparacion de la matriz procede del plasma autélogo o de las proteinas recombinantes. Segun otra
realizacion llevada a cabo durante la presente invencién, todos los componentes del plasma utilizados en la
preparacion de la matriz son autélogos. Las proteinas plasmaticas se pueden aislar siguiendo una variedad de
métodos, conocidos en la disciplina y ejemplificados mas adelante, dando como resultado una matriz de fibrina con
propiedades sustancialmente similares, medidas por las capacidades del tamafno del poro, la elasticidad, la
compresion y las capacidades de los portadores celulares. Un componente de trombina estable puede aislarse a
partir de plasma autélogo, segun los métodos conocidos en la disciplina, por ejemplo los descritos en la patente US
N ©6.274.090 y Haisch et al (Med. Biol. Eng. Comput 38:686-9,2000).

[0134] La matriz de fibrina resultante muestra propiedades ventajosas incluyendo biocompatibilidad, tamafio de
poro compatible con la invasién y proliferacion celular y la capacidad de ser moldeada o fundida para lograr una
determinada forma.

[0135] De hecho, la sangre se extrae de un paciente segun la necesidad de reconstruccidon o regeneracion del
tejido, las proteinas plasmaticas son aisladas del plasma autdlogo y de una matriz preparada de la misma. Las
plaquetas son opcionalmente aisladas y devueltas al plasma. La matriz de la presente invencién puede servir como
implante para uso como armazén per se o como un armazon portador de células para la implantacién in vivo.
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[0136] Segun una realizacion llevada a cabo durante la presente invencion, una esponja de fibrina porosa
producida a partir de una solucién de fibrinbgeno, donde la solucién de fibrindgeno se somete a didlisis con una
solucién que no requiere de un agente complejante, sirve como armazén para el crecimiento de las células in vitro e
in vivo. Segun ofra realizacion, la esponja de fibrina se forma por la accién de una solucién de trombina en la
solucion dializada de fibrindgeno y, posteriormente, se somete a liofilizacién.

[0137] Aunque no es deseable estar condicionado por ninguna teoria en particular, la ausencia sustancial de
agentes complejantes organicos, puede proporcionar a la matriz de la presente invencion propiedades beneficiosas
para la proliferacién y el metabolismo de varios tipos celulares. Como se muestra en los ejemplos de este
documento, la matriz de la presente invencion mantiene la proliferacion de sistemas celulares del cartilago tanto in
vivo como in vitro.

[0138] La presencia de ciertos agentes complejantes organicos en un intervalo de 1 a 20 mM, necesario para la
produccién de una red de fibrina flexible, segun se describe en el documento US 6.310.267 para la curacién de
heridas, puede en si misma tener un efecto perjudicial en la proliferacion de ciertos tipos de células. No se ha
revelado el uso de una red de fibrina para el crecimiento celular y la proliferaciéon in vivo o in vitro, sin embargo,
puede ser posible para ciertos cultivos de diferentes tipos celulares usando las redes de la patente anteriormente
mencionada.

[0139] Segun una realizacion llevada a cabo durante la presente invencion, la heparina se incorpora a la matriz
con una concentracion final de 0,1 ug / ml a 1 mg / ml. En otra realizacién, la concentracién de heparina es de 1
ug/ml a 50 ug / ml. Como se indica en este documento ug / ml se refiere a un microgramo por mililitro.

[0140] Segun otra realizacion llevada a cabo durante la presente invencion, el &cido hialurénico reticulado se
incorpora a la matriz con una concentracion final de 0,001% a 0,1%, mas preferiblemente de 0,05% a 0,09%.

[0141] Segun otra realizacion llevada a cabo durante la presente invencion, el acido hialurénico no reticulado se
incorpora a la matriz con una concentracion final de 0,005% a 0,5%, mas preferiblemente de 0,05% a 0,1%.

[0142] Segun otra realizacion llevada a cabo durante la presente invencion, tanto la heparina como el acido
hialurénico se incorporan a la matriz en respectivos intervalos de concentracion.

[0143] Para sorpresa, en vista de la funcion conocida de la heparina como anticoagulante, se ha revelado ahora
que la incorporacién de heparina a la matriz no interfiere ni en la formaciéon de la matriz ni en los beneficios
terapéuticos de la misma. Sin desear estar condicionado por la teoria, la heparina tiene como funcién principal unir
FGF u otras proteinas terapéuticas y crear un depdsito para la liberaciéon prolongada de dichas proteinas. Ademas,
los fragmentos de bajo peso molecular de la heparina liberada de la matriz pueden funcionar como agentes
antiinflamatorios y colaborar en el proceso de curacion del tejido enfermo o traumatizado (patentes US 5474987,
5686431; 5908837).

[0144] Los siguientes ejemplos pretenden ser de naturaleza meramente ilustrativa y no deben interpretarse de una
manera limitativa.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Preparacién de una matriz de fibrina

[0145] Aunque se dan de forma detallada los métodos para la preparaciéon de la proteina plasmatica, se debe
entender que se conocen en la disciplina otros métodos de preparacién de proteinas plasmaticas Utiles en la
preparacion de la matriz de la presente invencion. Uno de los muchos ejemplos de protocolo para la preparacion de
una solucion enriquecida de fibrinégeno, ha sido descrito por Sims, et al. (Plastic & Recon. Surg. 101:1580-85,
1998). Se puede utilizar cualquier fuente de proteinas plasmaticas, siempre y cuando las proteinas plasmaticas se
procesen para estar sustancialmente libres de agentes antifibrinoliticos, plasminégeno y de agentes quelantes
organicos. Véanse a continuacion los ejemplos 2 y 3 de los métodos de preparacion de la proteina plasmatica.

Materiales y métodos:

[0146] Fuente de proteinas plasmaticas, por ejemplo, fibrinbgeno libre de plasmindégeno (Omrix, IL)
aproximadamente 50-65 mg / ml de solucién madre.

Cloruro de calcio 5 mM

Trombina (1.000 unidades internacionales / ml, Omrix, IL.
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[0147] Opcional: Acido hialurénico, reticulado (Hylan (Synvisc), aprox. MW 6 x 10°, Genzyme, US) o no reticulado
(aprox. MW 8 x 10°, MTF, US; aprox. MW 3.6 x 10°, BTG, IL).

[0148] La concentracion de trombina determina el tiempo de reaccion para la polimerizacién de los monémeros de
fibrina y contribuye al tamafio del poro y al grosor de las fibras de la esponja final. Una concentracion de 0,15 Ul a 15
Ul de trombina / mg de proteinas plasmaticas produjo una esponja con buenas propiedades fisicas y bioldgicas. Se
eligieron concentraciones de 1 Ul a 1,5 Ul de trombina /mg de proteinas plasméticas pues dio lugar a una reaccion
rapida, pero permite tener tiempo suficiente para verter las dos soluciones (la proteina plasmatica y la trombina)
antes de que se complete la reaccion. Cabe destacar que otras concentraciones son aceptables para la obtencion de
una matriz con propiedades sustancialmente similares. Para simplificar, tal como se muestra en este documento 1,5
Ul de trombina / mg de proteina total equivalen a 30 Ul de trombina / ml.

[0149] La solucion de proteina plasmatica y la solucidén de trombina se mezclan juntas en proporciéon de 2:1 (por
ejemplo 210 pl de proteina plasmatica y 90 pl de solucion de trombina) en el siguiente orden: Una placa de 48
pocillos de ELISA se recubrié con 90 pl de solucién de trombina, y se afiadié la solucidn de proteina plasmatica. Por
otra parte, a una placa de 96 pocillos de ELISA, se le afiadieron alrededor de 19,5 ul de soluciéon de trombina,
adicionando 45,5 ul de proteina plasmatica, o para una matriz ligeramente mas gruesa se adicionan unas 24 ul de
solucion de trombina y 51 ul de proteinas plasmaticas . La mezcla fue incubada a temperatura ambiente (~ 25 ° C)
durante aproximadamente 10 minutos o hasta la formacién del coagulo, congelandolo con una oscilacién de entre -
60°Cy -90 ° C varios dias durante 30 minutos. Las esponjas de las placas de 48 pocillos fueron liofilizadas durante
5 horas mientras que las esponjas de las placas de 96 pocillos fueron liofilizadas durante 4 horas. La placa de 96
pocillos produjo esponjas de unos 5 mm de diametro y las placas de 48 pocillos produjeron aproximadamente 10
mm (1 cm) de didmetro (unos 0,8 cm2).

[0150] Se prepar6 una esponja de 35 mm de diametro para la reconstruccion de defectos mas grandes, como los
que pueden desarrollarse en la osteoartritis. Una esponja de 35 mm ( 9,5 cm?, o de unos 2 a unos 2,5 cm3) se
preparé mezclando 2 ml de solucién de proteina plasmatica con 1 ml de trombina, fundida en un molde apropiado,
como una placa de petri de 35 mm o una placa de cultivo celular de 6 pocillos, siendo congelada y liofilizada a -40 °
C durante 12 horas. Las esponjas de fibrina fueron preparadas en condiciones asépticas. Cabe destacar que las
soluciones se pueden fundir en un molde en la forma que se desee. La esponja resultante fue una matriz con
estructura de malla.

[0151] Segun otra realizacion llevada a cabo durante la presente invencion, la matriz se prepard con ciertos
aditivos que incluyen polisacaridos, glicosaminoglicanos y polimeros sintéticos. Se ha demostrado que los
parametros biolégicos, mecanicos y fisicos se pueden controlar mediante la incorporacién de los aditivos. Todos los
aditivos se filtraron (0,2 um) y se afadieron a la solucién de proteina plasmatica. Cuando se incorporé el acido
hialurénico a la matriz, la solucién de proteina plasmatica y la solucién de &cido hialurdnico, se incubaron juntas
antes de la fundiciéon o del moldeado. A continuacién se muestran varios ejemplos de aditivos y concentraciones
testadas en la Tabla 1:

Tabla 1
Aditivo % concentracion final
Glicerol 0.005; 0.01; 0.05; 0.1; 0.5; 1
AH Reticulado (X-linked) 0.0024; 0.012; 0.024; 0.05; 0.10; 0.5
AH Non-X-linked 8?g2 0.02; 0.05; 0.07; 0.08; 0.09; 0.1; 0.11;
Heparina 0.05; 0.1; 0.5; 1.0; 2.5; 10 ug/ml final
Heparina + AH Reticulado Combinaciones arriba indicadas
Heparina + AH Non-X-linked Combinaciones arriba indicadas
Glicerol +AH Combinaciones arriba indicadas
Nota: non-X-linked se refiere al acido hialurénico no reticulado.

[0152] Una proteina terapéutica, el FGF (esponja de 1 a 10 ug/0.20m2) se afiadié o bien a la solucién de proteina
plasmatica o bien se mezclé con heparina y después se afiadié a las soluciones de proteina plasmatica o de
trombina. Se han realizado experimentos para determinar la concentraciéon 6ptima de los aditivos en cuanto a
flexibilidad de la matriz, elasticidad, tamafio del poro, liberaciéon prolongada de agentes bioactivos y capacidad de
crecimiento celular. Los aditivos confieren propiedades beneficiosas, incluyendo propiedades superficiales,
mecanicas y / o bioldgicas a la esponja durante su preparacion. La optimizacion se realiza también con respecto a la
concentracion de los agentes bioactivos. En una realizacion, los agentes bioactivos incluyen factores de crecimiento,
sobrenadante de plaquetas, plaquetas nativas, membranas plaquetarias y otros materiales. Segun una realizacion
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llevada a cabo durante la presente invencion, esta presenta una matriz compuesta de heparina o un derivado de la
misma y acido hialurénico compuesto, ademas de FGF o variantes de FGF. Mas adelante, se muestran los
ejemplos.

Ejemplo 2: Aislamiento de proteinas plasmaticas purificadas parcialmente de plasma entero

[0153] La proteina plasmatica puede ser preparada a partir de diferentes fuentes, tales como plasma fresco,
plasma fresco congelado, proteinas recombinantes y xenogénicas y sangre alogénica o autéloga. El plasma
congelado fresco fue recibido del banco de sangre (Tel-Hashomer, Israel). El plasma (220 ml) fue descongelado en
una incubadora a 4°C durante la noche, seguido de una centrifugacion a 4°C y 1900g durante 30 min. El pellet fue
resuspendido en 2,5ml de PBS con un movimiento vibratorio suave hasta que se vio una solucién homogeneizada.
La concentracién de proteina total fue aproximadamente de 42-50 mg/ml segun el ensayo de Bradford y el SDS-
PAGE (en comparacién con un estandar). El plasma puede ademés ser tratado para eliminar plasminégeno, usando
métodos conocidos en la disciplina. En las patentes PCT WO 02/095019 y WO 95/25748 se describen numerosos
ejemplos de métodos utiles para la eliminacion de plasmindgeno a partir de la sangre o derivados de la misma tales
como el plasma o crioprecipitado.

[0154] Se debe entender que la fuente de proteina plasmatica puede ser sangre xenogénica, alogénica o autdloga.
Preferiblemente, la fuente de proteina plasmatica es alogénica o autéloga. En la patente US 6475175 se describe
uno de los muchos ejemplos para el aislamiento de plasma rico en plaquetas.

[0155] Otra realizacion llevada a cabo durante la presente invencién, presenta una esponja de proteina plasmatica
que incorpora al menos un aditivo y plaquetas de sangre o sobrenadante de plaquetas. Las esponjas se componen
de un 0,024% o un 0,08% de la concentracion final de acido hialuronico y un 1% o un 10% se prepara con la
concentracion final de sobrenadante plaquetario liberado o con el conjunto de plaquetas. El sobrenadante de
plaquetas se hizo mediante la exposicion de las plaquetas aisladas (obtenidas del banco de sangre de Israel) a la
trombina (Gruber et al., Clin Oral Implantes Res. 13:529-535, 2002), recogiendo el sobrenadante y afiadiéndolo a la
solucién de proteina plasmatica antes de la formacion de la esponja. Las esponjas que contienen plaquetas fueron
preparadas afnadiendo directamente plaquetas a las proteinas de plasma de la siguiente manera: se afiadieron a las
proteinas de plasma 73 ul de plaquetas y aditivos (acido hialurénico de 0,024% o un 0,08% de concentracion final)
(30 mg de proteina total/ml) y la solucién se llevd a un volumen final de 210 ul. La esponja fue realizada como se ha
descrito anteriormente utilizando proteinas plasmaticas parcialmente purificadas.

Ejemplo 3: Extraccién de fracciones de proteina plasmatica de sangre alogénica o autéloga

Materiales:
[0156]

1) Citrato de sodio al 3,8% o cualquier otro anticoagulante farmaceuticamente aceptable
2) Sulfato de amonio (NH4)2SO4, saturado (500g/l)

3) Sulfato de amonio (NH4)2SO4, al 25%

4) Solucion reguladora de EDTA-fosfato: fosfato 50 mM, EDTA 10 mM, pH 6.6

5) Solucion reguladora de Tris-NaCl: Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4

6) Etanol, absoluto 4°C

7) Sangre total (Banco de Sangre de Israel, Hospital Tel Hashomer o del paciente)

Métodos:

[0157] Este método puede ser utilizado para producir proteinas plasmaticas que puedan ser tratadas para la
eliminacion de plasminégeno por métodos conocidos en la disciplina, incluyendo cromatografia de afinidad. Las
proteinas plasméaticas se aislan segun los métodos estandares. A una bolsa de sangre de 450 ml procedente del
banco de sangre que contenia citrato de sodio se le adicionaron 50 ml de una solucién de citrato de sodio al 3,8% y
la solucién se mezclé suavemente.

[0158] La sangre-citrato de sodio se centrifugé a 2100 g durante 20 min. El sobrenadante de plasma se recogio y se
volvio a centrifugar a 5000 g durante 15 min a 4°C. El sobrenadante de plasma se coloco en hielo, y se le adiciond
solucion de sulfato de amonio saturado a una proporcion de un volumen de sulfato de amonio por 3 voliumenes de
sobrenadante (proporcion de volumen 1:3). La soluciéon se conservé a 4°C durante 1,5 horas con oscilaciéon
moderada ocasional (la agitacién magnética no se permite). El sobrenadante de plasma se centrifugd a 5000 g
durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se descarté y cada pellet se lavo con 10 ml de solucion de sulfato de amonio
al 25% (el pellet no se disuelve). Cada pellet se disolvié en 6-7 ml de solucion reguladora de EDTA-fosfato. Como
ejemplo, 100 ml de la solucién se conservé para hacer un SDS-PAGE y un analisis de coagulacién. Los pellets
disueltos fueron mezclados y el precipitado de sulfato de amonio se repitié afiadiendo sulfato de amonio saturado a
la muestra de plasma para lograr una proporcion de volumen 1:3 (generalmente, 25 ml de sulfato de amonio con 75
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ml de plasma). La solucién se conservo a 4°C durante 1,5 horas con oscilacion moderada ocasional, y se centrifugo
a 5000g durante 15 min. El sobrenadante se descart6 y los pellets se disolvieron en un volumen de solucién
reguladora de Tris-NaCl, que fue igual a o menor al volumen de solucién reguladora de EDTA-fosfato utilizada
anteriormente. Una cantidad total tipica fue aproximadamente de 45 ml.

[0159] La muestra puede ser dializada (tubos de dialisis SnakeSkin™, valor de corte 3.5 kD, Pierce) unas 3 o 4
horas o durante la noche a 4°C en 1,5 litros de solucion reguladora de Tris-NaCl. La muestra dializada fue
centrifugada en tubos resistentes a alta velocidad a 21.000g durante 15 min a 4°C, para eliminar cualquier resto de
material insoluble. El sobrenadante fue recolectado y conservado en hielo.

[0160] EIl sobrenadante se precipité con etanol a una concentracion final del 7% y se conservé en hielo durante 30
min. La solucién se centrifugé a 5000g durante 15 min, el sobrenadante se descartd y el pellet se disolvio en el
mismo volumen de solucién reguladora de Tris-NaCl (generalmente una cantidad de 45 ml). La solucion fue dializada
durante la noche a 4°C en 1,5 litros de solucion reguladora de Tris-NaCl. La solucion dializada se centrifugd a
21.000g a 4°C durante 15 min para eliminar cualquier rastro de material insoluble.

[0161] Las concentraciones de proteina fueron determinadas utilizando el método estandar de Bradford. Las
producciones de proteina oscilan entre 0,2 y 0,6 mg por ml de sangre entera, con resultados tipicos de 0,4 a 0,5
mg/ml. La capacidad de formacion del coagulo se determiné al afiadir 30 pl de trombina (100 U/ml; Omrix) a 70 ul de
producto de plasma (10 mg/ml); la coagulacién deberia ocurrir en 30 segundos. La pureza de la proteina se
determin6 mediante el analisis electroforético de 50 pg de la muestra en un gel de SDS-poliacrilamida al 5% y realizé
una tincion de azul de Coommassie. El resto del sobrenadante fue recolectado, congelado vy liofilizado hasta el
secado, es decir, 48 horas.

Ejemplo 4: Presencia de plasmina y de plasmindgeno en la muestra de proteinas de plasma.

[0162] Las proteinas plasmaticas sustancialmente libres de plasminégeno, estan compuestas de 9 a 10 ug de
plasmina y de plasminégeno por cada mililitro de proteina total, identificados por el anticuerpo policlonal que detecta
tanto al plasminégeno como a la plasmina. El plasma humano generalmente contiene 200 mg de plasminégeno por
litro o unos 200 ug/ml.

[0163] Este experimento fue disefiado para determinar la concentracién de plasmina que puede ser soportada en
un coagulo de proteina plasmatica. El mismo disefio experimental es utilizado para probar la resistencia del
plasmindgeno. El plasminégeno es el precursor de la plasmina serinproteasa activa, capaz de degradar fibrina.

[0164] Dos concentraciones de plasmina (ICN Biomedical, 194.198, solucion de 20 mg / ml), 0,09 mg / ml, 0,045
mg/ml, se afiadieron a las proteinas plasmaticas sustancialmente libres de plasminégeno (Omrix) antes de la
disposicién de las soluciones. La concentracion de plasmina de 0,09 mg/ml representa una concentracion de
plasmina diez veces mayor que la concentracién de plasmina y plasminégeno total presente en las proteinas
plasmaticas comerciales. La concentracion de plasmina de 0,045 mg/ml representa una concentracién de plasmina
cinco veces mayor. La solucion de proteina plasméatica para la esponja compuesta de 0,09 mg/ml de plasmina se
preparé mezclando 281 ul de proteinas plasmaticas (64 mg / ml), 67,5 ul de acido hialurdnico, 2,7 ul de plasmina y
251,3 de solucion salina. La solucion de proteina plasmatica para la esponja compuesta por 0,045 mg/ml de
plasmina se preparé mezclando 281 proteinas plasmaticas ul, 67,5 ul de acido hialurénico, 1,35 ul de plasmina y 250
ul de solucién salina. Se preparé un control sin la adicién de plasmina. Se prepararon cinco esponjas a partir de cada
soluciéon mediante la adicion de 43 ul de trombina a un pozo (1 Ul de trombina/ mg de proteina plasmatica) y 87 ul de
solucion de proteina plasmatica y la mezcla se dejé reposar a temperatura ambiente.

[0165] Ninguna de las mezclas que contenian plasmina formé un coagulo, mientras que el control sin plasmina
formd un coagulo en apenas unos minutos y una esponja liofilizada se formé tras la congelacién vy la liofilizacion.
Esto hace indicar que las proteinas plasmaticas pueden tolerar menos de 45 ug/ml de plasmina o menos del 22,5%
de plasmindgeno y plasmina presentes normalmente en el plasma.

Ejemplo 5: Morfologia de la matriz y propiedades mecanicas

[0166] Las matrices para la ingenieria tisular, en general, se caracterizan segun varios criterios, incluyendo
naturaleza quimica, porosidad, adhesion, biocompatibilidad y elasticidad, entre otras (Hunziker, Osteoart. Cart.,
10:432-465, 2002). La Tabla Il de la referencia mencionada anteriormente enumera varias de las propiedades y las
bases bioldgicas de las mismas.

[0167] En el laboratorio de los inventores, se determinaron varias de las propiedades. La porosidad, importante
para la migracién y adhesion celular se determina por mediciones geométricas utilizando el microscopio de luz para
seccionar la matriz en muestras gruesas. Las muestras se montaron en los portaobjetos y se tifieron con
hematoxilina/eosina. Un micrometro dptico midié el tamarfio del poro y la distancia entre los poros adyacentes.
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[0168] EI Microscopio Electrénico de Barrido (SEM) se utiliza para analizar la homogeneidad y la ultraestructura de
la matriz. El grosor de las fibras de fibrina se mide también de esta manera.

[0169] En su forma final antes del uso con células, la esponja esta sustancialmente seca y contiene menos del
15% de humedad residual, mas preferiblemente menos del 10% de humedad residual y mas preferiblemente menos
del 3% de humedad residual. Esta caracteristica se midié por métodos ya conocidos en la disciplina.

[0170] Las mediciones de propiedad mecanica se llevaron a cabo utilizando una maquina Chatillon TCD200 con
un dinamdmetro digital DF12. Cada esponja de proteina plasmatica era de 2,5 cm de largo, 0,5 cm de ancho; y se
liofiliz6 completamente. La deformacidn representa la elasticidad de la esponja, es decir, la cantidad de traccion se
midié en milimetros (mm) ejercidos hasta que la esponja se desgarra. La fuerza se calcula en kiloPascal (kPa) y
representa la cantidad de energia necesaria para desgarrar las tiras de la esponja. El grosor se incorpora en el
calculo.

Ejemplo 6: Cultivo celular en la matriz

[0171] Se pueden utilizar diferentes métodos de cultivo celular en la esponja. Para el cultivo, es importante la
adherencia, la capacidad migratoria y la proliferacion de las células dentro de la matriz. Las células se pueden
suspender en un medio, en PBS, o en cualquier solucién reguladora biocompatible sola o en presencia de agentes
bioactivos. Las células se pueden cultivar colocando una gota del liquido que contiene las células en la esponja y
dejando que las células sean absorbidas. Por otra parte, las células del liquido pueden ser absorbidas por la esponja
colocando la esponja en un recipiente que contenga una suspension de células. Otros métodos que incluyen
siembra de aerosol también han demostrado ser eficaces.

[0172] Una ventaja particular de la presente invencion es el alto nivel de viabilidad celular y la excelente
distribucién de células tras el cultivo celular directamente sobre una esponja seca. A menudo, una matriz compuesta
de un agente antifibrinolitico exdgeno como es el acido tranexamico, exhibe una menor viabilidad celular tras el
cultivo. Las células parecen recuperarse, pero los agentes antifibrinoliticos exdgenos pueden ser perjudiciales para
el crecimiento inicial de la célula. Cuando se lava dicha esponja, se retira el acido tranexamico parcial o totalmente,
mejorando la proliferacién celular. También se comprobd que muchas células se asientan en la periferia de la matriz
utilizando una esponja humeda, mientras que hay una mejor distribucion de las células tras el cultivo en una esponja
seca.

Materiales y métodos:

[0173] Se probaron esponjas compuestas de diferentes concentraciones de proteinas plasmaticas y trombina. Las
esponjas que comprenden 10 mg/ml, 15, 16,5 mg/ml, 18 mg/ml, 20 mg/ml, 22 mg/ml, 25 mg/ml, 30 mg/ml y
concentraciones variables de aC|do hlaluronlco (de unos 0,05% a unos 1,1%) y 1, 1,5 o 2 Ul de trombina/mg de
proteina. Un total de unos 5x10° a unos 5x10° de condrocitos se cultivaron en esponjas de 1 cm de didmetro y se
incubaron durante tres dias. Se afaden diferentes volimenes de medio de crecimiento y la matriz a la que se le han
anadido las células se incuba. Se debe entender que la esponja puede tener diferentes tamafios, formas y grosores.

[0174] Tras la incubacion de las esponjas cultivadas durante tres dias, 1 semana y tres semanas, algunas de las
esponjas fueron degradadas a colagenasa y las células se contaron tras la tincion con azul de tripano. La
proliferacién celular se determina segun se describe en el ejemplo 8.

[0175] Las muestras de esponjas o matrices portadoras de células, fueron integradas en parafina y se prepararon
secciones usando un microtomo. Las secciones histoldgicas se tifieron adicionalmente usando diferentes manchas
bioldgicas incluyendo hematoxilina y eosina (H&E), azul de toluidina y rojo rapido, tincién tricromica de Masson y
otros. Todas las esponjas mostraron una distribucion celular similar, con células vivas presentes en todas las capas
de la esponja.

[0176] Los ejemplos de la invencion de crecimiento de las células en la esponja de fibrina se muestran en las
figuras 1A, 1B y 2. Cada esponja fue cultivada con 5x10° de condrocitos porcinos o humanos de 30 microlitros de
volumen, se incubaron una hora y se afiadié un medio fresco. Después de tres dias, las esponjas fueron degradadas
en colagenasa y se contd el numero de células vivas tras la tincién con azul de tripano. La Figura 1A muestra la
viabilidad aumentada de condrocitos porcinos en matrices con (moteado) y sin plasminégeno (s6lido) tras un cultivo
de tres dias en la incubadora. Después de los tres dias, mas del 50% de las células permanecieron viables si se
comparan con el 20% de las células cultivadas en la matriz estandar preparada a partir de proteinas plasmaticas
compuestas de acido tranexamico. La figura 1 B muestra la viabilidad de los condrocitos humanos cultivados en
matrices con (moteado) y sin plasmindgeno (sélido-seco) después de una incubacion de tres dias. Las esponjas sin
plasminégeno cultivadas con condrocitos humanos, mostraron una viabilidad celular superior si se comparan con las
esponjas compuestas de acido tranexamico. La Figura 1C muestra la viabilidad celular después de tres dias en tres
composiciones diferentes de esponja. Todas las esponjas compuestas de proteinas plasmaticas sustancialmente
libres de plasmindgeno, fueron cultivadas con aproximadamente 4x10° de condrocitos humanos. La barra moteada
representa la viabilidad en una esponja de 20 mg de proteina plasmatica/ml, sin aditivos presentes. La barra de color
negro solido representa la viabilidad celular en una esponja que comprende 20 mg/ml y 0,075% de acido hialurénico.
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La barra de cuadros representa la viabilidad celular en una esponja que oscila entre un 18 mg/ml y un 0,75% de
acido hialurénico. Se puede observar que las tres esponjas proporcionan una buena estructura para el cultivo de
células. Las figuras 1D y 1E muestran fotografias de esponjas secas de un centimetro (1 cm) de diametro e
implantes portadores de células, respectivamente.

[0177] Las figuras 2A, 2B y 2C muestran secciones histolégicas transversales a través del centro de una matriz
compuesta de condrocitos humanos tras 1 semana de incubacién. La esponja de fibrina fue hecha de fibrinégeno
comercial sustancialmente libre de plasminégeno (Omrix, 20 mg / ml) compuesta de acido hialurénico al 0,05% vy
1x10°® de células humanas. Hay que tener en cuenta la infiltracion de los condrocitos en la esponja. Las figuras 2A,
2B y 2C muestran aumentos de 40x, 100x y 400x, respectivamente.

Ejemplo 7: Ensayo de Degradacion in vitro

[0178] Se llevo a cabo un ensayo para determinar el indice de degradacion de la esponja de la invencién. Las
diferencias en el indice de degradacion se pueden ver entre la esponja de la invencion y una esponja estandar
compuesta de fibrinégeno y un antifibrinolitico exdgeno como es el 4cido tranexamico.

[0179] El ensayo se realiz6 de la siguiente manera: se prepararon tres tipos diferentes de esponjas, cada uno con
la misma concentracion de fibrindégeno, la misma concentracion de trombina (1.5U/mg proteina) y acido hialurénico.
Se vieron diferencias en la fuente de fibrindgeno y de acido hialurdnico.

[0180] Una esponja de fibrina compuesta del 10% de acido tranexamico, fibrinégeno (Omrix, 27 mg / ml), y acido
hialurénico reticulado (Syvisc al 0,08%).

[0181] Se prepar6 una esponja de fibrina a partir de fibrindgeno sustancialmente libre de plasminégeno (Omrix 27
mg/ml) y acido hialurdnico reticulado (Synvisc al 0,08%).

[0182] Se preparé una esponja de fibrina a partir de fibrindgeno sustancialmente libre de plasminégeno (Omrix 27
mg/ml) y acido hialurénico no reticulado (BTG al 0,08%).

[0183] El experimento se realizé de la siguiente manera: Cinco esponjas preparadas en placas de 96 pocillos se
colocaron en placas de 48 pocillos y se afiadieron 750 ul de 10M de urea para cubrir las esponjas.

[0184] Se obtuvieron muestras de 20 ul de cada pocillo en los siguientes puntos: 1, 2, 3, 4, 5, 8 minutos, 10
minutos, 30 minutos y 1 hora. La proteina de cada muestra se midié en un ensayo estandar de Bradford. Los
resultados se presentan en la figura 3A.

[0185] La esponja (g] compuesta de fibrinégeno estandar y un 10% de acido tranexamico, se sometié a una
degradacion rapida tal como se mide por la proteina (mg / ml) detectada en el sobrenadante y que no podria ser
vista hasta transcurridos 10 minutos, mientras que la esponja compuesta de proteina plasmatica sustancialmente
libre de plasmindgeno se mantuvo estable.

[0186] En un experimento similar, las esponjas fueron degradadas en colagenasa. Las esponjas de la prueba se
incubaron en 400 ml de colagenasa (1,7 mg / ml) diluida 1:10 en DMEM sin FBS a 37°C hasta su completa
disolucion. En los diferentes puntos de tiempo se recogieron muestras y se examind la concentracion de proteina
mediante el ensayo de Bradford. Los resultados se presentan en la figura 3B. La esponja que comprende el 10% de
acido tranexamico y &cido hialurdnico reticulado se degrada mucho mas rapido que las esponjas que contienen
fibrinégeno sustancialmente libre de plasminégeno compuesto también de acido hialurénico reticulado o no
reticulado (wo plm x link, wo plm non x link, respectivamente).

Ejemplo 8: Liberacion de los agentes bioactivos de la matriz

[0187] Para ciertas aplicaciones, la liberacidon prolongada de un agente bioactivo como un factor de crecimiento
puede ser deseable. La incorporacion y liberaciéon de factores de crecimiento de la matriz de la invencion se evaluan
in vitro o in vivo utilizando factores de crecimiento radiomarcados o etiquetados, por ejemplo, el marcado con
fluorocromo, con fosfatasa alcalina o el factor de crecimiento marcado con peroxidasa de rabano. La fraccion y
velocidad del agente liberado se midieron siguiendo la radioactividad, la fluorescencia, la actividad enzimatica u otra
peculiaridad de la etiqueta. De manera similar, la liberacién de enzimas de la matriz se determina mediante el
analisis de la actividad enzimatica en el microambiente en un ensayo in vitro o in vivo. La liberacion de un FGF de la
matriz de la invencion fue llevada a cabo como se describe aqui.

[0188] EI indice de liberacion del factor de crecimiento se determin6 a partir de esponjas preparadas en dos
métodos alternativos. En un caso el FGF2 se adsorbié a la heparina y el producto combinado se afiadio a la solucion
de proteina plasmatica. En el segundo ejemplo, cada componente se afiadié por separado a las soluciones
individuales: la heparina se afiadié a la solucion de proteina plasmatica, mientras que el FGF2 se afiadio a la
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solucion de trombina. Las esponjas se fundieron con las dos mezclas y la liberacién del FGF2 se determind en un
ensayo FDCP, vide supra.

Materiales y métodos:
[0189] Proteina plasmatica (aproximadamente 20-65 mg de fibrinégeno / ml; Omrix, sin plasminégeno).

[0190] Acido hialurénico no reticulado (MTF o BTG),
Heparina (Sigma, MW 6000)
Una esponja de FGF2 (ProChon) 2,5 ug per 75 ul

[0191] Se prepararon esponjas de fibrina sustancialmente libres de plasmindgeno y agentes quelantes organicos
usando el método descrito en el ejemplo 1 con la siguiente modificaciéon: la soluciéon de proteina plasmatica
compuesta por acido hialurénico no reticulado con una concentracion final del 0,08%.

[0192] EI primer conjunto de esponjas se preparé mezclando soluciones de heparina con FGF2 y la adicion de la
mezcla a la solucién de proteina plasmatica.

[0193] EI segundo conjunto de esponjas se preparé mediante la adicién de heparina a la soluciéon de proteina
plasmatica con una concentracion final de 0,1, 0,5 o0 2,5 ug / ml. Se afadi6 FGF2 a la solucién de trombina para
hacer que la concentracion final fuera de 2,5 ug/por esponja. Se fundieron las esponjas como se ha descrito
anteriormente. La liberacién de FGF2 se determiné en un ensayo de FDCP como se describe a continuacion.

[0194] Ensayo FDCP: La linea celular FDCP es una linea celular interlecina-3 de una medula osea de origen
murino inmortalizada que no expresa receptores endégenos de FGF (FGFR). En cuanto a la transfecciéon FGFR
cDNA de la linea celular FDCP exhibia una respuesta proliferativa dependiente de la dosis de FGF que puede
reemplazar la dependencia de IL-3. EI FGFR transferido a células FDCP pueden utilizarse para la deteccion de
FGFR. Las respuestas de las células FDCP a varios ligandos es cuantificada por un ensayo de proliferacion celular
con reactivo XTT (Kit de proliferacién de células, Biologic Industries Co.). El método se basa en la capacidad de las
enzimas mitocondriales para reducir las sales de tetrazolio en un compuesto colorigénico que puede ser cuantificado
y que es un indicativo de viabilidad celular.

[0195] En concreto, las células estables FDCP que expresan el FGFRI (FDCP-FGFRI), fueron cultivadas en
"medio completo” (medio de Iscove que contiene 2 ml de glutamina, un 10% de FCS, 100 ug / ml de penicilina, ML /
ml de estreptomicina) suplementado con 5 ug / ml de heparina. Las células se dividieron cada 3 dias y se
mantuvieron en cultivo no mas de un mes. Un dia antes del experimento, las células se dividen. Antes del
experimento las células se lavaron 3 veces (1.000 rpm, 6 min) en medio completo. Las células se resuspendieron y
se contaron con azul de tripano. Veinte mil células (2 x 104) se fueron afiadiendo a cada pocillo de la placa de 96
pocillos en 50 pl en medio completo con o sin heparina. El medio condicionado de las esponjas compuestas de FGF
o FGF complejado con los diversos glicosaminoglicanos se afadié a un volumen adicional de 50 pl en medio
completo para tener un volumen final de 100 pl. La placa se incubd durante 48 horas a 37°C. Para probar la
proliferacion celular, se afiadieron 100 pl de reactivo de PMS a 5 ml de reactivo XTT y se mezcl6 bien (segun el
protocolo de fabricacién). Se tomaron 50 pl alicuotas de la solucién anterior y las placas se incubaron a 37°C
durante 4 horas y el color desarrollado fue leido por un lector espectro-ELISA a Agonm.

Las figuras 4A y 4B muestran los resultados de este ensayo de la invencion para una esponja hecha de proteinas
plasmaticas comerciales sustancialmente libres de plasminégeno (Omrix, final 20 mg / ml) compuestas por el 0,08%
de acido hialurénico no reticulado, bien por la adicién de variantes de heparina y FGF2 que han sido previamente
mezclados (mezcla) al componente de proteina plasmatica de la esponja ab initio o bien por la adicién de heparina a
la solucién de proteina plasmatica y la variante de FGF2 a la solucién de trombina (SEP), seguido del mezclado y la
fundicion del coagulo. Las esponjas estan compuestas por 0,5, 1,5 0 2,5 ug / ml de heparina y 1 ug variante total de
FGF2. El sobrenadante se testé después de varios dias y se registraron los resultados para la proliferacion. La figura
4A muestra la liberacién de la variante de FGF2 de una esponja compuesta de heparina y FGF2v tras 1, 3 y 5 dias.
La figura 4B muestra el porcentaje de liberacién total de un periodo comprendido entre 5 y 37 dias. El perfil de
liberacion del FGF depende de la concentracién de heparina en la esponja. Sin estar ligado a una teoria en
particular, la heparina puede servir como estabilizador del FGF liberado. La figura 4C muestra el perfil de liberacion
de mas de 5 dias de una variante de FGF de una esponja compuesta de heparina, fibrindgeno comercial y acido
tranexamico o proteina plasmatica sustancialmente libre de agentes antifibrinoliticos. Los resultados muestran un
perfil de liberacién 6ptimo para ambas composiciones.

Ejemplo 9: Aislamiento y cultivo de condrocitos

Reactivos:
[0196] Colagenasa Tipo 2; Worthington Biochemical Corp. (Cat. #: 4147)

Solucién madre: 1700 unidades/ml en medio (in MEM)
Medio Esencial Minimo (MEM) Gibco BRL (cat: 21090-022) 30
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Suero Fetal Bovino (FBS); Gibco BRL (cat: 16000-044)

Solucién de L-Glutamina; Gibco BRL (cat: 25030-024)

Medio completo: Medio Esencial Minimo (MEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FCS), L-Glutamina
2mM y 100U/ml de penicilina, y 100ug/ml de estreptomicina

Preparacion de implantes para cartilago articular

[0197] La esponja de la presente invencion se puede utilizar como un armazoén portador de células, para la
reconstruccion y regeneracion del tejido. Por una parte, las células se cultivan en la esponja in vitro antes de la
implantacion. Por otra parte, la esponja se cultiva con células inmediatamente antes de la implantacion y las células
se dejan crecer y proliferar in vivo.

[0198] Las biopsias del cartilago a partir de cartilago de cerdo fresco se dividieron en secciones de pequefias
piezas, de aproximadamente 3-4 mm de grosor, se lavaron asépticamente con PBS y se colocaron en un tubo nuevo
con 3 ml de medio MEM. El cartilago se puede obtener de cualquiera de las especies de vertebrados, y
preferiblemente es alogénico o autélogo.

[0199] La colagenasa tipo Il se diluyé a 1:5 y se le adiciond 1 ml a las piezas del cartilago y la mezcla se agitod
suavemente en una incubadora a 37°C durante la noche. La mayor parte de la muestra fue asimilada, la suspension
se vertié a través de una gasa estéril para eliminar los residuos de la matriz y el material no asimilado. El filtrado fue
centrifugado y se lavo dos veces para eliminar la enzima residual.

[0200] EI numero de células se determin6 con un hemocitometro y la viabilidad se determlno con la exclusién de
azul de tripano. Las células se mocularon en matraces de cultivo de tejidos de 150 cm? en 30 ml de medio de cultivo
en una concentracion de 5x10° células/ml. Los matraces se colocaron en una incubadora a 37°C en una atmosfera
al 5% de CO; y al 95% de humedad. El medio de cultivo se cambié cada tres o cuatro dias. Las células se adhieren
y confluyen tras una semana de incubacion.

[0201] EI medio de la célula fue retirado y se adicionaron 3ml de solucién de tripsina-EDTA y treinta ml de MEM+
FBS, la solucién se centrifugé a 800g durante 10 minutos. El sobrenadante se retird, eI pellet se disperso y las
células fueron contadas. Para crear una matriz portadora de células, se cultivaron 10? -10° de células en un
armazon de proteina plasmatica de 9mm de diametro y un grosor de 2mm (aproximadamente 0,2 cm ) Las matrices
se colocaron en una incubadora a 37°C, durante 1 hora y 1ml de medio recién preparado se le adicion6 a cada una.
El medio fue reemplazado con medio recién preparado y todos los dias se tomaron matrices para el analisis de
diferenciacion y proliferacion celular.

[0202] Por otra parte, la poblacién de células adultas de las anteriores matrices expresa varios de los marcadores
de diferenciacion de los condrocitos. Uno de los varios fenotipos expresados durante la diferenciacion de los
condrocitos es la produccion de glicosaminoglicano (GAG). La produccion de GAGs fue identificada en la tincién
histologica utilizando azul de alcian y se cuantificd utilizando el método de coloracion DMB (3,3'-dimetoxobencidina
dihidrocloruro). La matriz extracelular del cartilago puede ser identificada también por la tincién de azul de toluidina y
rojo rapido.

Ejemplo 10: Ensayo de proliferacién celular

[0203] La proliferacion de las células de cartilago en la matriz de la invencion, se cuantificé por uno de estos dos
métodos: Cy-QUANT® (Molecular Probes) o reactivo XTT (Biological Industries, Co.). La matriz de proteina
plasmatica se disolvid6 en colagenasa u otras enzimas y las células se recolectaron por centrifugacion y se
sometieron al analisis segun los protocolos del fabricante.

[0204] En un experimento, los condrocitos articulares humanos (104-106 células/30-100 ul) se cultivaron en
matrices sustancialmente libres de agentes antifibrinoliticos exégenos en placas de micropozos. Las células se
cultivaron durante la noche en MEM, se adicionaron 34 U de colagenasa y las células o células-esponja, se
incubaron durante cuatro horas. El reactivo XTT se adicion6 durante 3-4 horas y las placas se leyeron en un lector
ELISA a A490 mm. Los resultados muestran que la tasa de proliferacion celular no se vio afectada ni por la
presencia de la esponja ni por la adicién de la colagenasa. Las figuras 5A, 5B, 5C y 5D muestran condrocitos
porcinos (0,5 x 10° células en 30 ul) que han sido cultivados (6 dias) en una esponja de fibrina a partir de plasma
humano (30 mg / ml) compuesto del 0,024% de Hylan 1 ug derivado de FGF. Las figuras 5A y 5B muestran una
tincion de hematoxilina y eosina (H & E) (aumento de 100x). La figura 5C muestra un aumento de 400x de una
seccion de esponja tefiida con tincion de Masson. Obsérvese la tincién de las células y la matriz intracelular que
rodea las células. La figura 5D muestra un aumento de 200x de una seccion de una esponja tefiida con tincion de
Masson. Hay que tener en cuenta las células presentes en la gran cantidad de poros.

Ejemplo 11: Cultivo, crecimiento de células y lineas celulares en la matriz de fibrina
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[0205] Con el fin de determinar la capacidad de la matriz de proteina plasmatica para soportar el crecimiento
celular se cultivaron y se dejaron crecer varios tipos diferentes de células y lineas celulares. Especificamente, se
cultivaron en la matriz hepatocitos primarios de higado de rata. Se prepararon esponjas de 1cm de diametro
compuestas de proteinas plasmaticas sustancialmente libres de plasminégeno (20 mg de proteina / ml, Omrix),
0,075% de acido hialurénico y 1 Ul de trombina/ml. Aproximadamente 6,6 x10° hepatocitos primarios fueron
cultivados en las esponjas en HDM (medio definido hormonalmente) sin suero y se incubaron durante tres dias en
los que se realizaron y se tifieron muestras histolégicas con H&E. La figura 6A muestra una seccion representativa
de una esponja que comprende hepatocitos. Hay que tener en cuenta la buena dispersion de las células a través de
la matriz y la presencia de células tipicas que mantienen sus caracteristicas hepaticas.

[0206] Se ensayaron dos lineas celulares para determinar la viabilidad y el crecimiento dentro de las esponjas, la
linea celular L8 del musculo esquelético de rata y la linea celular de ovario de hamster chino CHO. Dos millones de
células fueron cultivadas en cada matriz y se incubaron durante tres dias. La linea de células CHO se cultivé en
medio de Iscove, la linea L8 en cultivos DMEM. Los cortes histologicos se realizaron y se tifieron con H&E. Las
figuras 6B y 6C muestran secciones de esponja con células CHO y L8, respectivamente. Ademés, las células CHO y
L8 fueron retiradas de varias esponjas y se contaron usando azul de tripano. Las células L8 se mostraron con un
57-67% de viabilidad, mientras que las células CHO mostraron mas del 85% de viabilidad. Ambas figuras muestran
una buena distribucion y viabilidad celular. La matriz de la invencién proporciona un armazon mejorado para la
ingenieria y regeneracion tisular.

Ejemplo 12: Formacién de cartilago ectopico en ratones desnudos

[0207] EIl ensayo se disefid para determinar la capacidad de los condrocitos aislados para crear neocartilagos en
una zona ectopica y para determinar la calidad de este cartilago si se compara con el cartilago natural.

[0208] Los condrocitos humanos y porcinos cultivados en matrices de la invencién se usaron para inducir el
cartilago ectoépico en el dorso de ratones desnudos.

[0209] Secciones de tratamiento: Los grupos de estudio incluyen diferentes cantidades de células cultivadas en la
matriz de fibrina sustancialmente libre de plasminégeno. Cualquiera de los condrocitos humanos o porcinos 10e5 (10
A5) 0 10e6 (10 » 6) se cultivaron en una esponja de fibrina a partir de una placa de 96 pocillos (~ 65 ul). El grupo de
control consistia en matrices implantadas sin células.

[0210] Preparacién de matrices de fibrina: El método para la preparacién de esponjas consiste en mezclar una
solucion de fibrinégeno libre de plasmindgeno (Omrix), con una solucién de trombina (Omrix) en presencia de acido
hialurénico no reticulado (BTG), dando asi lugar a una concentracion final de 20 mg de fibrinégeno/ml, 0,5 Ul de
trombina/mg de fibrinégeno y 0,08% de acido hialurénico. Se afiadieron las soluciones a un molde (placa de 96
pocillos, volumen de 65 ml), donde tuvo lugar la coagulacion a temperatura ambiente. El coagulo se congeld
rapidamente a -70 °C, seguido de liofilizacién dando como resultado un implante (matriz,esponja) con textura
esponjosa.

[0211] Cultivo: Las esponjas fueron cultivadas con condrocitos humanos o porcinos (105 - 10%20 ul medio de
cultivo en una placa de 96 pocillos y se incubaron a 37° C durante 1 hora. El medio de cultivo se afadié al pocillo y
la esponja se incubd durante un periodo de 24 - 48 horas. La esponja se colocé en las incisiones subcutaneas
hechas en el dorso de los ratones desnudos.

[0212] Procedimiento de implantacién: Los animales fueron anestesiados con ketamina-xilazina. La piel del dorso
fue afeitada y desinfectada con alcohol. Se hicieron dos incisiones a cada lado de la espalda, paralelas a la columna
vertebral. En cada incision se hizo un bolsillo subcutaneo o un bolsillo de la fascia muscular mediante diseccion
roma. Las esponjas fueron implantadas en los bolsillos segun la seccion del tratamiento. La piel se cerré con sutura
simple. Cada tratamiento se repitid 5 veces y en cada ratdn se implantaron 4 esponjas. Véase a continuacion la tabla
2.

Tabla 2: Ensayo experimental

i jo}e)
Raton N° | Proximal izquierdo | Distal izquierdo Proximal Distal derecho Etiquetado
derecho
A
1 1x1075 Humano |_:X1O 6 1x1075 Porcino | 1x10%6 Porcino Sin etiqueta
umano
1x1075 . Esponja w/o .
A A
2 1x10"6 Humano Humano 1x10”6 Porcino células 1 oreja dglg
A A
3 1x1076 Porcino | 1x10*5 Porcino 1x10%5 1x10%6 1 orejaizq
Humano Humano
i A A
4 1x1075 Porcino Espgnja wio 1x10"6 1x1075 2 oreja dcha
células Humano Humano P
. A OJ
5 1x10"6 Humano | 1x10%6 Porcino Espgnja wio 1x10"5 2 oreja izq
células Humano
6 Esponja w/o Esponja wio | 4,106 Porcino | 1x10%5 Porcino | DCHA+ZQ
células células 26
-
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[0213] Evaluacion de la formacion del cartilago inducido: Una o cuatro semanas tras la implantacion se sacrificaron
los ratones recuperandose los implantes con tejido circundante y se prepararon para la evaluacion de la histologia.
La evaluacion microscépica consiste en una descripcion morfolégica completa del implante. Analisis adicionales
incluyen la tincion de safranina o H&E, azul alcian y tincion de anticolageno tipo Il.

[0214] La figura 7A muestra el procedimiento de implantacion. La ngura 7B muestra el crecimiento del cartilago
ectopico derivado de una esponja con células incorporadas (células 10”) en el dorso de un ratén, las figuras 8A, 8B y
8C muestran una seccion tefiida con hematoxilina-eosina de los condrocitos humanos de un tapén de neocartilago
tras una semana. La figura 8A muestra un corte histoldgico con algunas células que muestran una fuerte tincion de
la matriz del cartilago utilizando azul de toluidina y rojo rapido. Las figuras 8B y 8C muestran secciones histologicas
tefiidas con H&E. Hay que tener en cuenta la buena dispersion de las células y la presencia de la matriz celular que
rodea las células. Las figuras 9A y 9B muestran una seccion teflida con hematoxilina-eosina de los condrocitos
porcinos con aumentos de 40x y 200x tras 4 semanas de crecimiento in situ.

[0215] Los resultados de este experimento confirmaron que la matriz compuesta de proteinas plasmaticas
sustancialmente libres de plasmindgeno es una matriz efectiva para la formacion de cartilago. Las matrices no son
ni inmundgenas ni téxicas, y soportan el crecimiento y la diferenciacion de condrocitos.

Ejemplo 13: Método para la preparacion de la matriz

[0216] Las esponjas se prepararon de dos formas diferentes y se testaron para la viabilidad y la dispersién celular.
Ambos métodos comprenden las etapas de la preparacion de soluciones de proteina plasmatica y trombina. Un
método se compone ademas de la dispensacién secuencial de la trombina y las soluciones de fibrinégeno en un
molde. El segundo método, "premezcla", requiere que las dos soluciones se mezclen antes de la disposicion en un
molde. Las esponjas resultantes son diferentes en términos de porosidad y capacidad de absorcion celular. La figura
10A muestra la viabilidad celular de los condrocitos en las esponjas preparadas usando los dos métodos diferentes.
La viabilidad celular es similar en ambos tipos de esponjas. Se puede comprobar una diferencia en la porosidad y en
la dispersion celular. La figura 10B muestra las células que se asientan en las capas superiores de una esponja
preparada por el método de premezcla. La figura 10C muestra la distribucion de células en toda la matriz en una
esponja preparada segun el método en el que las soluciones se funden en el molde de forma secuencial. Algunas
aplicaciones pueden beneficiar un tipo de esponja sobre otro.

Ejemplo 14: Modelo de reparacion del cartilago de una oveja

[0217] Este estudio fue disefiado para evaluar la capacidad de los condrocitos asignados a la matriz de fibrina de
la invencion para la reconstruccion del cartilago en un modelo de animal de gran tamafio. Un total de 20 ovejas
fueron elegidas cada una con un peso aproximado entre 60 y 80 kg. Ocho de los animales se sometieron a un
procedimiento de extraccion de los condrocitos antes de la implantacion. Los condrocitos extraidos se ampliaron y se
clasificaron en matrices de fibrina humana recombinante.

[0218] Las condiciones de alojamiento de los animales estaban conforme a las leyes y reglamentos aplicables en
materia de animales de laboratorio. Los experimentos se realizaron segun los principios de las leyes locales para
experimentacion animal. Los animales fueron examinados en caso de hallar indicios de enfermedad o cojera. La
aceptacion en el estudio dependia de que estos estuviesen libres de enfermedades, sanos, y sin antecedentes de
uso previo. La osteoartritis se excluyé mediante una radiografia preoperatoria. Los animales se acondicionaron
durante un periodo adecuado de tiempo como se determind en la instituciéon. Cada animal se identifica con un
tatuaje y un crotal de niumero uUnico. Los animales fueron asignados a los grupos de tratamiento mediante la
asignacion aleatoria de los niumeros de identificacion. El disefio del estudio se muestra a continuacién en la tabla 3:

Tabla 3

# Oveja Tratamiento Tipo de matriz

1A-7A No tratado No tratado

1B-7B Microfactura Microfactura

1C-4C Solo matriz TEA + AH reticulado

5C-8C Sélo matriz Sin plasminégeno + AH reticulado
9C-12C Sélo matriz Plasminégeno + AH no reticulado
1D-4D Matriz + células Sin plasminégeno + AH reticulado
5D-8D Matriz + células Sin plasminégeno + AH no reticulado

[0219] Se observd diariamente a los animales para comprobar su estado en el transcurso del estudio. En el
improbable caso de que un animal se dafie, enferme o quede moribundo, se le atendera siguiente la practica médica
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veterinaria actual. Si se justifica, la eutanasia se llevara a cabo segun las directrices establecidas por el Panel de la
AVMA en Eutanasia (JAVMA, marzo de 2000). El veterinario encargado llevara a cabo un diagnéstico clinico y el
tratamiento si el animal muestra signos de enfermedad.

[0220] Todos los animales fueron pesados durante el periodo de cuarentena, antes de la cirugia (dia 0) y al final
del estudio (dia 112).

[0221] Grupo A. Defectos no tratados: En los animales 7b (14 defectos) los defectos condrales se crearon en el
condilo y se dejaron sin tratar.

[0222] Grupo B. Microfractura: En 7 animales (14 defectos), la microfractura se realizd sin tratamiento adicional.
Se realizaron cuatro microfracturas con punzones especiales en cada defecto hasta que se observd un sangrado
punteado.

[0223] Grupo C sélo matriz de Fibrina: las matrices de fibrina compuestas de TEA y acido hialurénico reticulado
fueron implantadas en 4 ovejas (1C-4C). Se implantaron en 4 ovejas matrices de fibrina a partir de fibrindgeno libre
de plasmindgeno, acido hialurénico reticulado (5C-8C) o no reticulado (9C-12C). Las matrices fueron implantadas
después de la creacion de los defectos como se describe a continuacion.

[0224] Grupo D matriz de fibrina portadora de células: se implantaron en 4 ovejas matrices de fibrina
preparadas a partir de plasminégeno fibrindgeno y cualquier acido hialurénico reticulado 1D-4D)) o no reticulado
(5D-8D) cultivadas con condrocitos y en los defectos de la rodilla).

[0225] Operacién: Se cubrio la articulacion de la rodilla izquierda con un pafio estéril y se abrié por un abordaje
anteromedial bajo anestesia general. Se descubrid el condilo medial, y se extrajeron pequefios trozos de cartilago de
las superficies de baja carga de peso de la troclea y de la escotadura intercondilea. El cartilago fue cortado
superficialmente con un bisturi para evitar el sangrado. El cierre de la herida se realiz6 a capas. Se aplicé una
inmovilizacién con escayola para la articulacion de la rodilla y el tobillo durante cinco dias y se limitd la actividad en
la jaula para reducir la carga de la articulacion con el fin de evitar el desplazamiento de la rétula. La muestra de tejido
fue troceada y lavada en condiciones estériles y las células fueron aisladas por la colagenasa siguiendo un protocolo
estandar de asimilacion. Las células se cultivaron en matraces de 75 ml (Corning) y se incubaron a 37°C. El cambio
de medio se realiz6 cada dia. Después de 3 semanas, aproximadamente 200.000 células (2x105) se cultivaron en
las matrices de fibrina seleccionadas y se cultivaron durante 4 dias en placas de 6 pocillos. Las matrices de células
fueron transferidas con un pafo estéril a la sala de operacion. Se descubrié el condilo medial de la rodilla derecha de
la oveja. Usando un punzon de 4,5 mm (Smith & Nephew), se hicieron dos defectos, 1 y 2,5 cm en el distal de la
escotadura intercondilea en el céndilo medial del fémur. Los defectos se describen con el punzén dérmico hasta el
hueso subcondral y el cartilago se elimind con pequefas curetas. Se intentara eliminar todo rastro de cartilago
articular, para ello se debe raspar suavemente la superficie del cartilago calcificado. Debe observarse que no haya
sangrado del hueso subcondral. Las matrices de fibrina se fijaron en su sitio con goma de fibrina.

[0226] Después del tratamiento de defecto, los puntos de sangrado de la capsula fueron detenidos por la
cauterizacion y el cierre de la herida se realiz6 a capas. La fijacién de escayola se aplicé durante otros cinco dias y
la actividad en la jaula se limitd para reducir la carga de la articulacion con el fin de prevenir la dislocacion del tejido
del injerto reconstructivo. Tras haber retirado la escayola, a las ovejas se les dio total libertad en su actividad, y
tuvieron una nutricién equilibrada dos veces al dia. Hasta el segundo dia del postoperatorio se administraron 2gr de
cefazolina tres veces al dia.

[0227] Todos los animales del grupo C y D fueron sacrificados a las 16 semanas del postoperatorio como se
describe a continuacion en Mankin, H (NEJM (1974) 291:1335-1340).

[0228] Necropsia: Los animales fueron sacrificados a las 16 semanas de la operacién. Los animales fueron
pesados antes del sacrificio. Se indujo al sujeto desangrado sedacion profunda con una mezcla de ketamina-xilazina
segun las directrices establecidas por el Panel AVMA en Eutanasia (JAVMA, marzo de 2000).

[0229] Se llevo a cabo la evaluacion total y la toma de muestras como se describe en la tabla 4. Las superficies
articulares opuestas a las zonas defectuosas fueron examinadas por si habia cualquier superficie de articulacién
anormal. Ademas, se realizaron evaluaciones macroscoépicas de las articulaciones de la rodilla para determinar la
reconstruccion del cartilago sobre la base de los criterios de puntuacion previos listados en la tabla 5. Los fémures,
las rétulas, la membrana sinovial, y los ganglios linfaticos popliteos se recogieron y se colocaron en recipientes
etiquetados apropiadamente. Inmediatamente después de la extraccion de tejidos, se realizaron examenes
morfolégicos macroscépicos de la superficie del cartilago y se llevaron a cabo registros fotograficos de cada
muestra.

Tabla 4: Evaluacién macroscépica y coleccién de muestra

Evaluacién Coleccion de Fotografia y puntuacion

Muestra .
macroscopica muestra
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Articulacion de la rodilla (incl. la zona de X X X
defecto de la articulacién)

[0230] Observaciones Morfolégicas Macroscopicas: después de la recogida de las articulaciones de la rodilla, se
abrieron las articulaciones, se fotografiaron y se puntu6 la zona de defecto de la superficie como se indica en la tabla
5. Se examindé la membrana sinovial para determinar el grado de inflamacién. Se recogié y se analizé liquido
articular.

Tabla 5: Criterios de puntuacion para las evaluaciones morfolégicas macroscopicas

Caracteristicas Clasificacion Puntuacidon
Proceso de integracién (relativo al tejido nuevo del cartilago | Completo 2
nativo) Parcial 1
Ninguno 0
Suavidad de la superficie del cartilago Suave 2
Intermedio 1
Rugoso 0
Superficie del cartilago (grado de relleno) Rasante 2
Depresion ligera 1
Depresion 0
Color del cartilago, opacidad o translucidez del neocartilago Transparente 2
Traslucido 1
Opaco 0

[0231] Histologia y evaluacion histolégica: Las rodillas se abrieron en condiciones estériles y se obtuvo una
muestra de cultivo. El sinovio fue documentado macroscopicamente, los defectos fotografiados y la articulacion
examinada concienzudamente. El fémur distal se retir6 y se colocé en formalina neutra tamponada al 10% durante
12 horas. Las areas de troclea que contienen los defectos y las areas extraidas fueron analizadas y conservadas en
formalina al 10% durante 4 dias. Las muestras fueron posteriormente colocadas en una solucion de descalcificacion
(Tritriplex 100g (Epignost, Austria) y 33g de Tris-hidroximetileno-amnometano (Merck Eurolab, Bélgica) por litro) dos
a cuatro dias a temperatura ambiente. Las muestras descalcificadas se integraron en parafina y se cortaron con un
microtomo en secciones de 5 pm de grosor.

[0232] Las secciones se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E), safranina o / verde rapido, azul de alciano y
azan para la evaluacion de los tipos de tejidos. La inmunohistoquimica con anticuerpos para colagenos de tipo | y
tipo Il se lleva a cabo segun un protocolo estandar de ABC utilizando anticuerpos conjugados con HRP. El cartilago
y los tendones ovinos de un animal sano son utilizados como controles.

[0233] La microscopia optica se lleva a cabo en un microscopio de investigacion Vanox Olympus poniendo en
marcha un método histomorfométrico para determinar el porcentaje de los tipos de tejidos seleccionados (analiSIS).
Una serie de cortes histolégicos transversales son evaluados a partir de la porcién media del defecto. El relleno del
defecto se determina como un porcentaje de area de tejido reconstructivo en el defecto, basado en el area de la
seccion transversal en un plano sagital a través del centro de la lesion. Se evalué el area, el relleno, la altura, la base
del defecto, y el tipo de tejido. Los tipos de tejidos se caracterizan de la siguiente manera: 1. tejido fibroso 2. tejido
de transicion 3. tejido hialino y 4 cartilago articular. Se realiza un analisis semicuantitativo del defecto y del tejido
adyacente segun las puntuaciones estandares adaptadas de O'Driscoll, Pineda y Frenkel.

Ejemplo 15: Ensayo Clinico Humano

[0234] Ha sido presentado y aprobado (por el Comité de Etica del Hospital de la Universidad de Viena) un estudio
de factibilidad para evaluar la seguridad y el rendimiento de las matrices de fibrina de la invencion en el tratamiento
de los defectos crénicos del cartilago del céndilo femoral.

[0235] Se lleva a cabo en pacientes un estudio en fase |, a etiqueta abierta no aleatorizado utiliza una matriz de
fibrina o una matriz portadora de células de fibrina preparada con fibrindgeno libre de plasminégeno y condrocitos
autdlogos. Los pacientes que cumplian los criterios de entrada seran sometidos a un procedimiento artroscopico
para confirmar el diagndstico y para extraer una biopsia para el crecimiento de condrocitos para el futuro trasplante.
De tres a seis semanas después de la cosecha de células, los pacientes seran hospitalizados para la cirugia.
Después de la cirugia, los pacientes seran monitorizados por su seguridad de la siguiente manera: durante los 5-7
dias de hospitalizacion, tras el alta en la semana 2 y semana 6, y la evaluacion del procedimiento en la semana 12,
mes 6 y mes 12.

[0236] El fin principal es evaluar la seguridad de una matriz portadora de células de la invencion, en el que la

matriz sirve como un armazon para el cultivo y el trasplante de condrocitos autélogos en el tratamiento de una lesion
cronica del cartilago condilo.
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[0237] EI objetivo secundario es evaluar la actuacion de una matriz portadora de células en la funcién
restauradora, segun la mejoria en los resultados de la RMI, un cuestionario de calidad de vida y puntuacién de la
funcion articular. Los parametros de seguridad incluiran los signos vitales, la quimica sérica, hematologia y eventos
adversos sistémicos y locales. Se presentan todos los parametros, incluyendo los criterios de inclusion, exclusion y
retiro del paciente.

Ejemplo 16: Procedimiento en un solo paso para el tratamiento de cartilago dafiado: Apto para artroscopia o _hemi-
artrotomia

[0238] EI implante de condrocitos autélogos ha demostrado ser clinicamente eficaz en la reconstruccion del
cartilago tipo hialino para aislar los defectos condrales de la rodilla. Las terapias actuales incluyen tres principales
pasos:

1. La artroscopia diagnodstica y biopsia de cartilago sano.
2. El cultivo de células.

3. La inyeccién de condrocitos cultivados en la lesiéon bajo un colgajo periéstico, que se toma de la tibia y se sutura
sobre la lesion.

[0239] Las desventajas de la técnica incluyen la necesidad de dos procedimientos quirtrgicos separados, la
necesidad de una zona de cirugia para aislar un colgajo peridstico y la tendencia para el sobrecrecimiento del
cartilago debido a la presencia del colgajo. Una variante mejorada de esta técnica proporciona un implante de la
matriz de la presente invencion. Un método menos traumatico se presenta en este documento, donde el paciente se
somete a un procedimiento quirdrgico Unico para la reconstruccién del cartilago.

[0240] Procedimiento: Un paciente con un defecto del cartilago puede donar plasma autélogo varios dias antes de
la artroscopia o hemi-artrotomia. La sangre (aproximadamente de 100 a 250 ml) se extrae y se purifican las
proteinas plasmaticas, eliminando el plasminégeno. Una matriz de proteina plasmatica, o varias matrices, son
preparadas, etiquetadas y almacenadas de manera aséptica hasta el dia de la cirugia.

[0241] Opcionalmente, en el dia de la cirugia, se retira el cartilago de la articulacion del paciente, se corta en
trozos pequefios y se coloca en un tubo de ensayo que contiene colagenasa, hialuronidasa u otro tipo de enzimas de
degradacion del cartilago o combinaciones de los mismos.

[0242] EI cirujano trata la region defectuosa de la articulacion mediante la eliminacion de los tejidos dafiados, la
limpieza y la preparacion de la zona para el implante. La matriz preparada se retira de su envase y se corta para
encajar en la zona defectuosa. Aproximadamente a los 20-30 minutos siguientes del tratamiento enzimatico, las
células y los pedazos pequefios de cartilago se centrifugan en una centrifugadora de mesa, se lavan en PBS y se
resuspenden en una pequefa cantidad (50 ul-1000 ul) de PBS. El cirujano cultiva in situ las células en la esponja.
Alternativamente, las células se absorben en la esponja y la esponja portadora de células se integra en la region de
la articulacion defectuosa. Opcionalmente, se afiaden las enzimas de degradacién de la matriz extracelular y /u otros
agentes bioactivos que incluyen factores de crecimiento y / o compuestos antiinflamatorios. En ciertos casos, el
cirujano colocara una esponja seca directamente sobre la zona lesionada, opcionalmente anadira soluciéon de
enzima a dicha esponja y colocara una segunda esponja portadora de células en la parte superior de la primera
esponja. Se cierra la articulacion, se trata como es habitual por un procedimiento artroscépico o hemi-artrotomia y se
deja al paciente recuperarse.

Kit

[0243] Un kit compuesto de componentes Utiles para practicar el método de la invencién, permitira la practica
conveniente del método de la invencién en un ambiente quirdrgico. En una realizacion, un kit de la invencion
proporcionara componentes estériles apropiados para el uso facil en el ambiente quirdrgico incluyendo soluciones
estériles (solucion salina, enzimas) y una matriz estéril libre que soporte los condrocitos autélogos preparados para
ser integrados en el defecto superficial de la articulacion y las instrucciones para su uso.

Ejemplo 17: Reparacion de un modelo éseo

[0244] La matriz de proteina plasmatica de la presente invencion es util para el tratamiento de defectos 6seos
incluyendo osteotomia, particularmente en las zonas del esqueleto que no soportan peso. Se utilizan modelos
adecuados de animales para crear osteotomias bilaterales para demostrar la eficacia de la presente invencion. Se
practicd una osteotomia de entre 4 y 6 mm en un ejemplar de conejo de Nueva Zelanda en cumplimiento con el
Comité de Proteccion Animal. Se elige el cubito debido a que es sdlo un ligero soporte de peso y permite la creaciéon
de un defecto 6seo sin necesidad de un molde u otro tratamiento de inmovilizacién. Ademas, esta fisura constituye
un defecto espontaneo en la curacidon que permite la evaluacion del agente probado. Los principales indicadores de
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curacion de la fractura son la duracion acelerada de la curacion y la formacion de callos. Los compuestos de prueba
se componen de matrices de la invencion y de matrices de control.

[0245] Procedimiento quirdrgico: Los animales son anestesiados segun el protocolo estandar. La formacion de la
fisura se realiza en mitad del cubito. Una esponja de la invencidon se coloca en la zona de la fisura de cada
extremidad y se cierra la fractura. Los animales son tratados con analgésicos durante 3 dias después de la
operacion. La duracion total del experimento es de 6 semanas.

[0246] Tiempo de curacién y evaluacién de la calidad: El examen de rayos X presenta la evaluacion del estado de
la curacion de la fractura. Se hacen radiografias a los conejos cada semana durante las 5 semanas posteriores a la
cirugia. Las radiografias son valoradas por dos cirujanos ortopédicos a ciegas segun un protocolo estandar de
escala de clasificacion.

[0247] Evaluacién de calidad: al final del experimento, los conejos fueron sacrificados y la zona de la fractura fue
enviada para una evaluacion histologica y de fuerza mecanica. La histologia fue puntuada por un patélogo para la
evaluacion de los cambios histolégicos durante el proceso de curacidon usando métodos estandares de tincion y
utilizando hematoxilina y eosina (H&E) para el citoplasma y el nucleo. Se aplica también la tincion de indigo-carmin
para la deteccién de nuevos callos generados. La evaluacion de la resistencia mecanica se lleva a cabo utilizando el
método de los «4 puntos de inflexion»

[0248] Grupos de tratamiento: osteotomia simulada, osteotomia tratada solo con una esponja de fibrina,
osteotomia tratada con una esponja de fibrina compuesta de glicosaminoglicano, factores de crecimiento de
heparina opcionales.

[0249] Otro ejemplo de un modelo animal para la reconstruccion 6sea se describe en Cook et al., (Am. J. Vet Res.
64:2-20,2003).
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REIVINDICACIONES

Una matriz de fibrina porosa liofilizada esta formada a partir de proteinas plasmaticas compuestas de
fibrinégeno, trombina y factor XIlll, la matriz contiene menos del 10% de humedad residual, sin agentes
antifibrinoliticos exdgenos afiadidos y comprende menos de 1 mM de agentes quelantes organicos, donde las
proteinas plasméaticas comprenden menos del 20% de plasmindgeno presente normalmente en el plasma.

Un método para la preparacion de una matriz de fibrina porosa liofilizada que contiene menos del 10% de
humedad residual, sin agentes antifibrinoliticos exdgenos afiadidos, que contiene menos de 1 mM de agentes
quelantes organicos, y que comprende menos del 20% de plasmindgeno presente normalmente en el plasma
comprende los siguientes pasos:

Proporcionar una solucién de trombina y una soluciéon de proteina plasmatica, la solucion de proteina
plasmatica sin haber afiadido agentes antifibrinoliticos exdgenos afiadidos, con menos de 1 mM de agentes
quelantes organicos y que comprende menos del 20% de plasmindgeno presente normalmente en el plasma.
Introducir la solucion de trombina y la solucion de proteina plasmatica en un soporte soélido o en un molde en
presencia de iones de calcio.

Incubar en las condiciones apropiadas para conseguir la coagulacion.

Congelar la mezcla coagulada.

Liofilizar la mezcla coagulada para obtener una esponja.

El uso de una matriz de fibrina porosa liofilizada segun la reivindicaciéon 1 para la preparacion de un implante
para ser implantado en la zona de enfermedad o lesion para el tratamiento de un tejido enfermo o lesionado.

Una matriz de fibrina porosa liofilizada segun la reivindicacion 1, el método segun la reivindicacion 2 o el uso
segun la reivindicacion 3, en el que las proteinas plasmaticas contienen menos del 10% del plasminégeno
presente en el plasma normal.

Una matriz de fibrina porosa liofilizada segun la reivindicacion 1, el método segun la reivindicacion 2 o el uso
segun la reivindicacién 3, en el que las proteinas plasmaticas contienen menos del 5% del plasminégeno
presente normalmente en el plasma.

Una matriz de fibrina porosa liofilizada, método o uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde las
proteinas plasmaticas contienen proteinas purificadas a partir de una fuente plasmatica.

Una matriz de fibrina porosa liofilizada, método o uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que ademas
contiene al menos un aditivo seleccionado del grupo formado por polisacaridos, glicosaminoglicanos y polimeros
sintéticos.

Una matriz de fibrina porosa liofilizada, método o uso segun la reivindicacion 7, en el que dicho
glicosaminoglicano se selecciona a partir de acido hialurénico reticulado y no reticulado.

Una matriz de fibrina porosa liofilizada, método o uso de acuerdo con la reivindicaciéon 7, en el que dicho
glicosaminoglicano se selecciona a partir del grupo formado por heparina, heparina de bajo peso molecular,
heparan sulfato o una combinacion de los mismos.

Una matriz de fibrina porosa liofilizada, método o uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que
contiene ademas al menos un agente bioactivo seleccionado de factores de crecimiento, citoquinas, plaquetas,
sobrenadante de plaquetas, proteinas derivadas de las plaquetas, hormonas, analgésicos, agentes
antiinflamatorios, agentes antimicrobianos y enzimas.

Una matriz de fibrina porosa liofilizada, método o uso segun con la reivindicacién 10, en el que dicho factor de
crecimiento es un factor de crecimiento de fibroblastos seleccionado del grupo FGF-9, FGF-2, FGF-4, FGF-18 o
una combinacion de los mismos.

Una matriz de fibrina porosa liofilizada, método o uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 que
contiene ademas células.

Una matriz de fibrina porosa liofilizada, método o uso segun la reivindicacién 12 donde dichas células se
seleccionan a partir de células madre, células progenitoras, condrocitos, osteoblastos, hepatocitos o tipos de
células mesenquimales, endoteliales, epiteliales, uroteliales, endocrinas, neuronales, pancreaticas, renales y
oculares.

Una matriz de fibrina porosa liofilizada, método o uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en donde
al menos una de las proteinas plasmaticas es autéloga.
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15. Una matriz de fibrina porosa liofilizada, método o uso segun la reivindicacion 14, en donde todas las proteinas
del plasma son autdlogas.

16. Una matriz de fibrina porosa liofilizada, método o uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en donde
al menos una de las proteinas plasmaticas es recombinante.
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Figura 1A

3 Dias post cultivo

Figura 1B

3 Dias post cultivo
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Figura 1C
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Figura 2A

Figura 2B

Figura 2C
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Figura 3A
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Figura 4C
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Figura 7A
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Figura 10A

300000

250000

200000
150000

100000 -

Numero de celulas

50000
0

Figura 10B

Figura 10C

Separada |pre-mezclada| Separada pre-mezclada

20mg/mi Fib. 10mg/mil Fib.

46



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

