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DESCRIPCION
Método para la creacion de sistemas de microvasos perfundibles
Campo de la invencién

La presente invencion se define mediante las reivindicaciones adjuntas y se refiere a métodos para el estudio del
crecimiento vascular fisiolégico y patolégico y el crecimiento vascular en respuesta a factores angiogénicos o
angiostaticos.

Antecedentes de la técnica

Durante los procesos normales de crecimiento vascular (por ejemplo, el ciclo menstrual, placentaciéon, cambios en la
adiposidad, reparacién de heridas, inflamacion), la creacién de nuevos vasos sanguineos se regula y eventualmente
cesa. De manera significativa, la desregulacion del crecimiento vascular es un elemento critico de la patologia. Por
ejemplo, el crecimiento tumoral, la retinopatia diabética, la artritis y la psoriasis implican la proliferacion excesiva de
los vasos sanguineos, lo que contribuye directamente al estado patolégico. Por el contrario, el deterioro del
crecimiento vascular, caracteristica de los individuos de edad avanzada, compromete la curacién de heridas y la
revascularizacion de los tejidos que se han convertido en isquémicos por traumatismo o enfermedad. Por lo tanto, la
comprensiéon de los mecanismos que dirigen el conjunto de nuevos vasos sanguineos, y los procesos que inician y
detienen el crecimiento vascular, son fundamentales para el desarrollo de estrategias para el control de la
vascularizacion en la enfermedad.

Durante el crecimiento de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis), surgen brotes de las células endoteliales que
recubren los limenes de los capilares y las vénulas postcapilares, las ramas mas pequefias del sistema vascular. La
angiogénesis es un proceso complejo, multietapa. Aunque los estudios publicados de angiogénesis son de muchos
miles, los mecanismos celulares que median y regulan el crecimiento angiogénico y la morfogénesis, son poco
conocidos.

Los detalles de la brotacién angiogénica son dificiles de observar en “tiempo real” in vivo debido a la opacidad de la
mayoria de los tejidos. Los cortes de tejido son dificiles de reconstruir en 3D y no comunican la naturaleza dinamica
de crecimiento vascular, ademas, la region cercana a las puntas de los brotes angiogénicos, un area critica del
control de la invasién vascular y la morfogénesis, rara vez se encuentra en cortes de tejido. Con el fin de superar las
limitaciones de la histologia convencional, se ha desarrollado varios “modelos” de angiogénesis in vivo e in vitro.
Modelos de angiogénesis in vivo: Para eludir la opacidad de los tejidos vivos, los investigadores han observado
angiogénesis a través de “ventanas” en los animales vivos que incluyen las larvas de anfibios que tienen de forma
natural colas transparentes (Clark y Clark 1939), o camaras de visién especializada, ya sea implantadas en las
orejas de conejo (Clark y Clark 1939) , piel de raton (Algire, Chalkley et al. 1945) y bolsas en las mejillas del hamster
(Greenblatt y Shubi 1968) o desarrolladas a partir de bolsillos corneales de conejo (Gimbrone, Cotran et al. 1974) o
membranas corioalantoideas de polluelo (Ausprunk, Knighton et al. 1974). A partir de estos estudios iniciales, en su
mayor parte descriptivos se produjo la validacién del paradigma central de la quimiotaxis vascular inducida por el
tumor y el correspondiente descubrimiento de moléculas derivadas de tumores que promueven el crecimiento
vascular. Ensayos mas recientes de la angiogénesis in vivo miden el crecimiento vascular en las esponjas
poliméricas o tapones de proteinas de la membrana basal gelificadas implantadas subcutaneamente en roedores
(Pissaniti, Taylor et al. 1992; Andrade, Machado et al. 1997, Akhtar, Dickerson et al. 2002; Koike, Vernon et al.
2003). A pesar de su utilidad, los enfoques in vivo son dificultosos por: (1) la variacion intraespecifica en respuesta
angiogénica de un animal a otro; (2) la falta de traduccién de los resultados de una especie a otra; (3) los altos
costes de adquisicion y mantenimiento de los animales; (4) la desaprobacién publica de la utilizacion de animales
con fines de investigacion; y (5) las complejidades encontradas en cirugias de animales y en la visualizacion y
evaluacion de resultados.

Modelos dimensionales (2D) de angiogénesis in vitro: En un esfuerzo por comprender los mecanismos
moleculares de la angiogénesis, se cultivaron células endoteliales aisladas de vasos grandes en placas planas hasta
qgue formaron monocapas confluentes similares a un pavimento que simulaba los revestimientos endoteliales de los
vasos sanguineos (Jaffe, Nachman et al. 1973; Gimbrone 1976). Aunque son Utiles como modelos de respuestas
proliferativas a lesion endotelial en los vasos sanguineos grandes (Gimbrone, Cottar et al. 1974; Fishman, Ryan et
al. 1975; Madri y Stenn 1982; Madri y Pratt 1986; Jozaki, Marucha et al. 1990; Rosen, Meromsky et al. 1990), los
cultivos en monocapa de células endoteliales sobre sustratos rigidos no se organizan normalmente en tubos
similares a capilares en la simulacion de la angiogénesis. En 1980, sin embargo, tras el éxito del cultivo a largo plazo
de células endoteliales capilares (Folkman, Haudenschild et al. 1979), se describidé que los cultivos de 20-40 dias de
células endoteliales capilares bovinas o humanas desarrollaban una red celular 2D en la parte superior de la
monocapa celular confluente, un proceso denominado “angiogénesis in vitro” (Folkman y Haudenschild 1980). Las
células endoteliales de la red aparecian como “tubos” con “limenes” llenos de un material fibrilar/amorfo que fue
interpretado como una red sintetizada endégenamente de “mandriles” sobre la que se organizaban las células.
Estudios posteriores describieron la formaciéon de una red 2D similar por las células endoteliales de los grandes
vasos (Macing, Kadish et al. 1982; Madri 1982; Feder, Marasa et al. 1983) y por las células endoteliales sembradas
en la parte superior de los geles hidratados, maleables, de las proteinas de la membrana basal (por ej., Matrigel®
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gel) (Kubota, Kleinman et al. 1988).

Aunque los modelos 2D del desarrollo vascular siguen en uso hoy en dia (el ensayo basado en Matrigel® (Kubota,
Kleinman et al. 1988) esta disponible comercialmente), estos modelos carecen de las siguientes 5 caracteristicas
que definen la verdadera angiogénesis;

1. Invasidn - Las células endoteliales en los modelos 2D forman redes en la parte superior de la matriz
extracelular y muestran poca tendencia a excavar en la matriz extracelular (Vernon, Angello et al. 1992; Vernon,
Lara et al., 1995).

2. Direccionalidad - En modelos 2D, las redes de células endoteliales se forman in vitro mas o menos
simultaneamente a lo largo de un campo de células pre-posicionado, mientras que la angiogénesis in vivo implica
la invasion vectorial de la matriz extracelular por brotes filamentosas que se ramifican por multiples niveles de
escaldado.

3. Polaridad correcta - Aunque los modelos 2D producen tubos unicelulares que se parecen mucho a los
capilares (Maciag, Kadish et al. 1982; Feder, Marasa et al. 1983; Sage y Vernon 1994), su polaridad es “de
dentro a fuera”, es decir, depositan material de la membrana basal en sus superficies luminales y tienen sus
superficies trombogénicas orientadas hacia el exterior a los medios de cultivo circundantes (Maciag, Kadish et al.
1982; Feder, Marasa et al. 1983.), lo contrario a la situacion in vivo.

4. Formacion del lumen — Existen pocos datos que apunten a que los modelos 2D generan tubos de células
endoteliales (CE) con lumenes permeables. Generalmente, los tubos de células endoteliales tienen espacios
“luminales” que estan llenos de matriz extracelular (ya sea exdégena o sintetizada por las células) (Maciag, Kadish
et al. 1982, Matri 1982; Feder, Marasa et al. 1983; Sage y Vernon 1994; Vernon, Lara et al. 1995). Si estan
presentes, los limenes permeables por lo general aparecen como espacios cilindricos a modo de hendidura o
estrechos delimitados por paredes gruesas de citoplasma de la célula endotelial, bastante diferentes de los tubos
de células endoteliales de pared delgada, inflados, que son tipicos de los capilares in vivo.

5. Especificidad de la célula - Las redes celulares en los modelos 2D son generadas por procesos mecanicos
que se pueden lograr mediante tipos de células que no son CE (Vernon, Angello et al. 1992; Vernon, Lara et al.,
1995). De hecho, los modelos matematicos han demostrado que cualquier tipo de célula adherente capaz de
aplicar fuerzas de traccion a la matriz extracelular maleable 2D (o bien sintetizada de forma endégena o
suministrada (por ejemplo, gel de Matrigel®)) puede generar redes en condiciones 6ptimas (Manoussaki, Lubkin
et al., 1996).

Modelos tridimensionales (3D) de angiogénesis in vitro: El reconocimiento de que la angiogénesis in vivo se

produce dentro de una matriz extracelular 3D ha dado lugar a varios modelos en los que se induce la germinacion
dentro de geles 3D de matriz extracelular in vitro. En un modelo 3D temprano, las células endoteliales dispersadas
dentro de geles de colageno (Montesano, Orci et al., 1983) formaban redes de cables y tubos (Elsdale y Bard 1972).
A pesar de que los tubos de células endoteliales exhiben la polaridad correcta, faltaban las caracteristicas de la
invasion y la direccionalidad (las células endoteliales fueron previamente embebidas y uniformemente dispersadas
en la matriz extracelular). Sin embargo, este enfoque ha demostrado ser util en los estudios de formacién de
lumenes (Davis y Camarillo 1996) y de las respuestas de las células endoteliales a los factores de crecimiento
(Madri, Pratt et al., 1988; Merwin, Anderson et al. 1990; Kuzuya y Kinsella 1994; Marx, Perlimutter et al. 1994; Davis
y Camarillo 1996).

En un enfoque alternativo, cortes de 1 mm (anillos) de aorta de rata embebidos en un coagulo de plasma 3D
generaron ramificacion, tubos de anastomosis (Nicosia, Tchao et al. 1982). Los brotes de los anillos aodrticos
exhibieron invasion y direccionalidad de tipo angiogénesis ademas de polaridad. Se han usado modelos de
explantes que utilizan anillos de aorta de ratas o segmentos microvasculares de ratones para estudiar la influencia
de tumores, factores de crecimiento, diferentes soportes de la matriz extracelular y condiciones del envejecimiento
sobre la angiogénesis (Nicosia, Tchao et al. 1983; Mori, Sadahira et al. 1988; Nicosia y Ottinetti 1990; Nicosia,
Bonanno et al. 1992; Villaschi y Nicosia 1993; Nicosia, Bonanno et al., 1994; Nicosia, Nicosia et al., 1994; Nicosia y
Tuszynski 1994; Hoying, Boswell et al. 1996; Arthur, Vernon et al. 1998).

Existe varios modelos que inducen a las células endoteliales purificadas (como monocapas o agregados) a brotar de
forma invasiva en geles de matriz extracelular 3D subyacentes o circundantes (Montesano y Orci 1985; Pepper,
Montesano et al. 1991; Montesano, Pepper et al. 1993; Nehls y Drenckhahn 1995; Nehls y Herrmann 1996; Vernon y
Sage 1999; Vernon y Gooden 2002). Cada uno de estos modelos tiene limitaciones especificas que incluyen
dificultad para visualizar la formacién de brotes, germinacién limitada, un requisito para el corte, o la falta de eficacia
con ciertos tipos de células endoteliales.

Wolverine y Gulec han desvelado un sistema de angiogénesis 3D (US 2002/0150879 A1) que implica embeber un
fragmento de tejido del tumor en una matriz. El crecimiento de microvasos puede caracterizarse por ensayar el
potencial angiogénico del tejido. Sin embargo, este enfoque no proporciona perfusion luminal de los microvasos.

Neumann (el inventor aqui) et al. 2003, ha desvelado la posibilidad de crear microvasos perfundidos in vitro que se
pueden incluir en un tejido artificial. Neumann et al. 2003 ensefa el uso de una cuerda de nylon de 127 micrémetros
como mandriles sostenidos por un tubo retractil para fabricar microvasos. Los vasos se produjeron a partir de células
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de musculo liso de aorta de rata incrustadas en agar. Estos microvasos eran de naturaleza exploratoria y no son
adecuados para la creacion de un injerto de vaso humano.

Los modelos bidimensionales de crecimiento vascular in vitro no establecen las caracteristicas definitorias de la
angiogénesis enumeradas anteriormente, mientras que los modelos 3D existentes reproducen algunas o la mayoria
de las caracteristicas. Es importante destacar que, ninguno de los modelos 3D disponibles actualmente reconstruyen
un vaso sanguineo principal que contiene un liquido circulatorio, presurizado, fluido. En consecuencia, ninguno de
los modelos 3D in vitro existentes permiten el estudio de la contribucién de la presion luminal y el flujo al crecimiento
vascular y la morfogénesis.

Frerich et al. 2006 (Head Face Med., 16 de agosto, 2:26) se refiere a un modelo in vitro para un vaso de pequefio
didametro a partir de las células del estroma de tejido adiposo y células endoteliales de vena umbilical humana en un
andamio de gelatina en forma de tubo.

Sumario de la divulgacién
Las realizaciones de la invencion se describen en los parrafos siguientes numerados:
(1) Un método para la creaciéon de redes de microvasos perfundibles in vitro, comprendiendo dicho método:

tirar de una pluralidad de mandriles a través de una matriz para formar mas de un canal a través de la matriz;
inyectar células endoteliales en cada canal;

incubar la matriz para permitir que las células se adhieran dentro de cada canal;

perfundir cada canal para eliminar las células no fijadas y para crear un vaso parental dentro de cada canal,
donde cada vaso parental incluye un canal hueco perfundible revestido de células en la matriz;

en el que mediante la exposicion de cada vaso parental a un compuesto seleccionado de entre factor de
crecimiento de fibroblastos basico, factor de crecimiento endotelial vascular y 12-miristato-13-acetato de
forbol, se induce la formacién de brotes en cada vaso parental en la matriz circundante que se anastomosan
para formar una red de microvasos, donde un vaso parental estd conectado a través de una red de brotes
con por lo menos un segundo vaso parental.

(2) El método de acuerdo con el parrafo 1, en el que la red de microvasos se somete a perfusion luminal a través
de cada vaso parental, en el que un perfusado liquido es desviado a través de los capilares reduciendo la
corriente en un vaso parental y aumentando la resistencia en un segundo vaso parental que esta conectado al
primero por uno o mas brotes de manera que el perfusado es impulsado desde el vaso que tiene una presion
mas alta al vaso que tiene una presién mas baja.
(3) El método de acuerdo con el parrafo 2, en el que el canal de perfusién emplea al menos un perfusado
seleccionado del grupo que consiste en: medio de crecimiento celular oxigenado libre de suero y sustancias
angiogénicas o angiostaticas y medio de crecimiento celular oxigenado suplementado con suero y/o compuestos
que influyen en la angiogénesis y solucion salina fisiolégica oxigenada; un perfusado que comprende sangre
oxigenada; un perfusado que comprende componentes de la sangre; un perfusado que comprende sustitutos de
la sangre; un perfusado desoxigenado donde la oxigenacién del sistema se consigue mediante la difusiéon a
través de la matriz; un perfusado que comprende al menos uno de compuestos angiogénicos y angiostaticos.
(4) El método del parrafo 1, en el que los al menos dos vasos parentales comprenden matrices
multidimensionales de los vasos perfundibles.
(5) El método del parrafo 1, en el que la matriz comprende al menos uno de compuestos angiogénicos y
angiostaticos.
(6) El método del parrafo 1, en el que las células comprenden células modificadas genéticamente que liberan
productos en un perfusado o en la matriz.
(7) El método del parrafo 1, en el que la matriz comprende un material seleccionado del grupo que consiste en
fibrina, colageno, gelatina, membrana basal gelificada, agar, agarosa, alginato, proteinas de la membrana basal,
gel de silice, células y combinaciones de los mismos.
(8) El método del parrafo 1, en el que las células se depositan en el canal de matriz seleccionando al menos un
método de fijacion previa al mandril, por inyeccion en el canal de la matriz después de la retirada del mandril, y
por una combinacion de fijaciéon previa al mandril y también por inyeccién en la matriz.
(9) El método del parrafo 1, en el que el mandril se retira de la matriz por al menos un método seleccionado de
extraccion y descomposicion.
(10) ElI método del parrafo 1, en el que la matriz se llena con células seleccionadas de entre el grupo que
consiste en células endoteliales, células de musculo liso, pericitos, células humanas, células animales, células
vegetales, células madre, células musculares, células hepaticas, células renales, células de pulmon, células de la
piel, células epiteliales y células modificadas genéticamente.
(11) El método del parrafo 1, en el que un fragmento de tejido sano o enfermo esta incrustado en la matriz, o en
el que un fragmento de tejido canceroso esta incrustado en la matriz.
(12) El método del parrafo 1 en el que las redes de microvasos estan constituidas por células normales o
modificadas genéticamente.

Se desvela un método para la creacion de redes de microvasos perfundibles in vitro. Se tira de un mandril a través
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de una matriz para formar un canal a través de la matriz. Las células se inyectan en el canal, el canal tiene una
pared interna. Se incuba la matriz para permitir que las células se adhieran a la pared interior. El canal se perfunde
para eliminar las células no fijadas para crear un vaso parental, en el que el vaso parental incluye un canal hueco
perfundible revestido de células en la matriz. El vaso parental se induce para crear brotes en el gel de matriz
circundante a fin de formar una red de microvasos. La red de microvasos se somete a perfusion luminal a través del
vaso parental.

La presente divulgacion proporciona métodos y sistemas que superan las limitaciones de los modelos existentes de
la angiogénesis mediante la combinacién de métodos probados para generar brotes invasivos, tubulares,
microvasculares en la matriz extracelular (MEC) 3D con nuevas metodologias para la fabricacién de un vaso
parental de tejido artificial que sera la fuente de flujo luminal. A través del perfusado, los compuestos moduladores
de la angiogénesis se pueden administrar a la superficie luminal de las células endoteliales en las que se sabe que
residen los receptores especificos. La presencia de un flujo luminal de medio nutritivo aumentara sustancialmente el
tiempo de supervivencia de los tubos capilares in vitro. El sistema de la angiogénesis divulgado se puede utilizar
para evaluar varios parametros experimentales que incluyen hipoxia/hiperoxia, prueba de compuestos bioactivos
solubles especificos, uso de células modificadas genéticamente y la administracion de genes a través de
transfeccion viral. El sistema permite el estudio de la angiogénesis en relacién con la reparacién de heridas, el
envejecimiento, el cancer y la aterosclerosis. Es importante destacar que, un modelo siguiendo las ensefianzas de la
presente invencion puede adaptarse para proporcionar sistemas vasculares totalmente funcionales capaces de
incorporarse en los tejidos artificiales obtenidos por biotecnologia.

La presente divulgacién también proporciona nuevos y novedosos enfoques, incluyendo un disefio de colector para
la fabricacion de los microvasos, fabricacion de microvasos a partir de células endoteliales y fabricacion de vasos
mas grandes (que tienen por ejemplo el tamafo de las arterias coronarias). Estas y otras nuevas ensefianzas
importantes, incluyendo, por ejemplo, un método para la creaciéon de redes microvasculares son evidentes a partir de
la memoria y reivindicaciones siguientes.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1A, la FIG. 1By la FIG. 1C muestran esquematicamente un ejemplo de creacién de vasos parentales.

La FIG. 2A, la FIG. 2B, la FIG. 2C y la Fig. 2D muestran esquematicamente un ejemplo de un proceso termo-
retractil conocido.

La FIG. 3A muestra esquematicamente un disefio conocido para el montaje de los dispositivos de
cultivo/perfusion.

La FIG. 3B muestra esquematicamente un disefio utilizado en un método de fabricacion para el montaje de
dispositivos de cultivo/perfusion.

La FIG. 4A y la FIG. 4B muestran esquematicamente la creacién de colectores para dispositivos de
cultivo/perfusion.

La FIG. 5A, la FIG. 5B y la FIG. 5C muestran esquematicamente un disefio alternativo para los dispositivos de
cultivo/perfusion microfabricados.

La FIG. 6 muestra esquematicamente un procedimiento de siembra de células.

La FIG. 7 muestra un esquema de una red capilar entre dos vasos parentales bioartificiales.

La FIG. 8 muestra una imagen in vitro de un ejemplo de una pluralidad de mandriles después de la siembra con
células del musculo liso.

La FIG. 8B muestra un ejemplo de una placa muscular perfundida.

La FIG. 9 muestra esquematicamente un DCP alternativo.

La FIG. 10 muestra brotes que crecen de un unico vaso parental en la matriz circundante.

La FIG. 11 muestra un vaso parental conectado a través de una red de brotes a un segundo vaso parental.

La FIG. 12 muestra un método alternativo para la creacién de células parentales mediante la siembra de células
en canales en una matriz de colageno.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

El método de la presente invencion es Util para el estudio del crecimiento vascular fisiolégico y patolégico y del
crecimiento vascular en respuesta a factores angiogénicos o angiostaticos. Otras aplicaciones utiles son los métodos
que evaltan el potencial angiogénico de tejidos cancerosos y la respuesta a los farmacos antiangiogénicos.
Ademas, el método de la invencion puede usarse para construir varios dispositivos de curacion de heridas y para la
vascularizacién de las construcciones de ingenieria tisular.

En un ejemplo se divulga un método y dispositivo para la creacién de redes de microvasos tridimensionales
perfundibles. Tal como se usa en la presente memoria, “CE” se refiere a células endoteliales, “SMC” se refiere a
células del musculo liso y “CAS” se refiere a sucedaneos de la arteria coronaria.

En general, los dispositivos para el cultivo y la perfusion de las redes de microvasos consisten en una camara que
aloja uno o mas mandriles en el centro (como se muestra mejor en la FIG. 1). Las camaras se pueden fabricar de
cualquier material biocompatible y mediante un ndmero de técnicas, por ejemplo, intercalando los bastidores de
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corte por laser. Los mandriles se montan dentro de la camara de tal manera que son retractiles. Esto se puede lograr
mediante el ajuste de los extremos de los mandriles en el tubo, como por ejemplo, mediante contraccion con calor,
(como se demuestra en la FIG. 2). El diametro de los mandriles depende del calibre del vaso deseado. La
configuracién puede ser modificada para dar cabida a vasos individuales, dos vasos o una serie entera de vasos en
2D o 3D. Los mandriles pueden ser de diversos materiales, tales como fibras de polimero, fibras de vidrio, hilos o
similares,

Los microvasos se crean mediante la siembra de células sobre los mandriles, estimulando las células para que se
multipliquen alrededor de los mandriles y extrayendo los mandriles cuando las células han formado paredes de los
vasos. Los vasos son luego embebidos en una matriz. Dependiendo de las condiciones de cultivo, la composicién de
la matriz y la presencia de estimulos angiogénicos (por ejemplo, factores de crecimiento), los vasos parentales
brotaran en la matriz circundante. Los brotes se anasatomosizaran entre si, lo que conduce a la formacion de redes
capilares. Después de la separacion de los mandriles, los dispositivos estan conectados a un sistema de perfusién y
los vasos se someten a flujo de fluido luminal.

Con referencia ahora a la FIG. 1A, la FIG. 1B y la FIG. 1C, se muestra un ejemplo esquematico de creacién de
vasos parentales. La FIG. 1A muestra las células endoteliales 1 en un medio de crecimiento de cultivo 100,
sembradas sobre mandril | 2 alojado en el tubo retractil 4 en un cuerpo de dispositivo 3. La FIG. 1B muestra que las
células 1 se han multiplicado y han formado una capa circular a modo de un manguito de células 102. La FIG. 1C
muestra el manguito de células después de la extraccion del mandril 2 en una matriz extracelular (MEC) de gel 110
que se perfunde con medio de crecimiento de cultivo de 100.

El método divulgado en la presente memoria comprende la fabricacion de estructuras de vasos bioartificiales
perfundibles para aplicaciones de ingenieria de tejidos y modelos de investigacion. El principio general del método
desvelado implica el cultivo de células en capas alrededor de los mandriles extraibles que estan estrechamente
ajustados en un tubo de pared delgada u otros accesorios. Una vez que las capas de células han alcanzado un
espesor de pared deseado, los mandriles se retiran, y los vasos bioartificiales (VBA) asi creados pueden ser
perfundidos con medio de cultivo, sangre, sustitutos de la sangre u otros fluidos mediante la ayuda de un sistema de
perfusion. El método divulgado permite la produccion de vasos sanguineos fabricados en masa o creados a medida,
modelos de angiogénesis perfundidos in vitro, dispositivos para la curacion de heridas, componentes de tejido,
tejidos y 6rganos enteros, asi como modelos de investigacion.

Fabricacién de dispositivos de cultivo/perfusion

Con referencia ahora a la FIG. 2A, FIG. 2B, FIG. 2C y FIG. 2D, se muestra un ejemplo esquematico de un proceso
termo-retractil conocido. Como se muestra especificamente en la FIG. 2A cada dispositivo de cultivo/perfusion
(DCP) puede comprender uno o mas mandriles 2 alojados en un bastidor de soporte 12. Los mandriles 2 del
diametro del calibre del vaso deseado se ajustan firmemente en sus extremos en segmentos de tubo retractil 4 de
grado médico. Los mandriles 2 pueden comprender fibras biocompatibles (por ejemplo polimero, vidrio, alambres o
equivalentes) que tienen diametros desde varios micrometros hasta varios milimetros, dependiendo del tamafo del
vaso que se quiere emular. En un ejemplo, se empleé como mandriles el tubo microcapilar que comprende fibras
oOpticas.

Como se muestra en el dibujo mas detallado de la FIG. 2B, una parte central 14 de cada segmento de tubo retractil 4
es termo-retraido alrededor de uno de los mandriles 2. Posteriormente, como se muestra especificamente en la FIG.
2C, el mandril 2 se retrae y el tubo se corta. La FIG. 2D muestra la situacién después de cambiar la posicion del
mandril de tal manera que ambos extremos del mandril estan encerrados por el segmento de tubo 4 retraido ahora
cortado y separado. Los bastidores 12 se pueden fabricar utilizando diversos materiales y técnicas. La configuracién
puede ser modificada para acomodar vasos bioartificiales individuales o conjuntos de vasos bioartificiales. De
manera similar, depositando varios planos de series de mandril, se puede generar un tejido perfundible grueso con
redes vasculares.

Mecanizado de camaras de perfusion

El método de la invencién se define en las reivindicaciones adjuntas. Con referencia ahora a la FIG. 3A, también se
divulga en la presente memoria, pero no se reivindica, una configuracién conocida para la perfusiéon de varios
conjuntos de mandril/tubo retractil 11. También se divulga pero no se reivindica el bastidor 20 que puede
ventajosamente ser fresado a partir de policarbonato o materiales equivalentes. Las camaras de distribucion 30
pueden ser incluidas en el disefio, lo que permite la perfusiéon simultinea de muchos vasos bioartificiales. Los
extremos de un conjunto de hilos que comprenden los mandriles 2 se recogen en un tubo de silicona 23.

Corte por laser de bastidores de Mylar
Con referencia ahora a la FIG. 3B se muestra esquematicamente un disefio novedoso usado en un método de

fabricacién para el montaje de dispositivos de cultivo/perfusion. Un disefio de un unico vaso, DCP 70, puede ser
ventajosamente creado intercalando un mandril 2 alojado en un tubo termorretractil 4 entre dos bastidores Mylar® 22
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cortados con laser. Un colector 21 epoxi cilindrico, construido como se detalla a continuacion, se puede usar
ventajosamente para alojar el conjunto del mandril/tubo retractil 11.

Los conjuntos de mandril/tubo retractil se pueden intercalar entre dos bastidores de una pelicula de poliéster o
similares, tales como Mylar®, con los lados adhesivos presionando entre si de tal manera que cada mandril esta
suspendido en la ventana del bastidor 76 por dos segmentos de tubo retractil 4' en cada extremo. Los dos
segmentos de tubo retractil 4' estan estabilizados y reforzados por la inclusién de al menos un alambre de
estabilizacién 26 delgado en el bastidor 22 y por encapsulacidén en colectores epoxi cilindricos que se proyectan en
torno al tubo retractil y el al menos un alambre de estabilizacion 26 mediante el uso de un molde de tubo de silicona.
Los dos segmentos de tubo retractil 4' con el tiempo se convertiran en los puertos de entrada y salida del DPC 70.

Con referencia ahora a la FIG. 4A y la FIG. 4B, se muestra esquematicamente un método para la creacién de
colectores para dispositivos de cultivo-perfusion. La FIG. 4A muestra particularmente una pluralidad de conjuntos de
tubo retractil/mandril 11 que sobresalen de un manguito de, por ejemplo, un tubo de silicona 50. Un pegamento
epoxi 40 se inyecta para llenar el tubo de silicona 50 y se deja endurecer.

La FIG. 4B muestra especialmente el estado después de que el pegamento epoxi 40 se haya endurecido y el tubo
de silicona 50 se deje abierto y se retire. Lo que resta es una barra de epoxi 44 endurecida. La barra de epoxi 44 se
corta después de que los mandriles se han retraido por detras del punto de corte dejando canales 42 creados por el
tubo retractil. Los extremos 46 de muchos tubos retractiles pueden estar integrados para formar un colector 21. La
colocacién de DCP individuales o conjuntos de bastidor DCP se puede utilizar para crear conjuntos de vasos 3D.

Meétodos alternativos

Con referencia ahora a la FIG. 5A, FIG. 5B y FIG. 5C se muestra esquematicamente un disefio alternativo para los
dispositivos de cultivo/perfusidon microfabricados. La FIG. 5A en particular muestra un conjunto de mandriles 2
introducidos a través de pequefas perforaciones 54 en un bastidor donde las perforaciones tienen manguitos 56,
que sustituyen al tubo retractil. La FIG. 5B muestra particularmente un DCP antes de la siembra de células que
incluye un conjunto de mandriles 2 montados en una pared del bastidor 52.

La FIG. 5C muestra particularmente un ejemplo alternativo de un dispositivo de cultivo/perfusién con vasos
colectores 62, donde los colectores microfabricados 64 se pueden unir a los manguitos 56 en la parte exterior del
bastidor 52. Los vasos 62 se cultivan en mandriles como se muestra en la presente memoria y permanecen después
de que los mandriles se retiran. Se pueden utilizar métodos de microfabricacién, tales como macromoldeo, para la
produccién en masa de tales conjuntos de bastidor de DPC.

Creacion del vaso y perfusion

Con referencia ahora a la FIG. 6 se muestra esquematicamente un procedimiento de siembra de células. Con el fin
de preparar los DCP 70 para la siembra de células, se limpian primero y después se esterilizan por radiacion UV. En
condiciones estériles, los DCP se fijan a una superficie, por ejemplo, la parte inferior de la placa de Petri 72. La
ventana interior 76 (como se muestra en la FIG. 3B) del conjunto de bastidor DCP 70 se llena a continuaciéon con
una solucién que contiene una proteina de union, tal como la laminina-1. Se pueden utilizar uno o0 mas separadores
77 segun sea necesario. Después de un periodo de incubacién, se retira la solucion que contiene la proteina de
unién y a continuacion se transfiere una suspension del tipo celular deseado (por ej., células de musculo liso o
células endoteliales) en el medio de cultivo a la ventana 76 del DCP 70.

La siembra de células se puede realizar llenando un volumen de suspensién celular en la ventana y dando la vuelta
al conjunto de bastidor del DCP 70 boca abajo, creando asi una gota colgante 80. Durante un periodo de incubacién
de aproximadamente 45 min, un gran numero de células se fijaran al conjunto mandril/tubo retractil dentro del
conjunto de bastidor de DCP. El exceso de células se hundira en la punta de la gota colgante y se puede recoger y
desechar facilmente. La placa de Petri, que contiene uno o mas conjuntos de bastidor de DPC, se devuelve
entonces a la posicion vertical, llenada con medio de cultivo hasta que los conjuntos de bastidor del DCP se
inundan, y se incuba. Las condiciones de incubacion en un ejemplo estaban en un ambiente de CO2 5 % a 37 °C.
Las células fijadas al conjunto mandril/tubo retractii se extenderan y se multiplicaran, formando monocapas
concéntricas (por ejemplo, células endoteliales) o multicapas de 150 ym y mas de grosor (por ejemplo, células de
musculo liso).

En la configuraciéon o grosor de pared deseados se extraen los mandriles, creando de ese modo tubos celulares
huecas. Las paredes mas delgadas pueden ser protegidas de la rotura por colada de un gel tal como, por ejemplo,
agarosa, colageno, un gel de proteinas de membrana basal o similares, alrededor de los manguitos de células antes
de la extraccion del mandril. Los colectores de los conjuntos de bastidor de DCP se conectan a un sistema de
perfusion y se perfunden con el fluido de eleccién, tal como medio de crecimiento.

En otra realizacién, un método para la creacion de vasos “parentales” endoteliales a partir de células endoteliales
vasculares humanas (CEVHU) comprende las etapas en las que:
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El dispositivo de cultivo se limpia primero y luego se esteriliza por exposicion UV durante 30 minutos, de cada
lado. En condiciones estériles, el dispositivo se fija a la parte inferior de una placa de Petri con tiras estériles.

La ventana interior del dispositivo se llena a continuacién con una solucién de fijacién de proteinas de laminina-1 (se
pueden utilizar en su lugar otras proteinas de union, tales como fibronectina, fibrina o gelatina).

Después de la incubacion durante la noche, se retira la solucién que contiene la proteina de unién y a continuacion
se transfiere una suspensién de células endoteliales vasculares humanas en medio de cultivo a la ventana del
dispositivo.

A continuacion, la placa de Petri se da la vuelta, creando asi una gota colgante de la suspensién de medio celular en
la ventana del dispositivo. Después de un periodo de incubacién de 45 min en una incubadora de cultivo celular
(CO2 5 %, 37 °C), se fijaran un gran nimero de células al conjunto mandril/tubo retractil dentro de los dispositivos.

La placa de Petri se lleva entonces de nuevo a la posicion vertical y se llena con medio de crecimiento para células
endoteliales vasculares humanas hasta que el dispositivo queda sumergido.

Las células no fijadas a los mandriles flotaran fuera y pueden ser aspiradas y desechadas.

La placa de Petri se coloca entonces en una incubadora (CO2 5 %, 37 °C). Las células fijadas a los mandriles se
extienden y se multiplican, formando monocapas concéntricas de células endoteliales vasculares humanas.

El medio de cultivo se retira a continuacion de la placa de Petri. Una solucion de colageno se llena en la ventana del
dispositivo de cultivo y se deja que solidifique, incorporando asi el mandril con la capa de células.

Las células endoteliales vasculares humanas formaran brotes en el gel de colageno. Los mandriles se extraen a
continuacién lentamente, dejando atrds un microvaso “parental” perfundible de células endoteliales vasculares
humanas.

Los colectores del dispositivo se conectan a continuaciéon a un sistema de perfusion y se perfunden con medio de
crecimiento de células endoteliales vasculares humanas.

Sistema de perfusion

Los DCP pueden estar unidos a sistemas de perfusién, ya sea en forma lineal o en modo circulatorio. Una
configuracion lineal puede ser creada con un sistema de flujo por gravedad o una bomba de la jeringa
comercializada o hecha a la medida. Las jeringas se llenan con medio de perfusiéon, se montan en la bomba de la
jeringa y se conectan a los extremos aguas arriba de los DCP a través de tubos estancos a los gases. Los DCP
pueden ser almacenados en una incubadora en condiciones estériles o dentro del DCP puede establecerse un
entorno de cultivos de células estéril. El colector de aguas debajo de los DCP se conecta a los depésitos terminales
que recogen el perfusado. Se puede construir un sistema circulatorio mediante el uso de una bomba peristaltica.
Ambos, el sistema lineal y circulatorio pueden estar equipados con dispositivos para el intercambio de gases. La
concentracién de gas, la presion de perfusion, el flujo, la temperatura y la concentracion de nutrientes y
subproductos metabdlicos se miden con sensores. Los datos recogidos pueden ser alimentados en un bucle de
retroalimentacion, lo que permite un control estricto de los parametros deseados.

Aplicaciones especificas
Modelos para la investigacion relacionada con la angiogénesis

Con referencia ahora a la Fig. 7, la FIG. 7 muestra un esquema de una red capilar entre dos vasos parentales 200,
202 bioartificiales. El perfusado liquido 204 es desviado a través de los capilares 206 disminuyendo la corriente (f)
en el vaso parental “venoso” 202 y aumentando la resistencia (R) en el vaso parental “arterial” 200. En
consecuencia, el perfusado 204 es impulsado desde el vaso con mayor presiéon hasta el vaso con la presién mas
baja, simulando el flujo natural de la sangre desde el extremo arterial hasta el extremo venoso del lecho capilar.

El método de mandriles también puede utilizarse para el desarrollo de modelos para la investigacion de la
angiogénesis, segun sea necesario para las pruebas y la investigacion farmacéutica y en la reparaciéon de heridas, el
envejecimiento y las enfermedades como el cancer, la diabetes, la artritis y la psoriasis. Usando células endoteliales
solo, o combinaciones de células endoteliales, células de musculo liso y pericitos, se pueden cultivar microvasos
(MVB) bioartificiales parentales alrededor de los mandriles de micrometros de didmetro y embeberse en un gel de
apoyo de la matriz extracelular. A continuacién, se extraen los mandriles, dejando atras tubos de células endoteliales
permeables dentro del gel 210 de la matriz extracelular. La extraccion puede hacerse a mano, o con ayuda de un
dispositivo automatizado y con velocidades que varian de extremadamente lento a extremadamente rapido. Otras
variaciones pueden incluir la extraccion del mandril de los microvasos bioartificiales en un estado congelado, el
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revestimiento de los mandriles con un polimero termosensible o tirar de ambos extremos del mandril y de ese modo
adelgazandolo hasta la ruptura.

El brote de los vasos parentales en el gel 210 circundante sera inducido por los compuestos, seleccionados a partir
del factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y 12-
miristato-13-acetato de forbol (PMA), que son afadidos al perfusado gel y/o liquido (por ejemplo, medio de
crecimiento).

Se pueden crear redes capilares 222 complejas mediante el establecimiento de una diferencia de presion entre dos
microvasos bioartificiales parentales adyacentes, limitando asi el flujo de sangre arterial y venosa. El flujo de liquido
sera redireccionado desde el microvaso bioartificial “arterial” a través de los brotes interconectados al microvaso
bioartificial “venoso”.

El perfusado puede comprender ventajosamente medio de crecimiento celular oxigenado, libre de suero y sustancias
angiogénicas o angiostaticas. En otro ejemplo, el perfusado puede ser un medio de crecimiento celular oxigenado,
suplementado con suero y/o compuestos que influyen en la angiogénesis. En otro ejemplo de realizacion, el
perfusado puede ser una solucién salina fisiolégica oxigenada. En otro ejemplo, el perfusado puede incluir sangre
oxigenada, componentes de la sangre o sustitutos de la sangre. En otro ejemplo de realizacion, el perfusado puede
no ser oxigenado y la oxigenacion del sistema se consigue mediante la difusion a través de la matriz. En otro
ejemplo mas de realizacion se pueden afiadir al perfusado compuestos angiogénicos o angiostaticos.

En un ejemplo de realizacién preferida, los compuestos angiogénicos y angiostaticos o similares también se afiaden
a la matriz. En otro ejemplo mas de realizacién, las células comprenden células modificadas genéticamente que
liberan productos en un perfusado o en la matriz. En otro ejemplo mas de realizacion, la matriz puede comprender,
ventajosamente, fibrina, colageno, matrices de membrana basal y gelatina. Un tipo de matriz util es Matrigel® gel. En
otro ejemplo de realizacion, la matriz puede comprender agar, agarosa, alginato, o gel de silice.

En el método divulgado en las reivindicaciones adjuntas, las células son células endoteliales. También divulgado en
la presente memoria pero no reivindicado, las células se pueden seleccionar del grupo que consiste en células
endoteliales, células de musculo liso, pericitos, células humanas, células animales, células vegetales, células madre,
células musculares, células hepaticas, células renales, células pulmonares, células de piel, células epiteliales y
células modificadas genéticamente. Del mismo modo, la matriz puede ser poblada con células seleccionadas del
grupo que consiste en células endoteliales, células de musculo liso, pericitos, células humanas, células animales,
células vegetales, células madre, células musculares, células hepaticas, células renales, células pulmonares, células
de la piel, células epiteliales y células modificadas genéticamente, ya sea dispersas en la matriz o localmente
concentradas. En algunos casos un fragmento de tejido sano o enfermo, tal como el tejido canceroso esta embebido
en la matriz.

El brote que se origina a partir de los vasos padre se puede estudiar microscopicamente in vitro, en material de corte
0 en preparaciones de montaje completo. La perfusién de los microvasos bioartificiales con soluciones fluorescentes
(por ejemplo dextranos fluorescentes) ayuda al analisis del diametro del brote, la permeabilidad de los l[imenes del
brote, y el grado de anastomizacion. La reconstruccion 3D de morfologias de brotes puede ser realizada por
apilamiento en el eje z de imagenes de epifluorescencia tomadas por un microscopio confocal. La sintesis de una
matriz de membrana basal pericelular por brotes 220 puede ser controlada en preparaciones completas y en cortes
histolégicos (parafina) por inmunomarcaje con anticuerpos anti-laminina y anticuerpos primarios anti-colageno de
tipo IV y anticuerpos secundarios fluorescentes o marcados con peroxidasa.

En brotes compuestos de CE/CML, las relaciones espaciales entre los dos tipos de células pueden ser examinadas
mediante el marcado de las células endoteliales con un anticuerpo monoclonal (MAb) marcado con FITC para CD31
humano (clon P2B1 - Chemicon) o FITC-aglutinina UEA 1, un marcador especifico de las células endoteliales
humanas. Las células del musculo liso se pueden marcar con MAb anti-actina alfa-SM humana seguido de segundos
anticuerpos anti-raton-RITC. Los detalles de la estructura luminal y la interaccion entre las células endoteliales y las
células de musculo se pueden obtener a partir de cortes de parafina marcados con los reactivos anteriormente
mencionados.

Los métodos de fabricacién descritos son la base para la produccién en masa comercial de dispositivos de
angiogénesis con una alta capacidad de repeticion. Con la conservacion adecuada (por ejemplo almacenamiento
criogénico), podrian ponerse a disposicién para la venta para los investigadores vasos parentales pre-cultivados o
redes capilares enteras.

Sucedaneos de la arteria coronaria

Para la creaciéon de sucedaneos de la arteria coronaria, se utilizan mandriles con un didametro exterior seleccionado
para producir un sucedaneo de la arteria coronaria que tiene un lumen de vaso con un diametro interior de
aproximadamente 4 mm a 5,5 mm. Opcionalmente, el mandril puede ser un tubo hueco que se perfunde y es lo
suficientemente permeable para permitir el intercambio de nutrientes y gases durante el periodo de crecimiento del
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sucedaneo de la arteria coronaria. Los sucedaneos de la arteria coronaria pueden ser cultivadas, o bien Unicamente
a partir de células de musculo liso, presentando asi un analogo de la estructura de la capa media de los vasos
sanguineos, o bien como estructuras compuestas de dos o tres tipos de células.

En el método divulgado en las reivindicaciones adjuntas las células son células endoteliales. También se divulga
aqui, pero no se reivindica, un método en el que se siembran células de musculo liso en los mandriles y se hacen
crecer a las capas circulares de 300 a 400 um. Con el fin de acelerar la creaciéon de sucedaneos de la arteria
coronaria, el fenotipo de las CML se puede manipular de tal manera que las células son de un fenotipo altamente
proliferativo durante la fase de crecimiento inicial, y luego se cambia a un estado diferenciado después de que la
pared del vaso ha alcanzado el espesor deseado. El cambio de fenotipo provocara una ralentizacion drastica de la
tasa de crecimiento de la célula del musculo liso e inducira la produccién de proteinas de la matriz extracelular,
como el colageno y la elastina, lo que afecta a las propiedades mecanicas de los vasos. El cambio de fenotipo se
puede lograr mediante el control de la expresion de ciertos genes. Por ejemplo, con la ayuda de un promotor
sensible a tetraciclina, la expresién génica (por ejemplo, para la elastina) puede ser suprimida hasta que la pared del
vaso ha alcanzado el espesor deseado. La omisién de tetraciclina del medio de crecimiento activara el gen
insertado. La sobreexpresion de la elastina, por ejemplo, inhibe ademas la proliferacién celular y ejerce funciones
estructurales y de sefalizacién dentro de la pared del vaso. El acondicionamiento mecanico, por ejemplo, mediante
flujo pulsatil, puede utilizarse para reforzar los sucedaneos de la arteria coronaria, e inducir la alineacién fisioldgica
de las células. Potencialmente se pueden utilizar también otros “cambios de fenotipo” externos o internos.

Las células endoteliales se pueden sembrar en los manguitos de las CML, ya sea directamente después de la
extraccion de los mandriles, o después del acondicionado y reestructuracion de las células de musculo liso. La
siembra de células endoteliales puede realizarse por infusion de una suspensién de células endoteliales en el
manguito de las CML. El flujo se detiene entonces durante un periodo de tiempo adecuado para permitir la unién
adecuada de las células endoteliales. Si es necesario, los vasos se pueden girar, o invertir varias veces con el fin de
facilitar una distribucion uniforme de las células endoteliales.

Opcionalmente, las células endoteliales se pueden sembrar primero sobre el mandril. En ese caso, las células de
musculo liso se siembran en una capa de células endoteliales confluentes. En este método, sera necesario evitar
que las células endoteliales migren hacia la periferia del sucedaneo de la arteria coronaria, que es mas rico en
oxigeno y nutrientes.

Si se desea, la siembra de células de fibroblastos en el exterior de los manguitos de las CML puede crear una capa
adventicia.

Las células para la creacion de sucedaneos de la arteria coronaria se pueden derivar de material autélogo,
heterélogo o xenogénico. Las células pueden ser células madre, células precursoras o células diferenciadas. Las
células se pueden modificar genéticamente para lograr un fenotipo especifico o para reducir la respuesta inmunitaria
del organismo hospedador.

El método del DCP divulgado en la presente memoria ofrece la opcion para la producciéon en masa para la venta de
sucedaneos de vasos o sucedaneos de vasos que estan disefiados a medida para el destinatario. El método del
DCP divulgado en la presente memoria, también es adecuado para el desarrollo de modelos para la ingenieria de
tejidos de sucedaneos de la arteria coronaria, para la investigacién en la aterogénesis, arteriogenesis, para la
investigacion en la interaccion de los diferentes tipos de células vasculares entre si y con los componentes de la
matriz extracelular, para estudios sobre los efectos del 6xido nitrico y para el estudio de diversas sustancias
farmacéuticas.

Vasos sanguineos y linfaticos de diferente tamafio o tipo

El método del DCP divulgado en la presente memoria se puede usar para crear vasos sanguineos de diametro y tipo
distinto del de las arterias coronarias. Al cambiar el diametro del mandril variara el diametro del vaso. El tipo de vaso
(arterial, venoso, linfatico) puede variarse con el fenotipo de las células y/o el punto temporal tiempo cuando se
inhibe la proliferacion de las células. Las venas, por ejemplo, contienen solo una pequefia capa de células del
musculo liso.

Otros tejidos de tipo tubular similares

El método del DCP divulgado en la presente memoria se puede usar para fabricar otros tejidos tubulares, tales como
el conducto biliar, el conducto lagrimal, la trompa de Eustaquio, el oviducto, los conductos deferentes, los uréteres, la
uretra, las vias respiratorias pulmonares, etc. El método del DCP divulgado en la presente memoria también puede
resultar util para la generacién de conductos nerviosos a partir de diferentes tipos de células, incluyendo células
gliales, para la orientacién del crecimiento y la reparacién neural.

Sistemas de VBA sistemas para la ingenieria de tejidos
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El método del DCP divulgado en la presente memoria puede ser utilizado para la ingenieria de tejidos y 6rganos
mediante el uso de matrices de mandriles extraibles como andamio. Las células del tejido/6rgano deseado (musculo,
higado, rifién, pulmén, piel, etc.) se siembran en los mandriles recubiertos de proteina de unién. Estos mandriles
pueden estar hechos de fibras sélidas o alambres, o, de forma alternativa, de tubos permeables al perfusado, como
celulosa. Los mandriles estan separados unos de otros a una distancia precisa que permite la fusion de los
manguitos de células individuales. Con este método, se pueden formar hojas o bloques de tejido. Los mandriles se
extraen a continuacion (o de otra manera se extraen) y el tejido bioartificial se perfunde internamente mediante la
ayuda de un sistema de perfusion.

Dispositivo para la cicatrizacion de heridas

Se pueden usar sistemas de vasos bioartificiales prefabricados para facilitar la curacion de heridas, tales como para
las Ulceras cronicas en pacientes diabéticos. Las redes capilares bioartificiales podrian embeberse en parches de
materiales de apoyo (por ejemplo, de geles de matriz extracelular, enriquecidos con factores de crecimiento
angiogénico) y colocarse sobre la herida. El vaso bioartificial, perfundido auténomamente con soluciones de
nutrientes oxigenados, facilitaria el surgimiento de la vasculatura del donante y de la piel. De forma alternativa, un
parche de vaso bioartificial tal podria intercalarse entre la herida y un injerto de piel, y facilitar el crecimiento en el
injerto.

Dispositivo de terapia génica

Los vasos bioartificiales se podrian utilizar para los dispositivos de administracion de farmacos implantables. Las
células, tomadas de un paciente, podrian ser modificadas genéticamente in vitro para producir una determinada
proteina (hormona, enzima, etc.). Estas células pueden crecer a continuacién en vasos bioartificiales o redes
vasculares, utilizando el método antes mencionado. Reimplantados en el hospedador, las células siguen
produciendo la sustancia diana y la liberan de forma local o sistémica.

Tejidos y 6rganos artificiales

Se pueden utilizar redes vasculares de ingenieria tisular, como se describe anteriormente, para la creacion de
tejidos, o incluso 6rganos enteros. Un enfoque es la creacién de uno o mas vasos parentales perfundidos in vitro.
Las células del estroma del tejido u 6rgano deseado se siembran alrededor de los vasos parentales, como por
ejemplo, en un gel. A las células del estroma se suministran nutrientes y oxigeno a través de los vasos parentales.
Cuando las células del estroma se multiplican, la demanda de nutrientes y oxigeno aumenta. Las células liberan
factores angiogénicos y estimulan el brote de los vasos. El sistema de vasos brota en la misma proporcion en la que
el tejido crece de forma muy parecida a la del crecimiento natural. Por lo tanto, este sistema seria también un buen
modelo para los estudios de la biologia del desarrollo.

Otro enfoque utiliza matrices paralelas de mandriles como un andamio para las células del estroma. A medida que
las células del estroma se multiplican, las capas de células se forman alrededor de los mandriles. Eventualmente, el
espacio entre todos los mandriles se llena de células del estroma, lo que tiene como resultado una hoja de tejido.
Tras la retirada de los mandriles, el tejido puede ser perfundido a través de los canales dejados por los mandriles.
Estos canales pueden endotelizarse a través de la siembra luminal. El enfoque no se limita a 2D. Se pueden apilar
varias hojas o se pueden usar andamios 3D. El presente inventor ha utilizado matrices 2D, asi como matrices en 3D
para la ingenieria de tejido muscular.

En otro enfoque mas, las capas de tejido y las capas de redes vasculares podrian ser creadas de forma
independiente y, a continuacion apilarse de forma intermitente. Todos estos enfoques pueden producir cualquiera de
los modelos simples con uno o dos tipos de células, o construcciones mas bien complejas compuestas de varios
tipos de células.

Tras la implantacion, los tejidos u 6rganos, disefiados con estos métodos podrian ser conectados directamente a los
flujos de sangre, o mantenerse perfundidos por un sistema de perfusién hasta que la vasculatura del hospedador
haya crecido en el injerto.

Ejemplo de construccion de musculo fabricado con tejido perfundido

Haciendo referencia ahora a la FIG. 8a, se muestra una imagen in vitro de un ejemplo de una pluralidad de
mandriles después de la siembra con las células del musculo liso. En el método divulgado en las reivindicaciones
adjuntas las células son células endoteliales. También divulgado en la presente memoria, pero no reivindicado, es
un método en el que se intercala una pluralidad de unidades de mandril M y tubo retractil intercaladas en un bastidor
de Mylar®. La distancia entre los mandriles M se ajusté a aproximadamente 100 uym. Los extremos de todos los
segmentos de tubo retractil se combinaron en un colector aguas arriba y uno aguas abajo (no mostrados). El
bastidor de Mylar se esterilizd, se recubrié con laminina y se sembré con una suspension de 5 x 108 células de
musculo liso ML de aorta de rata (RASMCs)/ml. Las células SM se unieron a cada mandril M individual y se
multiplicaron, formando de esta manera capas circulares. Después de 10 dias, las capas individuales se habian
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fundido y dieron lugar a una hoja o placa gruesa de células de musculo liso. Después de 7 dias adicionales en medio
de crecimiento, el medio fue suplementado con 50 U/ml de heparina durante otros 7 dias. A continuacién, se
extrajeron todos los mandriles y el tejido se perfundié con medio con heparina a una velocidad de 10 ml/dia. La
camara de perfusién se mantuvo fija a la parte inferior de una placa de Petri de 100 mm llena de medio con
heparina. La placa de CML se perfundié durante 11 dias. Durante ese tiempo, los canales CH permanecieron
funcionales y claramente visibles in vitro (como se muestra mejor en la Fig. 8b).

Haciendo referencia ahora a la FIG. 8b, se muestra un ejemplo de una placa de musculo PM perfundida. El fluido es
mostrado perfundido a través de los extremos del tubo (T) en los canales (CH) dejados por los mandriles extraidos.

Haciendo referencia ahora a la FIG. 9, se muestra esquematicamente una realizacién alternativa de un DCP. En el
ejemplo, un DCP 900 incluye una capa 902 yuxtapuesta entre un primer porta de vidrio 904 y un segundo porta de
vidrio 920. La capa 902 tiene un espesor adecuado para la incorporacién de una pluralidad de puertos de fluido
conectados por canales 922. La pluralidad de orificios de fluido incluye un puerto de suspension de células 914, una
pluralidad de puertos de entrada 912 y una pluralidad de puertos de salida 918. Los puertos que estan conectados
por canales 922 para permitir el paso y el intercambio de fluidos funcionan de manera similar. Multiples puertos,
como los puertos 912, estan dispuestos para proporcionar multiples puntos de acceso. Otras aplicaciones pueden
emplear ventajosamente disefios de microfluidos con camaras de fluido y puertos creados en materiales de
microfluidos. Del mismo modo, la capa puede comprender silicona u otros materiales adecuados para su uso en la
microscopia de aplicaciones de microfluidos. Una camara de colageno 906 se encuentra ventajosamente localizada
para el acceso de un par de tubos capilares 916 huecos, flexibles. EI nimero de tubos capilares empleados puede
variar de uno a sustancialmente mas de dos, ya que pueden ser acomodados por el tamafo del DPC y el nimero de
vasos que se crean. Se puede acceder a cada uno de la pluralidad de los puertos y las camaras a través de la capa
mediante una o mas bombas de jeringa a través de entradas de tubos 940A, 940B, donde las bombas de jeringa
estan asociadas a las jeringas que tienen agujas. Aunque solo dos entradas de tubos de la bomba de la jeringa
940A, 940B se muestran para simplificar los dibujos, se comprendera que se pueden usar bombas de jeringa
individuales, jeringas o equivalentes para inyectar o extraer material en cada camara y/o puerto segun el caso. En
una realizacion, las bombas de jeringa estan acopladas a jeringas estancas a los gases.

Habiendo descrito las caracteristicas de un DCP 900 alternativo, que ayudara a la comprensién de la divulgacion,
ahora se describira un método para la construccién del DCP. En un ejemplo que empleo una capa de silicona para la
capa 902, se perfora un patrén de agujeros y canales en una capa de silicona cubierta con una capa superior
adhesiva 943 y una capa inferior adhesiva 945. A continuacion, se introducen agujas huecas a través de la silicona,
que luego se utilizaran para guiar los capilares 916 de silice fundido recubiertos de poliamida en la camara de
colageno 906 y también en uno de los orificios de entrada 912. Los dos tubos capilares estan alojados en un tubo
910 de pequerio calibre, que va desde la camara principal hasta los orificios de salida 907. La capa de silicona 902
se intercala entonces entre dos portaobjetos de vidrio con la ayuda de las capas adhesivas. EI DPC 900 se esteriliza
en el autoclave y se almacena hasta su uso. Para obtener la camara 906 lista para la creacion de vasos, se prepara
una solucién de colageno, se inyecta a través de una aguja de la jeringa directamente en la camara de colageno 906
y se deja que forme un gel en una incubadora durante la noche. EI DCP 900 se conecta a continuacién a una bomba
de la jeringa mediante la inyeccién de agujas de jeringa en los dos orificios de entrada.

Las agujas de las jeringas se conectan, a su vez, a un tubo estanco a los gases, que conduce a dos jeringas
estancas a los gases, llenas de medio de cultivo con pH bien ajustado bien y montadas en una bomba de la jeringa.
Los dos orificios de salida 908A, 908B estan conectados a los depésitos de residuos de manera similar. Las bombas
de jeringa operan aqui como bombas de perfusion, se activan a continuacion, llenando por lo tanto los orificios de
entrada y cebando secuencialmente los orificios de entrada, los tubos capilares y los puertos de salida. Cuando todo
el aire es empujado fuera del sistema, se sujeta cada tubo capilar con unas pinzas y se tira hacia atras de los
extremos que llegan a la camara de colageno a través del gel de colageno hasta que solo los extremos de los
capilares llegan a la camara de matriz. Con este procedimiento, se crean dos canales perfundibles en el gel de
colageno. Con el fin de sembrar células en los canales de colageno, se inyecta una suspensién altamente
concentrada de células endoteliales en los puertos para la suspension de células. La bomba de la jeringa se apaga a
continuacion y los otros extremos de los capilares son estirados hacia los depoésitos pequefios 914R que contienen
las células, lo que conduce a una afluencia inmediata de grandes niumeros de células en los canales de colageno. El
caudal de las células puede ser estrechamente controlado a través de la altura de los depoésitos de residuos. A
continuacion, el DCP se coloca en una incubadora durante 45 min para permitir que las células se adhieran a las
paredes de los canales de colageno. El DPC se puede invertir varias veces o manipularlo de otro modo para
distribuir las células de manera 6ptima. Por ultimo, los tubos capilares se retiran de los depésitos de células en los
depositos que forman parte del puerto de entrada y la bomba de la jeringa se enciende y se establece la velocidad
de perfusiéon deseada. El exceso de células se lava. Este procedimiento de siembra conduce a dos vasos parentales
con monocapas homogéneas de células después de permitir tiempo para el crecimiento, donde el tiempo requerido
es mas corto para grandes concentrados de células inyectadas en los tubos. Tenga en cuenta que el mandril puede
ser retirado de la matriz por extracciéon y/o descomposicion, dependiendo del tipo de mandril utilizado.

Con referencia ahora a la FIG. 10, se muestra un Unico vaso parental 1050 del que crecen brotes 1052 en una
matriz 1054 circundante. Cuando se siembran células de la vena del cordén umbilical humano (HUVEC) en los
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canales de colageno, los vasos parentales asi creados comienzan a brotar en el colageno. Estos brotes se alargan y
comienzan a ramificarse. Estas ramas finalmente anastomizan con ramas del vaso parental opuesto y, por lo tanto,
forman redes vasculares.

Con referencia ahora a la FIG. 11, un primer vaso parental 1102 se muestra conectado a través de una red de brotes
1106 a un segundo vaso parental 1104. Los brotes 1106 tienen limenes y son perfundidos.

Protocolo para la creacidon de vasos parentales

Haciendo referencia ahora a la FIG. 12, se muestra un método alternativo para la creacién de células parentales
mediante la siembra de canales en una matriz de colageno. Habiendo descrito el DCP alternativo utilizando una
capa de silicona, ahora se describira un ejemplo especifico de una aplicacién para la creacién de un sistema de
microvasos para facilitar la comprension de la divulgacion por los expertos en la técnica.

ElI DCP se esteriliza en un autoclave y se mantiene en un ambiente estéril hasta su uso. Se prepara una solucion de
colageno y se mantiene en hielo. El colageno se llena en una jeringa pequefa. La jeringa esta provista de una aguja
de jeringa 30G y la soluciéon de colageno se inyecta en la camara de colageno a través de la aguja de la jeringa
hasta que la camara esta completamente llena de colageno 1002. Una segunda aguja de la jeringa se inyecta desde
el lado opuesto de la camara como una salida de aire.

El DCP se conecta entonces a una bomba de la jeringa mediante la inyeccién de agujas de jeringa en los dos
orificios de entrada 1004. Las agujas de las jeringas son, a su vez, conectadas a un tubo estanco a los gases, que
conduce a dos jeringas herméticas a los gases, llenas de medio de crecimiento con pH bien ajustado y montadas en
la bomba de la jeringa. Los dos puertos de salida estan conectados a los recipientes de residuos de manera similar
(es decir, agujas de jeringa inyectadas en los puertos de salida, conduciendo los tubos a los contenedores de
residuos 1006.

El DCP se perfunde haciendo funcionar la bomba de la jeringa como una bomba de perfusion, llenando de esta
manera los orificios de entrada y cebando secuencialmente los puertos de entrada, los tubos capilares y los puertos
de salida 1008. Cuando todo el aire es empujado fuera del sistema (por ejemplo, a través de agujas de jeringas de
diametro pequefio que sirven como salidas de aire removibles), entonces se sujeta cada tubo capilar con unas
pinzas y se tira hacia atras de los extremos que llegan a la camara de colageno a través del gel de colageno hasta
que solo los extremos de los capilares llegan a la camara. Con este procedimiento, se crean dos canales
perfundibles en el gel de colageno 1010.

Con el fin de sembrar células en los canales de colageno, se inyecta una suspension altamente concentrada de
células endoteliales en los puertos para la suspension de células 1012. La bomba de la jeringa se apaga a
continuacién y los otros extremos de los capilares son estirados desde los puertos de entrada hasta los depoésitos
pequefios contienen las células, lo que conduce a una afluencia inmediata de grandes niumeros de células en los
canales de colageno 1014. El caudal de las células puede ser estrechamente controlado a través de retropresion
(altura de los depésitos de residuos). A continuacion, los capilares son estirados mas hacia los depésitos que estan
conectados con los puertos de entrada.

A continuacién, el DCP se coloca en una incubadora durante 45 min para permitir que las células se adhieran a las
paredes de los canales de colageno 1016. El DPC se puede invertir varias veces o manipularlo de otro modo para
distribuir las células de manera 6ptima.

Por ultimo, se enciende la bomba de la jeringa y se ajusta a una velocidad de perfusién 1020 deseada. El exceso de
células se lava. Este procedimiento de siembra conduce a dos vasos parentales con monocapas homogéneas de
células 1022. Una o mas redes de microvasos pueden crearse mediante la perfusién de los vasos parentales como
se ha descrito anteriormente.

En ofra alternativa, el procedimiento para crear los vasos parentales también puede incluir la incrustaciéon de
mandriles en la matriz de colageno, la extraccion de los mandriles y la infusion de las células en los canales dejados
por los mandriles, asi como la siembra de células en los mandriles como se ha descrito anteriormente con referencia
ala FIG. 1A-1C y otros. La combinacion de los dos métodos permite la estratificacion de diferentes tipos de células.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para la creacién de redes de microvasos perfundibles in vitro, comprendiendo dicho método:

tirar de una pluralidad de mandriles a través de una matriz para formar mas de un canal a través de la matriz;
inyectar células endoteliales en cada canal;

incubar la matriz para permitir que las células se fijen dentro de cada canal;

perfundir cada canal para eliminar las células no fijadas y para crear un vaso parental dentro de cada canal,
donde cada vaso parental incluye un canal hueco perfundible revestido de células en la matriz;

en donde mediante la exposicién de cada vaso parental a un compuesto seleccionado de entre factor de
crecimiento de fibroblastos basico, factor de crecimiento endotelial vascular y 12-miristato-13-acetato de forbol,
se induce la formacion de brotes en cada vaso parental en la matriz circundante que se anastomosan para
formar una red de microvasos, donde un vaso parental esta conectado a través de una red de brotes a por lo
menos un segundo vaso parental.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la red de microvasos se somete a perfusién luminal a
través de cada vaso parental, en donde un perfusado liquido es desviado a través de los capilares reduciendo la
corriente en un vaso parental y aumentando la resistencia en un segundo vaso parental que esta conectado al
primero por uno 0 mas brotes, de manera que el perfusado es impulsado desde el vaso que tiene una presion mas
alta al vaso con la presion mas baja.

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que la perfusién del canal emplea al menos un perfusado
seleccionado del grupo que consiste en: medio de crecimiento celular oxigenado libre de suero y sustancias
angiogénicas 0 angiostaticas; y medio de crecimiento celular oxigenado suplementado con suero y/o compuestos
que influyen en la angiogénesis; y solucidén salina fisiolégica oxigenada; un perfusado que comprende sangre
oxigenada; un perfusado que comprende componentes de la sangre; un perfusado que comprende sustitutos de la
sangre; un perfusado desoxigenado donde la oxigenacion del sistema se consigue mediante la difusion a través de
la matriz; un perfusado que comprende al menos uno de compuestos angiogénicos y angiostaticos.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que los al menos dos vasos parentales comprenden matrices
multidimensionales de vasos perfundibles.

5. El método de la reivindicacion 1, en el que la matriz comprende al menos uno de compuestos angiogénicos y
angiostaticos.

6. El método de la reivindicacion 1, en el que las células comprenden células modificadas genéticamente que liberan
productos en un perfusado o en la matriz.

7. El método de la reivindicacion 1, en el que la matriz comprende un material seleccionado del grupo que consiste
en fibrina, colageno, gelatina, membrana basal gelificada, agar, agarosa, alginato, proteinas de la membrana basal,
gel de silice, células y combinaciones de los mismos.

8. El método de la reivindicacion 1, en el que las células se depositan en el canal de matriz mediante al menos un
método seleccionado de fijaciéon previa al mandril, por inyeccion en el canal de la matriz después de la retirada del
mandril y por una combinacion de fijacion previa al mandril y también por inyeccién en la matriz.

9. El método de la reivindicacién 1, en el que el mandril se retira de la matriz mediante al menos un método
seleccionado de extraccion y descomposicion.

10. El método de la reivindicacion 1, en el que la matriz se llena con células seleccionadas de entre el grupo que
consiste en células endoteliales, células de musculo liso, pericitos, células humanas, células animales, células
vegetales, células madre, células musculares, células hepaticas, células renales, células de pulmon, células de la
piel, células epiteliales y células modificadas genéticamente.

11. El método de la reivindicaciéon 1, en el que un fragmento de tejido sano o de tejido enfermo se incrusta en la
matriz, o en el que un fragmento de tejido canceroso se incrusta en la matriz.

12. El método de la reivindicacion 1, en el que las redes de microvasos estan constituidas por células normales o
modificadas genéticamente.
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