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57  Resumen:
La presente invención se encuadra en el campo de la
biomedicina y, más específicamente, de la ingeniería
tisular. Específicamente, se refiere al uso de
partículas con multidominio magnético que poseen un
diámetro medio mayor de 25 nm, composiciones y
biomateriales que las comprenden, así como a un
método in vitro de preparación de un tejido artificial
con las partículas magnéticas, al tejido artificial
obtenible por dicho método y al uso de este tejido
artificial para incrementar, restaurar o sustituir parcial
o totalmente la actividad funcional de un tejido o un
órgano dañado.



 

 

 

 

Elaboracion de teiidos artificiales que comprenden pardculas memo:dices 

La presente invenciOn se encuadra en el campo de la biomedicina y, mas 

especificamente, de la ingenieria tisular. Especificamente, se refiere a un metodo in 

vitro de preparaci6n de un tejido artificial mediante el empleo de particulas magn6ticas, 

5 al tejido artificial obtenible por dicho metodo y al uso de este tejido artificial para 

incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de un tejido 

o un Organ° dariado. 

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR 

La ingenieria tisular constituye un conjunto de t6cnicas y disciplinas que permite 

10 disetiar y generar en laboratorio tejidos artificiales a partir de celulas procedentes de 

muestras tisulares obtenidas de biopsias y, por tanto, supone un enorme avance en el 

trasplante de organos y en la medicina regenerativa. La ingenieria tisular es una de las 

areas de la biotecnologia que mas se ha desarrollado en los illtimos arms, debido a su 

utilidad potencial para la fabricaci6n in vitro de tejidos y 6rganos para su implante en 

15 pacientes necesitados de estos tejidos. No obstante, los tejidos artificiales descritos 

hasta la fecha presentan numerosos problemas y complicaciones; algunos de los 

cuales se exponen a continuacion, empleando como ejemplo, los tejidos artificiales de 

piel, c6rnea, vejiga y uretra. 

La ingenieria tisular es un campo interdisciplinar que aplica los principios de la biologia 

20 y la ingenieria para el desarrollo de estrategias encaminadas al reemplazo, reparaci6n, 

mantenimiento y/o mejora de los tejidos biolOgicos [Langer R, Vacanti JP. Tissue 

engineering. Science 260 (5110), 920-926 (1993)]. Se diferencian tres enfoques 

diferentes dentro de la ingenieria tisular: (i) uso exclusivo de celulas; (ii) uso exclusivo 

de matrices polimericas; y (iii) combinaci6n de celulas y matrices polimericas [Baddour 

25 JA, y cols. Birth Defects Res. Part C-Embryo Today-Rev. 96, 1-29 (2012); 

Khademhosseini A, y cols. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 103, 2480-2487 (2006)]. 

La matriz extracelular (matriz polimerica en un biomaterial artificial) juega tambien un 

papel esencial ya que proporciona el soporte necesario para la proliferaciOn de las 

30 celulas y el mantenimiento de sus funciones. Una matriz polimerica ideal debe cumplir 

las siguientes caracteristicas [Hutmacher OW. Biomaterials 21, 2529-2543 (2000)]: (i) 
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debe ser tridimensional y altamente porosa, con poros interconectados para facilitar el 

crecimiento celular y el transporte de nutrientes; (ii) debe tener propiedades quimicas 

superficiales adecuadas para permitir la adhesi6n, proliferaciOn y diferenciaci6n 

celular; (iii) debe tener propiedades biomecanicas adecuadas al tejido nativo que se 

5 pretenda sustituir. Esta Ultima caracteristica es especialmente importante en el caso 

de tejidos que soporten carga, como son los del sistema musculo-esqueletico, tales 

como el cartilago y el hueso. A modo de ejemplo, tengase en cuenta que en el 

cartilago solo el 3-5% del volumen se corresponde con celulas (condrocitos), que por 

otra parte tienen mOdulos de rigidez mecanica varios 6rdenes de magnitud inferiores a 

10 los de la matriz extracelular, por lo que no contribuyen de forma apreciable a las 

propiedades mecanicas del cartilago en su conjunto [Han L, y cols. Ann. Rev. Mater. 

Res. 41, 133-168(2011)]. 

Los materiales que se utilizan en ingenieria tisular para la generaciOn de la matriz 

15 polimerica se pueden dividir en naturales y sinteticos. Entre los naturales se 

encuentran el colageno, la fibrina, el alginato, la agarosa, el chitosan y el acid° 

hialuronico. Tienen la ventaja de ser biocompatibles y biodegradables, y de 

proporcionar unas condiciones fisiolOgicas adecuadas para la adhesiOn y proliferaciOn 

celular [Pabbruwe MB, y cols. Biomaterials 30, 4277-4286 (2009)]. Sin embargo, todos 

20 ellos presentan la desventaja de ser mecanicamente debiles, de modo que las 

matrices celulares generadas mediante estos polimeros no posee las propiedades 

biomecanicas adecuadas para su uso eficiente en la mayoria de las posibles 

aplicaciones en ingenieria tisular. Por el contrario, los materiales sinteticos, como los 

basados en los alfa-hidroxiacidos, tienen propiedades mecanicas facilmente 

25 moldeables, pero presentan la importante desventaja de no poseer sitios naturales 

para la adhesi6n celular. 

Una alternativa al uso de materiales naturales o sinteticos es el uso de compuestos de 

estos tipos de materiales. Por ejemplo, Kon E, y cols. [Injury 41, 693-701 (2010)] 

prepararon una matriz polimerica artificial a partir de fibras de colageno y 

30 nanoparticulas de hidroxiapatita con el objetivo de reproducir partes del cartilago. En la 

misma direccion, distintos autores han propuesto muy recientemente el uso de 

nanoparticulas magneticas en combinaci6n con polimeros para la preparaci6n de 

matrices polimericas magneticas para sustitutos de tejidos [Bock N, y cols. Acta 

Biomater. 6, 786-796 (2010); Das B, y cols. Biomed. Mater. 8, 035003 (2013); Hu H, y 

35 cols. RSC Adv. 3, 879-886 (2013); Li Y, y cols. Adv. Funct. Mater. 23, 660-672 (2013); 
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Zhu Y, y cols. J. Mater. Chem. B 1, 1279-1288 (2013)]. 

Muchos de los tejidos artificiales preparados mediante ingenieria tisular, y en particular 

aquellos preparados mediante fibrina y agarosa, presentan propiedades mecanicas 

(mOdulos viscoelasticos) demasiado debiles para ser implantados como sustitutivos de 

5 la mayoria de los tejidos humanos nativos. La introducci6n de particulas magneticas 

en tejidos artificiales permitiria aumentar su resistencia mecanica. Sin embargo, las 

matrices magneticas referenciadas en trabajos anteriores no poseen propiedades 

mecanicas dependientes de la intensidad de un posible campo magnetic° aplicado. 

Ademas, las particulas magneticas empleadas en trabajos anteriores son de un 

10 tamario del orden de los 10 nm y, por tanto, presentan inconvenientes, ya que pueden 

ser endocitadas y teniendo, por tanto, un mayor riesgo de toxicidad, mientras que 

particulas de mayor tamano solo pueden ser fagocitadas, y por tanto, solo afectarian a 

los macrOfagos. Dichas particulas son monodominio desde el punto de vista 

magnetic°. El lo conlleva que la fuerza de interacci6n entre ellas sea muy debil, inferior 

15 a la fuerza elastica de la matriz polimerica y al movimiento browniano, de modo que la 

aplicaciOn de un campo magnetic° no modifica la estructura interna del biomaterial 

La ingenieria tisular es una de las areas que este experimentando mayor auge dentro 

de la biotecnologia. Sin embargo, las desventajas de los tejidos artificiales hasta ahora 

existentes hacen necesario el desarrollo de nuevas tecnicas que permitan la obtenci6n 

20 de tejidos artificiales que puedan ser utilizados en la clinica humana o para la 

evaluaciOn de productos farmacolOgicos y quimicos, superando las limitaciones hasta 

ahora detectadas. 

COMPENDIO DE LA INVENCION 

25 Un primer aspecto de la invencion se refiere a una particula con multidominio 

magnetic° con un diametro medio mayor de 25 nm, de ahora en adelante "particula 

magnetica de la invenciOn" o "particula magnetica" . 

Una realizacion preferida de este aspecto de la invenciOn se refiere a la particula 

magnetica de la invenciOn para su uso como medicamento, o alternativamente, al uso 

30 de la particula magnetica de la invenciOn en la elaboraciOn de un medicamento. 

ES 2 574 655 A1

 

4



 

Otra realizaciOn preferida de este aspecto de la invenciOn se refiere a la particula 

magnetica de la invencion para su uso para incrementar, restaurar o sustituir parcial o 

totalmente la actividad funcional de un tejido o un 6rgano enfermo o dafiado, o 

alternativamente, al uso de la particula magnetica de la invencion en la elaboraciOn de 

5 un medicamento para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad 

funcional de un tejido o un organ° enfermo o dafiado. 

Un segundo aspecto de la invenciOn se refiere a una composiciOn, de ahora en 

adelante "comoosiciOn de la invenciOn" , que comprende la particula de la invenciOn. 

Una realizaciOn preferida de este aspecto de la invenciOn se refiere a la composici6n 

10 de la invenciOn para su uso como medicamento, o alternativamente, al uso de la 

composiciOn de la invencion en la elaboraciOn de un medicamento. 

Otra realizacion preferida de este aspecto de la invenciOn se refiere a la composiciOn 

de la invenciOn para su uso para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente 

la actividad funcional de un tejido o un 6rgano enfermo o dead°, o alternativamente, 

15 al uso de la composiciOn de la invencion en la elaboraciOn de un medicament° para 

incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de un tejido 

o un 6rgano enfermo o danado. 

Un tercer aspect() de la invencion se refiere a un biomaterial, de ahora en adelante 

"biomaterial de la invenciOn" , que comprende al menos una particula magnetica de la 

20 invenciOn o la composiciOn de la invenciOn. 

Una realizacion preferida de este aspecto de la invenciOn se refiere al biomaterial de la 

invencion para su uso como medicamento, o alternativamente, at uso del biomaterial 

de la invenciOn en la elaboraciOn de un medicamento. 

Otra realizaciOn preferida de este aspecto de la invencion se refiere al biomaterial de la 

25 invencion para su uso para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la 

actividad funcional de un tejido o un Organ° enfermo o dafiado, o alternativamente, al 

uso del biomaterial de la invencion en la elaboracion de un medicamento para 

incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de un tejido 

o un Organ° enfermo o danado. 

30 
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Un cuarto aspecto de la invenciOn se refiere a un tejido artificial, de ahora en adelante 

"teiido artificial de la invenciem" , obtenible por un metodo de obtenci6n del tejido 

artificial de la invenciOn que comprende: 

a) afiadir una composici6n que comprende fibrinOgeno a una muestra 

5 de celulas aisladas, 

b) afiadir un agente antifibrinolftico al producto resultante del paso (a), 

c) afiadir, al menos, un factor de coagulaciOn, una fuente de calcio, 

trombina, o cualquier combinaciOn de los anteriores al producto 

resultante del paso (b), 

10 d) afiadir al menos una partfcula magnetica de la invenciOn o una 

composiciOn que comprende al menos una partfcula magnetica de la 

invencion al producto resultante del paso (c). 

e) afiadir una composici6n de un polisacarido al producto resultante del 

paso (d), 

15 f) cultivar celulas aisladas en o sobre el producto resultante del paso 

(e), y 

g) inducir la nanoestructuraci6n del producto resultante del paso (f). 

Un quinto aspecto de la presente invenciOn, se refiere a un tejido artificial obtenible 

por el metodo de la invenciOn anteriormente descrito (de ahora en adelante, "teiido 

20 artificial de la invenciOn" ) . 

Un sexto aspecto de la invencion se refiere al uso del tejido artificial de la invenciOn 

para la evaluacion de un producto farmacolOgico y/o quimico. 

Un septimo aspecto de la invenciOn se refiere al uso del tejido artificial de la 

invenciOn para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad 

25 funcional de un tejido o un organ° enfermo o dafiado. 

Tambien se refiere al uso del tejido artificial de la invencion para la elaboracion de un 

medicamento. 
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Un octavo aspecto de la invencion se refiere a una composici6n farmaceutica que 

comprende el tejido artificial de la invenciOn. 

En una realizaciOn preferida de este octavo aspecto de la invenciOn se refiere a una 

composici6n farmaceutica que comprende el tejido artificial de la invencion para 

5 incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de un tejido 

o un organ° enfermo o dariado. 

Un noveno aspecto de la invencion se refiere a un kit o dispositivo, de ahora en 

adelante "kit o dispositivo de la invenciOn" , que comprende: 

a) las particulas con multidominio magnetic°, la composiciOn, el biomaterial o el 

10 tejido artificial de la invenciOn, y 

b) un elemento capaz de generar un campo magnetic°. 

BREVE EXPLICACIoN DE LAS FIGURAS 

Figura 1. lmagen de microscopia de contraste de fases de fibroblastos humanos en 

15 solucion liquida. A) Control positivo de celulas, con forma fusiforme tipica de los 

fibroblastos. B y C) Celulas cultivadas en presencia de nanoparticulas de MagNP-OH 

en concentraciones de 0.5 y 1 vol. %, respectivamente. Las celulas mostraron una 

forma fusiforme, similar a la de las celulas de control positivo. D) Celulas de control 

negativo, caracterizadas por su forma redondeada. Barras de escala: 100 pm. 

20 Figura 2. Resultados del ensayo de proliferacion celular WST-1. Se muestran los 

valores expresados como media ± desviacion estandar de 6 experimentos 

independientes para cada grupo experimental. *p=0.000, comparado con el resto de 

grupos experimentales. 

Figura 3. Resultados de la cuantificaci6n de AND libre. Se muestran los valores 

25 expresados como media ± desviaciOn estandar de la media. Se realizaron 6 

experimentos independientes para cada grupo experimental. *p < 0.05, comparado 

con el resto de grupos experimentales. 

Figura 4. Microscopia 6ptica de las muestra. A) Muestra de control (no magnetica) 

gelificada en ausencia de un campo magnetic° aplicado (Ctrl-MFO). B) Muestra  

30 magnetica gelificada en ausencia de un campo magnetic° aplicado (Ctrl-MFO). C)  
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Muestra magnetica gelificada bajo aplicaciOn de 32 kA/m (M-MF32). Las flechas 

indican la presencia de algunas celulas en el biomaterial. 

Figura 5. Microscopia de barrido de las muestras. A) Muestra de control (no 

magnetica) gelificada en ausencia de un campo magnetic° aplicado (Ctrl-MFO). B)  

5 Muestra magnetica gelificada en ausencia de un campo magnetic° aplicado (M-MFO). 

C) Muestra magnetica gelificada bajo la aplicaciOn de un campo magnetic° de 48 kA/m 

(M-MF48). 

Figura 6. Ensayos de viabilidad Live & Dead — porcentual de celulas viables. Se 

muestran, por cada grupo experimental, los valores medios ± desviaciOn estandar de 

10 6 experimentos independientes. 

Figura 7. Resultados de la cuantificaci6n de ADN en los biomateriales. Se muestran, 

por cada grupo experimental, los valores medios ± desviacion estandar de 6 

experimentos independientes. 

Figura 8. Magnetizacion en funci6n de la intensidad de campo magnetic° aplicado 

15 para distintas muestras de tejido magnetic°. Cuadrados rellenos: M-MFO; circulos 

huecos: M-MF16; triangulos huecos: M-MF32; triangulos rellenos: M-MF48. 

Figura 9. A) MOdulo elastic° en funci6n de la amplitud de la deformacion por cizalla 

en ensayo de oscilometria a la frecuencia de 1 Hz. B) Esfuerzo de cizalla en funci6n 

de deformaci6n obtenido en ensayos en estado estacionario. Medidas realizadas en 

20 ausencia de campo magnetic°. 

Figura 10. MOdulo elastic° normalizado, ,
 G I —G f contro l  , en funciOn de la amplitud 
WMagNP-OH • G  control 

de la deformacion por cizalla para las muestras de tejidos magneticos que se indican. 

Figura 11. A) MOdulo elastic° en funci6n de la amplitud de la deformaci6n por cizalla 

para la muestra M-MF32 bajo la acci6n de los campos magneticos cuya intensidad, H, 

25 se indica. B) Esfuerzo de cizalla vs. deformaciOn para la muestra M-MF16 obtenidas 

en ensayos en estado estacionario bajo aplicacion de los campos magneticos cuya 

intensidad se indica. 

DESCRIPCION DETALLADA DELA INVENCION 
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La presente invencion se refiere al uso de particulas con multidominio magnetic° de un 

tamano medio superior a 25 nm, preferiblemente de aproximadamente 100 nm, para la 

elaboracion de un medicamento (Ail en la regeneraciOn tisular, o a un biomaterial que 

comprende dichas particulas de la invenciOn para su uso en la elaboraciOn de un 

5 biomaterial para la regeneraciOn tisular. Por tanto, proporciona un metodo in vitro de 

preparacion de un tejido artificial, al tejido artificial obtenible por dicho metodo y al uso 

de este tejido artificial para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la 

actividad funcional de un tejido o un organ° dead°. La introducci6n de particulas 

magneticas en tejidos artificiales permite aumentar su resistencia mecanica y, edemas, 

10 permite controlar sus propiedades biomecanicas de una forma no invasive mediante 

fuerzas magneticas de acciOn a distancia, que no requieren contacto directo con el 

tejido generado. Ello da una mayor versatilidad y mejor adaptaciOn de los tejidos 

magneticos respecto de los no magneticos. Adernas, la fijaci6n de los tejidos 

magneticos podria realizarse mediante fuerzas magneticas ejercidas desde el exterior 

15 del tejido. De esto modo, se podrian evitar o minimizar las suturas quinargicas y sus 

efectos adversos. 

PARTiCULAS Y COMPOSICIONES DE LA INVENCION 

Un primer aspect° de la invenciOn se refiere a una particula con multidominio 

20 magnetic° que posee un diametro medio mayor de 25 nm, de ahora en adelante 

"particula magnetica de la invenciOn ". Mas preferiblemente, el diametro medio de las 

particulas es de entre 25 y 5000 nm, aim mas preferiblemente es de entre 50 y 1000 

nm, aim mucho mas preferiblemente de entre 75 y 200 nm, y particularmente de 

aproximadamente 100 nm. 

25 

En otra realizacion preferida, las particulas magneticas de la invenciOn son de un 

material ferro- o ferrimagnetico, preferentemente de hierro o aleaciones del mismo con 

otros metales, y mas preferentemente aun de oxidos de hierro. En una realizacion 

preferente, las particulas seran de maghemita o de la una ferrita, y entre estas ialtimas 

30 preferentemente de magnetita. 

En otra realizaciOn preferida, las particulas magneticas de la invencion estan 

recubiertas de un material polimerico, preferiblemente biocompatible y/o 
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biodegradable. El material polimerico se selecciona de entre acid° polilactico, acid° 

poliglicOlico, quitosano, poli(E-caprolactona), PLGA, un polimero de mismetacrilato, 

poli(alquilcianocrilato), polietilenimina (PEI), poli(L-lisina) (PLL), poli(2-dimetil-

amino)etilmetacrilato (pDMAEMA), polipeptidos derivados de la histidina, poli(D,L-

5 lactida) (PLA), poli(glicolida) (PGA), PLGA, poli(E -caprolactona), PEG, poli (N-(2- 

hidroxipropil)metacrilamida) (PHPMA), o un derivado o una sal de los mismos, o 

cualquiera de sus mezclas. Mas preferiblemente es poli(alquilcianocrilato), o un 

derivado o una sal de los mismos, o cualquiera de sus mezclas. En otra realizacion 

mas preferida, El material polimerico se selecciona de entre un pollmero de metacrilato, 

10 polietileninnina (PEI), poli(L-lisina) (PLL), poli(2-dimetil-amino)etilmetacrilato  

(pDMAEMA), polipeptidos derivados de la histidina, poli(D,L-lactida) (PLA), 

poli(glicolida) (PGA), PLGA, poli(E -caprolactona), PEG, poli (N-(2- 

hidroxipropil)metacrilamida) (PHPMA), o cualquiera de sus combinaciones. 

15 En el ambito de la presente invencion, el termino "sales" incluye, pero sin limitarnos, 

p.e. nitrato, fosfato, sulfato, clorhidrato, glutamato, lactato o acetato. El termino 

derivado incluye, pero sin limitarnos, esteres, eteres, derivados por uniOn de grupos 

acilo, alquilo, hidroxilo, etc). En otra realizacion preferida de la invenciOn, los derivados 

se seleccionan de entre alquil eteres de metacrilato y acil esteres de metacrilato. 

20 En otra realizacion mas preferida, particulas estan constituidas por un ntacleo de 

magnetita (y-Fe304) y recubiertas por una matriz polimerica de metil metacrilato-

co.hidroxil etil metacrilato-co-etilen glycol dimetacrilato (MMA-co-HEMA-co-EGDMA). 

El " tamafio medio" o el "diametro medio" de estos sistemas se puede medir mediante 

25 procedimientos estandar conocidos por el experto en la materia, y que se describen, 

por ejemplo, en la parte experimental mas abajo. 

Por "diametro medio" se entiende el diametro promedio de la poblacion de particulas 

dispersa en un medio acuoso. El diametro medio de estos sistemas se puede medir 

por procedimientos estandar conocidos del expert° en la materia y que se describen, 

30 por ejemplo, en los ejemplos mas abajo. 

Otra realizacion preferida de este aspecto de la invenciOn se refiere a la particula 

magnetica de la invenciOn para su uso como medicamento, o alternativamente, al uso 

de la particula magnetica de la invencion en la elaboraciOn de un medicamento. 
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Otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere a la particula 

magnetica de la invenciOn para su uso para incrementar, restaurar o sustituir parcial o 

totalmente la actividad funcional de un tejido o un organ° enfermo o defied°, o 

alternativamente, al uso de la particula magnetica de la invenciOn en la elaboraciOn de 

5 un medicamento para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad 

funcional de un tejido o un 6rgano enfermo o dariado. 

Un segundo aspecto de la invenciOn se refiere a una composici6n, de ahora en 

adelante composiciOn de la invenciOn, que comprende la particula de la invenciOn. En 

una realizaciOn mas preferida, la composiciOn de la invencion edemas comprende un 

10 vehiculo farmaceuticamente aceptable. Mas preferiblemente, la composicion de la 

invenciOn es una composicion farmaceutica. Mas preferiblemente, la composici6n de la 

invenciOn edemas comprende un vehiculo farmaceuticamente aceptable. En otra 

realizaciOn aun mas preferida, la composiciOn de la invenciOn edemas comprende otro 

principio activo. 

15 Como se emplea a la largo de la presente memoria, el termino "principio activo" , tiene 

el mismo significado que "substancia active" , "substancia farmaceuticamente active" , 

" ingrediente activo" o " ingredient° farmaceuticamente activo" , y se refiere a cualquier 

componente que potencialmente proporcione una actividad farmacolOgica u otro efecto 

diferente en el diagn6stico, cura, mitigaci6n, tratamiento, o prevencion de una 

20 enfermedad, o que afecta a la estructura o funciOn del cuerpo del hombre u otros 

animales. El termino incluye aquellos componentes que promueven un cambio quimico 

en la elaboraciOn del farmaco y estan presentes en el mismo de una forma modificada 

prevista que proporciona la actividad especifica o el efecto. 

Una realizaciOn preferida de este aspecto de la invencion se refiere a la composiciOn 

25 de la invencion para su uso como medicamento, o alternativamente, al uso de la 

composicion de la invencion en la elaboraciOn de un medicamento. 

Otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere a la composici6n 

de la invenciOn para su uso para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente 

la actividad funcional de un tejido o un organ° enfermo o defied°, o alternativamente,  

30 al uso de la composicion de la invencion en la elaboracion de un medicamento para 

incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de un tejido 

o un Organ° enfermo o daliado. 
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BIOMATERIAL Y TEJIDO ARTIFICIAL DE LA INVENCION 

Un tercer aspecto de la invenciOn se refiere a un biomaterial, de ahora en adelante 

"biomaterial de la invenciOn" , que comprende al menos una particula magnetica de la 

5 invencion o la composici6n de la invenciOn. 

El termino "biomateriat empleado en la presente invencion hace referencia a 

materiales aptos para entrar en contacto con los tejidos de un sujeto con propositos 

terapeuticos especificos, de diagn6stico, o con prop6sitos preventivos. Estos 

materiales deben ser biocompatibles, es decir, no deben causar ninguna respuesta 

10 adversa significativa del organismo vivo tras la interacci6n del biomaterial con los 

tejidos y fluidos corporales y, en ocasiones, debe biodegradarse, ya sea quimica o 

fisicamente, o por una combinaciOn de ambos procesos, para dar origen a 

componentes no tOxicos. El biomaterial de acuerdo a la presente invenciOn comprende 

las particulas magneticas de la invenciOn. 

15 Una realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere al biomaterial de la 

invenciOn para su uso como medicamento, o alternativamente, al uso del biomaterial 

de la invencion en la elaboraciOn de un medicamento. 

Otra realizacion preferida de este aspecto de la invenciOn se refiere al biomaterial de la 

invenciOn para su uso para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la 

20 actividad funcional de un tejido o un Organo enfermo o dariado, o alternativamente, al 

uso del biomaterial de la invenciOn en la elaboraciOn de un medicamento para 

incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de un tejido 

o un 6rgano enfermo o dariado. 

Un cuarto aspecto de la invencion se refiere a un tejido artificial, de ahora en adelante 

25 "teiido artificial de la invenciOn" , obtenible por un metodo de obtenciOn del tejido 

artificial de la invenciOn que comprende: 

a) ariadir una composici6n que comprende fibrinOgeno a una muestra 

de celulas aisladas, 

b) ariadir un agente antifibrinolitico al producto resultante del paso (a), 
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c) afiadir, at menos, un factor de coagulaciOn, una fuente de calcio, 

trombina, o cualquier combinaciOn de los anteriores al producto 

resultante del paso (b), 

d) ariadir al menos una particula magnetica de la invenciOn o una 

composici6n que comprende al menos una particula magnetica de la 

invenciOn al producto resultante del paso (c). 

e) afiadir una composici6n de un polisacarido al producto resultante del 

paso (d), 

f) cultivar celulas aisladas en o sobre el producto resultante del paso 

10 (e), y 

g) inducir la nanoestructuracion del producto resultante del paso (f). 

Las particulas magneticas que se ariaden en el paso (c), en presencia del campo 

magnetico forman columnas, y refuerzan la estructura. Es decir, tras el paso (e) se 

puede aplicar un campo un campo magnetic° para formar las estructuras y reforzar de 

15 forma adicional la elasticidad del tejido. No es necesario aplicar el campo, pero Si se 

hace se mejora la elasticidad. 

Por lo tanto, en una realizacion preferida de este aspecto de la invenciOn, despues del 

paso (e) se aplica un campo magnetic°. Preferiblemente, el campo magnetic° aplicado 

es menor de 500 kA/m, mas preferiblemente menor de 100 kA/m, y aun mas 

20 preferiblemente este comprendido entre 10 y 50 kA/m Min mucho mas 

preferentemente, este comprendido entre 16 a 48 kA/m. 

Dicho campo magnetic° se generara preferentemente en la region donde se situa el 

tejido que contiene particulas magneticas y se puede producir mediante bobinas por 

las que circula una corriente electrica continua. Preferentemente sera un campo 

25 magnetic° uniforme en el espacio en el tejido que contiene particulas magneticas 

En el paso (a) del metodo de la invenciOn se ariade una composici6n que comprende 

fibrinOgeno a celulas aisladas, preferiblemente, de un mamffero. Dichas celulas 

pueden obtenerse mediante diferentes procedimientos descritos en el estado de la 

tecnica, que pueden depender del tipo celular particular del que se trate. Algunos de 

30 estos procedimientos son, por ejemplo, pero sin limitarse, biopsia, procesado 

mecanico, tratamiento enzimatico (por ejemplo, pero sin limitarse, con tripsina o 
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colagenasa de tipo l), centrifugacion, lisis eritrocitaria, filtracion, cultivo en soportes o 

medios que favorezcan la proliferaciOn selectiva de dicho tipo celular o 

inmunocitometria. Algunos de estos procedimientos se describen en detalle en los 

Ejemplos de esta memoria. 

5 Las celulas del paso (a) pueden ser celulas diferenciadas como, por ejemplo, pero sin 

limitarse, fibroblastos, queratocitos o celulas musculares lisas, o celulas no 

diferenciadas con la capacidad para diferenciarse en dichas celulas como, por 

ejemplo, celulas madre adultas. 

En una realizacion preferida del metodo de la invencion, las celulas del paso (a) son 

10 fibroblastos o celulas no diferenciadas con la capacidad para diferenciarse en 

fibroblastos. Los fibroblastos pueden obtenerse a partir de cualquier tejido u Organ°, 

sin embargo, preferiblemente, los fibroblastos del paso (a) proceden del tejido o del 

Organo en el que va a emplearse como sustituto el tejido artificial. 

La posibilidad de que todos los componentes del tejido artificial sean de origen 

15 autOlogo permite que el transplante de dicho tejido pueda realizarse sin que sea 

necesaria la inmunosupresi6n del sujeto transplantado. Sin embargo, los componentes 

del tejido artificial tambien puedan ser de origen alogenico, es decir, pueden proceder 

de un individuo diferente a aquel al que se le va a transplanter el tejido artificial. 

Incluso la especie de la cual proceden dichos componentes, puede ser diferente; en 

20 cuyo caso se dice que su origen es xenogenico. Esto abre la posibilidad de que el 

tejido artificial este preparado de antemano cuando se necesite con urgencia, aunque 

en este caso si seria recomendable proceder a la inmunosupresiOn del sujeto al que 

se transplante el tejido artificial. 

Por lo tanto, en una realizacion preferida, las celulas del paso (a) de la invenciOn son 

25 de origen autologo. No obstante, las celulas del paso (a) tambien pueden ser de origen 

alogenico o xenogenico. 

Mediante la adiciOn a las celulas del paso (a) de los diferentes componentes descritos 

en los pasos (a)-(d) del metodo de la invenciOn, y tras dejar reposar el producto 

resultante del paso (e) en un soporte, se produce la formaci6n de una matriz que 

30 comprende fibrina, el polisacarido y, en el caso correspondiente, la proterna ariadida 

en el paso (d2) si se ha aplicado dicho paso, en la que quedan embebidas dichas 
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celulas y sobre la cual y/o en cuyo interior estas pueden crecer. Preferiblemente, las 

celulas del paso (a) crecen en el interior de dicha matriz. 

La formaci6n de una matriz de fibrina tiene lugar por la polimerizaciOn del fibrinogen° 

inducida por trombina. El fibrin6geno es una proteina de elevado peso molecular que 

5 se encuentra presente en el plasma sanguine°. La trombina es una enzima proteolitica 

que provoca la ruptura de la molecula de fibrinogen° en polipeptidos de bajo peso 

molecular y en mon6meros de fibrina. Dichos mon6meros polimerizan en dimeros y 

posteriormente se unen entre si mediante enlaces covalentes, por acciOn del factor 

XIII, previamente activado por la trombina, y en presencia de iones de calcio. 

10 La composici6n que comprende fibrinOgeno del paso (a) puede ser, por ejemplo, pero 

sin limitarse, plasma sanguine°. La composiciOn del paso (a) puede asimismo 

prepararse a partir de un derivado plasmatic°, como, por ejemplo, pero sin limitarse un 

crioprecipitado o un concentrado de fibrinOgeno. Ademas de fibrinOgeno, la 

composici6n del paso (a) puede contener otros factores de coagulaciOn. 

15 En una realizaciOn preferida, la concentraci6n de fibrinOgeno en el producto resultante 

del paso (c) es de entre 0,5 y 10 g/L, opcionalmente entre 1 y 10 g/L. En una 

realizaciOn mas preferida, la concentraciOn en el producto resultante del paso (e) es de 

entre 1 y 4 g/L, opcionalmente entre 2 y 4 g/L. No obstante, una concentraciOn menor 

o mayor tambien podria emplearse. 

20 En una realizacion preferida, el fibrinOgeno de la composicion del paso (a) o la 

composicion que comprende fibrinogen° del paso (a) es de origen autOlogo. No 

obstante, el fibrinogen° de la composici6n del paso (a) o la composiciOn que 

comprende fibrinOgeno del paso (a) tambien puede ser de origen alogenico o 

xenogenico. 

25 En una realizaciOn preferida de este primer aspecto de la invencion, la composicion 

que contiene fibrinOgeno del paso (a) es plasma sanguine°. En este caso, la 

polimerizaciOn del fibrinOgeno puede inducirse mediante la adiciOn en el paso (c) de 

una fuente de calcio. 

En una realizacion mas preferida de este primer aspecto de la invenciOn, la fuente de 

30 calcio del paso (c) es una sal de calcio como, por ejemplo, pero sin limitarse, cloruro 

calcico, gluconato calcico o una combinaci6n de ambas. La concentraciOn de la sal de 
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calcio debera ser suficiente para inducir la polimerizaciOn del fibrinOgeno. En una 

realizacion mas preferida, la sal de calcio es cloruro calcico. En una realizaciOn aun 

mas preferida, la concentraciOn de cloruro de calcio en el producto resultante del paso 

(f) es de entre 0,25 y 3 g/L, opcionalmente entre 0,5 y 4 g/L. No obstante, una 

5 concentraci6n menor o mayor tambien podria emplearse. 

El termino "factor de coaqulaciOn" , tal y como se utilize en la presente descripciOn, se 

refiere a un componente, generalmente, una proteina, presente en el plasma 

sanguine° y que interviene en la reaccion en cadena que hace posible la coagulacion. 

Son trece los factores de coagulaciOn, nombrados con numeros romanos: I: 

10 fibrinOgeno; II: protrombina; Ill: factor tisular o tromboplastina; IV: calcio; V: 

proacelerina; VI: factor inactivo o cimogeno; VII: proconvertina; VIII: factor  

antihemofflico A o factor von Willebrand; IX: factor antihemofilico B o factor de 

Christmas; X: factor de Stuart-Prower; XI: factor antihemofflico C; XII: Factor 

Hageman; XIII: Factor estabilizante de la fibrina; XIV: Fitzgerald; XV: Fletcher; XVI: 

15 plaquetas; y XVII: Somocurcio. Preferiblemente, el otro factor de coagulacion aliadido 

en el paso (c) del metodo de la presente invencion es el factor XIII. 

El polimero de fibrina puede degradarse mediante el proceso denominado fibrinolisis. 

Durante la fibrinOlisis, el plasminogen° es convertido en la enzima active plasmina, por 

el activador tisular del plasminogeno; la plasmina se une a la superficie de la fibrina a 

20 traves de sus sitios de union, para producir la degradacion del polimero de fibrina. 

Para evitar la fibrinOlisis de la matriz de fibrina, en el paso (b) de la presente invenciOn 

se afiade un agente antifibrinolitico como, por ejemplo, pero sin limitarse, acid° epsilon 

aminocaproico, acid° tranexamico o aprotinina. 

El acid° tranexamico es un producto sintetico derivado del aminoacido lisina con gran 

25 afinidad por los sitios de union de lisina del plasminOgeno; bloquea estos sitios y 

previene la uni6n del plasminOgeno activado a la superficie de fibrina, ejerciendo un 

efecto antifibrinolitico. El acid° tranexamico tiene la ventaja, frente a otros agentes 

antifibrinoliticos de origen animal, de que no transmite enfermedades. Por tanto, en 

una realizaciOn preferida, el agente antifibrinolitico es el acid° tranexamico. En una 

30 realizacion aim mas preferida, la concentraciOn de acido tranexamico en el producto 

resultante del paso (e) es de entre 0,5 y 2 g/L, preferiblemente entre 1 y 2 g/L. No 

obstante, una concentraci6n menor o mayor tambien podria emplearse. 
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Las matrices de fibrina son muy versatiles, por lo que se han empleado para la 

elaboraciOn de diferentes tejidos artificiales, sin embargo, la utilizaciOn clinica de las 

mismas se ha visto limitada debido al hecho, fundamentalmente, de su escasa 

consistencia, su dificil manipulacion y su enorme fragilidad. Por ese motivo, en el paso 

5 (e) del metodo de la invenciOn se anade un polisacarido. En general, dicho 

polisacarido se emplea para aportar resistencia y consistencia al tejido, y es 

conveniente que sea soluble en el mismo. Ejemplos de polisacaridos que pueden 

emplearse en el paso (e) del metodo de la presente invenciOn son pero, sin limitarse, 

agar-agar, agarosa, alginato, quitosano o carragenatos, o cualquier combinaci6n de 

10 los anteriores. 

La agarosa es un polisacarido formado por galactosas alfa y beta que se extrae de 

algas de generos como GeNdium o GraciHaria . La agarosa, frente a otros polisacaridos 

que pueden ser empleados en el paso (e) de la presente invenciOn, tiene la ventaja de 

que forma una matriz inerte desde el punto de vista inmunologico. Por tanto, en una 

15 realizaciOn preferida, el polisacarido del paso (e) del metodo de la invencion es 

agarosa. Existen diferentes tipos de agarosa que varian en sus propiedades fisicas y 

quirnicas como, por ejemplo, la temperatura de gelificaciOn, la fuerza del gel y/o la 

porosidad. Preferiblemente, la agarosa del paso (e) del metodo de la invencion es una 

agarosa con un punto de fusi6n bajo, es decir, una agarosa que se repolimerice y 

20 solidifique a una temperatura, preferiblemente, menor de 65 °C y, mas 

preferiblemente, menor de 40°C; de esta manera puede emplearse para preparar el 

tejido a temperaturas muy bajas, minimizando la probabilidad de muerte celular. En 

una realizaciOn mas preferida, la agarosa empleada en el paso (e) del metodo de la 

invenciOn es de tipo VII. En una realizacion aun mas preferida, la agarosa, 

25 preferiblemente, agarosa de tipo VII, en el producto resultante del paso (e) esta a una 

concentraciOn, ventajosamente, de entre 0,1 y 6 g/L, opcionalmente entre 0,2 y 6 g/L, 

preferiblemente, de entre 0,15 y 3 g/L, opcionalmente entre 0,3 y 3 g/L y mas 

preferiblemente, de entre 0,25 y 2 g/L, opcionalmente entre 0,5 y 2 g/L. No obstante, 

una concentraciOn menor o mayor tambien podria emplearse. 

30 En una realizaciOn preferida, el metodo de la invencion comprende un paso adicional 

entre el paso (b) y el paso (c) (paso (b2)) en el que se ariade una proteina. Ejemplos 

de proteinas que pueden emplearse en el paso (b2) del metodo de la presente 

invenciOn son pero, sin limitarse, fibronectina, laminina, colageno tipo VII o entactina, o 

cualquier combinaci6n de los anteriores. Estas proteinas forman parte de la matriz 
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extracelular del tejido conjuntivo de manera natural en los tejidos, por lo que las 

celulas embebidas en un tejido artificial obtenido mediante el metodo de la invenciOn, 

encuentran un micro-ambiente mas parecido al fisiologico, mejorando la adhesion, la 

diferenciaci6n y/o la supervivencia de dichas celulas. 

5 En una forma preferida de realizaciOn, la proteina que se ariade en el paso (b2) es la 

fibronectina. La fibronectina es una glicoproteina presente en la matriz extracelular 

(MEG) de la mayoria de los tejidos celulares animales desemperiando un importante 

papel en la adhesiOn de las celulas a la matriz. En una realizaciOn mas preferida, la 

proteina anadida entre el paso (b) y el paso (c) del metodo de la invenciOn es 

10 fibronectina. El objeto de esta adici6n es la de favorecer la adhesi6n de las celulas del 

paso (f) al producto resultante del paso (e). Por ejemplo, cuando el metodo de la 

invencion se emplea para preparar un tejido sustituto de cornea o una cOrnea artificial,  

la adici6n de fibronectina minimiza el desprendimiento de las celulas del epitelio 

corneal aliadidas en el paso (f) lo que supone una importante ventaja con respecto a 

15 otros metodos descritos en el estado de la tecnica. En una realizacion aCin mas 

preferida, la concentraci6n de fibronectina en el producto resultante del paso (e) es de 

entre 0,25 y 1g/L, opcionalmente entre 0,5 y 1 g/L. No obstante, una concentraciOn 

menor o mayor tambien podria emplearse. 

En una forma preferida de realizaciOn, el metodo de la invencion comprende un paso 

20 adicional (paso e2) entre los pasos (e) y (f) que comprende la adici6n de una 

composici6n que comprende una proterna al producto resultante del paso (e). 

Ejemplos de proteinas que pueden emplearse en el paso (f) del metodo de la presente 

invencion son pero, sin limitarse, colageno, reticulina o elastina. La adicion de una 

proteina entre el paso (e) y el paso (f) da lugar a tejidos que presentan una mayor 

25 densidad fibrilar a nivel del estroma, un mejor comportamiento viscolastico y un 

esfuerzo umbra! creciente. En una forma de realizaciOn aim mas preferida, la proteina 

que se afiade en el paso (e2) es colageno. 

Adernas, la adiciOn de dichas proteinas en el paso (e2) del metodo de la invencion 

mejora las propiedades fisicas (reolOgicas, mecanicas o biomecanicas) del tejido 

30 artificial obtenido. En los ejemplos de esta memoria se demuestra que en tejidos 

artificiales que comprenden fibrina, agarosa y colageno, empleando concentraciones 

crecientes de colageno mejora el comportamiento viscoelastico, lo que se pone de 
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manifiesto por un aumento del esfuerzo umbral dependiente de la concentracion de 

colageno. 

Las principales propiedades reolOgicas de un material solido o semisolido son la 

viscosidad y la elasticidad. La viscosidad es la resistencia que ofrece un fluido a la 

5 deformacion tangencial, y seria equivalente a la consistencia o la rigidez. La 

elasticidad es la propiedad mecanica de ciertos materiales de sufrir deformaciones 

reversibles cuando se encuentran sujetos a la acci6n de fuerzas exteriores, y de 

recuperar la forma original cuando cesan estas fuerzas exteriores. El analisis de estos 

parametros se realiza mediante reometria, tecnica fisica que utiliza instrumentos 

10 denominados reometros. 

El esfuerzo umbral es la fuerza mecanica necesaria para provocar una deformaci6n 

irreversible en un sOlido o un fluido. Normalmente, todos los materiales presentan una 

regi6n elastica, en la que el esfuerzo aplicado provoca una deformaciOn totalmente 

reversible cuando cesa el esfuerzo. Si ese esfuerzo supera un limite (11mite elastico), la 

15 deformacion pasa a ser irreversible, entrando en una region plastica. Finalmente, si el 

esfuerzo supera el mOdulo plastico, el material se rompe (punto de fractura). 

El colageno es una proteina de fad disponibilidad en la naturaleza y que 

biolOgicamente se caracteriza por su baja inmunicidad y elevada actividad tisular. El 

colageno forma las fibras colagenas, que son flexibles, pero ofrecen gran resistencia a 

20 la tracciOn. Los tejidos artificiales de la presente invencion, que pueden contener 

fibrina, agarosa y colageno presentan una mayor densidad fibrilar a nivel del estroma, 

un mejor comportamiento viscolastico y presentaran un esfuerzo umbral creciente 

sew:in se aumenta la concentraci6n de colageno, y mas elevado que los tejidos 

artificiales de colageno. Por tanto, en una realizacion preferida la proterna anadida en 

25 el paso (f) es colageno. 

En una realizaciOn preferida, el colageno anadido en el paso (e2) se selecciona de la 

lista que comprende: colageno tipo I, colageno tipo II, colageno tipo III, colageno tipo 

IV, colageno tipo V, colageno tipo VI, colageno tipo VII, colageno tipo VIII, colageno 

tipo IX, colageno tipo X, colageno tipo XI, colageno tipo XII, colageno tipo XIII o 

30 cualquier combinaci6n de los anteriores. En una realizacion mas preferida, el colageno 

anadido en el paso (f) se selecciona de la lista que comprende: colageno tipo I, 

colageno tipo II, colageno tipo III, colageno tipo IV, colageno tipo V, colageno tipo IX o 

cualquier combinacion de los anteriores. La selecciOn de un tipo particular de colageno 
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en el paso (f) del metodo de la invenciOn depende del tejido artificial que se desee 

preparar y se realiza en funciOn de las caracteristicas de cada colageno que son 

conocidas en el estado de la tecnica. 

Por ejemplo, la funci6n principal del colageno tipo I es la de resistencia al estiramiento, 

5 y se encuentra abundantemente en la dermis, el hueso, el tendon y la cOrnea. Asi, en 

la presente invenciOn se demuestra que la adici6n de colageno tipo I en el paso (f) 

otorga excelentes propiedades al tejido artificial cuando se quiere preparar, por 

ejemplo, pero sin limitarnos un tejido sustituto de cOrnea o una cOrnea artificial. Por 

tanto, en una realizaciOn preferida el colageno es colageno tipo I. 

10 En una realizaciOn aun mas preferida, el colageno, preferiblemente, colageno tipo I, en 

el producto resultante del paso (e) esta a una concentraciOn, ventajosamente, de entre 

0,5 y 5 g/L, preferiblemente, de entre 1,8 y 3,7 g/L, y mas preferiblemente, de entre 2,5 

y 3 g/L. No obstante, una concentraciOn menor o mayor tambien podria emplearse. 

En una realizacion particular, el colageno utilizado es un atelocolageno, es decir un 

15 colageno del cual se han eliminado las regiones terminales de estructura no helicoidal 

denominadas telopeptidos. Estos telopeptidos pueden hacer que el colageno que sea 

insoluble y son portadores de los principales determinantes antigenicos del colageno. 

El atelocolageno se obtiene, por ejemplo, mediante tratamiento proteasico con 

pepsina. 

20 Dependiendo de las concentraciones de fibrinogeno que se use en la etapa (a), de la 

concentraci6n de polisacarido que se use en la etapa (e) y, en el caso de que es 

aplique un paso (e2), de la concentraciOn de colageno que se use en la etapa (e2), el 

tejido artificial resultante de la etapa (f) puede comprender concentraciones variables 

de los dos/tres componentes. 

25 En una realizaciOn preferida, en el producto resultante del paso (f), la concentraciOn de 

fibrinOgeno es de entre 0,5 y 10 g/L, la concentracion de la agarosa, preferiblemente, 

agarosa de tipo VII, es de entre 0,1 y 6 g/L. Si se ha incluido un paso (e2), la 

concentracion del colageno, preferiblemente, colageno tipo I, es de entre 0,5 y 5 g/L. 

En otra realizacion preferida, en el producto resultante del paso (f), la concentracion de 

30 fibrinOgeno es de entre 0,5 y 10 g/L, la concentraciOn de la agarosa, preferiblemente, 

ES 2 574 655 A1

 

20



 

agarosa de tipo VII, es de entre 0,15 y 3 g/L. Si se ha incluido un paso (e2), la 

concentracion del colageno, preferiblemente, colageno tipo I, es de entre 0,5 y 5 g/L. 

En otra realizaciOn preferida, en el producto resultante del paso (f), la concentracion de 

fibrinogeno es de entre 0,5 y 10 g/L, la concentraciOn de la agarosa, preferiblemente, 

5 agarosa de tipo VII, es de entre 0,25 y 2 g/L. Si se ha incluido un paso (e2), la 

concentraciOn del colageno, preferiblemente, colageno tipo I, es de entre 0,5 y 5 g/L. 

En otra realizacion preferida, en el producto resultante del paso (e), la concentracion 

de fibrin6geno es de entre 0,5 y 10 g/L, la concentraci6n de la agarosa, 

preferiblemente, agarosa de tipo VII, es de entre 0,1 y 6 g/L. Si se ha incluido un paso 

10 (e2), la concentracion del colageno, preferiblemente, colageno tipo I, es de entre 1,8 y 

3,7 g/L. 

En otra realizaciOn preferida, en el producto resultante del paso (f), la concentraciOn de 

fibrinogeno es de entre 0,5 y 10 g/L, la concentraci6n de la agarosa, preferiblemente, 

agarosa de tipo VII, es de entre 0,15 y 3 g/L. Si se ha incluido un paso (e2), la 

15 concentracion del colageno, preferiblemente, colageno tipo I, es de entre 1,8 y 3,7 g/L. 

En otra realizacion preferida, en el producto resultante del paso (f), la concentracion de 

fibrinogeno es de entre 0,5 y 10 g/L, la concentracion de la agarosa, preferiblemente, 

agarosa de tipo VII, es de entre 0,25 y 2 g/L. Si se ha incluido un paso (e2), la 

concentraciOn del colageno, preferiblemente, colageno tipo I, es de entre 1,8 y 3,7 g/L. 

20 En otra realizaciOn preferida, en el producto resultante del paso (f), la concentraciOn de 

fibrinOgeno es de entre 0,5 y 10 g/L, la concentraci6n de la agarosa, preferiblemente, 

agarosa de tipo VII, es de entre 0,1 y 6 g/L. Si se ha incluido un paso (e2), la 

concentracion del colageno, preferiblemente, colageno tipo I, es de entre 2,5 y 3 g/L. 

En otra realizaciOn preferida, en el producto resultante del paso (f), la concentraciOn de 

25 fibrin6geno es de entre 0,5 y 10 g/L, la concentraciOn de la agarosa, preferiblemente, 

agarosa de tipo VII, es de entre 0,15 y 3 g/L. Si se ha incluido un paso (e2), la 

concentracion del colageno, preferiblemente, colageno tipo I, es de entre 2,5 y 3 g/L. 

En otra realizacion preferida, en el producto resultante del paso (f), la concentracion de 

fibrinOgeno es de entre 0,5 y 10 g/L, la concentraciOn de la agarosa, preferiblemente, 

30 agarosa de tipo VII, es de entre 0,25 y 2 g/L. Si se ha incluido un paso (e2), la 

concentraciOn del colageno, preferiblemente, colageno tipo I, es de entre 2,5 y 3 g/L. 
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En otra realizacion preferida, en el producto resultante del paso (f), la concentraci6n de 

fibrinOgeno es de entre 1 y 4 g/L, la concentraci6n de la agarosa, preferiblemente, 

agarosa de tipo VII, es de entre 0,1 y 6 g/L. Si se ha incluido un paso (e2), la 

concentraci6n del colageno, preferiblemente, colageno tipo I, es de entre 0,5 y 5 g/L. 

5 En otra realizacion preferida, en el producto resultante del paso (f), la concentraci6n de 

fibrinOgeno es de entre 1 y 4 g/L, la concentraci6n de la agarosa, preferiblemente, 

agarosa de tipo VII, es de entre 0,15 y 3 g/L. Si se ha incluido un paso (e2), la 

concentraciOn del colageno, preferiblemente, colageno tipo I, es de entre 0,5 y 5 g/L. 

En otra realizaciOn preferida, en el producto resultante del paso (f), la concentraci6n de 

10 fibrin6geno es de entre 1 y 4 g/L, la concentraci6n de la agarosa, preferiblemente, 

agarosa de tipo VII, es de entre 0,25 y 2 g/L. Si se ha incluido un paso (e2), la 

concentraci6n del colageno, preferiblemente, colageno tipo I, es de entre 0,5 y 5 g/L. 

En otra realizacion preferida, en el producto resultante del paso (f), la concentraciOn de 

fibrinogen° es de entre 1 y 4 g/L, la concentraciOn de la agarosa, preferiblemente, 

15 agarosa de tipo VII, es de entre 0,1 y 6 g/L. Si se ha incluido un paso (e2), la 

concentraciOn del colageno, preferiblemente, colageno tipo I, es de entre 1,8 y 3,7 g/L. 

En otra realizaciOn preferida, en el producto resultante del paso (f), la concentraciOn de 

fibrinogen° es de entre 1 y 4 g/L, la concentracion de la agarosa, preferiblemente, 

agarosa de tipo VII, es de entre 0,15 y 3 g/L. Si se ha incluido un paso (e2), la 

20 concentraci6n del colageno, preferiblemente, colageno tipo I, es de entre 1,8 y 3,7 g/L. 

En otra realizaciOn preferida, en el producto resultante del paso (f), la concentracion de 

fibrin6geno es de entre 1 y 4 g/L, la concentraci6n de la agarosa, preferiblemente, 

agarosa de tipo VII, es de entre 0,25 y 2 g/L. Si se ha incluido un paso (e2), la 

concentraciOn del colageno, preferiblemente, colageno tipo I, es de entre 1,8 y 3,7 g/L. 

25 En otra realizacion preferida, en el producto resultante del paso (f), la concentraciOn de 

fibrin6geno es de entre 1 y 4 g/L, la concentraci6n de la agarosa, preferiblemente, 

agarosa de tipo VII, es de entre 0,1 y 6 g/L. Si se ha incluido un paso (e2), la 

concentraci6n del colageno, preferiblemente, colageno tipo I, es de entre 2,5 y 3 g/L. 

En otra realizacion preferida, en el producto resultante del paso (f), la concentraci6n de 

30 fibrinOgeno es de entre 1 y 4 g/L, la concentracion de la agarosa, preferiblemente, 
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agarosa de tipo VII, es de entre 0,15 y 3 g/L. Si se ha incluido un paso (e2), la 

concentraciOn del colageno, preferiblemente, colageno tipo I, es de entre 2,5 y 3 g/L. 

En otra realizaciOn preferida, en el producto resultante del paso (f), la concentraciOn de 

fibrinogeno es de entre 1 y 4 g/L, la concentraci6n de la agarosa, preferiblemente, 

5 agarosa de tipo VII, es de entre 0,25 y 2 g/L. Si se ha incluido un paso (e2), la 

concentraci6n del colageno, preferiblemente, colageno tipo I, es de entre 2,5 y 3 g/L. 

Mediante la adiciOn a las celulas del paso (a) de los diferentes componentes descritos 

en los pasos (a)-(e) del metodo de la invenciOn, y tras dejar reposar el producto 

resultante del paso (f) en un soporte, se produce la formaciOn de una matriz que 

10 comprende fibrina, las particulas de la invenciOn, el polisacarido y, en el caso de que 

se haya incluido la etapa (e2), la proteina anadida en dicho paso, en la que quedan 

embebidas dichas celulas y sobre la cual y/o en cuyo interior estas pueden crecer. 

Preferiblemente, las celulas del paso (a) crecen en el interior de dicha matriz. 

Una vez realizados los pasos (a)-(e) del metodo de la invenciOn, el producto resultante 

15 del paso (e) se deja reposar en un soporte para que se produzca la formaci6n de la 

matriz que comprende la fibrina, el polisacarido y, dependiendo de si se ha Ilevado a 

cabo un paso (b2), de la proteina ariadida en dicho paso, y que tiene embebidas las 

celulas del paso (a). Soportes que pueden ser empleados son, por ejemplo, pero sin 

limitarse, placas de cultivo tisular o insertos porosos de cultivo celular. 

20 Preferiblemente, dichos soportes estaran en condiciones de esterilidad. 

El paso (f) del metodo de la invencion consiste en cultivar celulas aisladas, 

preferiblemente, de un mamifero, en o sobre el producto resultante del paso (f). Dichas 

celulas pueden obtenerse mediante diferentes procedimientos descritos en el estado 

de la tecnica y que pueden depender del tipo celular particular del que se trate. 

25 Algunos de estos procedimientos son, por ejemplo, pero sin limitarse, biopsia, 

procesado mecanico, tratamiento enzimatico (por ejemplo, pero sin limitarse, con 

tripsina o colagenasa de tipo l), centrifugaciOn, lisis eritrocitaria, filtraciOn, cultivo en 

soportes o medios que favorezcan la proliferaciOn selectiva de dicho tipo celular o 

inmunocitometria. Algunos de estos procedimientos se describen en detalle en los 

30 Ejemplos de esta invenciOn. 
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Las celulas del paso (f) pueden ser celulas diferenciadas como, por ejemplo, pero sin 

limitarse, celulas epiteliales, o celulas no diferenciadas con la capacidad para 

diferenciarse en dichas celulas como, por ejemplo, celulas madre adultas. 

En una realizaciOn preferida, las celulas diferenciadas del paso (f) son celulas 

5 epiteliales, como, por ejemplo, pero sin limitarse, queratinocitos, celulas del epitelio de 

la mucosa oral, celulas del epitelio de la vejiga, celulas del epitelio de la uretra, celulas 

del epitelio corneal o celulas endoteliales vasculares. 

Preferiblemente, los celulas epiteliales del paso (f) proceden del tejido o del 6rgano 

en el que va a emplearse como sustituto el tejido artificial. Por ejemplo, cuando el 

10 metodo de la invenciOn se emplea para preparar un tejido sustituto de piel o una piel 

artificial, las celulas epiteliales proceden, preferiblemente, de la epidermis de la piel, 

es decir, son queratinocitos; cuando se emplea para preparar una tejido sustituto de 

vejiga o una vejiga artificial, las celulas epiteliales proceden, preferiblemente, del 

epitelio de la vejiga o urotelio; cuando se emplea para preparar un tejido sustituto de 

15 uretra o una uretra artificial las celulas epiteliales proceden, preferiblemente, del 

epitelio de la uretra; cuando se emplea para preparar un tejido sustituto de cornea o 

una cOrnea artificial preferiblemente, las celulas epiteliales son celulas del epitelio 

corneal; cuando se emplea para preparar un tejido sustituto de mucosa oral, 

preferiblemente, las celulas epiteliales proceden, preferiblemente, del epitelio de la 

20 mucosa oral. 

Sin embargo, las celulas epiteliales del paso (f) tambien pueden obtenerse a partir de 

un tejido u 6rgano distinto del tejido o del organo en el que va a emplearse como 

sustituto el tejido artificial. Por ejemplo, cuando el metodo de la invenciOn se emplea 

para preparar un tejido sustituto de piel o una piel artificial, un tejido sustituto de vejiga 

25 o una vejiga artificial, un tejido sustituto de uretra o una uretra artificial, o un tejido 

sustituto de cornea o una c6rnea artificial las celulas epiteliales del paso (f) pueden ser 

celulas del epitelio de la mucosa oral. 0, por ejemplo, cuando el metodo de la 

invencion se emplea para preparar un tejido sustituto de vejiga o una vejiga artificial, o 

cuando se emplea para preparar un tejido sustituto de uretra o una uretra artificial, las 

30 celulas epiteliales pueden ser queratinocitos. 

Uno de los problemas que se asocian a la generacion de tejido artificial en laboratorio 

es la obtenciOn de un numero significativo de celulas diferenciadas, por lo que con 

frecuencia, se considera como una fuente alternativa el uso de celulas madre, con 
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capacidad para diferenciarse a dichas celulas. Se entiende por "celula madre" aquella 

que tiene una elevada capacidad para dividirse y diferenciarse morfolOgica y 

funcionalmente en distintos tipos de celulas mas especializadas. Durante el proceso 

de diferenciaci6n, una celula indiferenciada modifica su fenotipo y morfologia para 

5 convertirse en una celula diferenciada, con una estructura y funcion especializada. 

Las celulas madre se pueden clasificar atendiendo a su potencialidad, es decir, a su 

capacidad para diferenciarse en distintos tipos celulares en: (a) totipotenciales: 

capaces de diferenciarse tanto en tejido embrionario como en tejido 

extraembrionario; (b) pluripotenciales con capacidad para diferenciarse a cualquiera 

10 de los tejidos procedentes de las tres capas embrionarias (endodermo, mesodermo y 

ectodermo); (c) multipotenciales: capaces de diferenciarse a distintos tipos celulares 

derivados de una misma capa embrionaria (endodermo, mesodermo o ectodermo); y 

(d) unipotenciales: capacidad para formar un Onico linaje celular. 

Segiin su origen, las celulas madre se han dividido en: (a) embrionarias: de la masa 

15 celular interna del blastocisto en el estadio del embriOn preimplantatorio o de la cresta 

gonadal, y que son totipotenciales o pluripotenciales; y (b) adultas: en el adulto, el feto 

y el cord6n umbilical, y que son multipotenciales o unipotenciales. Dentro de las 

celulas madre adultas, nos encontramos con las celulas madre mesenquimales, que 

se encuentran repartidas en el tejido conectivo de diversos 6rganos, como, por 

20 ejemplo, pero sin limitarse, la medula osea, la sangre periferica, el tejido adiposo o el 

cord6n umbilical. En una realizaciOn preferida, las celulas madre adultas son celulas 

madre adultas de la medula Osea, del tejido adiposo o del cord6n umbilical. 

El cordon umbilical constituye una interesante fuente de celulas madre adultas, debido 

a que, a diferencia de las celulas madre adultas obtenidas de otras fuentes; (a) su 

25 metodo de obtencion no es invasivo ni doloroso; y (b) su capacidad proliferativa y su 

potencial de diferenciaciOn no disminuye como consecuencia del proceso de 

envejecimiento. Entre las diferentes fuentes de celulas madre del cord6n umbilical 

destacan las Ilamadas celulas madre de la gelatina de Wharton del cordOn umbilical, 

por: (a) su gran capacidad de proliferacion y a su rapidez de expansi6n en cultivo; y (b) 

30 la baja expresi6n del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase I y ausencia de 

expresi6n del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase II, lo que las convierte 

en buenas candidatas para la terapia celular alogenica. 
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Por tanto, en otra realizaciOn preferida, las celulas del paso (f) son celulas madre de 

la gelatina de Wharton del cordon umbilical. Estas celulas expresan en su superficie 

diversos marcadores caracteristicos de las celulas mesenquimales como, por 

ejemplo, SH2, SH3, CD10, CD13, CD29, CD44, CD54, CD73, CD90, CD105 o 

5 CD166, y son negativos para marcadores del linaje hematopoyetico, como por 

ejemplo, CD31, CD34, CD38, CD40 o CD45. Las celulas madre de la gelatina de 

Wharton del cordOn umbilical pueden diferenciarse, por ejemplo, a condroblastos, 

osteoblastos, adipocitos, precursores neurales, cardiomiocitos, celulas del mCisculo 

esqueletico, celulas endoteliales o hepatocitos. 

10 Las celulas madre adultas pueden ser caracterizadas mediante la identificaciOn de 

protefnas de superficie y/o intracelulares, genes, y/u otros marcadores indicativos de 

su estado indiferenciado, mediante diferentes procedimientos que son conocidos en el 

estado de la tecnica como, por ejemplo, pero sin limitarse, inmunocitometria, analisis 

inmunocitoquirnico, analisis por northern blot, RT-PCR, analisis de expresiOn genica 

15 en microarrays, estudios proteOmicos o analisis por differential display. 

Las celulas madre pueden ser inducidas a diferenciarse in vitro para dar lugar a 

celulas que expresen, al menos, una o mas caracteristicas propias de celulas 

diferenciadas. Ejemplos de celulas diferenciadas a las que pueden diferenciarse las 

celulas madre, pero sin limitarse, son fibroblasto, queratinocito, celula del urotelio, 

20 celula del epitelio de la uretra, celula del epitelio corneal, celula del epitelio de la 

mucosa oral, condroblasto, osteoblasto, adipocito o neurona. En una realizacion 

preferida de la invenciOn, la celula diferenciada a partir de la celula madre multipotente 

de la invencion expresa una o mas caracterfsticas propias de una celula diferenciada 

seleccionada de la lista que comprende: fibroblasto, queratinocito, celula del urotelio, 

25 celula del epitelio de la uretra, celula del epitelio corneal, celula del epitelio de la 

mucosa oral, condroblasto, osteoblasto, adipocito o neurona. 

Las celulas diferenciadas pueden ser caracterizadas mediante la identificaciOn de 

protefnas de superficie y/o intracelulares, genes, y/u otros marcadores indicativos de 

su estado diferenciado, mediante diferentes procedimientos que son conocidos en el 

30 estado de la tecnica como, por ejemplo, pero sin limitarse, inmunocitometria, analisis 

inmunocitoqufmico, analisis por northern blot, RT-PCR, analisis de expresi6n genica 

en microarrays , estudios prote6micos o analisis por differential display. 
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En una realizaciOn preferida, las celulas del paso (f) de la invenciOn son de origen 

autologo. No obstante, las celulas del paso (f) tambien pueden ser de origen alogenico 

o xenogenico. 

Sobre el producto resultante del paso (e) y/o en su interior las celulas del paso (f) son 

5 capaces de proliferar. Preferiblemente, las celulas del paso (f) proliferan sobre la 

superficie del producto resultante del paso (e). 

Las celulas del paso (f) se dejan proliferar hasta que alcanzan un numero adecuado 

hasta que alcanzan, tipicamente, al menos, un 70% de confluencia, ventajosamente, al 

menos, un 80% de confluencia, preferiblemente, al menos, un 90% de confluencia, 

10 mas preferiblemente, al menos, un 95% de confluencia y, man mas preferiblemente, al 

menos, un 100% de confluencia. Durante el tiempo que las celulas se mantienen en 

cultivo, el medio de cultivo en el que se encuentran puede ser parcial o totalmente 

reemplazado por medio nuevo para reemplazar ingredientes agotados y eliminar 

metabolitos y catabolitos potencialmente daninos. 

15 Para la correcta diferenciaci6n de algunos tipos celulares puede ser necesario un paso 

adicional. Por ejemplo, en el caso de las celulas del epitelio de la mucosa oral, los 

queratinocitos o las celulas del epitelio corneal, puede ser necesario exponer la 

superficie epitelial al aire para promover la correcta estratificacion y maduraciOn del 

epitelio manteniendo la matriz que comprende las celulas del paso (a) sumergida en 

20 medio de cultivo (tecnica aire liquido). 

Por tanto, en una realizaciOn preferida, el metodo de la invenciOn, ademas de los 

pasos (a)-(g) descritos anteriormente comprende un paso adicional en el que el 

producto resultante del paso (f) se expone al aire. En general, el metodo de la 

invenciOn incluye este paso cuando se emplea para obtener un tejido artificial que 

25 sirva para reemplazar a un tejido natural cuyo epitelio se encuentra expuesto 

normalmente al contacto con el aire como, por ejemplo, pero sin limitarnos, la piel, la 

cornea, la mucosa oral, la uretra o la vagina. Preferiblemente, este paso se realiza 

cuando se prepara un tejido sustituto de piel o una piel artificial, o cuando se prepara 

un tejido sustituto de cornea o una cOrnea artificial, o cuando se prepara un tejido 

30 sustituto de mucosa oral o una mucosa oral artificial. 

Una de las innovaciones mas importantes del metodo de la invencion consiste en la 

existencia de un paso (g) en el que se induce la nanoestructuraci6n del producto 
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resultante del paso (f). La expresion "nanoestructuraciOn" , tal y como se utiliza en la 

presente descripciOn, se refiere a una modificaciOn estructural consistente en la 

generacion de enlaces de tamario inferior a una micra entre las fibras de fibrina y entre 

estas y las moleculas de agarosa. Este proceso de nanoestructuracion permite obtener 

5 tejidos artificiales que muestran de forma inesperada propiedades ventajosas con 

respecto a los biomateriales no estructurados. En concreto, los biomateriales 

sometidos a un proceso de nanoestructuraciOn segim la presente invenciOn presentan 

(i) una mejora significativa de las propiedades biomecanicas del tejido, lo que permite 

la manipulaciOn del tejido nanoestructurado y supone una mejora sustancial y no 

10 esperada de las propiedades reologicas del biomaterial, caracteizada como una mayor 

resistencia y una mayor elasticicidad; (ii) una mejora sustancial de la manipulabilidad 

del tejido nanoestructurado, lo cual permitiO su manipulaciOn quirOrgica, la sutura al 

lecho receptor y el implante en animales de experimentaciOn, (iii) una mejora 

significativa de la transparencia de los tejidos sometidos a nanoestructuraciOn, lo que 

15 no es en absoluto previsible puesto que los tejidos nanoestructurados son mas densos 

y mas pobres en contenido de agua que los tejidos no nanoestructurados y (iv) una 

mejor resultado clinic° una vez implantados en animales de laboratorio relacionado, 

por un lado, con la mayor eficacia del implante clinics° debido a las adecuadas 

propiedades biomecanicas del biomaterial y, por otro lado, con el hecho de que los 

20 biomateriales sometidos a nanoestructuracion presentan una mayor densidad de fibras 

por mm2 y, por tanto, presentan mas lenta remodelaciOn por parte del organismo 

receptor. 

En una realizaciOn preferida, la inducciOn de la nanoestructuraciOn del paso (g) 

comprende la deshidrataciOn y/o la compresiOn mecanica del producto resultante del 

25 paso (f). El objetivo del paso (g) es generar una modificaciOn estructural entre las 

fibras de fibrina y las moleculas de agarosa del tejido artificial para alcanzar niveles 

optimos de consistencia y elasticidad, que no se obtienen mediante otros metodos 

descritos en el estado de la tecnica. El resultado final es una modificaciOn irreversible 

de las fibras que genera unas cualidades biomecanicas muy favorables para la 

30 manipulaciOn quirOrgica y el implante clinic°. 

El termino "deshidrataciOn" se refiere a una eliminacion parcial y/o total del fluido 

intersticial del producto resultante del paso (f). Por ejemplo, la cantidad de fluido 

intersticial eliminado del producto resultante del paso (f) puede ser de, al menos, un 

50%, al menos, un 60%, al menos, un 70%, al menos, un 80%, al menos, un 90% o, al 
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menos, un 99% del fluido intersticial contenido originalmente en el producto resultante 

del paso (f). 

La deshidrataci6n del producto resultante del paso (f) puede conseguirse por medio de 

cualquier procedimiento ffsico o quimico. En una realizaciOn preferida, la 

5 deshidrataci6n del producto resultante del paso (f) comprende un procedimiento 

seleccionado de la lista que comprende: drenaje, evaporaciOn, succion, presion 

capilar, Osmosis o electro-osmosis. 

El liquido intersticial puede ser eliminado mediante la inclinacion del producto 

resultante del paso (f); el liquid° intersticial es entonces drenado debido al efecto de 

10 la gravedad y el gradiente. 

El liquid° puede ser eliminado mediante succi6n, Por ejemplo, aplicando vaclo 

mediante una bomba mecanica a la superficie donde se encuentra el producto 

resultante del paso (f). 

El liquido intersticial puede ser eliminado mediante evaporaciOn, por ejemplo, 

15 incubando el producto resultante del paso (f) en condiciones que promueven la 

evaporaciOn, por ejemplo, a una presi6n menor que la presi6n atmosferica y/o a una 

temperatura mayor que la temperatura ambiente. 

El liquido intersticial tambien puede ser eliminado empleando un agente osm6tico 

con tendencia a absorber agua como, por ejemplo, pero sin limitarse, una soluciOn de 

20 cloruro s6dico hiperosmolar, separando al producto resultante del paso (f) de esta 

solucion mediante una membrana semipermeable, una esponja u otro material 

secante. 

En una realizaciOn preferida, el liquid° intersticial puede ser eliminado mediante 

presiOn capilar, por ejemplo, mediante la aplicacion de un material absorbente al 

25 producto resultante del paso (f). Algunos ejemplos de material absorbente que 

podrian ser empleados en el paso (g) de la invencion, pero sin limitarse, son papel de 

filtro, papel 3M de la casa comercial Whatman, fibra de celulosa, o tela absorbente. 

Preferiblemente, el material absorbente estara esterilizado. 

El tiempo requerido para la deshidrataci6n dependera del procedimiento o 

30 procedimientos empleados, y puede ser determinado con facilidad por un experto en 

la materia. La idoneidad del tejido artificial obtenido mediante la aplicaciOn de un 
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determinado procedimiento de deshidrataciOn durante un determinado periodo de 

tiempo puede comprobarse mediante diversos metodos de evaluacion conocidos en 

el estado de la tecnica como, por ejemplo, pero sin limitarse, los descritos en los 

ejemplos de esta memoria. 

5 El liquido intersticial tambien puede ser eliminado mediante la compresiOn mecanica 

del producto resultante del paso (f). La compresiOn mecanica del producto resultante 

del paso (f) ademas puede servir para dar al producto resultante del paso (f) una 

forma definida deseada. 

La compresion del producto resultante del paso (e) puede realizarse mediante 

10 cualquier procedimiento descrito en el estado de la tecnica. Puede emplearse un 

procedimiento de compresi6n "estatico", donde el producto resultante del paso (f) 

permanece estacionario como, por ejemplo, pero sin limitarse, la aplicaciOn de una 

carga estatica (por ejemplo, un peso muerto), un hidraulico o una leva. Tambien 

puede emplearse un procedimiento de compresi6n "dinamico", donde el producto 

15 resultante del paso (f) se mueve durante la compresiOn como, por ejemplo, mediante 

la aplicaciOn de uno o mas rodillos o mediante la extrusi6n a traves de un orificio 

constrictor. 

La compresion mecanica del producto resultante del paso (f) puede realizarse 

mediante extrusion, por ejemplo, mediante el paso del producto resultante del paso 

20 (f) a traves de un orificio que lo constritia, por ejemplo, una camera c6nica. La 

camera conica puede tener paredes porosas, de manera que permitiria la eliminacion 

del fluido intersticial del producto resultante del paso (f) mientras este pasa a su 

traves. 

La compresiOn del producto resultante del paso (f) puede realizarse mediante la 

25 centrifugaciOn del producto resultante del paso (f). Por ejemplo, el producto 

resultante del paso (f) puede colocarse sobre un tubo con el fondo poroso, de 

manera que, edemas de la compresi6n mecanica, se produciria la eliminaciOn del 

liquid° intersticial del producto resultante del paso (f). 

La compresion del producto resultante del paso (f) puede realizarse mediante la 

30 aplicaciOn de un globo en su interior para comprimir el producto resultante del paso (f) 

contra una superficie sOlida. La superficie sOlida puede, por ejemplo, formar un tubo 

alrededor del producto resultante del paso (e, permitiendo la formaciOn de un tejido 
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artificial tubular. 

En una realizaciOn preferida, la compresion del producto resultante del paso (f) 

comprende la aplicacion de un peso encima del producto resultante del paso (f), de 

manera que se ejerce una acci6n mecanica de presiOn sobre el tejido. Resulta 

5 evidente que cuanto mayor sea el peso menor sera el tiempo necesario para obtener 

un tejido artificial con las caracteristicas apropiadas. El peso empleado para la 

compresiOn puede tener una superficie plana o puede colocarse sobre un material 

que tenga una superficie plana, por ejemplo, plastic°, ceramica, metal o madera. 

En la figura 1 de la presente memoria se muestra un esquema no limitativo de cOmo 

10 puede realizarse la nanoestructuraciOn del producto resultante del paso (f) mediante 

su deshidrataci6n y compresi6n. En dicho esquema puede observarse como la 

nanoestructuraci6n puede obtenerse situando el producto resultante del paso (f) 

entre dos papeles de filtro esteril, y colocando sobre el mismo un peso de 

aproximadamente 250 g (equivalente a aproximadamente 2.000 N1m2) sobre una 

15 superficie plana de vidrio esteril durante aproximadamente 10 minutos; entre el tejido 

y el papel de filtro sobre el que se coloca el peso se puede disponer un material 

poroso para evitar que el producto resultante del paso (f) se adhiera al papel de filtro. 

El material empleado para evitar la adherencia debe ser poroso para permitir la 

salida de agua desde el tejido hacia el agente deshidratante: dicho material poroso 

20 empleado para evitar la adherencia puede ser, por ejemplo, pero sin limitarse, una 

membrana de policarbonato, nylon, vidrio, ceramica o metal perforado. 

En una realizaciOn preferida, la compresi6n del producto resultante del paso (f) 

comprende la aplicacion de una presiOn sobre el mismo. Preferiblemente, la magnitud 

de la presiOn es de entre 1.000 y 5.000 N1m2, mas preferiblemente, de entre 1.500 y 

25 2.500 N1m2 y, aim mas preferiblemente, de aproximadamente 2.000 N/m2. La 

aplicacion de dicha presi6n puede hacerse manual, autornatica o semi-

automaticamente. El tiempo que se necesita ejercer la presi6n depende de la magnitud 

de la presi6n aplicada y puede ser determinado con facilidad por un expert° en la 

materia. Resulta evidente que cuanto mayor sea la presion menor sera el tiempo 

30 necesario para obtener un tejido artificial con las caracteristicas apropiadas. La 

idoneidad del tejido artificial obtenido mediante la aplicacion de una determinada 

magnitud de presiOn durante un determinado period° de tiempo puede comprobarse 
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mediante diversos metodos de evaluacion conocidos en el estado de la tecnica como, 

por ejemplo, pero sin limitarse, los descritos en los ejemplos de esta memoria. 

Para inducir la nanoestructuraci6n del producto resultante del paso (f) pueden 

emplearse uno o mas procedimientos, de manera secuencial o simultanea. El tiempo 

5 requerido para la nanoestructuraciOn puede ser menor de 12 horas, menor de 6 horas, 

menor de 3 horas, menor de 1 hora, menor de 30 minutos, menor de 10 minutos, 

menor de 2 minutos o menor de 1 minuto. El tiempo requerido para la 

nanoestructuraciOn dependera del procedimiento o procedimientos empleados, y 

puede ser determinado con facilidad por un experto en la materia. La idoneidad del 

10 tejido artificial obtenido mediante la aplicacion de un determinado procedimiento 

durante un determinado periodo de tiempo puede comprobarse mediante diversos 

metodos de evaluacion conocidos en el estado de la tecnica como, por ejemplo, pero 

sin limitarse, los descritos en los ejemplos de esta memoria. 

Teiido artificial de la invencion 

15 Un quinto aspecto de la presente invencion, se refiere a un tejido artificial obtenible 

por el metodo de la invenciOn anteriormente descrito (de ahora en adelante, "teed° 

artificial de la invencion" ) . 

En una realizaciOn preferida de este quinto aspect° de la invencion, el tejido artificial 

de la invenciOn es un tejido sustituto de piel o una piel artificial. 

20 En otra realizacion preferida de este quinto aspecto de la invencion, es un tejido 

sustituto de vejiga o una vejiga artificial. 

En otra realizaciOn preferida de este quinto aspecto de la invenciOn, el tejido artificial 

de la invencion es un tejido sustituto de uretra o una uretra artificial. 

En otra realizaciOn preferida de este quinto aspecto de la invenciOn, el tejido artificial 

25 de la invenciOn es un tejido sustituto de cornea o una cOrnea artificial. 

En otra realizaciOn preferida de este quinto aspecto de la invencion, el tejido artificial 

de la invencion es un tejido sustituto de una mucosa o una mucosa artificial. 

El tejido artificial obtenible por el metodo de la invencion se puede cortar en el tamario 

deseado y/o disponer en una conformacion adecuada para su uso. 
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Previamente a su uso, puede evaluarse la idoneidad del tejido artificial de la invenciOn 

para ejercer su funci6n, por ejemplo, pero sin limitarse, mediante cualquiera de los 

procedimientos descritos en los ejemplos de la presente descripciOn. 

5 USOS DEL BIOMATERIAL Y DEL TEJIDO ARTIFICAL DE LA INVENCION EN LA 

EVALUACION DE PRODUCTOS FARMACOLOGICOS 0 QUIMICOS 

Los farmacos y productos quimicos deben ser evaluados antes de su comercializaciOn 

en animales de experimentaciOn. A este respecto, son varios los informes y directivas 

aprobados por la UniOn Europea que tratan de restringir o incluso prohibir la 

10 experimentacion con animales en el sector de los productos cosmeticos (Directiva 

76/768/CEE del Consejo Europeo relativa a la aproximaciOn de las legislaciones de los 

Estados Miembros en materia de productos cosmeticos), y es de esperar que la 

prohibicion total sea efectiva durante los prOximos anos. La Union Europea apoya 

todas las medidas cuyo objetivo principal sea el bienestar de los animales utilizados 

15 con fines experimentales y para lograr metodos cientificos de sustituciOn para reducir 

al minim° el nomero de animales utilizados en experimentaci6n (Decisi6n 

1999/575/CE del Consejo, de 23 de marzo de 1998, relativa a la celebraciOn por la 

Comunidad del Convenio Europeo sobre la protecci6n de los animales vertebrados 

utilizados para experimentaci6n y otros fines cientificos - Diario Oficial L 222 de 

20 24.08.1999). 

Por tanto, un sexto aspecto de la invencion se refiere al uso del tejido artificial de la 

invenciOn para la evaluaciOn de un producto farmacolOgico y/o quimico. 

USOS TERAPEUTICOS DEL BIOMATERIAL Y DE LOS TEJIDOS ARTIFICIALES DE 

25 LA INVENCION 

Una enfermedad infecciosa, inflamatoria, genetica o degenerativa, un dafio fisico o 

quimico, o una interrupci6n del flujo sanguine°, pueden dar lugar a una perdida de 

celulas de un tejido o un 6rgano. Esta perdida celular conllevaria una alteraciOn de la 

funci6n normal de dicho tejido u 6rgano; y por consiguiente, conduciria al desarrollo de 

30 enfermedades o secuelas fisicas que merman la calidad de vida de la persona. Por 

tanto, es importante tratar de regenerar o y restablecer la fund& normal de dichos 
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tejidos u 6rganos. El tejido o el 6rgano dead° pueden ser sustituidos por un tejido u 

organ° nuevo que haya sido fabricado en el laboratorio mediante tecnicas de 

ingenieria tisular. El objetivo de la ingenieria tisular es la construcci6n de tejidos 

biolOgicos artificiales y la utilizacion con fines medicos de los mismos para restaurar, 

5 sustituir o incrementar las actividades funcionales de tejidos y Organos enfermos. La 

utilidad terapeutica de este tipo de tecnicas es practicamente ilimitada con 

aplicaciones en todos los campos. El empleo de las tecnicas de ingenieria tisular 

permite disminuir las listas de espera de tejidos y organos, con la consiguiente 

disminuci6n de la morbi-mortalidad de la enfermedad en el receptor. L6gicamente, 

10 tambien tiene como consecuencia una disminuci6n de la morbi-mortalidad en los 

donantes de organos. Por otra parte, existen numerosas ventajas asociadas a la 

utilizaciOn de celulas o tejidos autologos en la ingenieria tisular, destacando: (a) una 

reducciOn significative del numero de infecciones del donante al receptor por agentes 

infecciosos; y (b) la ausencia de rechazo inmune injerto contra huesped, por lo que el 

15 paciente no tiene necesidad de tomar tratamiento inmunosupresor, evitandose los 

efectos secundarios y los problemas asociados a la inmunodepresiOn. 

Por tanto, un septimo aspecto de la invencion se refiere al uso del tejido artificial de la 

invenciOn para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad 

funcional de un tejido o un 6rgano enfermo o defied°. 

20 El tejido artificial de la invenciOn puede emplearse para incrementar, restaurar o 

sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de cualquier tejido u Organ° enfermo 

o dafiado de un organismo vivo. El tejido o el organ° pueden ser internos como, por 

ejemplo, pero sin limitarse, la uretra o la vejiga, o externos como, por ejemplo, pero sin 

limitarse, la cOrnea o la piel. En una realizaciOn preferida, el tejido o el 6rgano defied° 

25 se seleccionan de la lista que comprende: piel, vejiga, uretra, cornea, mucosa, 

conjuntiva, pared abdominal, conjuntiva, timpano, faringe, laringe, intestino, peritoneo, 

ligamento, tend6n, hueso, meninge o vagina. El tejido o el 6rgano pueden estar 

enfermos o dafiados como consecuencia de una disfunciOn, una lesion o una 

enfermedad, por ejemplo, pero sin limitarse, una enfermedad infecciosa, inflamatoria, 

30 genetica o degenerative; un dalio fisico como un traumatismo o una intervencion 

quirurgica, un daft quimico o una interrupci6n del flujo sanguine°. 

Una realizacion preferida de este septimo aspecto se refiere al uso del tejido artificial 

de la invenciOn para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad 
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funcional de una piel. Una realizacion mas preferida refiere al uso del tejido artificial de 

la invencion para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad 

funcional de una piel enferma o danada como consecuencia de una disfunci6n, una 

lesiOn o una enfermedad seleccionada de la lista que comprende: una herida, una 

5 Olcera, una quemadura, una neoplasia benigna o maligna, una infecciOn, una 

contusion, un traumatismo, una causticaciOn o una malformacion congenita. 

Una realizaciOn preferida de este septimo aspecto se refiere al uso del tejido artificial 

de la invenciOn para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad 

funcional de una vejiga. Una realizacion mas preferida refiere al uso del tejido artificial 

10 de la invencion para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad 

funcional de una vejiga enferma o danada como consecuencia de una disfunci6n, una 

lesiOn o una enfermedad seleccionada de la lista que comprende: una neoplasia 

benigna o maligna, una infecci6n, un traumatismo, una malformaciOn congenita (como 

por ejemplo, pero sin limitarse, una extrofia vesical, una extrofia de cloaca o una 

15 microvejiga), una vejiga neur6gena, una incontinencia urinaria, una disfunciOn vesical, 

una infeccion o una litiasis vesical. 

Una realizacion preferida de este septimo aspecto se refiere al uso del tejido artificial 

de la invencion para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad 

funcional de una uretra. Una realizaciOn mas preferida refiere al uso del tejido artificial 

20 de la invenciOn para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad 

funcional de una uretra enferma o danada como consecuencia de una disfunci6n, una 

lesion o una enfermedad seleccionada de la lista que comprende: una neoplasia 

benigna o maligna, una infecciOn, un traumatismo, una malformaciOn congenita (como 

por ejemplo, pero sin limitarse, un hispospadias o un epispadias) o una estenosis. 

25 Una realizaciOn preferida de este septimo aspecto se refiere al uso del tejido artificial 

de la invencion para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad 

funcional de una c6rnea. Una realizaciOn mas preferida refiere al uso del tejido artificial 

de la invencion para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad 

funcional de una cOrnea enferma o dafiada como consecuencia de una disfuncion, una 

30 lesiOn o una enfermedad seleccionada de la lista que comprende: una Olcera corneal, 

un queratocono, un queratoglobo, un descematocele, un traumatismo, una 

causticacion, una insuficiencia limibica, una queratitis atrOfica, una distrofia corneal, 
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una queratopatia primaria o secundaria, una infecci6n, un leucoma, una queratopatia 

bullosa, un fallo endotelial corneal o una neoplasia benigna o maligna. 

Una realizaciOn preferida de este septimo aspecto se refiere al uso del tejido artificial 

de la invencion para la elaboraciOn de un medicamento para incrementar, restaurar o 

5 sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de una mucosa, preferiblemente de 

una mucosa oral. Una realizaciOn aun mas preferida se refiere al uso del tejido artificial 

de la invencion para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad 

funcional de una mucosa oral enferma o dariada como consecuencia de una 

disfunciOn, una lesion o una enfermedad seleccionada de la lista que comprende: una 

10 herida, una Olcera, una quemadura, una neoplasia benigna o maligna, una infecci6n, 

una contusiOn, un traumatismo, una causticacion, una malformacion congenita, una 

perdida de sustancia o una enfermedad periodontal. En una forma preferida de 

realizacion, el tejido que se usa para incrementar, restaurar o sustituir parcial o 

totalmente la actividad funcional de una mucosa es un tejido que ha sido sometido a 

15 un paso (e2) de adicion de una proteina entre el paso (e) y el paso (f). En una forma 

de realizaciOn aun mas preferida, dicho paso se Ileva a cabo mediante la adiciOn de 

una composici6n que comprende colageno al material obtenido en la etapa (e) tal y 

como se indico en detalle anteriormente. 

Un septimo aspecto de la presente invencion se refiere al uso del tejido artificial de la 

20 invenciOn para la elaboraciOn de un medicamento. 

Dicho medicamento es un medicamento de terapia celular somatica. Se entiende por 

" terapia celular sornatica" la utilizacion de celulas somaticas vivas, autologas, 

alogenicas o xenogenicas, cuyas caracteristicas biolOgicas han sido alteradas 

sustancialmente como resultado de su manipulacion, para obtener un efecto 

25 terapeutico, de diagnOstico o preventivo, por medios metabolicos, farmacolOgicos o 

inmunolOgicos. Entre los medicamentos de terapia celular somatica se encuentran, por 

ejemplo, pero sin limitarse: celulas manipuladas para modificar sus propiedades 

inmunolOgicas, metabOlicas o funcionales de otro tipo en aspectos cualitativos o 

cuantitativos; celulas clasificadas, seleccionadas y manipuladas, que se someten 

30 posteriormente a un proceso de fabricaciOn con el fin de obtener el producto 

terminado; celulas manipuladas y combinadas con componentes no celulares (por 

ejemplo, matrices o productos sanitarios biolOgicos o inertes) que ejercen la acci6n 

pretendida en principio en el producto acabado; derivados de celulas autologas 

ES 2 574 655 A1

 

36



 

expresadas ex vivo (in vitro) en condiciones especificas de cultivo; o celulas 

modificadas geneticamente o sometidas a otro tipo de manipulaciOn para expresar 

propiedades funcionales homOlogas o no homOlogas anteriormente no expresadas. 

Un septimo aspect° de la presente invenciOn se refiere al uso del tejido artificial de la 

5 invenciOn para la elaboracion de un medicamento para incrementar, restaurar o 

sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de un tejido o un organ°. En una 

realizacion preferida, el tejido o el 6rgano dariado se seleccionan de la lista que 

comprende: piel, vejiga, uretra, cOrnea, mucosa, conjuntiva, pared abdominal, 

conjuntiva, timpano, faringe, laringe, intestino, peritoneo, ligamento, tendon, hueso, 

10 meninge o vagina. 

Una realizaciOn preferida de este septimo aspecto se refiere al uso del tejido artificial 

de la invencion para la elaboraciOn de un medicamento para incrementar, restaurar o 

sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de un tejido o un 6rgano enfermo o 

danado como consecuencia de una enfermedad infecciosa, inflamatoria, genetica o 

15 degenerativa, un deo fisico o quimico o una interrupci6n del flujo sanguineo. 

Una realizaciOn mas preferida de este septimo aspecto se refiere al uso del tejido 

artificial de la invenciOn para la elaboracion de un medicamento para incrementar, 

restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de una piel. Una 

realizacion aiin mas preferida se refiere al uso del tejido artificial de la invencion para 

20 la elaboracion de un medicamento para incrementar, restaurar o sustituir parcial o 

totalmente la actividad funcional de una piel enferma o dariada como consecuencia de 

una disfunciOn, una lesiOn o una enfermedad seleccionada de la lista que comprende: 

una herida, una ulcer-a, una quemadura, una neoplasia benigna o maligna, una 

infeccion, una contusiOn, un traumatismo, una causticaci6n o una malformacion 

25 congenita. 

Una realizaciOn mas preferida de este septimo aspecto se refiere al uso del tejido 

artificial de la invenciOn para la elaboracion de un medicamento para incrementar, 

restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de una vejiga. Una 

realizaciOn aun mas preferida de este septimo aspecto se refiere al uso del tejido 

30 artificial de la invenciOn para la elaboraciOn de un medicamento para incrementar, 

restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de una vejiga enferma o 

daiiada como consecuencia de una disfunciOn, una lesion o una enfermedad 

seleccionada de la lista que comprende: una neoplasia benigna o maligna, una 
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infecciOn, un traumatismo, una malformaciOn congenita (como por ejemplo, pero sin 

limitarse, una extrofia vesical, una extrofia de cloaca o una microvejiga), una vejiga 

neurOgena, una incontinencia urinaria, una disfunciOn vesical, una infecci6n o una 

litiasis vesical. 

5 Una realizacion mas preferida de este septimo aspecto se refiere al uso del tejido 

artificial de la invenciOn para la elaboraciOn de un medicamento para incrementar, 

restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de una uretra. Una 

realizaciOn aCin mas preferida de este septimo aspecto se refiere al uso del tejido 

artificial de la invencion para la elaboraciOn de un medicamento para incrementar, 

10 restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de una uretra enferma o 

datiada como consecuencia de una disfunci6n, una lesion o una enfermedad 

seleccionada de la lista que comprende: una neoplasia benigna o maligna, una 

infeccion, un traumatismo, una malformaciOn congenita (como por ejemplo, pero sin 

limitarse, un hispospadias o un epispadias) o una estenosis. 

15 Una realizacion mas preferida de este septimo aspecto se refiere al uso del tejido 

artificial de la invencion para la elaboracion de un medicamento para incrementar, 

restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de una cornea. Una 

realizacion aun mas preferida de este septimo aspecto se refiere al uso del tejido 

artificial de la invenciOn para la elaboraciOn de un medicamento para incrementar, 

20 restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de una c6rnea enferma o 

danada como consecuencia de una disfunciOn, una lesiOn o una enfermedad 

seleccionada de la lista que comprende: una ClIcera corneal, un queratocono, un 

queratoglobo, un descematocele, un traumatismo, una causticacion, una insuficiencia 

limibica, una queratitis atrOfica, una distrofia corneal, una queratopatia primaria o 

25 secundaria, una infecciOn, un leucoma, una queratopatia bullosa, un fallo endotelial 

corneal o una neoplasia benigna o maligna. 

Una realizacion mas preferida de este septimo aspecto se refiere al uso del tejido 

artificial de la invencion para la elaboraciOn de un medicamento para incrementar, 

restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de una mucosa, 

30 preferiblemente una mucosa oral. Una realizaciOn aun mas preferida se refiere al uso 

del tejido artificial de la invenciOn para la elaboracion de un medicament° para 

incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de una 

mucosa oral enferma o danada como consecuencia de una disfunci6n, una lesion o 
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una enfermedad seleccionada de la lista que comprende: una herida, una Olcera, una 

quemadura, una neoplasia benigna o maligna, una infecciOn, una contusiOn, un 

traumatismo, una causticaciOn, una malformaciOn congenita, una perdida de sustancia 

o una enfermedad periodontal. En una forma preferida de realizaciOn, el tejido que se 

5 para la elaboraciOn de un medicamento para incrementar, restaurar o sustituir parcial o 

totalmente la actividad funcional de una mucosa es un tejido que ha sido sometido a 

un paso (e2) de adicion de una proteina entre el paso (d) y el paso (f). En una forma 

de realizacion aun mas preferida, dicho Paso se Ileva a cabo mediante la adiciOn de 

una composici6n que comprende colageno al material obtenido en la etapa (e) tal y 

10 como se indic6 en detalle anteriormente. 

Un octavo aspect° de la invencion se refiere a una composici6n farmaceutica que 

comprende el tejido artificial de la invencion. 

Una realizacion preferida de este octavo aspecto de la invencion se refiere a una 

composici6n farmaceutica que comprende el tejido artificial de la invenciOn para su uso 

15 en terapia celular somatica. 

Una realizacion mas preferida de este octavo aspecto de la invencion se refiere a una 

composici6n farmaceutica que comprende el tejido artificial de la invenciOn para 

incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de un tejido 

o un 6rgano. 

20 Una realizaciOn preferida de este octavo aspecto de la invenciOn se refiere a una 

composiciOn farmaceutica que comprende el tejido artificial de la invenciOn para 

incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de un tejido 

o un organ° enfermo o daiiado como consecuencia de una enfermedad infecciosa, 

inflamatoria, genetica o degenerativa, un dem fisico o quimico o una interrupci6n del 

25 flujo sanguine°. 

Una realizaciOn mas preferida de este octavo aspecto de la invenciOn se refiere a una 

composiciOn farmaceutica que comprende el tejido artificial de la invenciOn para 

incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de una piel. 

Una realizaciOn aun mas preferida se refiere a una composici6n farmaceutica que 

30 comprende el tejido artificial de la invencion para incrementar, restaurar o sustituir 

parcial o totalmente la actividad funcional de una piel enferma o datiada como 

consecuencia de una disfunciOn, una lesiOn o una enfermedad seleccionada de la lista 
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que comprende: una herida, una Olcera, una quemadura, una neoplasia benigna o 

maligna, una infecciOn, una contusiOn, un traumatismo, una causticacion o una 

malformacion congenita. 

Una realizaciOn mas preferida de este octavo aspecto de la invencion se refiere a una 

5 composici6n farmaceutica que comprende el tejido artificial de la invenciOn para 

incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de una 

vejiga. Una realizacion aun mas preferida se refiere a una composici6n farmaceutica 

que comprende el tejido artificial de la invenciOn para incrementar, restaurar o sustituir 

parcial o totalmente la actividad funcional de una vejiga enferma o dariada como 

10 consecuencia de una disfuncion, una lesiOn o una enfermedad seleccionada de la lista 

que comprende: una neoplasia benigna o maligna, una infeccion, un traumatismo, una 

malformaciOn congenita (como por ejemplo, pero sin limitarse, una extrofia vesical, una 

extrofia de cloaca o una microvejiga), una vejiga neurOgena, una incontinencia 

urinaria, una disfunci6n vesical, una infeccion o una litiasis vesical. 

15 Una realizacion mas preferida de este sexto aspecto de la invenciOn se refiere a una 

composicion farmaceutica que comprende el tejido artificial de la invenciOn para 

incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de una 

uretra. Una realizacion aCin mas preferida se refiere a una composici6n farmaceutica 

que comprende el tejido artificial de la invenciOn para incrementar, restaurar o sustituir 

20 parcial o totalmente la actividad funcional de una uretra enferma o dafiada como 

consecuencia de una disfunci6n, una lesiOn o una enfermedad seleccionada de la lista 

que comprende: una neoplasia benigna o maligna, una infecci6n, un traumatismo, una 

malformacion congenita (como por ejemplo, pero sin limitarse, un hispospadias o un 

epispadias) o una estenosis. 

25 Una realizacion mas preferida de este sexto aspecto de la invenciOn se refiere a una 

composici6n farmaceutica que comprende el tejido artificial de la invencion para 

incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de una 

cornea. Una realizacion aun mas preferida se refiere a una composicion farmaceutica 

que comprende el tejido artificial de la invencion para incrementar, restaurar o sustituir 

30 parcial o totalmente la actividad funcional de una cOrnea enferma o datiada como 

consecuencia de una disfunci6n, una lesion o una enfermedad seleccionada de la lista 

que comprende: una Olcera corneal, un queratocono, un queratoglobo, un 

descematocele, un traumatismo, una causticacion, una insuficiencia limibica, una 
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queratitis atrOfica, una distrofia corneal, una queratopatia primaria o secundaria, una 

infecciOn, un leucoma, una queratopatia bullosa, un fallo endotelial corneal o una 

neoplasia benigna o maligna. 

Una realizaciOn mas preferida de este octavo aspecto se refiere a una composici6n 

5 farmaceutica que comprende el tejido artificial de la invenciOn para la elaboraciOn de 

un medicamento para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad 

funcional de una mucosa, preferiblemente una mucosa oral. Una realizaciOn aim mas 

preferida se refiere una composicion farmaceutica que comprende el tejido artificial de 

la invencion para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la actividad 

10 funcional de una mucosa oral enferma o datiada como consecuencia de una 

disfunci6n, una lesiOn o una enfermedad seleccionada de la lista que comprende: una 

herida, una Olcera, una quemadura, una neoplasia benigna o maligna, una infecciOn, 

una contusiOn, un traumatismo, una causticaciOn, una malformaciOn congenita, una 

perdida de sustancia o una enfermedad periodontal. En una forma preferida de 

15 realizaciOn la composici6n farmaceutica que comprende el tejido artificial de la 

invenciOn para la elaboracion de un medicamento para incrementar, restaurar o 

sustituir parcial o totalmente la actividad funcional de una mucosa o de una mucosa 

oral es un tejido que ha sido sometido a un paso (e2) de adici6n de una proteina entre 

el paso (e) y el paso (f). En una forma de realizaciOn at:in mas preferida, dicho paso se 

20 Ileva a cabo mediante la adici6n de una composici6n que comprende colageno al 

material obtenido en la etapa (e) tal y como se India) en detalle anteriormente. 

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la composici6n 

farmaceutica comprende el tejido artificial de la invencion, y ademas, un vehiculo 

farmaceuticamente aceptable. En otra realizacion preferida de este aspecto de la 

25 invenciOn, la composiciOn farmaceutica comprende el tejido artificial de la invenciOn, y 

adernas, otro principio activo. En una realizacion preferida de este aspecto de la 

invencion, la composicion farmaceutica comprende el tejido artificial de la invenciOn y, 

ademas, junto con un vehiculo farmaceuticamente aceptable, otro principio activo. 

Las composiciones farmaceuticas de la presente invenciOn pueden utilizarse en un 

30 metodo de tratamiento de forma aislada o conjuntamente con otros compuestos 

farmaceuticos. 
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KIT 0 DISPOSITIVO DE LA INVENCION 

Un noveno aspecto de la invenciOn se refiere a un kit o dispositivo, de ahora en 

adelante "kit o dispositivo de la invencion", que comprende: 

a) las particulas con multidominio magnetic°, la composici6n, el biomaterial o el 

5 tejido artificial de la invenciOn, y 

b) un elemento capaz de generar un campo magnetic°. 

El elemento generador del campo magnetic° puede ser, pero sin limitarnos, un 

solenoide, un toroide, o una espira, que generan en ciertas regiones del espacio un 

10 campo magnetic° cuando circula por ellos una corriente electrica. Elementos 

generadores de un campo magnetic° son conocidos en el estado del arte. 

Preferiblemente, el campo magnetic° aplicado es menor de 500 kA/m, mas 

preferiblemente menor de 100 kA/m, y aun mas preferiblemente estara comprendido 

15 entre 10 y 50 kA/m. En una realizaciOn aun mucho mas preferida, el campo magnetic° 

es de entre 16 y 48 kA/m. 

Dicho campo magnetic° se generara preferentemente en la regi6n donde se situa el 

tejido que contiene particulas magneticas y se puede producir mediante bobinas por 

20 las que circula una corriente electrica continua. Preferentemente sera un campo 

magnetic° uniforme en el espacio en el tejido que contiene particulas magneticas. 

En otra realizaciOn preferida de este aspecto de la invenciOn, el tiempo de aplicaciOn 

del campo magnetic° oscila entre 2 minutos y 1 hora, mas preferiblemente entre 3 y 20 

minutos, y aim mas preferiblemente es de aproximadamente 5 minutos. 

25 En otra realizacion preferida, el campo magnetic° se mantiene durante el cultivo de las 

celulas. 

A lo largo de la descripciOn y las reivindicaciones, el termino "comprende" y sus 

variantes no pretenden excluir otras caracteristicas tecnicas, aditivos, componentes o 

pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la 

30 invencion se desprenderan en parte de la descripciOn y en parte de la practica de la 

invencion. Las siguientes figuras y ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion, y 

no se pretende que sean limitativos de la presente invenciOn. 
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EJEMPLOS 

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento de 

patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invenciOn. Estos ejemplos se 

incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser interpretados como 

5 limitaciones a la invenciOn que aqui se reivindica. Por tanto, los ejemplos descritos 

mas adelante ilustran la invencion sin limitar el campo de aplicacion de la misma. 

Eiemplo 1. Preparacion de un teiido magnetic°. 

En este ejemplo utilizamos para elaborar los tejidos biologicos particulas de MagNP-

OH (Nanomyp, Spain), que poseen un diametro de 100 nm, y estan constituidas por 

10 un nude° de magnetita (y-Fe304) y recubiertas por una matriz polimerica de metil 

metacrilato-co. hidroxil etil metacrilato-co-etilen glicol dimetacrilato (MMA-co-HEMA-

co-EGDMA). Las nanoparticulas de MagNP-OH se encontraban previamente en una 

suspension acuosa estabilizada con un tensioactivo. Con la finalidad de eliminarlo se 

procedio a realizar 5 lavados mediante: centrifugado a 15000 g durante 30 minutos 

15 cada uno, despues se desecho el sobrenadante; posteriormente se agreg6 agua 

bidestilada para redispersar (as particulas; despues se sustituyO el agua por etanol al 

70% y se dejaron las nanoparticulas en esa soluciOn durante 12 horas para su 

esterilizacion. Finalmente, se eliminO el etanol y las nanoparticulas se redispersaron 

en un medio de cultivo (Medio de Eagle Modificado de Dubleccos, DMEM). 

20 Se utilize) una mezcla de fibrina y agarosa como matriz biopolimerica y fibroblastos 

gingivales humanos para generar una mucosa oral artificial. Para ello se siguieron los 

siguientes pasos. 

i) Se tomaron 3,8 mL de plasma humano procedente de donantes de sangre (provisto 

gentilmente por el Dr. Fernandez-Montoya, Banco de Tejidos de Granada). 

25 ii) A dicho volumen de plasma se afiadieron 1.000.000 de fibroblastos gingivales 

humanos que se encontaban dispersos en 0,625 mL de DMEM. 

iii) Luego se agregaron 75 pL de acid° tranexamico, que es un anti-fibrinolitico que 

evita la degradaci6n de la matriz extracelular. 
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iv) Posteriormente, se afiadio la suspension de particulas MagNP-OH en DMEM hasta 

alcanzar una concentraci6n resultante de aproximadamente 2 mL de particulas por 

cada 100 mL. 

v) Seguidamente, se agregaron 0,25 mL de agarosa tipo VII en PBS (0,02 g/mL de 

5 concentraci6n) a la mezcla resultante del paso (iv) anterior, resultando una 

concentraci6n final de agarosa de 0,1 %. 

vi) A la mezcla resultante en el paso (v), se anadieron 0,25 mL de una disoluciOn al 

2% de CaCl2 con objeto de activar la polimerizacion de la fibrina. 

vii) Finalmente, la mezcla resultante del paso (vi) se coloco en places de Petri y se 

10 mantuvo a 37 °C hasta completer la gelificacion. Durante los primeros 5 minutos de 

esta gelificacion aplicamos un campo magnetic° vertical sobre la mezcla por medio de 

un solenoide conectado a una fuente de alimentaciOn de corriente continua. A las 

distintas muestras se aplicaron diferentes intensidades de campo, en un rango de 0 a 

48 kA/m (0, 16, 32 y 48 kA/m). 

15 Las muestras control fueron tejidos no magneticos elaborados siguiendo el mismo 

protocolo descrito anteriormente, con la excepcion de que no se introducen particulas 

magneticas, es decir, no se realizo el paso (iv) descrito en el parrafo anterior. 

Tambien se aplicaron distintas intensidades de campo magnetic° durante la 

gelificacion de las muestras (0, 16, 32 y 48 kA/m), para analizar el efecto sobre los 

20 distintos constituyentes biologicos de los tejidos. Se obtuvieron sustitutos de mucosa 

oral preparados por 8 protocolos diferentes (Table 1). La densidad de todos esos 

sustitutos fue de aproximadamente 1,1 g/mL. 

Tabla 1. Diferentes sustitutos de fibrina y agarosa preparados. 

Campo 

magnetic° 

ap l icado durante 

la gel ificacion 

( kA/m ) 

0 1 6 32 48 

ConcentraciOn 

de part icu las 

0 2 0 2 0 2 0 2 

MagNP-OH (g 

ES 2 574 655 A1

 

44



 

por 1 00 mL) 

Nombre de la 

muestra 

Ctrl - 

MFO 

M-MFO Ctrl- 

MF 1 6 

M-MF1 6 Ctrl- 

MF32 

M- 

MF32 

Ctrl- 

MF48 

M-

MF48 

Las muestras indicadas en la Tabla 1 se utilizaran en el ejemplo 4 que se describe 

mas adelante. 

Eiemplo 2. Analisis de la biocompatibilidad de las particulas magneticas en 

5 sistemas 2D de cultivos celulares.  

Ejemplo 2a. Cultivo celular y tratamiento. 

En este ejemplo se usaron 20.000 fibroblastos gingivales humanos cultivados en 

placas de 24 pocillos con 500 pL de DMEM suplementado con 10% de SBF y 

antibiOticos/antimicoticos. Las celulas se incubaron a 37°C en atm6sfera de 5% de 

10 di6xido de carbono durante 24 horas. Luego se lavaron dos veces en PBS e 

incubadas en DMEM. 

Las particulas de MagNP-OH se dispersaron en DMEM en una concentracion de 5% 

(peso/vol) y 1% (peso/vol). Estas suspensiones se colocaron en las placas en 

contacto con las celulas. Las celulas en contacto con las particulas MagNP-se 

15 incubaron en una estufa a 37°C y con 5% de dioxido de carbono durante 24 horas. 

Como control positivo (no toxicidad) las celulas se incubaron en las mismas 

condiciones sin la presencia de las particulas de MagNP-OH. Como control negativo 

(100% de toxicidad), las celulas se incubaron en el mismo medio con la adiciOn de 

1% de Trit6n X-100 (Sigma-Aldrich). Se realizaron 6 experimentos independientes, 

20 obteniendo un total de 24 mediciones por metodo y por condicion. 

Ejemplo 2b. Analisis morfoestructural mediante microscopio de contraste de 

fase. 

Para evaluar los dafios morfologicos provocados por la presencia de las 

nanoparticulas MagNP-OH en fibroblastos gingivales humanos, se utilizo un 

25 microscopio de contraste de fase (Nikon Eclipse i90, Tokio, Japan). 
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Los resultados de este ejemplo 2b muestran que los tejidos magneticos tienen un 

aspecto macroscOpico similar al de los tejidos no-magneticos, aunque con un color 

mas oscuro, en contraste con la mayor transparencia de los tejidos no-magneticos. 

Los fibroblastos gingivales humanos, utilizados como control positivo, mostraron una 

5 forma tipica, alargada y fusiforme (Figura 1). Las celulas expuestas a las 

nanoparticulas de MagNp-OH mantuvieron la caracteristica forma fusiforme de las 

celulas normales, y las nanoparticulas pueden ser observadas en el espacio 

extracelular (Figuras 1B y 1C). Por otro lado, los fibroblastos utilizados como control 

negativo mostraron una forma redondeada (Figura 1D). 

10 

Ejemplo 2c. Test de viabilidad celular WST-1 

Para evaluar la biocompatibilidad de las nanoparticulas de MagNP-OH se utilizO el 

test WST-1. Para ello, se retirO el sobrenadante de los pocillos y se lavaron las celulas 

con PBS. Posteriormente se colocO sobre ellas una soluciOn constituida por 10 pL del 

15 reactivo WST-1 (Roche, Germany) y 100 pL de medio de cultivo. Las celulas se 

incubaron por 4 horas en esa soluciOn, y se evaluO su viabilidad usando un lector de 

placas (Biochrom® Asys UVM340) en un rango de longitud de onda de 450-690 nm. 

Para comparar los resultados se utilizO el test estadistico Mann-Whitney y se 

considerO como estadisticamente significativo una p menor a 0,05. 

20 Los resultados de este ejemplo 2c (\tease Figura 2) muestran que los grupos control 

positivo y las muestras expuestas a las nanoparticulas de MagNP-OH poseen una 

actividad mitocondrial similar, no existiendo entre ellos diferencias estadisticamente 

significativas (p > 0.05). Solo el control negativo mostrO actividad mitocondrial muy 

baja respecto de los anteriores con diferencias estadisticamente significativas (p = 

25 0.000). 

Ejemplo 2d. Test de cuantificaci6n de ADN libre 

Para identificar el ADN liberado al medio de cultivo por las celulas muertas se utilizo el 

metodo de cuantificaci6n de ADN. Para ello se tomaron 10 pL de sobrenadante de 

cada pocillo donde las celulas estaban cultivadas. Posteriormente, esos 10 pL se 

30 diluyeron en agua bidestilada hasta obtener un volumen total de 100 pL y se 

cuantific6 el ADN presente en las muestras mediante la utilizacion de un 
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espectofotOrnetro (Bio-Rad, ref. 170-2510, Hercules, California, USA) en una longitud 

de onda con rango entre 260-280 nm. El factor de conversion fue 1 = 50 pg/mL. Para 

comparar los resultados se utilize) el test estadistico Mann-Whitney y el valor de p 

menor que 0,05 fue considerado como estadisticamente significativo.  

5 Los resultados de la la identificacion de fragmentos de ADN libre en el medio de 

cultivo celular mostraron que las muestras expuestas a las nanoparticulas de MagNP-

OH y el control positivo conforman un subgrupo homogeneo, no presentando 

diferencias significativas entre ellos (p > 0.05) (Figura 3), diferenciandose a su vez del 

control negativo (p = 0.002) que presento valores de ADN libre significativamente  

10 mayores. 

Eiemplo 3. Analisis de biocompatibilidad de particulas magneticas sobre un 

sistema 3D.  

Ejemplo 3a. Analisis morfoestructural mediante microscopia optica y 

15 electronica de barrido. 

2) En este ejemplo se analizO la biocompatibilidad de las particulas MagNP-OH en 

un sistema de tejidos en tres dimensiones. Para esto, a las 24 horas de elaborados 

los tejidos artificiales que contenian celulas humanas, se fijaron en formalina, 

incluidos en parafina y se obtuvieron cortes de 5 pm. Despues de desparafinar las 

20 muestras, los tejidos se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) y fueron observados 

por microscopia Optica para analizar la estructura biolOgica de los mismos. Tambien 

se realize) una caracterizaciOn de las muestras mediante la utilizaciOn de la 

microscopia electremica de barrido (SEM) fijandolas en glutaraldehido. En ambos 

casos, se analizo la estructura del biomaterial y las formas de las celulas. 

25 3) Los resultados del analisis macroscopico (microscopia optica) de las particulas 

inmersas en los sistemas de tejidos tridimensionales mostraron que los tejidos 

magneticos posefan un aspecto similar al de los tejidos no magneticos, aunque 

presentaron un color obscuro, en contraste con el color mas transparente de los 

constructos no magneticos. 

30 4) Para el grupo gelificado en ausencia de campo magnetico (Ctrl-MFO), el analisis 

mostrO celulas fusiformes y estrelladas, compatibles con la normalidad (Figura 4A). 
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Ademas, las celulas se distribuyeron por todos los biomateriales de fibrina-agarosa, 

que presentan un aspecto normal, parecido a una red. Unas conclusiones parecidas 

se obtuvieron de las observaciones de los grupos de control gelificados en presencia 

de un campo magnetic° aplicado, aunque no se presentan aqui por brevedad. 

5 5) Con respecto a las muestras que contenian particulas magneticas, se pudieron 

distinguir casos diferentes. La muestra con particulas, gelificada en ausencia de un 

campo magnetic° aplicado (M-MFO), mostrO un patron fibrilar isotropic° y 

homogeneo, con particulas distribuidas aleatoriamente (Figura 4B). Por otro lado, se 

observe) que las muestras con particulas, gelificadas bajo la aplicaciOn de un campo 

10 magnetic° (M-MF16, M-MF32 y M-MF48), presentaron un patrOn que consistia en 

estructuras filamentosas alineadas en una direcciOn especifica, sin importar la 

intensidad del campo magnetic° aplicado - vease como ejemplo la imagen de la 

muestra M-MF32 (Figura 4C). 

6) Las imagenes de microscopia electronica de barrido revelan que las muestras de 

15 control presentaron un patron fibrilar isotropic° y homogeneo (vease la muestra Ctrl-

MFO — Figura 5A). La aplicaciOn de un campo magnetic° durante la gelificacion de 

las muestras de control no caus6 ningun cambio significativo en su morfologia 

microscopica, las muestras Ctrl-MF12 y Ctrl-MF48 presentaban un patron similar a 

Ctrl-MFO (no se incluyen aqui por brevedad). 

20 7) La adici6n de las nanoparticulas MagNP-OH produjo algunos cambios a nivel 

microscopic° con una modificaciOn del patron fibrilar, incluso en ausencia de la 

aplicacion de un campo magnetic° durante la gelificaciOn. No obstante, en este caso 

el biomaterial conserve) su morfologia homogenea, algunas particulas y agregados 

de particulas se distribuyeron de forma homogenea en toda la red de fibrina, 

25 interrumpiendo su orden a nivel mesosc6pico (Figura 5B). Cuando se aplico un 

campo magnetic° durante la gelificacion, la red de fibrina present() un patr6n 

anisotrOpico a nivel microscopic°. Este se caracteriza por la existencia de una 

direccion privilegiada con presencia de bandas gruesas que contenian fibras de 

fibrina empaquetadas estrechamente, alineadas y trenzadas en la direcciOn de las 

30 bandas. Adernas, existe un aumento de los espacios en los que existe una 

distribuciOn isotrOpica reticular entre las bandas, con una menor concentraci6n de 

fibras — vease como ejemplo la imagen de microscopia de barrido para la muestra M-

MF48 (Figura 5C). Es importante mencionar que las bandas gruesas se hicieron mas 
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evidentes al aumentar la intensidad del campo magnetico aplicado durante la 

gelificacion. 

Ejemplo 3b. Aria!Isis de viabilidad celular 

La viabilidad celular se analizO mediante la actividad de una esterasa intracelular y 

5 la integridad de las membranas citoplasmaticas y nuclear utilizando el test de 

LIVE/DEADTM (Life Technologies, Carlsbad, CA). Para ello, se tome) una muestra 

de tejido de 3 mm de diametro despues de 24 horas de elaborado, se elimin6 el 

sobrenadante y se lavO con PBS. Seguidamente, se incubaron las muestras en una 

solucion de LIVE/DEADTM durante 15 minutos, como indica el fabricante, y 

10 posteriormente se lavO en PBS. Las muestras se observaron por microscopia de 

fluorescencia y las imagenes se procesaron mediante un programa informatico 

ImageJ para poder cuantificar el numero de celulas vivas (teflidas de verde) y 

celulas muertas (tenidas de rojo). 

Tambien se evaluO la viabilidad celular mediante el analisis de la integridad de la 

15 membrana nuclear mediante la cuantificacion de ADN liberado al medio de cultivo. 

Para esto, se tomO el sobrenadante de cada muestra; despues se extrajeron 

alicuotas de 10 pL; estos alicuotas se diluyeron en 100 pL agua bidestilada 

(Ambion-Life Technologies, Austin, TX). El ADN liberado se cuantific6 mediante un 

espectofotOmetro (SmartSpecTM plus BIO-RAD, Hercules, CA) en un rango de 

20 longitud de onda entre 260-280 nm. 

Los resultados de estos ensayos de viabilidad celular Live & Dead mostraron que el 

numero de celulas viables se mantuvo por encima del 80% para todos los grupos 

experimentales, sin diferencias significativas (p > 0.05) entre los grupos (Figura 6). 

De manera similar, no se observO diferencia significativa (p>0.05) entre los valores de 

25 ADN libre en los constructos de los diferentes grupos experimentales (Figura 7). 

Ejemplo 4. Propiedades magneticas y mecanicas 

La magnetizaciOn, M, de las particulas del material MagNP-OH, en forma de polvo 

seco, se midiO en funciOn del la intensidad de campo aplicado, H, en un 

magnet6metro Squid Quantum Design MPMS XL. De forma similar, se obtuvo la 

30 curva de magnetizacion (M en fund& de H) de los tejidos, con la humedad que 
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contienen, 24 horas despues de su preparaciOn. En ambos casos, la temperatura de 

medida fue de 37 °C. 

Los resultados de la curva de magnetizaciOn (no se muestra aqui por brevedad) 

muestran que las particulas de MagNP-OH poseen el comportamiento tipico de un 

5 material ferromagnetic°. La magnetizaciOn de saturaci6n de estas particulas, obtenida 

mediante ajuste de los datos de magnetizacion a la ley de Frohlich—Kennely [Jiles 

1991], fue de 161 ± 7 kA/m. 

De forma similar, los tejidos magneticos presentan caracter ferromagnetic°, aunque 

con un valor de magnetizacion de saturaciOn mucho menor que el de las particulas 

10 magneticas (Figura 8). Las diferencias en la magnetizacion de las distintas muestras 

de tejido magnetic° se puede atribuir a su diferente contenido en particulas MagNP-

OH. De hecho, la concentraci6n de particulas magneticas en cada tejido se puede 

obtener a partir de los valores de magnetizacion de saturaci6n del tejido y de las 

particulas secas utilizando la ley de mezclas [Rosensweig 1985]. De este modo, se 

15 obtuvieron los siguientes valores de la concentraci6n de particulas magneticas 

(expresada como fracciOn de volumen ocupado por las mismas 0 vol.) en las distintas 

muestras de tejidos: M-MFO: 0 = (2.9 ± 0.3) vol.%; M-MF16: 0 = (2.5 ± 0.3) vol.%; M-

MF32: 0 = (1.66 ± 0.16) vol.%; M-MF48: 0 = (2.22 ± 0.22) vol.%. Como es lOgico, el 

tejido de control (no magnetico) no muestra comportamiento ferromagnetic°. 

20 Las propiedades mecanicas de las muestras de tejidos se midieron, a las 24 horas de 

su preparacion a 37 °C, con un reornetro de esfuerzo controlado de la marca Haake 

MARS III (Thermo Fisher Scientific, USA). La geometria de medida elegida en el 

reOmetro fue la de places paralelas. Estas son discos con un diametro de 3.5 cm en 

las que la superficie en contacto con la muestra tenia la rugosidad necesaria para 

25 evitar el fen6meno de deslizamiento en paredes. La gelificaciOn de las muestras de 

tejido se habia realizado en places Petri con el mismo diametro de 3.5 cm que el las 

placas del re6metro. 

El procedimiento seguido se describe a continacion. En primer lugar, se situo la 

muestra de tejido sobre la placa inferior del reOmetro y se comprimiO con el plato 

30 superior rotor del mismo hasta alcanzar una fuerza normal sobre el plato rotor de 5 N. 

La distancia entre las dos placas del sistema de medida para la que alcanzo dicho 

valor de fuerza normal variO ligeramente de una muestra a otra, pero en todos los 
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casos se encontraba en torno a 300 pm. Las medidas se realizaron tanto en ausencia 

como en presencia de campo magnetic°. Para ello, se dispuso una bobina rodeando 

a las placas de medida cuyo eje de simetria coincidia con el eje de rotaci6n de la 

placa superior giratoria del reOmetro. En las medidas reologicas bajo campo 

5 magnetic°, este se aplic6 desde 1 minuto antes de iniciarlas y se mantuvo aplicado 

durante todo el tiempo de duraci6n experimento. 

Se realizaron tres tipos diferentes de ensayos reologicos. 

(i) Oscilometria con barrido en amplitud. En este tipo de ensayo, la muestra se 

sometiO a una deformaciOn por cizalla que variaba de forma sinusoidal; se mantuvo 

10 constante la frecuencia (1 Hz) y se fue aumentando la amplitud de la deformaciOn (yo) 

mientras se median los valores del esfuerzo oscilatorio correspondiente. A partir de 

estas medidas, se calcularon los mOdulos elastic° (G') y viscoso (G") en funcion de yo. 

De esta forma, se obtiene el rango de valores de yo en el que el material tiene un 

comportamiento viscoelastico lineal (o regi6n viscoelastica lineal, VLR). 

15 (ii) Oscilometria con barrido en frecuencia. En este caso, la deformaciOn sinusoidal 

que se aplica posee una amplitud yo constante (dentro del rango de la VLR) y se varia 

la frecuencia de oscilaciOn, obteniendose los correspondientes oscilogramas, esto es 

G' y G" en funcion de la frecuencia. En estos dos ensayos oscilometricos, cada valor 

de las magnitudes amplitud de deformaci6n (ensayo i) o frecuencia (ensayo ii) se 

20 mantuvo durante 5 ciclos. Solo se tuvieron en cuenta los valores obtenidos en los 3 

ultimos ciclos para evitar efectos transitorios. 

(iii) Ensayo en estado estacionario. En este caso, la muestra se mantuvo con una 

deformaci6n por cizalla constante durante 10 segundos y se midi() el esfuerzo de 

cizalla resultante. Este proceso se repitio para valores crecientes de deformaciOn 

25 (rampa de deformaciones) hasta alcanzar la zona de dependencia esfuerzo-

deformaciOn no lineal. A partir de la parte lineal inicial de las curvas esfuerzo-

deformacion se obtuvo el mOdulo de rigidez de las muestras. Todos los ensayos 

mencionados se efectuaron con diferentes alicuotas de cada tipo de muestra. Los 

resultados que se describen a continuaci6n siempre corresponden a los valores 

30 medios obtenidos con al menos 3 alicuotas diferentes. 

Aqui solo mostramos los valores para el modulo elastic° G' en funcion de la amplitud 

de la deformaci6n yo a una frecuencia de 1 Hz (Figura 9A). Tambien se muestran los 
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resultados del ensayo en estado estacionario (esfuerzo vs. deformaciOn, Figura 9B). 

En los oscilogramas obtenidos para otras frecuencias diferentes de 1 Hz, se 

obtuvieron tendencias similares a la mostrada en la Figura 9A. Lo mismo se puede 

decir (las mismas tendencias) respecto de los valores del mOdulo viscoso obtenidos 

5 en los oscilogramas con barrido de amplitud o en los de barrido en frecuencia. 

En ausencia de campo magnetic°, se observan valores mucho mas elevados (hasta 4 

veces mayores) del modulo elastic° (G') en las muestras que contienen particulas 

magneticas que en aquellas que no las contienen (Figura 9A). Algo similar se puede 

decir respecto de los valores de esfuerzo de cizalla, que son hasta 5 veces mayores 

10 para un valor dado de deformaci6n, en el caso de las muestras magneticas (Figura 

9B). La desviacion entre los valores obtenidos en las muestras de control (no 

magnetica) eran pequerias. En el caso de las muestras magneticas las desviaciones 

en los valores de G' (ensayos oscilonnetricos) para distintos alicuotas de un mismo 

tipo de muestra Ilegan hasta el 40 %. Sin embargo, los valores obtenidos en el 

15 esfuerzo de cizalla (ensayos en estado estacionario) en las alicuotas de las muestras 

magneticas son estadisticamente coincidentes, con excepciOn de la muestra 

magnetica que en la que la gelificaciOn se realizo en ausencia de campo magnetic° 

aplicado (M-MFO). Respecto a la dependencia entre G' y yo, se observa que en todos 

los casos existe un pseudoplateau inicial para los valores mas bajos de yo seguido de 

20 una disminucion para valores medios y altos de yo. El pseudoplateau inicial 

corresponde a la regi6n viscoelastica lineal (VLR), mientras que el resto de la curva 

corresponde a la regi6n de comportamiento viscoelastico no lineal. Habitualmente, el 

valor de G' en la VLR se toma como un parametro que caracteriza la rigidez del 

material, siendo esta tanto mayor cuanto mayor es G'. En el caso de las curvas de 

25 esfuerzo de cizalla vs. deformaci6n, se observa que para valores bajos de 

deformacion existe una relacion lineal, es decir, el esfuerzo y la deformacion son 

proporcionales (comportamiento elastico) siendo el modulo de rigidez, G, la constante 

de proporcionalidad. Para valores mas elevados de deformaci6n dicho 

comportamiento elastic° no se mantiene, de forma que el esfuerzo aumenta mas 

30 lentamente cuanto mayor es la deformaciOn (comportamiento plastico). Por otra parte, 

los valores de G para las muestras magneticas pueden ser hasta tres veces mayores 

que los de las muestras no magneticas (\tease Tabla 2). Esto demuestra tambien que 

las muestras magneticas son mas !tides que las no magneticas, puesto que G 

cuantifica la rigidez de un material elastic°. Ademas, hay que destacar que en las 
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muestras magneticas el comportamiento elastic° (linealidad esfuerzo-deformacion) se 

mantiene hasta valores mucho mas elevados de la deformaci6n (Figura 9B). 

Comparemos ahora los valores de G' (pertenecientes a la VLR) entre las distintas 

muestras magneticas. En este caso, hay que tener en cuenta que las distintas 

5 muestras contienen una fracciOn de volumen (4)) de particulas magneticas diferente. 

Por tanto, para realizar este analisis se ha calculado el incremento de G' en cada 

muestra magnetica, respecto de su valor en el tejido de control no magnetic° (G'control), 

y se ha normalizado dicho incremento dividiendo por la fracci6n de volumen de 

particulas magneticas (4)magNp_OH) y por el valor de G'control. Utilizaremos, por tanto, el 

G i-G 'control  

10 parametro adimensional 0MagNP—OH • G ' control . Los valores de este parametro se han 

representado en funci6n de la amplitud de la deformaci6n yo en la Figura 10. En esta 

se puede observar que los datos para los distintos tejidos magneticos practicamente 

solapan en una unica curva maestra. 

Como se mencionaba anteriormente, a partir de la pendiente de zona lineal inicial de 

15 las curvas representadas en la Figura 9B se puede obtener el mOdulo de rigidez, G, de 

los tejidos. De forma similar a como hemos indicado para el modulo elastic° G', se 

G — confro, 

puede definir el mOdulo de rigidez adimensional 0MagNP—OH • control . Los correspondientes 

resultados se muestran en la Tabla 2. De nuevo, los modulos adimensionales de las 

distintas muestras solapan, no son significativamente diferentes teniendo en cuenta las 

20 desviaciones tipicas de los valores mostrados en la Tabla 2. 

G — Goonfrol 

Tabla 2. MOdulo de rigidez normalizado, 0MagNP—OH . control ,
 de las muestras de tejido 

magnetic° en ausencia de campo magnetic°. El valor medio del modulo de rigidez de 

la muestra no magnetica es: Gcontrol = (101 ± 10) Pa. 

Muestra M-MFO M-MF 1 6 M-MF32 M-MF48 

MOdu lo de rig idez 

G —Gconiroi 

8 1 + 2 1 49 ± 1 6 74 ± 22 58 ± 1 7 

norma l izado : OmagNp_OH • Gcontro, 

(ad i nn ens iona l ) 
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Respecto de la posible influencia de la intensidad del campo magnetic° aplicado 

durante las medidas reologicas, no se observe) efecto alguno en el caso de la muestra 

de control no magnetica. En el caso de la muestra M-MFO habia pequenas diferencias 

en los valores de G' obtenidos (no los mostramos por brevedad). Sin embargo, en esta 

5 misma muestra M-MFO si que se encontr6 un efecto significativo en los valores 

obtenidos para el esfuerzo de cizalla medido en los ensayos en estado estacionario: 

de hecho, se observe) una clara tendencia a aumentar el esfuerzo necesario para 

alcanzar un determinado valor de deformaci6n cuando se incrementaba la intensidad 

del campo magnetic° (tampoco mostramos estos valores). En las muestras M-MF32 y 

10 M-MF48 tambien se observe) un efecto significativo del campo magnetic° tanto en los 

valores de G' (oscilometria) como en los valores del esfuerzo de cizalla (estado 

estacionario) que se muestran en la Figura 11A. La forma de las curvas G'-y0 

obtenidas para las distintas intensidades de campo aplicada es similar, aunque en 

promedio G' tiende a aumentar conforme lo hace la intensidad de campo. Lo mismo se 

15 puede decir para las curvas esfuerzo-deformacion (Figura 11B). De los datos 

representados en esta Ciltima figura se obtuvieron de nuevo los modulos de rigidez G, 

que muestran una clara tendencia a aumentar con el campo magnetic° en todas las 

muestras (Tabla 3). 

Tabla 3. Efecto del campo magnetic° sobre el mOdulo de rigidez de los tejidos 

20 magneticos. 

I ntens idad de campo 

magnetic° apl icado durante 

las med idas (kA/m ) 

0 9 1 7 26 

Muestra M-MFO 338 ± 3 363 ± 3 369 ± 4 370 ± 4 

Muestra M-MF 1 6 224 ± 3 237 ± 3 246 ± 3 253 ± 3 

Muestra M-MF32 225 .8 ± 

2 . 2 

243 .6 ± 

2 . 1 

239 .6 ± 1 . 9 245 ± 1 . 9 

Muestra M-MF48 230 ± 3 237 ± 3 252 ± 3 254 ± 3 
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1. Uso de una particula con multidominio magnetico con un diametro medio mayor 

de 25 nm en la elaboraciOn de un medicamento. 

2. El uso segiin la reivindicaciOn anterior, donde las particula magnetica tiene un 

5 diametro medio de aproximadamente 100 nm 

3. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde las particulas 

magneticas son de magnetita. 

4. El uso segOn cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde las particulas 

magneticas estan recubiertas de un material polimerico. 

10 5. El uso segun la reivindicacion 4, donde el material polimerico se selecciona de 

entre: acido polilactico, acido poliglicolico, quitosano, poli(E-caprolactona), PLGA, 

un polimero de metacrilato, poli(alquilcianocrilato), o un derivado o una sal de 

los mismos, o cualquiera de sus mezclas. 

6. El uso segt:In cualquiera de las reivindicaciones 4-5, donde el material 

15 polimerico es una matriz polimerica de metil metacrilato-co.hidroxil etil 

metacrilato-co-etilen glicol dimetacrilato (MMA-co-HEMA-co-EGDMA). 

7. El uso de una composicion que comprende al menos una particula magnetica 

multidominio segun se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la 

elaboracion de un medicamento. 

20 8. El uso de una composicion segun la reivindicacion 7, donde la composicion es 

una composici6n farmaceutica. 

9. El uso de una composiciOn segiin cualquiera de las reivindicaciones 7-8, donde 

la composicion ademas comprende un vehiculo farmaceuticamente aceptable. 

10. El uso de una composiciOn segun cualquiera de las reivindicaciones 7-9, donde 

25 la composiciOn adernas comprende otro principio activo. 

11. Un biomaterial que comprende una particula con multidominio magnetico segun 

se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1-6, o una composici6n segt:In 

se describe en cualquiera de las reivindicaciones 7-10. 

REIVINDICACIONES 
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12. Un tejido artificial, obtenible por un metodo de obtenciOn del tejido artificial de la 

invencion que comprende: 

a) afiadir una composiciOn que comprende fibrinogen° a una muestra 

de celulas aisladas, 

5 b) ariadir un agente antifibrinolitico al producto resultante del paso (a), 

c) anadir, al menos, un factor de coagulacion, una fuente de calcio, 

trombina, o cualquier combinacion de los anteriores al producto 

resultante del paso (b), 

d) ariadir una composiciOn que comprende las particulas de la 

10 invenciOn al producto resultante del paso (c). 

e) anadir una composicion de un polisacarido al producto resultante del 

paso (d), 

f) cultivar celulas aisladas en o sobre el producto resultante del paso 

(e), y 

15 9) inducir la nanoestructuraciOn del producto resultante del paso (f). 

13. El tejido artificial segiin la reivindicaciOn 12, donde tras el paso (d) se aplica un 

campo magnetic°. 

14. El tejido artificial segun cualquiera de las reivindicaciones 12-13, en donde las 

celulas del paso (a) son fibroblastos o queratocitos. 

20 15. El tejido artificial segim la reivindicacion 14 donde los fibroblastos proceden del 

estroma de un tejido o un organ° seleccionado de la lista que comprende: 

mucosa oral, pared abdominal, piel, vejiga, uretra o cOrnea. 

16. El tejido artificial segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15 donde la 

composici6n que contiene fibrinogen° del paso (a) es plasma sanguine°. 

25 17. El tejido artificial segun la reivindicaciOn 16 donde el plasma sanguine° es de 

origen autOlogo. 

18. El tejido artificial segiln cualquiera de las reivindicaciones 12 a 17 donde el agente 

antifibrinolitico del paso (b) es acid° tranexamico. 

19. El tejido artificial segt:in cualquiera de las reivindicaciones 12 a 18 donde la fuente 

30 de calcio del paso (c) es una sal de calcio. 
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20. El tejido artificial segOn la reivindicaciOn 19 en donde la sal de calcio del paso (c) 

es cloruro calcico 

21. El tejido artificial segOn cualquiera de las reivindicaciones 12 a 20 donde el 

polisacarido del paso (e) es agarosa. 

5 22. El tejido artificial segOn la reivindicaciOn 21 donde la agarosa es de tipo VII. 

23. El tejido artificial segtIn cualquiera de las reivindicaciones 12 a 22 que ademas 

comprende un paso (paso b2) entre los pasos (b) y (c) en el que se aliade una 

proteina. 

24. El tejido artificial segun la reivindicacion 23 donde la proteina ariadida en el paso 

10 (b2) es fibronectina. 

25. El tejido artificial segiln cualquiera de las reivindicaciones 12 a 24 que 

comprende un paso (e2) entre los pasos (e) y (f) que comprende la adiciOn de 

una composicion que comprende una proteina al producto resultante del paso 

(e). 

15 26. El tejido artificial segiin la reivindicaciOn 25 donde la proteina ariadida en el 

paso (e2) es colageno. 

27. El tejido artificial segun la reivindicaciOn 26 donde el colageno es colageno tipo I. 

28. El tejido artificial segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 27 donde las 

celulas del paso (f) comprenden celulas madre del cord& umbilical. 

20 29. El tejido artificial segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 28 donde las 

celulas del paso (f) cornprenden celulas epiteliales. 

30. El tejido artificial segOn la reivindicacion 29 donde las celulas epiteliales del paso 

(f) se seleccionan de la lista que comprende: queratinocitos, celulas del urotelio, 

celulas del epitelio de la uretra, celulas del epitelio corneal o celulas del epitelio 

25 de la mucosa oral. 

31. El tejido artificial segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 30 donde las 

celulas del paso (a) y/o las celulas del paso (f) son de origen autologo. 
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32. El tejido artificial segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 31 donde la 

inducciOn de la nanoestructuraci6n del paso (g) comprende la deshidratacion y/o 

la compresi6n mecanica del producto resultante del paso (f). 

33. El tejido artificial sew:in la reivindicaciOn 32 donde la deshidrataciOn del producto 

5 resultante del paso (f) comprende un procedimiento seleccionado de la lista que 

comprende: drenaje, evaporacion, succion, presiOn capilar, Osmosis o electro-

Osmosis. 

34. El tejido artificial segun la reivindicacion 33 donde la deshidrataci6n del producto 

resultante del paso (f) mediante presi6n capilar comprende la aplicaciOn de un 

10 material absorbente sobre el producto resultante del paso (f). 

35. El tejido artificial segiln cualquiera de las reivindicaciones 31 a 34 donde la 

compresion mecanica del paso (g) comprende un procedimiento seleccionado de 

la lista que comprende: aplicacion de una carga estatica, aplicacion de u 

hidraulico, aplicacion de una leva, aplicaciOn de uno o mas rodillos, aplicaciOn 

15 de un globo, extrusion o centrifugacion. 

36. El tejido artificial segun la reivindicacion 35 donde la aplicaciOn de una carga 

estatica del paso (g) comprende la colocaciOn de un peso sobre el producto 

resultante del paso (e). 

37. El tejido artificial segim cualquiera de las reivindicaciones 12 a 36 donde entre el 

20 paso (f) y el paso (g) hay un paso adicional en el que el producto resultante del 

paso (f) se expone al aire. 

38. El tejido artificial artificial obtenible por el metodo segiin cualquiera de las 

reivindicaciones 12 a 37. 

39. El uso del tejido artificial segOn la reivindicacion 38 para la evaluacion de un 

25 producto farmacolOgico y/o quimico. 

40. El uso del tejido artificial segOn la reivindicacion 38 en la elaboracion de un 

medicamento. 

41. Uso del tejido artificial segOn la reivindicacion 38 para la elaboracion de un 

medicamento para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la 

30 actividad funcional de un tejido 0 un Organ° enfermo o dafiado. 
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42. Uso segun la reivindicacion 38 donde el tejido o el Organ° dead° se selecciona 

de la lista que comprende: piel, vejiga, uretra, c6rnea, mucosa, conjuntiva, pared 

abdominal, conjuntiva, timpano, faringe, laringe, intestino, peritoneo, ligamento, 

tend6n, hueso, meninge o vagina. 

5 43. Uso segiin la reivindicaciOn 42 donde la piel esta enferma o danada como 

consecuencia de una disfuncion, una lesion o una enfermedad seleccionada de 

la lista que comprende: una herida, una ulcera, una quemadura, una neoplasia 

benigna o maligna, una infecciOn, una contusiOn, un traumatismo, una 

causticaci6n o una malformacion congenita. 

10 44. Uso segun la reivindicacion 42 donde la vejiga esta enferma o danada como 

consecuencia de una disfunciOn, una lesiOn o una enfermedad seleccionada de 

la lista que comprende: una neoplasia benigna o maligna, una infeccion, un 

traumatism°, una malformacion congenita, una vejiga neur6gena, una 

incontinencia urinaria, una disfuncion vesical, una infecciOn o una litiasis vesical. 

1 5 45 . 

46 . 

20 

25 

47 . 

30 

Uso segun la reivindicacion 42 donde la uretra esta enferma o dariada como 

consecuencia de una disfunci6n, una lesion o una enfermedad seleccionada de 

la lista que comprende: una neoplasia benigna o maligna, una infecci6n, un 

traumatismo, una malformacion congenita o una estenosis. 

Uso segun la reivindicacion 42 donde la c6rnea esta enferma o danada como 

consecuencia de una disfuncion, una lesion o una enfermedad seleccionada de 

la lista que comprende: una talcera corneal, un queratocono, un queratoglobo, un 

descematocele„un traumatismo, una causticaciOn, una insuficiencia limibica, 

una queratitis atrofica, una distrofia corneal, una queratopatia primaria o 

secundaria, una infeccion, un leucoma, una queratopatia bullosa, un fallo 

endotelial corneal o una neoplasia benigna o maligna. 

Uso del tejido artificial segun la reivindicacion 42 donde la mucosa esta dafiada o 

enferma como consecuencia de una disfuncion, una lesion o una enfermedad 

seleccionada de la lista que comprende: una herida, una Cilcera, una quemadura, 

una neoplasia benigna o maligna, una infecciOn, una contusion, un traumatismo, 

una causticaciOn, una malformacion congenita, una perdida de sustancia o una 

enfermedad periodontal. 
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48. Uso segun la reivindicacion 47 en donde la mucosa es la mucosa oral. 

49. Uso segun las reivindicaciones 47 6 48 en donde el tejido se ha obtenido 

empleado un paso (d2). 

50. Composicion farmaceutica que comprende el tejido artificial segun la 

5 reivindicacion 38. 

51. ComposiciOn farmaceutica segun la reivindicaciOn 50 que comprende, adernas, 

un vehiculo farmaceuticamente aceptable. 

52. Composicion farmaceutica segun cualquiera de las reivindicaciones 50 6 51 que 

comprende, adernas, otro principio activo. 
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