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DESCRIPCION

Laminas celulares relacionadas con el segmento ocular anterior, estructuras tridimensionales, y procesos para
producir las mismas

Campo técnico de la invenciéon

Esta invencidon se refiere a laminas celulares relacionadas con el segmento ocular anterior y estructuras
tridimensionales en biologia, medicina y otros campos, asi como procesos para producir dichas laminas, y métodos
terapéuticos que las usan.

Técnica antecedente

Con los marcados avances en tecnologia médica, recientemente ha llegado a ser popular realizar trasplantes de
6rganos, es decir, reemplazar un o6rgano dificil de tratar con un érgano de otra persona. Los 6rganos que pueden
trasplantarse son bastante diversos e incluyen la piel, cornea, rifién, higado y corazén, y ademas, el progreso
postoperatorio de los trasplantes de 6érgano ha mejorado tan remarcablemente que ya se han llegado a establecer
como procedimiento médico. La queratoplastia es un ejemplo y tan pronto como hace 40 afios, se organizé un banco
de ojos en Japdn para comenzar actividades de trasplante. Sin embargo, hoy en dia, la cantidad de donantes en
Japén es muy pequefa y a pesar del hecho de que hay anualmente aproximadamente 20.000 pacientes que
necesitan queratoplastia, solamente una décima parte de ellos (aprox. 2.000 en cantidad) puede realmente tratarse
por ese procedimiento. Aunque la queratoplastia es un procedimiento virtualmente establecido, tiene el problema de
la escasez de donantes, dando lugar a la necesidad del desarrollo de un procedimiento médico de nueva
generacion.

Con estos antecedentes, se ha puesto atencion al procedimiento de trasplantar directamente sustitutos o células
artificiales que se cultivaron en ensamblaje. Ejemplos tipicos de este enfoque son la piel artificial y la piel cultivada.
Sin embargo, la piel artificial que usa polimeros sintéticos tiene el potencial de causar rechazo y otros efectos
secundarios que lo hacen indeseable como injertos de piel. Por otro lado, la piel cultivada se prepara cultivando una
parte de piel normal del paciente hasta que crece a un tamafio deseado, de modo que pueda usarse sin el riesgo de
causar rechazo y cualquier otro efecto secundario y puede describirse bien como el agente de cubrimiento mas
natural.

Convencionalmente, dicho cultivo celular se ha realizado sobre la superficie de vidrio o sobre la superficie de
polimeros sintéticos que se sometieron a una diversidad de tratamientos. Por ejemplo, una diversidad de recipientes
de poliestireno que se sometieron a tratamientos superficiales tales como irradiacién con rayos-gy recubrimiento con
silicona han llegado a ser populares para su uso en cultivo celular. Las células que se han cultivado para crecer en
esos recipientes para cultivo celular se desprenden y recuperan de las superficies de los recipientes por tratamiento
con proteinasas tales como tripsina o reactivos quimicos.

Sin embargo, se ha sefialado que la recuperacién de células cultivadas por tratamiento con reactivos quimicos
implica algunas desventajas tales como las etapas de procesamiento que llegan a ser complejas por aumentar la
probabilidad de contaminacion por impurezas y que las células cultivadas llegan a desnaturalizarse o dafiarse por el
tratamiento quimico hasta tener sus funciones inherentes lesionadas. Para superar estas desventajas, se han
propuesto hasta la fecha varias técnicas.

Nishida, Medical Science Digest, 2002, analiza la posibilidad de establecer ingenieria tisular del epitelio de la cérnea
para trasplantar una lamina celular cultivada con el uso de una placa de cultivo sensible a temperatura.

Nishida, Journal of Japanese Society of Biomaterials, 2002, también analiza la ingenieria tisular de la cérnea para
trasplante. El documento se refiere a la posibilidad del desarrollo futuro de ingenieria tisular del endotelio de la
cornea sobre la substantia propria, y un método para inyectar células endoteliales en la cadmara anterior del ojo.

Yamato et al, Tissue Engineering, 2001, describe el cultivo y recoleccion de laminas multiestratificadas de
queratinocitos usando placas de cultivo termosensibles sin el uso de la enzima proteolitica dispasa.

Kinoshita, Nippon Ganka Gakkai zasshi, 2002, describe la fabricaciéon de una lamina celular endotelial corneal
humana sobre una membrana amniética.

El documento JP 2-23191 B describe un método para producir una membrana trasplantable de tejido de queratina
que comprende las etapas de cultivar células epidérmicas queratinizadas neonatales humanas en un recipiente de
cultivo en condiciones que posibilitan que se forme una membrana de tejido de queratina sobre la superficie del
recipiente y desprender la membrana de tejido de queratina usando una enzima. Especificamente, con células 3T3
usadas como capa de alimentacion, las células epidérmicas se cultivan y estratifican como una lamina celular que se
recupera usando la proteinasa dispasa. Sin embargo, el método descrito en el documento JP 2-23191 B ha tenido
los siguientes defectos.
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(1) La dispasa es de origen microbiano y la ldamina celular recuperada tiene que lavarse minuciosamente.

(2) Las condiciones para el tratamiento con dispasa difieren de un lote de cultivo celular a otro y se requiere una
gran habilidad en el tratamiento.

(3) Las células epidérmicas cultivadas se activan patolégicamente por el tratamiento con dispasa.

(4) La matriz extracelular se descompone por el tratamiento con dispasa.

(5) Como resultado, el sitio enfermo en el cual se ha injertado la lamina celular es propenso a infeccién.

Sin embargo, las células relacionadas con el segmento ocular anterior que se contemplan en la presente invencion,
es decir, células endoteliales de la cdrnea no tienen una union intracelular tan fuerte como las células dérmicas y ha
sido imposible desprender y recuperar células cultivadas como una unica lamina incluso si se emplea la dispasa.

Para resolver este problema, recientemente se ha ideado una técnica, de acuerdo con la cual se cultivan células
epiteliales de la cornea o células epiteliales de la conjuntiva en ensamblaje sobre un amnios desprovisto de la capa
esponjosa y la capa epitelial y el ensamblaje se usa como injerto celular junto con el amnios (documento JP 2001-
161353 A o Kinoshita Shipero, 2002). Como el amnios tiene resistencia adecuada como membrana pero no tiene
antigenicidad, es favorable como soporte de injertos celulares; sin embargo, el amnios no esta de forma inherente en
el ojo y para construir un tejido intraocular mas preciso, se ha deseado la preparacion de una lamina
satisfactoriamente fuerte solamente a partir de células intraoculares.

La presente invencién se ha conseguido con una vision para resolver los problemas mencionados anteriormente de
la técnica previa. Por lo tanto, la presente invencion tiene como objeto proporcionar una lamina celular relacionada
con el segmento ocular anterior que tiene solamente unos pocos defectos estructurales ya que se han recuperado
reteniendo la estructura intercelular de desmosoma y la proteina tipo membrana basal entre la célula y el sustrato.
Otro objeto de la presente invencidon es proporcionar un proceso mediante el cual puedan desprenderse células
cultivadas y crecidas y recuperarse de una superficie de sustrato facilmente y como una Unica lamina
satisfactoriamente fuerte cambiando la temperatura ambiental sin tratamiento con una enzima tal como dispasa.

Sumario de la invencion

Para conseguir los objetos indicados, los presentes inventores participaron en actividades de 1+D adoptando
diversos angulos de estudio. Como resultado, los inventores descubrieron que una lamina celular relacionada con el
segmento ocular anterior que tiene menos defectos estructurales podria obtenerse mediante un proceso que
comprende las etapas de cultivar células relacionadas con el segmento ocular anterior en un soporte de cultivo
celular que comprende un sustrato que tiene su superficie cubierta con un polimero sensible a temperatura, después
de ello ajustar la temperatura de la solucién de cultivo hasta por encima de una temperatura de disolucion critica
superior o por debajo de una temperatura de disolucién critica inferior, poner la lamina celular relacionada con el
segmento ocular anterior cultivada o estructura tridimensional en estrecho contacto con una membrana polimérica, y
desprender la lamina o estructura tridimensional junto con la membrana polimérica. La presente invencién se ha
conseguido en base a este hallazgo, como se define adicionalmente en las reivindicaciones.

Por tanto, la presente invencién proporciona en primer lugar:

1. Un proceso para producir una lamina celular relacionada con el segmento ocular anterior, que comprende las
etapas de:

cultivar células relacionadas con el segmento ocular anterior en un soporte de cultivo celular que comprende
un sustrato que tiene su superficie cubierta con un polimero sensible a temperatura que tiene una
temperatura de disolucién critica superior o inferior de 0-80°C con respecto al agua, para formar una lamina
celular de células relacionadas con el segmento ocular anterior,

ajustar la temperatura de la soluciéon de cultivo hasta por encima de la temperatura de disolucion critica
superior o por debajo de la temperatura de disolucién critica inferior,

poner la ldmina celular de células relacionadas con el segmento ocular anterior en estrecho contacto con una
membrana polimérica,

desprender la lamina celular de células relacionadas con el segmento ocular anterior junto con la membrana
polimérica del soporte de cultivo celular sin tratamiento con proteinasa,

donde:

las células relacionadas con el segmento ocular anterior son células endoteliales de la cérnea;
el polimero sensible a temperatura es poli(N-isopropilacrilamida); y la membrana polimérica esta hecha de
difluoruro de polivinilideno convertido en hidréfilo.

2. El proceso de acuerdo con el punto 1, donde una cobertura del polimero sensible a temperatura esta en el
intervalo de 0,8 a 3,0 ng/cm?.

3. Una lamina celular relacionada con el segmento ocular anterior que se puede obtener mediante el proceso de
acuerdo con el punto 1 0 2.
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4. La lamina celular relacionada con el segmento ocular anterior de acuerdo con el punto 3, donde la lamina
celular relacionada con el segmento ocular anterior esta en estrecho contacto con la membrana polimérica hecha
de difluoruro de polivinilideno convertido en hidrdfilo.

5. La lamina celular relacionada con el segmento ocular anterior de acuerdo con el punto 3 o 4, para su uso en el
tratamiento de un sitio enfermo en el cual parte o todo el tejido del segmento ocular anterior se ha dafiado o ha
llegado a ser deficiente.

Mejores modos de realizar la invencién

Las células que pueden usarse adecuadamente en la preparacion de la Idmina celular relacionada con el segmento
ocular anterior o estructura tridimensional de la presente invencion son células endoteliales de la cornea. En la
presente invencion, la lamina celular relacionada con el segmento ocular anterior significa una lamina obtenida por
cultivo de una Unica capa de los diversos tipos descritos anteriormente de células que forman el segmento ocular
anterior en el organismo vivo sobre un soporte de cultivo y después de ello desprender la capa del soporte;

La lamina celular relacionada con el segmento ocular anterior en la presente invencion es tal que no se ha dafiado
durante el cultivo por proteinasas tipificadas por dispasa y tripsina. Por lo tanto, la lamina celular relacionada con el
segmento ocular anterior desprendida del sustrato retiene la estructura intercelular de desmosoma, tiene solamente
unos pocos defectos estructurales, y tiene grandes caracteristicas de resistencia. Esto significa que si la lamina
celular relacionada con el segmento ocular anterior obtenida se aplica para propdsitos tales como injerto, la lamina
celular relacionada con el segmento ocular anterior o estructura tridimensional de la presente invencion que tiene
suficiente resistencia ayuda al sitio enfermo a aislarse completamente del exterior. Ademas, la lamina de la presente
invencion se caracteriza porque la proteina tipo membrana basal formada entre la célula y el sustrato durante el
cultivo no se ha destruido por enzimas. Por tanto, la lamina puede unirse satisfactoriamente al tejido vivo del sitio
enfermo en el cual se ha injertado y esto posibilita realizar un tratamiento eficaz. Esto se describe a continuacién
mas especificamente. Si se emplea una proteinasa ordinaria tal como tripsina, la estructura intracelular de
desmosoma y la proteina tipo membrana basal entre la célula y el sustrato se retienen apenas y, por tanto, la lJdmina
celular se desprende con las células separadas en masas concretas. En cuanto a la proteinasa dispasa, destruye
casi toda la proteina tipo membrana basal entre la célula y el sustrato pero la lamina celular puede desprenderse con
un 10-60% de la estructura intercelular de desmosoma retenida y ademas la lamina celular obtenida tiene solamente
baja resistencia. En contraste, la lamina celular de la presente invencién mantiene al menos el 80% de la estructura
de desmosoma y la proteina tipo membrana basal intacta, proporcionando de este modo las diversas ventajas
descritas anteriormente.

Como se ha descrito anteriormente, la lamina celular relacionada con el segmento ocular anterior en la presente
invencion es una lamina celular que retiene tanto la estructura intercelular de desmosoma como la proteina tipo
membrana basal entre la célula y el sustrato y que aun tiene grandes caracteristicas de resistencia; y no ha sido
posible en absoluto obtenerla mediante la técnica previa.

El polimero sensible a temperatura que se usa para cubrir el sustrato del soporte de cultivo celular se caracteriza por
tener una temperatura de disolucién critica superior o inferior de 0°C - 80°C, mas preferiblemente de 20°C - 50°C, en
solucién acuosa. Si la temperatura de disolucion critica superior o inferior excede de 80°C, las células pueden morir,
lo que no es preferido. Si la temperatura de disolucién critica superior o inferior estd por debajo de 0°C, la tasa de
crecimiento celular generalmente bajara en gran medida o las células moriran, lo que no es preferido.

El polimero sensible a temperatura a usarse en la presente invencion es poli(N-isopropilacrilamida).

El sustrato que es para cubrirse con el polimero sensible a temperatura puede elegirse entre vidrio, vidrio
modificado, compuestos tales como poliestireno y poli(metil metacrilato), y todas las demas sustancias que pueden
generalmente conformarse, como por ejemplo compuestos poliméricos diferentes a esos compuestos, y ceramicas.

El método para cubrir el soporte con el polimero sensible a temperatura no esta limitado de ningun modo particular
pero pueden seguirse los métodos descritos en el documento JP 2-211865 A. Especificamente, la operaciéon de
cobertura puede conseguirse sometiendo el sustrato y los monémeros o polimeros mencionados anteriormente a
exposicion de haces de electrones (EB), irradiacion de rayos-g, irradiacion ultravioleta, tratamiento con plasma,
tratamiento corona o reaccién de polimerizacion organica o mediante absorcién fisica realizada por aplicacion de
soluciones de recubrimiento o la etapa de amasado.

El material de soporte mostrado en la presente invencién se caracteriza por tener dos regiones, la regiéon A cubierta
con el polimero sensible a temperatura, y la siguiente regién B sobre su superficie:

(1) una regién cubierta con un polimero que tiene menos afinidad por células;

(2) una regién cubierta con una cantidad diferente del polimero sensible a temperatura que en la region A;

(3) una region cubierta con un polimero sensible a una temperatura diferente que en la regiéon A; o una
combinacién de dos cualesquiera de las regiones (1)-(3) o una combinacion de las tres.
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El método para preparar el material de soporte no se limita en absoluto siempre que el producto final tenga las
estructuras mencionadas anteriormente; por mencionar unos pocos ejemplos, se incluyen (1) un método que
comprende las etapas de formar primero la region B sobre la superficie completa del sustrato y después superponer
la region A con el area enmascarada que sirve finalmente como regién B, o viceversa, (2) un método que comprende
las etapas de cubrir el sustrato con dos capas de A y B y raspar cualquier capa mediante un dispositivo ultrasénico o
de escaneo, y (3) un método para la fotoimpresién de las sustancias de cobertura, pudiendo emplearse estos
métodos en solitario o en combinacion.

La morfologia de las regiones cubiertas no se limita de ningn modo y puede incluir los siguientes patrones
observados anteriormente: (1) una combinacion de lineas y espacios, (2) lunares, (3) una rejilla, o patrones hechos
de otras formas especiales, o patrones de sus mezclas. Considerando el estado de cada tejido intraocular, se
prefiere el patron de puntos (2).

El tamafio de las areas cubiertas no se limita de ningun modo pero considerando el tamafio de cada tejido
intraocular y la posibilidad de que una ldmina celular relacionada con el segmento ocular anterior cultivada o
estructura tridimensional pueda encoger segun se desprende del soporte, puede decirse al menos lo siguiente
acerca del patron de puntos: si tienen que usarse las células dentro de cada punto, el diametro del punto es
generalmente de no mas de 5 cm, preferiblemente no mas de 3 cm, y mas preferiblemente de 2 cm o menos; si tiene
que usarse las células fuera de cada punto, el didametro del punto es generalmente de no mas de 1 mm,
preferiblemente no mas de 3mm, y mas preferiblemente de 5 mm o menos.

La cobertura del polimero sensible a temperatura estd adecuadamente en el intervalo de 0,3-6,0 ng/cmz,
preferiblemente de 0,5-3,5 ng/cm?, mas preferiblemente de 0,8-3,0 my/cm?. Si la cobertura del polimero sensible a
temperatura es de menos de 0,2 ng/cmz, las células en el polimero no se desprenderan facilmente incluso si se les
da un estimulo y la eficacia de funcionamiento disminuye considerablemente, lo que no se prefiere. Si, por otro lado,
la cobertura del polimero sensible a temperatura es mayor de 6,0 ng/cmz, las células no se adheriran facilmente al
area cubierta y la adhesion adecuada de las células llega a ser dificil de conseguir.

El polimero que tiene alta afinidad por células usado en la presente invencién no se limita de ningin modo siempre
que esté libre de adherencia celular; ejemplo incluyen polimeros hidréfilos tales como poliacrilamida, poli(dimetil
acrilamida), polietilenglicol y celulosas, o polimeros altamente hidréfobos tales como polimeros de silicona y
fluoropolimeros.

En la presente invencion, el cultivo celular se realiza sobre el soporte de cultivo celular (por ejemplo, placa de cultivo
celular) que se ha preparado del modo descrito anteriormente. La temperatura del medio de cultivo no se limita de
ningun modo particular, excepto que depende de si el polimero mencionado anteriormente con el que se ha cubierto
la superficie del sustrato tiene una temperatura de disolucion critica superior o una temperatura de disolucion critica
inferior; en el primer caso, la temperatura del medio no debe ser mayor de la temperatura de disolucion critica
superior y, en el Ultimo caso, debe ser menor que la temperatura de disolucion critica inferior. Huelga decir que es
inapropiado realizar el cultivo en un intervalo de temperatura inferior donde las células de cultivo no crezcan o en un
intervalo de temperatura superior donde las células cultivadas mueran. Las condiciones de cultivo diferentes a
temperatura pueden adoptarse en el método habitual y no se limitan de ningun modo particular. Por ejemplo, el
medio de cultivo a usar puede ser uno que esta suplementado con suero tal como suero de ternera fetal (FCS)
conocido; como alternativa, puede ser un medio libre de suero.

En los procesos de la presente invencién, el tiempo de cultivo puede establecerse de acuerdo con el método
descrito anteriormente dependiendo del objetivo de uso de la lamina celular relacionada con el segmento ocular
anterior. Las células cultivadas pueden desprenderse y recuperarse del material de soporte poniendo primero la
lamina celular relacionada con el segmento ocular anterior cultivada en estrecho contacto con la membrana
polimérica, después ajustando la temperatura del material de soporte con células adherentes hasta por encima de la
temperatura de disolucién critica superior del polimero subyacente en el sustrato de soporte o por debajo de su
temperatura de disolucion critica inferior, tras lo cual las células pueden desprenderse juntas con la membrana
polimérica. El desprendimiento de la lamina celular relacionada con el segmento ocular anterior puede realizarse
dentro de solucidon de cultivo en que las células se han cultivado o en otros fluidos isoténicos, lo que sea mas
adecuado dependiendo del objetivo. La membrana polimérica a poner en estrecho contacto con la ldamina celular
relacionada con el segmento ocular anterior es difluoruro de polivinilideno (PVDF) convertido en hidrofilo.

Para desprender y recuperar la lamina celular relacionada con el segmento ocular anterior con alto rendimiento, el
soporte de cultivo celular puede golpearse suavemente o balancearse o el medio de cultivo puede agitarse con la
ayuda de una pipeta; estos y otros métodos pueden aplicarse independientemente o en combinacion, ademas, las
células cultivadas pueden lavarse opcionalmente con un fluido isoténico o similar de modo que se desprendan para
Su recuperacion.

La lamina celular relacionada con el segmento ocular anterior obtenida por el proceso descrito anteriormente
aventaja por mucho a lo obtenido por los métodos de la técnica previa en términos tanto de facilidad de
desprendimiento como de alto grado de no invasividad y tiene un gran potencial en aplicaciones clinicas,
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ejemplificadas por injertos de coérnea.
Obsérvese que el soporte de cultivo celular usado en el proceso de la presente invencidén permite un uso repetido.
Ejemplos

En las siguientes paginas, la presente invencién se describe en mayor detalle por referencia a ejemplos que no
pretenden de ningun modo limitar el alcance de la invencion.

Eiemplos 1 vy 2 (Referencia)

A una placa de cultivo celular de poliestireno comercial (placa Petri FALCON 3001 con un diametro de 3,5 cm
fabricada por Beckton Dickinson Labware), se aplicd una solucién de recubrimiento que tenia monémero de N-
isopropilacrilamida disuelto en alcohol isopropilico para dar una concentracion del 40% (Ejemplo 1) o del 50%
(Ejemplo 2) en un volumen de 0,10 ml. Habia una mascara metalica colocada sobre la superficie recubierta de la
placa Petri que tenia un diametro de 3,5 cm con un orificio central que tenia un diametro de 2 cm. Manteniéndolo en
ese estado, la superficie de la placa de cultivo se expuso a haces de electrones con una intensidad de 0,25 MGy,
tras lo cual se inmovilizdé un polimero de N-isopropilacrilamida (PIPAAm) en una forma circular (como una isla, con el
area bajo la mascara dejada como el area que se cubrié sin nada ya que no se expuso a los haces de electrones).
Después, la mascara metédlica se retiré y se aplicd una solucién de recubrimiento que tenia monémero de N-
isopropilacrilamida disuelto en alcohol isopropilico para dar una concentracion del 20% en un volumen de 0,10 ml.
Esta vez, se colocé una mascara metalica circular que tenia un diametro de 2 cm justo para cubrir el area circular.
Manteniéndola en ese estado, la placa de cultivo se expuso a haces de electrones con una intensidad de 0,25 MGy,
tras lo cual se inmovilizé un polimero de acrilamida fuera de la capa de PIPAAm circular. Después de la irradiacion,
se retiré la mascara metélica y se lavé la placa de cultivo con agua de intercambio iénico para retirar el monémero
residual y el PIPAAm que no se uni6 a la placa de cultivo; la placa de cultivo después se secé en una poyata limpia y
se esterilizé con un gas de 6xido de etileno para proporcionar un material de soporte de cultivo celular. La cobertura
de PIPAAm en el area de isla se determind a partir de un material de soporte de cultivo celular preparado en
condiciones idénticas a las anteriores excepto en que no se usé mascara. Como resultado, se descubrié que en las
condiciones empleadas, la superficie del sustrato se cubria con el polimero sensible a temperatura en una cantidad
de 1,6 ng/cm? (Ejemplo 1) o 2,2 ng/cm® (Ejemplo 2). En el material de soporte de cultivo celular obtenido, se
cultivaron células epiteliales de cérnea de conejo normales por el método habitual (medio usado: CORNEPAK
(producto de KURABO INDUSTRIES, LTD.); 37°C en CO; al 5%). Como resultado, cada uno de los materiales de
soporte de cultivo celular era tal que las células epiteliales de la coérnea se adherian y crecian de forma normal en el
area circular central. En el dia 14 del cultivo, se colocd una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) de f 2
cm sobre las células cultivadas y el medio de cultivo, aspirando suavemente, se sometié a incubacion y refrigeracion
a 20°C durante 30 minutos junto con el material de soporte de cultivo celular, tras lo cual las células en cada uno de
los materiales de soporte de cultivo celular se desprendieron juntas con la membrana subyacente. La membrana
subyacente pudo extraerse facilmente de cada una de las laminas celulares. Las laminas celulares de este modo
desprendidas retenian la estructura intercelular de desmosoma y la proteina tipo membrana basal entre la célula y el
sustrato y tenia resistencia adecuada como lamina individual.

En cada uno de los ejemplos 1y 2, se realizé un "tratamiento de baja temperatura" incubando a 20°C durante 30
minutos pero el "tratamiento de baja temperatura" a realizar en la presente invencion no se limita a la temperatura y
tiempo indicados anteriormente. La condicion de temperatura preferida para el "tratamiento de baja temperatura" que
tiene que realizarse en la presente invencion esta en el intervalo de 0°C - 30°C y el tiempo de tratamiento preferido
esta en el intervalo de dos minutos a una hora.

Ejemplo 3 (Referencia)

Repitiendo el procedimiento del Ejemplo 1, se cultivaron células epiteliales de cornea de conejo normales en el
mismo soporte de cultivo celular, excepto que el medio se cambié al medio ordinario de Green et al. que contenia
mitomicina C (DMEM+AB (para preparar una capa de alimentacion); para células epiteliales queratinizadas
neonatales humanas). Como resultado, las células epiteliales de la cérnea en el material de soporte de cultivo
celular se adherian y crecian normalmente en el area circular central, y la capa celular incluso se estratificaba. En el
dia 16 del cultivo, las células se incubaron y refrigeraron a 20°C durante 30 minutos junto con el material de soporte
de cultivo celular, tras lo cual se desprendié la lamina celular epitelial de la cérnea estratificada. La lamina celular
epitelial de la cérnea estratificada (estructura tridimensional) desprendida era de forma circular y retenia la estructura
intercelular de desmosoma y la proteina tipo membrana basal entre la célula y el sustrato para tener una resistencia
adecuada como ldmina individual.

Ejemplos comparativos 1y 2

Se prepararon materiales de soporte de cultivo celular como en el Ejemplo 1, excepto en que la solucién de
monoémero para preparar el soporte de cultivo celular en el Ejemplo 1 se ajustd al 5% (Ejemplo comparativo 1) o al
60% (Ejemplo comparativo 2). La cobertura resultante sobre los soportes de cultivo celular fue respectivamente de
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0,1 ng/cm? (Ejemplo comparativo 1) y de 6,2 ng/cm? (Ejemplo comparativo 2). Después de ello, se cultivaron células
epiteliales de cérnea de conejo normal por el mismo procedimiento que en el Ejemplo 1 y se hizo un intento de
desprenderlas. Como resultado, las células en el soporte del Ejemplo comparativo 1 fueron dificiles de desprender
incluso si se les daba el tratamiento a baja temperatura; por otro lado, las células fueron dificiles de adherir al
soporte del Ejemplo comparativo 2 y, por tanto, fue dificil cultivarlas satisfactoriamente. Por tanto, ninguno de los
soportes de cultivo celular comparativos se prefiri6 como sustrato celular.

Ejemplo 4

Se recubrieron células endoteliales de la cornea de una cérnea de conejo por el método habitual. La placa de cultivo
del Ejemplo 1 que se habia injertado con poliisopropilamida (PIPAAmM) se inoculé con esas células a una densidad
celular de 2 x 10° células/cm? y se realiz6 el cultivo por el método habitual (medio usado: DMEM que contenia suero
de ternera fetal al 10%; 37°C en CO, al 5%). De nuevo, las células endoteliales de la cérnea se adhirieron
normalmente y crecieron solamente en el area circular central. Diez dias después, se confirmé que las células
endoteliales de la cérnea habian llegado a ser confluyentes; después de ello, como en el Ejemplo 1, se colocd una
membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) de f 2 cm sobre las células cultivadas y el medio de cultivo,
aspirando suavemente, se sometieron a incubacion y refrigeracién a 20°C durante 30 minutos junto con el material
de soporte de cultivo celular, tras lo cual las células se desprendieron junto con la membrana subyacente. La
membrana subyacente podia extraerse facilmente de la lamina celular. La lamina celular desprendida de este modo
retenia la estructura intercelular de desmosoma vy la proteina tipo membrana basal entre la célula y el sustrato y
tenia resistencia adecuada como lamina individual.

Ejemplo 5

Se repitio el procedimiento del Ejemplo 2 para preparar un material de soporte de cultivo celular, excepto que se
puso una mascara metalica circular que tenia un diametro de 2 cm en el centro de la placa de cultivo, se inmovilizé
PIPAAm alrededor de la mascara, después se superpuso una mascara metalica con un orificio central que tenia un
didmetro de 2 cm, haciendo de este modo que el material de soporte de cultivo celular tuviera la poliacrilamida
inmovilizada en el area central (como en el Ejemplo 1, excepto que la capa polimérica interna estaba colocada fuera
y la capa polimérica externa, dentro). La cobertura de PIPAAm fuera del orificio fue de 2,1 ng/cmz. Posteriormente,
se recuperaron células endoteliales de cornea de una cornea de conejo por el método habitual. La placa de cultivo
del Ejemplo 1 que se habia injertado con poliisopropilamida (PIPAAmM) se inoculdé con esas células a una densidad
celular de 2 x 10° células/cm? y se realiz6 el cultivo por el método habitual (medio usado: DMEM que contenia suero
de ternera fetal al 10%; 37°C en CO, al 5%). De nuevo, las células endoteliales de la cérnea se adhirieron
normalmente y crecieron solamente en el area circular central. Diez dias después, se confirmé que las células
endoteliales de la cérnea habian llegado a ser confluyentes; después de ello, como en el Ejemplo 1, se colocd una
membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) de f 2 cm sobre las células cultivadas y el medio de cultivo,
aspirando suavemente, se sometieron a incubacion y refrigeracién a 20°C durante 30 minutos junto con el material
de soporte de cultivo celular, tras lo cual las células se desprendieron junto con la membrana subyacente. La
membrana subyacente podia extraerse faciimente de la ldamina celular. La lamina celular desprendida de este modo
retenia la estructura intercelular de desmosoma vy la proteina tipo membrana basal entre la célula y el sustrato y
tenia resistencia adecuada como lamina individual.

Ejemplo 6 (Referencia)

La lamina celular epitelial de cérnea sobre la placa de cultivo del Ejemplo 2 de la cual se habia retirado suavemente
el medio sin refrigeracion se superpuso inmediatamente con la lamina celular epitelial de coérnea desprendida en el
Ejemplo 1. Después de ello, el medio de cultivo usado en el Ejemplo 3 se colocd suavemente para desprender la
membrana polimérica del estrecho contacto con la lamina celular. Mantenidas de este modo, las células se
cultivaron durante 2 dias para preparar una lamina estratificada (estructura tridimensional) de células epiteliales de
coérnea. A la lamina estratificada de células epiteliales de cornea se le aplicdé el mismo tratamiento de baja
temperatura que en Ejemplo 3, tras lo cual se desprendié de la superficie del soporte. La lamina estratificada
(estructura tridimensional) de células epiteliales de cérnea asi desprendida tenia resistencia satisfactoria como
lamina individual.

Ejemplo 7 (Referencia)

La lamina celular endotelial de cdrnea sobre la placa de cultivo del Ejemplo 4 de la cual se habia retirado
suavemente el medio sin refrigeracion se superpuso inmediatamente con la lamina estratificada de células epiteliales
de cérnea que se habia desprendido en el Ejemplo 3. Después de ello, el medio de cultivo usado en el Ejemplo 3 se
colocd suavemente para desprender la membrana polimérica del estrecho contacto con la lamina celular.
Mantenidas de este modo, las células se cultivaron durante 2 dias para preparar una lamina estratificada (estructura
tridimensional) de células epiteliales de cérnea que tenia la capa celular endotelial de cérnea. A la lamina
estratificada de células epiteliales de cornea se le aplicd el mismo tratamiento de baja temperatura que en Ejemplo
3, tras lo cual se desprendié de la superficie del soporte. La estructura tridimensional desprendida, que retenia la
estructura intercelular de desmosoma y la proteina tipo membrana basal entre las células y el sustrato, tenia
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resistencia satisfactoria como lamina individual.
Ejemplo 8 (Referencia)

La lamina celular endotelial de cérnea sobre la placa de cultivo del Ejemplo 4 de la cual se habia retirado
suavemente el medio sin refrigeracién se alimenté con un medio que contenia coladgeno disuelto tipo IV al 5% (el
mismo medio que el usado en el Ejemplo 4, excepto que contenia colageno), y se dej6 reposar tal cual durante 20
minutos. Después de ello, el medio se retird suavemente de nuevo sin refrigeracion. La lamina celular endotelial de
cornea restante sobre la placa de cultivo se superpuso inmediatamente con la lamina estratificada de células
epiteliales de cérnea que se habia desprendido en el Ejemplo 3. Después de ello, el medio de cultivo usado en el
Ejemplo 3 se colocé suavemente para desprender la membrana polimérica del estrecho contacto con la lamina
celular. Mantenidas de este modo, las células se cultivaron durante 2 dias para preparar una lamina estratificada
(estructura tridimensional) de células epiteliales de cérnea que tenia la capa celular endotelial de cérnea. A la lamina
estratificada de células epiteliales de cérnea se le aplicé el mismo tratamiento de baja temperatura que en el
Ejemplo 3, tras lo cual se desprendié de la superficie del soporte. La estructura tridimensional desprendida tenia
resistencia satisfactoria como lamina individual.

Ejemplo 9 (Referencia)

La lamina celular epitelial conjuntiva perforada sobre la placa de cultivo del Ejemplo 5 de la cual se habia retirado
suavemente el medio sin refrigeracion se superpuso de forma parcial inmediatamente con la lamina estratificada
(estructura tridimensional) de células epiteliales de cornea que tenian la capa celular endotelial de cérnea que se
habia desprendido en el Ejemplo 7. Después de ello, el medio de cultivo usado en el Ejemplo 3 se colocd
suavemente para desprender la membrana polimérica del estrecho contacto con la lamina celular. Mantenidas de
este modo, las células se cultivaron durante 2 dias para preparar una lamina estratificada (estructura tridimensional)
de células epiteliales de cornea que tenia la capa celular endotelial de cérnea a la cual se habia adherido la lamina
celular epitelial conjuntiva. A la estructura tridimensional obtenida se le aplic6 el mismo tratamiento de baja
temperatura que en el Ejemplo 3, tras lo cual se desprendié de la superficie del soporte. La estructura tridimensional
desprendida tenia resistencia satisfactoria como lamina individual.

Ejemplo 10 (Referencia)

La lamina estratificada (estructura tridimensional) de células epiteliales de cérnea obtenida en el Ejemplo 3 se injertd
en un conejo deficiente de una parte de las células epiteliales de la cornea de acuerdo con el método habitual.
Después del injerto, la lamina estratificada de células epiteliales de cornea se suturé al sitio de la herida.
Aproximadamente 3 semanas después, la sutura se retiré y la [amina estratificada de células epiteliales de cornea
tenia buen aspecto sobre el globo ocular.

A partir de los resultados anteriores, queda claro que usando el procedimiento de la presente invencién, puede
fabricarse satisfactoriamente laminas robustas Unicamente a partir de células intraoculares. Se cree que esto
proporciona una técnica muy eficaz para reducir la carga en pacientes haciendo el protocolo de tratamiento mas
eficaz, y para construir tejidos incluso mas precisos.

Aplicabilidad industrial

Las ldminas celulares relacionadas con el segmento ocular anterior de la presente invenciéon no descomponen E-
cadherina o laminina 5, en oposicién al caso del tratamiento con dispasa, y ademas tienen cantidades
extremadamente pequefias de defectos estructurales, teniendo de este modo un gran potencial para su uso en
aplicaciones clinicas incluyendo injerto cutaneo. Por tanto, la presente invencion ha demostrado ser muy util en los
campos médico y bioldgico tal como ingenieria celular e ingenieria médica.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para producir una ldmina celular relacionada con el segmento ocular anterior, que comprende las
etapas de:

cultivar células relacionadas con el segmento ocular anterior en un soporte de cultivo celular que comprende un
sustrato que tiene su superficie cubierta con un polimero sensible a temperatura que tiene una temperatura de
disolucién critica superior o inferior de 0-80°C con respecto al agua, para formar una lamina celular de células
relacionadas con el segmento ocular anterior,

ajustar la temperatura de la solucién de cultivo hasta por encima de la temperatura de disolucion critica superior
o hasta por debajo de la temperatura de disolucién critica inferior,

poner la l&mina celular de células relacionadas con el segmento ocular anterior en estrecho contacto con una
membrana polimérica,

desprender la lamina celular de células relacionadas con el segmento ocular anterior junto con la membrana
polimérica del soporte de cultivo celular sin tratamiento con proteinasa,

donde:

las células relacionadas con el segmento ocular anterior son células endoteliales de la cérnea;
el polimero sensible a temperatura es poli(N-isopropilacrilamida); y la membrana polimérica esta hecha de
difluoruro de polivinilideno convertido en hidrofilo.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde una cobertura del polimero sensible a temperatura esta en el
intervalo de 0,8 a 3,0 ng/cm?.

3. Una lamina celular relacionada con el segmento ocular anterior que se puede obtener por proceso de acuerdo con
la reivindicacion 1 o 2.

4. La lamina celular relacionada con el segmento ocular anterior de acuerdo con la reivindicaciéon 3, donde la l[amina
celular relacionada con el segmento ocular anterior esta en estrecho contacto con la membrana polimérica hecha de
difluoruro de polivinilideno convertido en hidrofilo.

5. La lamina celular relacionada con el segmento ocular anterior de acuerdo con la reivindicacion 3, para su uso en
el tratamiento de un sitio enfermo en que parte o todo el tejido del segmento ocular anterior se ha dafiado o ha
llegado a ser deficiente.
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