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DESCRIPCION
Nuevo biomaterial a partir de la gelatina de Wharton del cordén umbilical humano
Campo técnico de lainvencion

La presente invencién hace referencia a un biomaterial, concretamente un hidrogel, formado a partir de la matriz
extracelular del corddén umbilical para su aplicacién en medicina regenerativa. En patrticular, la invencién hace
referencia a un biomaterial compuesto por glucosaminoglucanos aislados exclusivamente de la gelatina de Wharton
del corddn umbilical que opcionalmente puede contener células, y también a los métodos para su produccion y uso.

Antecedentes de lainvencién

Los biomateriales formados por polimeros juegan un papel central en medicina regenerativa ya que proporcionan
anclajes temporales tridimensionales para la adhesion, la proliferacion y la diferenciacion de células trasplantadas.
Este caracter tridimensional proporciona una plataforma adecuada para la comunicacion intercelular y la relacién de
las células con los componentes del biomaterial. La biointeraccion que, con el paso del tiempo, se produce entre la
matriz y las células, determina la capacidad proliferativa de las células, su organizacion para la formacion de un
nuevo tejido, su diferenciacion y la secrecion de moléculas de sefializacion que dirigen el proceso regenerativo
(Dawson et al., 2008).

Para que sucedan estos fendbmenos, es necesario que el biomaterial permanezca en el lugar de la aplicacion
durante un tiempo limitado hasta su reabsorcion, conservando su estructura durante un tiempo suficiente para dar
lugar a una accion celular adecuada con consecuencias regenerativas.

Un tipo de biomaterial concreto, los hidrogeles, poseen numerosas propiedades que los hacen muy adecuados para
su aplicacion en ingenieria tisular.

Los hidrogeles son estructuras formadas por polimeros hidrofilos de origen natural o sintético interconectados, con
capacidad de contener una gran cantidad de agua en el interior de su estructura, desde el 10-20 % hasta cientos de
veces su propio peso. Estos geles exhiben una morfologia semi-sélida cuyo entramado tridimensional se presenta
como candidato ideal para formar una matriz estructural capaz de actuar como soporte. Esta estructura
tridimensional puede estar formada por reticulacion tanto fisica como quimica. La reticulacion fisica produce
hidrogeles reversibles cuya estructura puede invertirse en funcién de la aplicacion final, mientras que la reticulacion
guimica produce hidrogeles permanentes cuya estructura se mantendra a lo largo de toda la aplicacion (Coburn et
al., 2007). Por lo tanto, los hidrogeles son materiales poliméricos (de origen natural o sintético) reticulados en forma
de red tridimensional, que se hinchan en contacto con el agua formando materiales flexibles, elasticos y que retienen
una fraccidn significativa de la misma en su estructura sin disolverse.

Los hidrogeles presentan una serie de caracteristicas particulares tales como:

1. Carécter hidrdfilo: debido a la presencia en su estructura de grupos solubles en agua (-OH, -COOH, -CONH2,
-CONH, SO3H). Tienen un alto contenido acuoso similar al de los tejidos vivos (Elisseeff et al., 2005).

2. Soninsolubles en agua: debido a la existencia de una red polimérica tridimensional en su estructura.

3. Tienen una consistencia suave y elastica que esta determinada por el mondémero hidréfilo de partida y la baja
densidad de reticulacion del polimero.

Tienen la capacidad de hincharse en presencia de agua o soluciones acuosas, aumentando considerablemente su
volumen hasta alcanzar un equilibrio quimico-fisico, pero sin perder su forma. Esta capacidad de hincharse
proporciona un microambiente acuoso comparable al que se ven sometidas las células en tejidos blandos. La
presencia de agua y de una estructura porosa también permite el flujo de solutos de bajo peso molecular y de
nutrientes cruciales y esenciales para la viabilidad celular, asi como el transporte de los desechos celulares fuera del
hidrogel (Torres et al., 2000).

El cordon umbilical es una estructura muy vascularizada con un componente celular importante. Las células y el
sistema vascular estan integrados en un tejido conectivo gelatinoso denominado Gelatina de Wharton (GW). La GW
contiene una baja cantidad de células y altos niveles de matriz extracelular, compuesta principalmente por colageno,
acido hialurénico y glucosaminoglucanos sulfatados.

Los glucosaminoglucanos (GAG), también denominados mucopolisacaridos, son heteropolisacaridos que se
encuentran en los organismos unidos a un nicleo proteico formando macromoléculas denominadas proteoglicanos.
Estos pueden encontrarse en las superficies de las células o en la matriz extracelular y desempefian importantes
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funciones en las interacciones que se producen entre las células y entre las células y la matriz extracelular. Se
encuentran en forma sulfatada y no sulfatada y la caracteristica comin de estas moléculas es su composicion en
una secuencia repetida de disacaridos formada por dos azlcares distintos: uno de ellos es habitualmente un
hexuronato mientras que el otro es una hexosamina. La variaciéon configuracional en la unién de los disacaridos y la
posicion de la sulfatacién lleva a un incremento de la diversidad en las propiedades fisicas y quimicas de estas
cadenas. El elevado contenido en sulfato y la presencia de acido urénico confiere una gran carga negativa a los
GAG, por lo que la gran cantidad de ellos en la GW hace que este tejido se encuentre extremadamente hidratado.

Existen diversos tipos de GAG que estan directamente implicados en las funciones celulares basicas, no solo debido
a su estructura, sino también porque son lugares de anclaje de diversas moléculas de sefializacién celular.

El &cido hialurénico es el GAG mas abundante de la GW. Es el inico miembro no sulfatado de la familia de GAG que
funciona in vivo como un hidrato de carbono libre, consistiendo su estructura en repeticiones de un disacarido: acido
D-glucurdnico y (1-B-3) N-acetil-D-glucosamina (Goa et al., 1994; Laurent et al., 1992). Se sintetiza en varios tipos de
células y se secreta al espacio extracelular donde interacta con otros componentes de la matriz extracelular
creando la estructura de soporte y proteccion que rodea a las células (Collins et al., 2008). Es un polimero linear,
grande y polianiénico, y una sola molécula puede tener un peso molecular de 100.000 a 5.10° Da (Toole et al., 2004;
Bertolami et al., 1992). Adopta una estructura en espiral que ocupa un gran volumen, dando lugar a soluciones de
alta viscosidad. Las moléculas individuales de &cido hialurénico se asocian entre ellas formando redes o
entramados. En los tejidos en desarrollo, el &cido hialurénico es considerado la principal macromolécula estructural
implicada en la proliferacion y la migracion celular.

El acido hialurénico ha sido implicado en diversos procesos, tales como vascularizacién, morfogénesis, reparacion e
integridad general de la matriz extracelular. Se sabe que el acido hialurénico contenido en gran cantidad en el liquido
amniotico, favorece la reparacion de las heridas fetales (Longaker et al., 1989). Ademas, se han observado
variaciones en sus propiedades moleculares entre la piel sana y las cicatrices, siendo seguramente distinto el acido
hialurénico presente en las cicatrices normales al de las hipertroficas (Ueno et al., 1992).

El condroitin sulfato es un polimero lineal formado por la repeticion de un dimero de &acido D-glucurénico y N-
acetilgalactosamina. Su utilidad ha sido probada en terapias dirigidas a combatir artropatias mediante la inhibicién
de la actividad de las enzimas responsables de la degradacion de la matriz de los componentes del cartilago.
También actuaria como un antiinflamatorio mediante la inhibicion del complemento y es util en el tratamiento de
trastornos tromboembdlicos, en cirugia y clinicas oftalmoldgicas.

El dermatan sulfato, también conocido como condroitin sulfato B, es un fuerte anticoagulante por su efecto inhibidor
selectivo sobre la trombina a través del cofactor Il de la heparina, siendo muy eficaz in vivo por su menor riesgo
hemorragico (Trowbridge et al., 2002).

Los glucosaminoglucanos, en general, y en particular la heparina, tienen la capacidad de modular la actividad de las
cascadas plasmaéticas, potenciando la inhibicién de la via intrinseca de la coagulacion e inhibiendo la via clasica de
activacion del complemento en diversos puntos (Rabenstein, 2001). Otras funciones conocidas de la heparina son la
inhibicion de la angiogénesis, el crecimiento humoral y su actividad antivirica.

El heparan sulfato tiene una estructura muy relacionada con la heparina. Se distribuye ampliamente en los tejidos
animales y entre sus funciones destacan la adhesion celular y la regulacion de la proliferacion celular. Posee un
efecto protector frente a la degradacién de proteinas, regulando su transporte a través de la membrana basal e
interviniendo también en su internalizacion (Rabenstein, 2001).

Existen varios documentos de patente que se refieren a mucopolisacaridos obtenidos de origen animal o humano. El
documento US 3.887.703 se refiere a mezclas de mucopolisacaridos obtenidas a partir de tegumentos cutaneos y
del cordén umbilical de fetos ovinos o bovinos. El Gnico ejemplo que utiliza un cordén umbilical es de un feto de vaca
de 1-9 meses y no menciona que se elimine la membrana ni los vasos ya que la primera operacion es un molido a
una temperatura por debajo de 10 °C. No se mencionan los mucopolisacaridos individuales que forman las mezclas
ni las cantidades presentes, los productos activos se identifican por la cantidad de hexosaminas que estan presentes
en la mezcla. Con los extractos, se preparan composiciones para el tratamiento del cabello y del cuero cabelludo
grasiento, asi como para las inflamaciones, tanto en forma de inyectable como por ingestién oral.

El documento de patente US 5.814.621 se refiere a una composicion que consiste esencialmente en un farmaco que
es mas soluble en una mezcla de disolvente organico y agua que en agua, y un mucopolisacarido que forma parte
de un farmaco, en el que cristales o particulas del farmaco estan distribuidos en la superficie de las particulas del
mucopolisacarido y en el que dicho farmaco se disuelve en agua mas deprisa que si estuviera solo. Dicha
composicion puede tener forma granular.

En la solicitud de patente WO 2008/021391 Al, se describen biomateriales que comprenden la membrana del
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cordén umbilical. Ademas, puede comprender adicionalmente uno o mas vasos del cordén umbilical y/o gelatina de
Wharton. El biomaterial es preferentemente seco y puede ser liso, tubular o adaptado para encajar en una estructura
especifica. La invencién también proporciona métodos de fabricacién del biomaterial que comprende al menos una
capa de la membrana del cordén umbilical, asi como métodos para obtener dichos biomateriales y su uso para la
reparacion de tejidos u 6rganos.

La descripcion caracteriza el biomaterial a partir del cordén umbilical. Describe que la composicién de dicho material
comprende colageno (de tipo I, Ill y IV siendo estos un 75-80 % del porcentaje de la matriz del biomaterial),
fibronectina y glucosaminoglucanos.

También se menciona que el biomaterial también puede comprender colageno que no provenga de cordones
umbilicales y que tenga origen comercial o que se haya aislado de otros tejidos y a partir de métodos conocidos en
el estado de la técnica. Ademas los autores afiaden, que el biomaterial puede comprender compuestos no
estructurales tales como factores de crecimiento, hormonas, antibiéticos, factores inmunomoduladores, etc. R. E.
Baier, Journal of Biomaterials Application, vol. 2 abril 1988, 615-626, XP002590650, menciona el uso de la gelatina
de Wharton para productos terapéuticos. En la patente espafiola ES 8600613 se describe un procedimiento para el
tratamiento de tejidos corporales, para separar membranas celulares, acidos nucleicos, lipidos y componentes
citoplasmaticos y formar una matriz extracelular cuyo principal componente es coladgeno, y para hacer que el tejido
corporal sea adecuado para utilizarse como injerto corporal, que comprende extraer dicho tejido con al menos un
detergente, conservando al mismo tiempo un tamafio y forma adecuados para su injerto en el cuerpo.

El documento de patente ES 2 180 653 T3 describe métodos para transformar materiales biolégicos en sustancias
que han sufrido autolisis para eliminar al menos el 70 % de las células y métodos de tratamiento de dicho material
para inhibir su mineralizacidn posterior a la implantacién en un ser humano o animal. La patente reivindica que el
material bioldgico de partida puede ser, entre otros, el cordon umbilical; aunque especificamente se refiere a una
vélvula adrtica porcina. No obstante, la descripcidon no contiene detalle alguno respecto a la realizacion con cordén
umbilical. El biomaterial resultante se utiliza para la creacion de una valvula cardiaca bioprotésica.

El documento de patente US 4.240.794 se refiere a la preparacion de cordones umbilicales de origen humano o
animal para su utilizacion como reemplazo vascular. Especificamente el documento describe una técnica de
deshidratacién en alcohol del corddn umbilical seguido de un método de fijacion en la configuracién deseada. Se
describe que una vez que el cordén umbilical se ha limpiado de posibles restos de otros tejidos, éste se monta sobre
un mandril y se sumerge en una solucién concreta de alcohol etilico durante el tiempo necesario para que se
deshidrate. Tras la deshidratacion, el corddn se sumerge en una solucion de aldehido al 1 % para su fijacion.

El documento de patente FR 2.563.727 describe un método para producir un injerto de piel a partir de tejido
conectivo desprogramado impregnado con gelatina de Wharton y conservado a temperaturas de congelacion. Los
autores describen un dispositivo que se ancla al tejido umbilical y lo expande mediante una canula que inyecta aire
comprimido. Se describe que después el cordén umbilical se corta y se aisla pero el producto resultante de este
proceso no esta compuesto exclusivamente por GW.

Existen documentos de patente que utilizan cordon umbilical para obtener células de su interés, para lo cual llevan a
cabo procesos para separar la gelatina de Wharton y eliminarla, obteniendo asi dichas células. Por ejemplo, el
documento PCT 98/17791 describe el aislamiento de pre-condrocitos del cordon umbilical, que posteriormente se
utilizan de forma terapéutica para producir cartilago. De forma similar, en el documento WO 2004/072273 Al se
describen células progenitoras extraidas de la gelatina de Wharton existente en la zona perivascular del cordon
umbilical y se utilizan para reparar tejidos humanos.

Sin embargo, no existe ningin documento que mencione un biomaterial formado por glucosaminoglucanos
localizados en la gelatina de Wharton del cordon umbilical humano, sin membrana ni vasos sanguineos de cordon
umbilical humano, que pueda formar un hidrogel que se adapte a las caracteristicas de viscosidad necesarias, etc.
para utilizarse en diversas patologias humanas.

Por lo tanto, el biomaterial de la presente invencion estd compuesto exclusivamente por los GAG que forman la
matriz extracelular del cordon umbilical denominada GW. La matriz extracelular es una sustancia biolégica compleja
y especifica de tejido. La matriz extracelular derivada de vasos sanguineos de la vejiga urinaria es completamente
diferente de la derivada de la dermis (Hiles & Hodde, 2006). De esta manera, aunque en la bibliografia se conocen
varios intentos de sintetizar matriz extracelular, no se ha conseguido por el momento obtener una composicién
exacta que simule las condiciones naturales de un determinado tejido.

El biomaterial desarrollado en la presente invencion ofrece una estructura tridimensional que permite su utilizacion
como matriz base en ingenieria tisular y ademas, aplicado directamente, o con células, en una patologia, interviene
en el proceso regenerativo, ejerciendo un efecto llamada sobre las células del propio tejido y proporcionando un
entorno favorable para la activacién de los procesos celulares.
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La GW se caracteriza por contener un nimero muy bajo de células y, sin embargo, una gran cantidad de matriz
extracelular (colageno y GAG). Es decir, las células que se encuentran en la GW estan muy estimuladas y son
capaces de producir altos niveles de matriz. Esto es debido a que en la GW se acumulan grandes cantidades de
factores de crecimiento, entre los que se encuentran el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), el factor de
crecimiento insulinico de tipo 1 (IGF-1), el factor de crecimiento fibroblastico (FGF), el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Estos factores de crecimiento ejercen su
papel regulador de la actividad celular mediante la unién a receptores especificos, algunos de los cuales se
encuentran en los diversos GAG que componen la GW. Estos factores de crecimiento controlan la proliferacién,
diferenciacion y sintesis celular y el remodelado de la matriz extracelular que forma la GW. La gran cantidad de
matriz sintetizada proporciona una gran resistencia mecanica, elasticidad y una gran capacidad de hidratacién que
se utiliza para prevenir la oclusién de los vasos sanguineos provocada por los movimientos de contraccion del Utero
o fetales (Sobolewski et al., 2005).

A diferencia de otros biomateriales, el biomaterial de la presente invencién esta compuesto por una combinacion de
distintos GAG procedentes de la GW del cordon umbilical. De forma mayoritaria estd compuesto por &cido
hialurénico, pero ademas, a diferencia de otros compuestos de GAG, contiene dermatan sulfato, heparan sulfato,
heparina, queratan sulfato, condroitin-4-sulfato y condroitin-6-sulfato. Esta combinacion de GAG mejora la
bioactividad del biomaterial, puesto que cada uno de ellos ejerce funciones reguladoras del comportamiento celular.
Por ejemplo, se sabe que el heparan sulfato y la heparina son los principales lugares de union para el FGF y el EGF
(Kanematsu et al., 2003; Ishihara et al., 2002), los cuales los protegen de la protedlisis y permiten concentraciones
locales de estos factores en el entorno celular, creando el microambiente molecular adecuado para una gran
activacion celular (Malkowski et al., 2007).

La combinacion de GAG presentes en este biomaterial proporciona numerosos lugares especificos de union de
moléculas de sefializacion que van a permitir, en el lugar de la aplicacion, una alta activacion de las células del
propio tejido para la sintesis de altos niveles de matriz extracelular que va a regenerar y reparar el defecto tratado.

Ademas, el origen del biomaterial de la invencion proporciona una estructura natural de origen humano de una zona
no inmunogénica, cuya eliminacion se integra en los ciclos fisioldgicos normales, lo que evita las reacciones de los
biomateriales de origen animal o los efectos secundarios que pueden producir algunos biomateriales sintéticos,
como puede ser la inflamacion, induracion (endurecimiento de los tejidos de un érgano), aparicién de granulomas,
necrosis en mucosas y complicaciones tisulares por las sustancias toxicas empleadas en su elaboracion.

En el cordén umbilical, una de las funciones mas importantes de los GAG es proporcionar fuerza, elasticidad y
resistencia para proteger el sistema vascular que se encuentra en su interior de las agresiones externas. De hecho,
la sintesis deficitaria de estas moléculas es la causante de patologias importantes desarrolladas durante el
embarazo (Gogiel et al., 2005). La obtenciéon de un biomaterial compuesto por los 7 tipos de GAG diferentes que
forman parte del cordon umbilical, seria capaz de formar reticulaciones entre sus fibras, simulando lo que sucede en
el organismo y proporcionando de esta manera una fuerza, elasticidad, resistencia y compresion similar a la que
confieren en el cordon.

La invencion se define mediante las reivindicaciones adjuntas.
Descripcion de las figuras

Figura 1: Caracterizacion y cuantificacion de GAG presentes en el biomaterial de la invencion. El gréfico de
barras muestra los diferentes tipos de GAG presentes en el biomaterial de la invencién, asi como el porcentaje
de cada uno de ellos en el mismo. AH: acido hialurénico, QS: queratan sulfato, C6S: condroitin-6-sulfato, HS:
heparan sulfato, C4S: condroitin-4-sulfato, DS: dermatan sulfato, H: heparina.

Figura 2: Comprobacion de la presencia de GAG en la muestra y de la ausencia de células y DNA/RNA en las
mismas mediante tincién histolégica.

En las imégenes de la izquierda se observan tinciones de las muestras con células y en las de la derecha
tinciones del biomaterial solo. A, B: tincidbn con hematoxilina y eosina; C, D: tincion con verde de metilo pironina;
E, F: tincién con azul alcian.

Figura 3: Imagenes de la estructura tridimensional interna del biomaterial de la invencién por microscopia
electrénica de barrido.

La imagen muestra la estructura interna del biomaterial de la invencion a dos aumentos diferentes (A: 10 um y B:
5 um), en el que se observan las unidades de GAG interconectadas entre si, ofreciendo una estructura porosa
muy homogénea.

Figura 4: Resultados del estudio de toxicidad de las células dispuestas en el biomaterial de la invencién.
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Los graficos muestran curvas de citotoxicidad de células CMMA (células madre mesenquimaticas de tejido
adiposo) (Figura A), fibroblastos de raton (Figura B9), L929 (Figura C), osteoblastos (Figura D), condrocitos
(Figura E) y queratinocitos (Figura F). Los resultados se dan con respecto a un control (células sin biomaterial) y
a un control positivo (células en un biomaterial toxico determinado por la norma ISO-10993, PVC).

Como se puede observar en las gréaficas, el biomaterial no produce toxicidad en ninguno de los tipos de células
ensayados, puesto que la actividad mitocondrial de las células dispuestas sobre el biomaterial no muestra
diferencias con respecto a las células de control (en condiciones estandar de cultivo).

Figura 5: Imagen macroscoépica del biomaterial tridimensional

En esta imagen se observa la estructura tridimensional macroscopica del biomaterial sélido de la invencion tras
su liofilizacion para la cual se ha utilizado como molde una placa de cultivo estandar de 24 pocillos. La imagen
corresponde a la cantidad de biomaterial solidificado en un pocillo.

Descripcion detallada de lainvencién

El cordén umbilical contiene grandes cantidades de GAG (sulfatados y no sulfatados) formando parte del tejido
conectivo blando denominado GW. Entre estos GAG, el principal GAG no sulfatado es el acido hialurénico (Hadidian
et al.,, 1948; Jeanloz et al., 1950), aunque también se detectan proporciones menores de GAG sulfatados
(Danishefsky et al., 1966). Ademas, estudios histoldgicos del cordén umbilical han sugerido la presencia de heparina
(Moore et al., 1957). Es muy probable también que el cordon umbilical tenga mas GAG sulfatados minoritarios que
no se han reconocido hasta el momento.

La invencion descrita en el presente documento es un hidrogel que consiste en un extracto acuoso, que consiste en
GAG obtenidos exclusivamente de la GW del cordon umbilical. Este hidrogel estd completamente exento de las
células presentes en la GW del cordén umbilical humano a partir del cual se obtiene el biomaterial, por lo que no
presenta componentes inmunogénicos y carece de membrana y vasos sanguineos del cordon umbilical humano. El
biomaterial estd formado por una mezcla de glucosaminoglucanos seleccionados del grupo que comprende: acido
hialurénico, queratan sulfato, condroitin-6-sulfato, heparan sulfato, condroitin-4-sulfato, dermatan sulfato y heparina.

El biomaterial se encuentra preferentemente formando la siguiente combinacién y proporcién de la mezcla de GAG:
acido hialuronico (65-75 %), queratan sulfato (5-15 %), condroitin-6-sulfato (6-8 %), heparan sulfato (3-7 %),
condroitin-4-sulfato (2-6 %), dermatan sulfato (1-5 %) y heparina (0,1-2 %), mas preferentemente la combinacion de
GAG es: &cido hialurénico (70 %), queratan sulfato (10 %), condroitin-6-sulfato (7 %), heparan sulfato (5 %),
condroitin-4-sulfato (4 %), dermatén sulfato (3 %) y heparina (1 %).

La presente invencién también se refiere al biomaterial compuesto por el hidrogel anteriormente descrito, que
opcionalmente contiene células. De esta manera se potencia la accién del hidrogel en el proceso regenerativo y de
reparacion tisular en aquellos tejidos muy dafiados o sin posibilidad de aporte celular in situ por parte del paciente,
gracias a que el biomaterial presenta células sanas del mismo tipo que las del tejido afectado. Las células
contenidas en el biomaterial pueden ser, entre otras: células madre mesenquimaticas indiferenciadas o
diferenciadas en otra estirpe celular, células madre hematopoyéticas indiferenciadas o diferenciadas en otra estirpe
celular, condrocitos y condroblastos, osteoblastos y osteocitos, queratinocitos, fibroblastos, miocitos, adipocitos,
neuronas u otras células del sistema nervioso, células del sistema leucocitario, células corneales, células
endoteliales o células epiteliales.

La presente invencion se divide en las siguientes secciones: (i) obtencién de extracto de GAG a partir de gelatina de
Wharton del cordén umbilical (ii) produccion de un hidrogel a partir de los GAG aislados de la gelatina de Wharton
del corddn umbilical (jii) caracterizacion del hidrogel obtenido y (iv) usos del biomaterial.

Obtencién de un extracto de GAG de la GW del cordén umbilical.

El procedimiento de obtencion del biomaterial comprende las siguientes etapas:

Obtencién de un cordén umbilical humano;

Tratamiento del cordén umbilical con una solucién salina y antibiéticos;
Eliminacién de toda la sangre de la superficie del corddn;

Fragmentacion del corddn en secciones de 1-2 cm;

Limpieza de toda la sangre retenida en el interior;

Eliminacion de la membrana y de los vasos sanguineos del cordén umbilical;
Separacion de la sustancia gelatinosa que comprende la gelatina de Wharton;
Digestion enzimatica de la sustancia gelatinosa obtenida; y

Precipitacion y aislamiento de los GAG;

TTe~oaoTe

Concretamente, para aislar los glucosaminoglucanos de la GW del cordén umbilical se procede de la siguiente
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manera:

Obtencién de la Gelatina de Wharton

Inmediatamente después del parto, se recoge el cordén umbilical y se procesa o se mantiene a una temperatura de
4 °C hasta su procesamiento, no deben transcurrir mas de 24 horas en estas condiciones.

Para su procesamiento, el cordon umbilical se mantiene preferentemente en condiciones estériles en una campana
de flujo laminar de nivel de bioseguridad Il. Se somete a al menos tres lavados sucesivos con una solucién de
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Médium) o con tampén fosfato 1X (PBS 1X) con una mezcla de antibiéticos
(penicilina, estreptomicina, anfotericina B) y/o una solucién de tampoén de lisis de eritrocitos, para eliminar por
completo los restos de sangre.

Una vez limpia de sangre la superficie del cordon umbilical, se transfiere a una placa de Petri y se fragmenta en
secciones de 1-2 cm. Al cortar el cordon en fragmentos es posible que se libere sangre retenida en el interior de los
vasos sanguineos del corddn umbilical, por lo que sera necesario en este caso limpiar a fondo los fragmentos de
cordon.

El corddn umbilical consta a nivel estructural de dos arterias umbilicales y una vena umbilical, sostenidas por una
matriz consistente que es la GW y recubierto de una fina membrana. Para obtener exclusivamente la GW, se
procede a eliminar de forma mecanica la membrana y los vasos sanguineos. Para ello, se seccionan
longitudinalmente los fragmentos de cordén umbilical y con la ayuda de un escalpelo y unas pinzas se retiran con
cuidado tanto la membrana del cordén umbilical, asi como los vasos sanguineos. La sustancia gelatinosa que se
obtiene como consecuencia de ésta separacion mecanica es la GW. Generalmente, a partir de un cordéon umbilical
de 25 a 200 g se obtienen entre 20 y 160 g de gelatina de Wharton.

Extraccion de GAG de la Gelatina de Wharton

Para la obtencion de los GAG a partir de cartilago humano por medio de digestion enzimatica con la enzima papaina
(Rogers et al., 2006) para obtener GAGs a partir de cartilago humano mediante digestiébn enzimética con el enzima
papaina (SIGMA, Ref: P-4762) se utilizd el protocolo descrito en la bibliografia (Rogers et al., 2006), con algunas
modificaciones.

La GW obtenida en el punto anterior se sumerge en 10 ml de la solucion tampén de extraccion (L-Cysteina 5 mM,
soluciéon tampon Na;HPO4 100 mM, EDTA 5 mM, papaina 10 mg (14 U/mg), pH 7,5) durante 24-48 horas a 60 °C,
para su completa digestion.

Una vez digerida en su totalidad la GW, se centrifuga para eliminar el residuo inservible de la digestién. En este
punto, se observa que el volumen de la digestion es superior al volumen de partida. Este aumento se debe a la
disolucién de los GAG presentes en la GW y por lo tanto a la liberacion del agua que éstos acumulan.

Centrifugada la muestra, se transfiere el sobrenadante a otro recipiente y se procede a la precipitacion de los GAG
presentes en la muestra.

Precipitaciéon y aislamiento de los GAG de la GW del cordén umbilical.

Los GAG de la GW se precipitaron con 5 volimenes de etanol al 100 %. Mediante esta etapa se precipitan los GAG
de la muestra asi como las sales presentes en ésta. La precipitacion ocurre debido a que las moléculas de agua
presentes en la muestra interactdan con las moléculas de etanol, de tal forma que las moléculas de agua no pueden
interactuar con los GAG de la muestra, volviéndose estos ultimos insolubles en el agua, y por lo tanto precipitando.
De esta manera, justo después de afiadir el etanol y agitar el tubo, se observa un precipitado de color blanquecino.
Los GAG se dejan precipitando 12 horas a -20 °C. Una vez precipitados, se procede a centrifugar para eliminar el
etanol al 100 % y se lava el precipitado con 5 volumenes de etanol al 75 % para eliminar las posibles sales
residuales que hayan precipitado en la muestra. Se centrifuga la muestra una vez mas para eliminar totalmente el
sobrenadante.

Una vez precipitada la muestra de los GAG, se deja secando el residuo sélido durante un minimo de 30 minutos a
temperatura ambiente hasta que se haya evaporado todo el etanol. Una vez evaporado el etanol, la muestra de los
GAG se resuspende en H20 Mili-Q y se mantiene almacenada a 4 °C indefinidamente.

La resistencia mecanica de este tipo de materiales es baja; no estan pensados para soportar cargas, a no ser que se
combinen con otro tipo de materiales tipo composites o fosfatos calcicos, sino para realizar una accién bioactiva
regeneradora en la zona dafiada. Sin embargo, la gran afinidad que se da entre las moléculas de polisacaridos que
componen este hidrogel, hace que mantengan una gran cohesion entre ellas, manteniéndose en el lugar de
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inyeccion y presentando un caracter adhesivo.

Reticulacién: obtencién de hidrogel

Existen otras aplicaciones terapéuticas que requieren un biomaterial mas resistente y permanente, con una
estructura interna que permita su colonizacion por células procedentes bien de los tejidos adyacentes en el lugar de
aplicacion o por células dispuestas en el biomaterial previamente a su implantacion. En este caso el biomaterial de la
invenciéon actuaria a modo de matriz tridimensional bioactiva para inducir la curacion y reparacion de una lesion
tisular.

El acido hialurénico, el condroitin-6- y -4-sulfato, el queratan sulfato, el dermatan sulfato, el heparan sulfato y la
heparina, regulan la actividad celular y activan la sintesis de nueva matriz extracelular. La diversidad de GAG
presentes en el biomaterial permite la existencia de numerosos lugares de unién especificos para factores de
crecimiento que regulan los procesos de proliferacion y diferenciacion celular, asi como la capacidad de sintesis de
nueva matriz extracelular y factores de crecimiento por parte de las células. Este efecto produce una mayor
capacidad de respuesta en los tejidos afectados y acelera la regeneracion e incluso permite la curacion en el caso
de zonas muy degradadas, como es el caso de Ulceras crénicas.

Para que el biomaterial pueda utlizarse como una matriz tridimensional, el extracto de los GAG tiene que
estabilizarse, aumentando sus propiedades mecénicas y permitiendo la formacion de una estructura tridimensional.
Para conseguir estos objetivos, los GAG pueden modificarse o reticularse quimicamente para formar un material en
forma de hidrogel sélido. Estas modificaciones quimicas tipicamente implican grupos carboxilicos o alcohol.

Para la obtencion de un hidrogel estable y sélido, es necesario someter la muestra a una reaccion de reticulacion
(reticulacion, polimerizacion). Este proceso implica que las cadenas de un polimero soluble en agua se convierten en
insolubles (Elisseeff et al., 2005).

Los hidrogeles obtenidos mediante la reticulacién poseen propiedades Unicas que los hace potencialmente (tiles en
ingenieria tisular: alto contenido acuoso para el transporte de nutrientes o sustancias de desecho, elasticidad y
capacidad de encapsular o de inmovilizar células in situ en un microambiente 3D. La densidad de la reticulaciéon
influye directamente en el tamafio del poro del hidrogel y, por lo tanto, en las propiedades fisicas del mismo, tal
como, por ejemplo, el contenido acuoso o la resistencia mecanica. De esta manera, un hidrogel con una densidad de
reticulacion grande y, por lo tanto, un tamafio de poro muy pequefio, absorbera menos agua y poseera una mayor
resistencia mecanica que un hidrogel con un grado menor de reticulacion y con un tamafio de poro grande.

La formacion de un hidrogel por reticulacién se puede llevar a cabo mediante diversos métodos: cambios de
temperatura, reacciones quimicas y fotopolimerizacion.

En la presente invencién la reaccidn de reticulacion se lleva a cabo de la siguiente manera: se obtiene una solucién
acuosa del polimero a reticular (en este caso una solucién acuosa de los GAG) y se afiade el reactivo quimico que
producira la reticulacion. En este caso para desarrollar el hidrogel se utiliza EDC (clorhidrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil carbodiimida) ya que el EDC activa a grupos carboxilo en soluciones acuosas. Estos grupos
carboxilo activados son capaces de reaccionar con aminas primarias o grupos hidroxilo, dando como resultado
enlaces amida o éster. Una vez formado el hidrogel, se lava varias veces con PBS para eliminar los restos de EDC
que puedan quedar. De esta manera se consigue que las moléculas de GAG absorban grandes cantidades de agua,
formando un hidrogel de aspecto sélido y poroso (Pieper et al., 1999; Wissink et al., 2001).

El hidrogel con una forma y tamafio especifico, se solidifica durante el proceso de reticulacion en el molde destinado
para tal fin, de forma que adopta la forma y el tamafio deseado dependiendo del molde que se utilice.

Los hidrogeles solidos se pueden deshidratar mediante el proceso denominado liofilizacion, para obtener de esta
manera una estructura porosa, debido a la eliminacion de las moléculas de agua intercaladas entre las moléculas de
GAG presentes en el hidrogel (Fig. 5). Ademas, una vez liofilizado el biomaterial, se puede caracterizar la estructura
tridimensional del hidrogel mediante microscopia electronica de barrido (MEB) (Fig. 3). Mediante la liofilizacion se
congela el hidrogel sélido obtenido y una vez congelado se introduce en una camara de vacio para que eliminar el
agua por el proceso denominado sublimacion. Mediante diversos ciclos de congelacién se consigue eliminar
practicamente la totalidad del agua libre contenida en el hidrogel original.

Una vez obtenido el hidrogel en su forma final, se procede a su esterilizacion, mediante la exposicion a radiacién
ultravioleta durante un periodo de 40 minutos. Las pruebas de esterilidad realizadas sobre el hidrogel demostraron
que el biomaterial se esterilizé de forma 6ptima.

Una vez esterilizado, el hidrogel se encuentra en formato de producto final, listo para su aplicacion directa o su
asociacion con células.


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=C%C3%A1mara_de_vac%C3%ADo&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Agua
http://es.wikipedia.org/wiki/Sublimaci%C3%B3n
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Ensayos de asociacion de células con el hidrogel de la invenciéon demostraron que el biomaterial no produce efectos
téxicos sobre las células, siendo su capacidad de proliferaciéon similar a la que se produce en condiciones estandar
de cultivo (Fig. 4).

Usos del biogel

El biomaterial de la invencién, ya sea en su forma combinada con células o sélo, puede aplicarse en su forma
inyectable en enfermedades del sistema articular y en tratamientos estéticos. Las células que se pueden utilizar son,
entre otras: células madre mesenquimaticas indiferenciadas o diferenciadas en otra estirpe celular, células madre
hematopoyéticas indiferenciadas o diferenciadas en otra estirpe celular, condrocitos y condroblastos, osteoblastos y
osteocitos, queratinocitos, fibroblastos, miocitos, adipocitos, neuronas u otras células del sistema nervioso, células
del sistema leucocitario, células corneales, células endoteliales o células epiteliales.

Dependiendo de la aplicacion a la que vaya destinada el hidrogel, la técnica de inyeccién sera diferente y la
viscosidad del hidrogel se adaptara al calibre del sistema de inyeccion. La viscosidad del hidrogel inyectable es de
10 a 15.000 cS (centistokes), preferentemente entre 10 y 2.000 cS. El hidrogel reticulado puede poseer una
viscosidad superior a 15.000 cS. La viscosidad del hidrogel puede modificarse por reticulacion segun las
necesidades, pudiendo obtener viscosidades superiores a 15.000 cS.

El biomaterial desarrollado en la presente invencién puede aplicarse preferentemente de forma inyectable en las
siguientes patologias: remodelado, relleno o reconstruccion de tejidos blandos, tratamiento de arrugas, pliegues y
cicatrices, quemaduras, Ulceras, aumento de tejidos blandos, lipoartrofia facial, patologias del disco intervertebral,
reparacion de cartilago, lesiones musculoesqueléticas, artrosis y periartritis; tratamiento de tumores, enfermedades
vaginales, lesiones cerebrales, reparacion medular, trastornos neurodegenerativos, enfermedades cardiovasculares
y procesos de lubricacién, como analgésico y antiinflamatorio.

El biomaterial de la invencion en su forma sdlida, posee una estructura sustancialmente porosa. En dicha estructura,
el diametro de poro es de 0,5 - 1.000 um, preferentemente de 0,5 - 500 um, pudiendo presentar una viscosidad
superior a 15.000 cS. Dicho biomaterial en su forma sélida puede aplicarse preferentemente en las siguientes
patologias:

tratamiento de quemaduras, Ulceras y defectos dermoepidérmicos, tratamiento de enfermedades oftalmoldgicas,
tales como lesiones en la cérnea, en la retina o cataratas; reparacion del cartilago, tratamiento del sistema
osteoarticular, como en el caso de defectos osteocondrales, artrosis o defectos 6seos, y como un adyuvante en
la resoluciéon de enfermedades vaginales, tratamiento de la gingivitis y la periodontitis; uso en el desarrollo de
sistemas de cultivo celular.

Las enfermedades condrales constituyen un importante problema socioeconémico mundial. En este sentido, a pesar
de la dificultad de registrar su incidencia, se estima que las lesiones articulares afectan a 500 millones de personas.

Las patologias condrales se producen como consecuencia de lesiones o enfermedades que, si no se tratan, pueden
producir enfermedades degenerativas tales como la artrosis (A).

La A es uno de los tipos mas comunes de artritis que afecta a 35-40 millones de personas en Estados Unidos y
Europa. Es una enfermedad degenerativa que provoca la desintegracién del cartilago, acompafada con una
reaccion en el hueso. Generalmente afecta a manos, rodillas, caderas, pies y cuello y, en los adultos, esta
considerada como una de las causas mas comunes de inhabilitacion fisica.

El cartilago articular es un tejido avascular muy especializado que protege al hueso de la articulacion diartrodial de
las fuerzas asociadas con el peso y con impactos que conducen a fricciones entre las superficies articulares. Este
tejido estd formado por un solo tipo celular, los condrocitos, y por una importante y rica matriz extracelular. Dicha
matriz consiste en una red densa de fibras de colageno de tipo Il (molécula predominante) y, en el interior de esta
red, macroagregados de proteoglucanos que contienen GAG tales como condroitin sulfato, queratan sulfato, 4cido
hialurénico y agrecan.

La especializada arquitectura del cartilago y su limitada capacidad de reparacion hacen que el tratamiento de este
tipo de lesiones sea muy complicado. La ausencia de vascularizacion hace que su capacidad regenerativa sea muy
limitada, puesto que las células madre no pueden acceder a la zona dafiada para contribuir en el proceso
regenerativo.

Durante los ultimos afios, se estan utilizando biomateriales biodegradables para el tratamiento de lesiones
condrales. En este sentido, los polimeros sintéticos macroscopicos (acido lactico, acido glicélico, caprolactona...) se
han convertido en el grupo de biomateriales mas importante y numeroso. Sin embargo, estos materiales
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macroscoépicos solidos requieren el uso de procedimientos quirirgicos agresivos, tales como la cirugia convencional.
Con el objetivo de superar estas limitaciones, en la actualidad se estan desarrollando nuevas biomatrices que
pueden implantarse por técnicas minimamente invasivas, tales como la inyeccion o la artroscopia.

Por lo tanto, en una aplicacion, el biomaterial inyectable de la presente invencién es para su uso en la regeneracion
del cartilago articular dafiado por el proceso degenerativo de la artrosis. Dicho biomaterial se puede administrar
facilmente en la zona a regenerar mediante técnicas percutaneas, tales como artroscopia 0 mediante cualquier
dispositivo de inyeccion. Ademas de su facilidad para la administracion, el hidrogel inyectable posee la propiedad de
formar un implante estable que se ajusta al tamafio y a la geometria del tejido deteriorado. Otra aplicacion del
biomaterial es el uso del biomaterial tridimensional para el tratamiento de heridas.

Las Ulceras crénicas, diabéticas, de decubito y venosas, constituyen un importante problema que afecta a entre 3y 6
millones de personas en los Estados Unidos. Esta patologia afecta al 1-3 % de la poblacién de los paises
desarrollados y al 15 % de los pacientes ingresados en un hospital padece esta dolencia. La gran cantidad de
pacientes que padece estas lesiones, produce importantes repercusiones socioecondmicas y sanitarias,
constatandose, de este modo, un elevado coste de tratamiento, y alterando, de manera importante, la calidad de
vida del paciente.

Las Ulceras son traumatismos que tienen una gran repercusion sobre el organismo con una fisiopatologia
considerablemente compleja. En el lecho de una herida, se produce una compleja interaccion sinérgica entre
fibroblastos (células de la dermis), queratinocitos (células de la epidermis), proteinas de la matriz extracelular y
derivadas del plasma, con el fin de que se produzcan las diferentes fases de cicatrizacion de la herida, hemostasia,
inflamacién, reparacion y remodelacion.

Sin embargo, la cronicidad y la recidiva son las incidencias mas relevantes en la evolucion clinica. A pesar de la gran
variedad de tratamientos y apositos disponibles en la actualidad, el porcentaje y la velocidad de cicatrizacion siguen
siendo extremadamente bajos, precisando, por lo tanto, de tratamientos mas eficaces que consigan una rapida
cicatrizacion de la lesion. El progresivo conocimiento de la fisiopatologia de las Ulceras cronicas durante los ultimos
afios ha originado el desarrollo de nuevos apésitos que pueden suponer un avance significativo en el tratamiento de
esta enfermedad. Aunque hasta el momento, no existe un apésito ideal para el recubrimiento de la piel; dicho
aposito debe cumplir con una serie de caracteristicas basicas como son la rapida adhesion a la herida, proporcionar
una barrera eficaz contra la pérdida de liquidos, resistir contra presiones mecéanicas para proporcionar una
estabilidad a largo plazo, ha de ser facil de esterilizar, manipular y transportar y debe ser inocuo.

El biomaterial sélido de la invencion posee la mayoria de las caracteristicas necesarias para que un aposito sea
eficaz en la curacion de una Ulcera crénica. En este sentido, con el fin de evaluar el efecto terapéutico en Ulceras
cronicas, se ha llevado a cabo el estudio experimental in vivo utilizando ratones.

Ejemplos

Ejemplo 1. Obtencién de la gelatina de Wharton

Para aislar los GAG de la GW del cordon umbilical, se procedié de la siguiente manera:

Inmediatamente después del parto, se recogieron 50 g de coddn umbilical en un frasco estéril en el que
previamente se habian depositado 300 ml de PBS a una concentracion 1X (para 1 litro de H,O: NaCl 8 g, KCI 0,2
g, NazHPO4 1,44 g, KH2PO4 0,24 g, pH=7,4 en 1 | de H>0) y 3 ml de una mezcla de antibiéticos de penicilina
(30.000 unidades), estreptomicina (30.000 npg) y anfotericina-B (75 pg) (LONZA, Ref: 17-745 E) a una
concentracion 1X. El cordén umbilical se puede conservar a 4 °C, durante no mas de 24 horas hasta su
procesado, pero en este ejemplo se proceso6 inmediatamente tras su recepcion.

Para su procesado, el cordén umbilical se mantuvo en condiciones estériles, en una campana de flujo laminar de
nivel de bioseguridad Il y se sometié a sucesivos lavados para eliminar totalmente los restos de sangre que
contenia. Para ello, se dispuso en un recipiente y se afiadieron 300 ml de PBS 1X (para 1 litro H,O: NaCl 8 g, KCI
0,2 g, NaxHPO4 1,44 g, KH2PO4 0,24 g, pH=7,4 en 1 | de H,0O) que contenian 3 ml de una mezcla de antibiéticos de
penicilina (30.000 unidades), estreptomicina (30.000 pg) y anfotericina-B (75 pg) (LONZA, Ref: 17-745 E); se agitd
manualmente inclinando la botella verticalmente 5 veces durante 10 seg y se deseché el liquido, repitiéndose esta
operacion un minimo de 3 veces, hasta que se elimind la mayor parte de la sangre. A continuacién se procedié al
lavado del cordén umbilical con 500 ml de una solucién de lisis de eritrocitos a una concentracion 1X (para 1 litro de
H>0: NH4CI 8,99 g, KHCO3 1 g, EDTA 37 mg, pH 7,3) hasta la eliminacion total de restos de sangre.

Una vez limpia de sangre la superficie del cordon umbilical, se transfiri6 a una placa de Petri de 10 cm y se troced
con unas tijeras estériles en fragmentos de 1-2 cm. Como al cortar el cordon umbilical en fragmentos se liberé
sangre retenida en el interior de los vasos sanguineos, para limpiar a fondo dichos fragmentos, se afiadieron 10 ml
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de PBS 1X conteniendo 1 ml de una mezcla de antibiéticos (10.000 unidades), estreptomicina (10.000 pg) y
anfotericina-B (25 ng), y se presiond la superficie del fragmento contra su superficie de apoyo, haciendo
movimientos de desplazamiento horizontales a lo largo del fragmento con un escalpelo estéril. Este proceso se
repiti6 hasta eliminar totalmente todos los restos de sangre de su interior. Los fragmentos del cordén umbilical,
totalmente limpios, se transfirieron a un tubo estéril y se procesaron acto seguido, aunque en caso necesario se
pueden crioconservar a -80 °C indefinidamente.

A continuaciéon se procedié a eliminar mecanicamente la membrana que rodea al cordon umbilical y los vasos
sanguineos que se encuentran en su interior. Para ello, se abrieron longitudinalmente los trozos de cordén umbilical
y con la ayuda de un escalpelo y unas pinzas se retiraron cuidadosamente tanto la membrana del cordén umbilical
como los vasos sanguineos. La sustancia gelatinosa que se obtuvo como consecuencia de ésta separacion
mecanica fue la GW. Se obtuvieron 40 g de GW.

Ejemplo 2. Extraccion de los GAG de la Gelatina de Wharton

Para la obtencién de los GAG a partir de la GW del cordén umbilical se utiliz6, con algunas modificaciones, el
protocolo descrito para obtener los GAG a partir de cartilago humano (Rogers et al., 2006).

La GW obtenida en el Ejemplo 1 se sumergié en 10 ml de la solucion tampon de extraccion (242 pl de L-cisteina 200
mM, 1,42 ml de tamp6n NapHPO4 704 mM, 100 ul de EDTA 0,5 M, papaina (SIGMA, Ref: P-4762) 10 mg (14 U/mg),
pH 7,5) y se mantuvo durante 24 horas a 60 °C, para digerir completamente la GW y una vez digerida se centrifugd
la muestra a 800 rpm durante 5 min para eliminar el residuo de la digestién. Se observo que el volumen de la
digestion era de 30 ml, aproximadamente 20 ml méas que los 10 ml de volumen de partida, debido a la disolucion de
los GAG presentes en la GW y por lo tanto a la liberacion del agua que éstos acumulaban.

Una vez centrifugada la muestra, el sobrenadante se transfirié a otro tubo y se procedié a la precipitacion de los
GAG presentes en la muestra.

Ejemplo 3. Precipitacién y aislamiento de los GAG de la GW del cordén umbilical.

Los GAG de la GW presentes en el sobrenadante se precipitaron con 5 volimenes de etanol al 100 %. Mediante
esta etapa se precipitaron los GAG de la muestra, asi como las sales presentes en ésta. Esto se debe a que las
moléculas de agua presentes en la muestra interacttan con las de etanol, de tal forma que las moléculas de agua no
pueden interactuar con los GAG de la muestra. Los GAG se dejaron precipitando durante 12 horas a -20 °C. Una vez
precipitados, se centrifugdé a 2500 rpm durante 5 min, elimindndose asi todo el etanol al 100 %. El precipitado se
lavé con 5 volumenes de etanol al 75 % para eliminar las posibles sales residuales que hubieran precipitado en la
muestra. A continuacion, se centrifugd unos 5 min a 2500 rpm y se elimind totalmente el sobrenadante.

Una vez precipitada la muestra, se dejé secando el residuo sdlido durante unos 30 minutos a temperatura ambiente
hasta que se hubo evaporado todo el etanol. La cantidad de GAG que precipita partiendo de una muestra de unos
40 g de GW, puede variar entre 50 y 300 mg, dependiendo del material de partida. En este caso concreto se
obtuvieron 200 mg de precipitado de GAG, que se resuspendieron en 2 ml de H,O Mili-Q y asi se mantuvieron
conservados a 4 °C hasta producir el hidrogel.

Ejemplo 4. Produccién de un hidrogel inyectable gue contiene los GAG de la GW del cordén umbilical.

El contenido acuoso del hidrogel puede llegar a ser desde un 10 % hasta 100 veces su propio peso, dependiendo de
la viscosidad que se requiera para su aplicacion.

El hidrogel obtenido tras la resuspension de los GAG precipitados en 2 ml de H»O, se resuspendié en una solucion
de suero fisioldgico inyectable para dar lugar a una viscosidad de 1000 cS. Posteriormente, este hidrogel se
resuspendié en 8 ml de una solucién de suero fisioldgico inyectable para dar lugar a una viscosidad de 200
centistokes (Cs) y, para impedir la degradacion de la estructura del gel, se dej6 agitando de forma moderada en una
agitadora vorticial (vortex) hasta su completa disolucién y homogeneizacion.

Una vez disuelto el hidrogel, se conservo 4 °C, pudiendo guardarse indefinidamente.

Ejemplo 5. Produccién de un hidrogel sélido de los GAG de la GW del cordén umbilical.

Para producir el hidrogel sélido, se procedié segln lo descrito en la bibliografia (Cui et al., 2006). A partir del extracto
de GAG obtenido de la GW segun el Ejemplo 3, se prepar6 una solucion acuosa. Concretamente, se preparé una
solucion al 1 % de GAG en H;O. Para ello, se afiadieron 10 ml de H>O a los 200 mg de GAG obtenidos tras su
precipitacion y aislamiento (Ejemplo 3). A la solucion se afiadieron 1,2 g de acido adipico dihidrazida (ADH) y el pH
de la solucidn se ajusté a un valor de 3,5 con HCI 0,1N. Una vez ajustado este pH, a la solucién se afadieron 0,6 g
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de fijador, EDC (clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil carbodiimida) (SIGMA, Ref: E6383). La mezcla se
mantuvo entre 30 minutos y 1 hora con agitacion constante a temperatura ambiente hasta obtener el hidrogel sélido.

Una vez formado el hidrogel sélido, este se lavé 3 veces con PBS 1X (para 1 litro H>.O: NaCl 8 g, KCI 0,2 g,
Na;HPO4 1,44 g, KH,PO4 0,24 g, pH=7,4 en 1 | de H,0O) 5 minutos cada vez, para eliminar el exceso de EDC. En
cuanto a la forma fisica del hidrogel, éste tendra la forma del molde en el que solidifique, de tal manera que se
pueden emplear placas de cultivo estandar de 96, 48, 24, 12 y 6 pocillos, placas de Petri o cualquier otro recipiente
con la forma deseada. Adicionalmente, el hidrogel se puede solidificar en un recipiente grande, tal como un vaso de
precipitados, y una vez solidificado, se puede cortar con una forma y grosos caracteristicos. Concretamente, en este
ejemplo, el hidrogel se solidificé en pocillos de placas de 24 pocillos y, una vez solidificado, se lavo 3 veces durante
5 minutos con 500 pl de PBS 1X.

En este caso, el hidrogel sélido reticulado en placas de 24 pocillos, se sometié al proceso de liofilizacion que
constaba de las siguientes etapas: el hidrogel se congelé a -80 °C. Las muestras de hidrogel congeladas se
introdujeron en la camara de vacio del liofilizador. Las muestras de hidrogel se sometieron al vacio al mismo tiempo
que la temperatura se aument6 a -40 °C a una velocidad de 0,1 °C/min y la temperatura se mantuvo a -40 °C durante
20 min. Posteriormente la temperatura se aumenté a -20 °C a una velocidad de 0,1 °C/min y se mantuvo a -20 °C
durante 15 min. Transcurrido este tiempo, la temperatura se aumentd a 0 °C a una velocidad de 0,1 °C/min y la
temperatura se mantuvo a 0 °C durante 15 min. Posteriormente la temperatura se aument6 a 25 °C a una velocidad
de 0,1 °C/min y se mantuvo a esta temperatura durante el tiempo necesario para igualar la presion exterior y la
presion interior de la cAmara de vacio.

En este ejemplo, para la caracterizacion tridimensional del hidrogel a través de microscopia electronica de barrido
(MEB), una vez liofilizado el hidrogel, se procedi6 de la siguiente manera: se cortdé una seccién del hidrogel liofilizado
y, en un secador AUTOSAMDRI-814, se deshidraté con CO; hasta el punto critico y se metalizd con oro en un
SPUTTER. Las preparaciones se observaron en un microscopio electrénico de barrido JEUL (JSM35) a un voltaje 20
KV.

El andlisis del hidrogel mediante MEB (Figura 3), indicO que éste posee una estructura porosa uniforme y que
contiene una red interconectada de poros. La micrografia refleja la existencia de una estructura tridimensional muy
porosa, con un diametro de poro que varia entre 0,5 y 500 um. Este intervalo de didmetro de poro implica la
existencia de micro y macroporosidad. Los macroporos (300-500 um) son necesarios para que se realice una
colonizacion celular adecuada, tanto para que se concentre un nimero elevado de células como para que convivan
diferentes tipos de células, favoreciendo la formacion de tejidos estructurados, por ejemplo, para que se pueda
formar una red vascular. Los poros intermedios permiten la integraciéon celular. Los microporos (0,5-50 pum) son
necesarios para la supervivencia celular, ya que son los responsables de que se lleve a cabo una correcta difusion
de gases, nutrientes y la eliminacion de los productos de desecho procedentes del metabolismo celular. El tamafio
del poro se mide en funcién de la escala métrica obtenida a través del microscopio electrénico de barrido.

En este caso, a diferencia del ejemplo anterior del biomaterial inyectable, el hidrogel soélido proporciona una
estructura tridimensional, que constituye una matriz para el crecimiento y la colonizaciéon celular en toda su
estructura, tanto interna como externa. Este biomaterial muestra una mayor sensibilidad estructural, siendo indicado
para aplicaciones en las que se busca no solamente un caracter bioactivo y de accién tréfica, sino también una
estructura que pueda albergar temporalmente células hasta que se lleve a cabo la reparacién tisular, tal como el
tratamiento de Ulceras y de otras enfermedades dermoepidérmicas, la reparacion de cartilago y tratamientos
oftalmoldgicos, entre otros. Las células contenidas en el biomaterial pueden ser las de los tejidos adyacentes al lugar
de implantacion, que han conseguido colonizarlo, o también células dispuestas ex vivo en el biomaterial antes de su
aplicacion clinica, de tal manera que se potencia su accién regeneradora.

Este biomaterial tiene una distribucién homogénea de poros cuyo tamafio se encuentra distribuido en un intervalo de
0,01 a 500 micrometros, determinado mediante técnicas de microscopia electrénica de barrido. Este intervalo de
porosidad es adecuado tanto para la difusion de gases y nutrientes a través de toda su estructura, como para
permitir la entrada de células en su interior.

Ejemplo 6. Caracterizacién y cuantificacion de los GAG presentes en el biomaterial de la invencién

Los distintos GAG presentes en el biomaterial de la invencion se analizaron y cuantificaron mediante la técnica de
espectrometria de masas (ESI/MS). Dado que mediante esta técnica solamente se pueden determinar moléculas
con un peso molecular de entre 200 y 2000 Daltons y que las moléculas de GAG superan en gran medida este
intervalo, se procedié en primer lugar a digerir enzimaticamente la muestra, para obtener de esta manera cadenas
de GAG con un peso molecular entre 200 y 2000 Da.

Como patrén para la identificacion y cuantificacion de los GAG, se utilizaron compuestos comerciales patron de cada
uno de ellos con una concentracion conocida. Concretamente, los patrones utilizados para llevar a cabo la
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cuantificacion de los GAG fueron los siguientes: para el acido hialurénico: sal potasica de acido hialurénico (SIGMA,
Ref: 53750); para el condroitin sulfato: sal sddica de condroitin sulfato (SIGMA, Ref: C4384); para el dermatan
sulfato: sal sodica de dermatan sulfato (SIGMA, Ref: C3788); para el queratan sulfato: queratan sulfato (CHEMOS,
Ref: 7295); para la heparina: sal sodica de heparina (SIGMA, Ref: H8537) y para el heparan sulfato: sal sodica de
heparéan sulfato (SIGMA, Ref 51541).

Los valores de cuantificacion de los GAG presentes en la muestra se obtuvieron basandose en los resultados
obtenidos de cada patron de GAG utilizado.

Para llevar a cabo la digestion enzimatica de los GAG, se procedié segln el procedimiento descrito en la bibliografia
(Mahoney et al., 2001). Para ello se utilizaron las enzimas especificas para la digestion de cada GAG.

Para el &cido Hialuronico se utilizé hialuronidasa (SIGMA, Ref: H3506), para el condroitin sulfato se utilizé
condroitinasa (SIGMA, Ref: C2780), para el dermatan sulfato se utilizé condroitinasa B (SIGMA, Ref: C8058), para la
heparina se utilizé heparinasa | (SIGMA, Ref: H2519), para el heparan sulfato se utilizé6 heparinasa | (SIGMA, Ref:
H2519), para el queratan sulfato se utilizé queratanasa (K2876).

Estas enzimas se prepararon resuspendiendo 440 U de la enzima correspondiente en 10 ml del siguiente tampén: 2
ml de tampon fosfato 100 mM pH=7, 77, 770 ul de NaCl 1 M, 1 mg de BSA 'y 7,23 ml de H»O.

El tampdn de digestion enzimatica con una concentracion de enzima de 160 U/ml se prepard de la siguiente manera:
a 7,5 ml de tampédn de digestion, se afiadieron 4,5 ml de enzima (2000 U), 1,5 ml de NaCl 1M, 0,333 ml de acetato
de sodio 3M pH = 5,2 y 5,67 ml de H;0. La preparacién de las muestras y de los patrones para someterlos a la
digestion enzimética fue la siguiente: se afadieron 500 pl de tampon de digestion (80 U de enzima) a 500 pl de
patron de cada GAG a una concentracién de 2 mg/ml, de tal manera que la solucién final del patron estaba un
concentracién de 1 mg/ml. Con la muestra de GAG se procedi6 de la misma manera: a 500 pl de la muestra de los
GAG, se afiadieron 500 pl de tampoén de digestion (80 U de enzima).

Las muestras se digirieron a 37 °C durante 1 h, tras lo cual la enzima se inactivé mediante desnaturalizacién térmica
a 60 °C durante 5 min.

Una vez realizadas las digestiones, las muestras y los patrones se analizaron mediante espectrometria de masas. La
espectrometria de masas es una metodologia experimental utilizada para determinar la relaciéon entre masa y carga
de determinados iones presentes en la muestra a analizar. El espectrometro de masas consiste en 3 componentes
basicos: fuente de iones, analizador de masas y detector. La muestra a analizar se ioniza mediante la fuente de
iones, se separa en el analizador de masas y se detectan para producir un espectro de masas, donde los valores de
masa con respecto a carga se muestran en comparacion con la abundancia relativa de una especie i6nica en
concreto.

Concretamente, en este ejemplo la inyeccion de muestras en el espectrometro de masas se llevo a cabo de la
siguiente manera: 20 ul de las muestras se inyectaron a un caudal de 0,2 ml/min directamente en el detector de
masas/masas (modelo Thermo LCQ). Se utilizé el método de ionizacién por electropulverizacion negativa (IEP -) y el
tiempo del cromatograma se establecié en 10 minutos. Se seleccionaron los iones moleculares con un intervalo de
+6 Da, correspondientes, segun la bibliografia (Mahoney et al., 2001), al peso molecular de cadenas reconocidas
para cada tipo de GAG. Dichos iones se mantuvieron presentes tanto en la muestra de los GAG patrén como en la
muestra a analizar, de tal manera que la presencia de cada GAG en la muestra se demostré de manera cualitativa.
Para garantizar la reproducibilidad de los resultados, las muestras y los patrones se inyectaron por duplicado.

Para la cuantificacion de los distintos GAG, se realiz6 una linea patrén del patron de cada GAG a 1 mg/ml. La linea
patron realizada consistio en las siguientes concentraciones de cada uno de los GAG patron (acido hialurénico,
condroitin sulfato, dermatan sulfato, heparina, heparan sulfato y queratan sulfato) utilizados para crear la linea
patrén: 750 ug/ml, 500 ug/ml, 250 ug/ml, 100 ug/ml, 0 pg/ml. Las diluciones de la linea patrén se llevaron a cabo con
H.O y como blanco de la linea se utilizé una mezcla que contenia las mismas proporciones de tampdn de digestion
enzimatica y de H,O.

Los resultados de la cualificacion y las proporciones de cada GAG en el biomaterial de la invenciéon son los
siguientes, teniendo en cuenta que el origen del biomaterial es natural, lo que conlleva la existencia de pequefias
variaciones en su composicion (Fig. 1):

acido hialurénico 70 %

queratan sulfato 10 %

condroitin-6-sulfato 7 %
13
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heparan sulfato 5 %
condroitin-4-sulfato 4 %
dermatan sulfato 3 %
heparina 1 %

Ejemplo 7. Estudio histol6gico para determinar la presencia de restos celulares en el biomaterial

El biomaterial de la invencién contiene una combinacién de GAG de origen natural. Este origen natural potencia su
efecto regenerador y su efecto sobre la actividad celular, puesto que las estructuras de los GAG y las interacciones
entre los mismos son similares a como se encuentran en la matriz extracelular en condiciones fisioldgicas.

El cordén umbilical es un tipo de tejido muy poco inmunogénico, de hecho, en numerosos trabajos, se plantea el uso
heterdlogo de las células madre incluidas en la GW en los tratamientos. Asimismo, existen trabajos en los que se
desarrollan sistemas de arterias o venas a partir de la vasculatura del cordon umbilical también para un uso
heterdlogo.

Sin embargo, para garantizar que el biomaterial de la invencion esta desprovisto de células y de restos celulares,
posibles causantes de reacciones inflamatorias o de rechazo de un implante, se han realizado tinciones histologicas
con hematoxilina y eosina, azul alcian y verde de metilo pironina (Fig. 2).

Hematoxilina y eosina: es la tincién histoquimica mas utilizada a nivel histopatolégico. Permite observar células y
componentes celulares. La hematoxilina presenta afinidad por los componentes acidos de la célula, en especial los
acidos nucleicos, y la eosina presenta afinidad por las zonas basicas, permitiendo una buena observacion del
citoplasma celular. Se tifieron preparaciones de la muestra de los GAG (Fig. 2 B) y como control positivo se utilizaron
extensiones de células (Fig. 2 A).

El procedimiento que se llevd a cabo para realizar la tinciobn con hematoxilina y eosina fue el siguiente: con un
hisopo estéril, se extendié una muestra de GAG en un portaobjetos y se dejé secar la extensién un minimo de 24
horas. Una vez secos los portaobjetos, se fijaron las extensiones con metanol al 70 % durante 5 min. Transcurrido
este tiempo, el fijador se elimind lavando con H20. Los portaobjetos se tifieron con hematoxilina durante 3 minutos
(solucién de hematoxilina de Harris DC, PANREAC). Transcurrido este tiempo, el exceso de colorante se elimind
lavando con H,O. Todos los portaobjetos se pasaron por H,O con HCI al 0,5 % para eliminar enlaces inespecificos
del colorante. Los portaobjetos se lavaron con H;O y se tifieron con eosina (0,5 en H,0O) durante 30 segundos. Los
portaobjetos se lavaron con H>O para eliminar el exceso de eosina. A las preparaciones se afiadieron varias gotas
de medio de montaje Fluoromount-G (SOUTHERN BIOTECH, Ref: 0100-01), se cubrieron con un cubreobjetos y se
observaron al microscopio.

Los resultados de la tincion con hematoxilina y eosina (Fig. 2, imagenes A y B) indican la ausencia de células en la
muestra de GAG analizados.

Azul alcian: El azul alcian es uno de los principales colorantes catidnicos (contiene cargas positivas en su molécula),
que se unen a sitios con cargas negativas de los polisacaridos con radicales de sulfato, fosfato o carbonato, que
forman parte de los proteoglucanos. Estas uniones electroestaticas dependen del pH del medio; a un pH neutro, el
colorante se une a proteoglucanos con radicales neutros; a un pH acido se une a proteoglucanos sulfatados; y a un
pH basico se une a proteoglucanos fosfatados. A pH=1, el azul alcian se une a proteoglucanos débil y fuertemente
sulfatados, que contienen condroitin sulfato, dermatan sulfato, heparan sulfato y queratan sulfato que forman parte
de los GAG de la gelatina de Warthon. Se tifieron preparaciones de la muestra de los GAG (Fig. 2 F) y como control
se utilizaron extensiones de células (Fig. 2 E).

El procedimiento que se llevd a cabo para realizar la tincion con azul alcidn en este ejemplo en concreto fue el
siguiente:

Con un hisopo estéril, se extendié una muestra de GAG en un portaobjetos y se dejé secar la extension un
minimo de 24 horas. Una vez secos los portaobjetos, las extensiones se fijaron con metanol al 70 % durante 5
minutos. Transcurrido este tiempo, el fijador se eliminé lavando con PBS 1X. Los portaobjetos se sumergieron en
HCI 0,1N pH=1 durante 5 minutos. Transcurrido ese tiempo, se tifieron con azul alcian al 1 % en HCI 0,1N, pH=1
durante 2h. Los portaobjetos se sumergieron en HCI 0,1 N durante 5 minutos y acto seguido se lavaron con H,O
para eliminar el exceso de colorante. A las preparaciones se afiadieron varias gotas de medio de montaje
Fluoromount-G (SOUTHERN BIOTECH, Ref: 0100-01), se cubrieron con un cubreobjetos y se observaron al
microscopio.
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Los resultados de la tinciéon con azul alcian (Figura 2, imagenes E y F) indican la presencia de GAG en la muestra de
biomaterial analizada.

Verde de metilo pironina: Esta tincion se utiliza para la investigacién histolégica del acido nucleico contenido en los
tejidos, asi como para demostrar la presencia de células linfaticas y plasmaticas. También es (til en la identificacion
de células plasmaticas y ARN en secciones de tejidos y preparaciones citolégicas. La pironina tifie de rojo el
citoplasma de las células plasmaticas y gran parte de los nucléolos. El verde de metilo tifie el ADN de un color verde
azulado (violaceo). Se tifieron preparaciones de la muestra de los GAG (Fig. 2 D) y como control se utilizaron
extensiones de células (Fig. 2 C).

El procedimiento que se llevd a cabo para realizar la tincién con verde de metilo pironina en este ejemplo en
concreto fue el siguiente:

Con un hisopo estéril, se extendié una muestra de cada GAG en un portaobjetos y se dejé secar la extension un
minimo de 24 horas. Una vez secos los portaobjetos, las extensiones se fijaron con metanol al 70 % durante 5
minutos. Transcurrido este tiempo, el fijador se eliminé lavando con H»O. Los portaobjetos se sumergieron en
HCI 0,1N pH=1 durante 5 minutos. Transcurrido ese tiempo, se tifieron con verde de metilo pironina durante 5
min (verde de metilo al 0,012 % en H,O, pironina al 0,01 % en H,O, metanol al 0,75 %) y acto seguido se lavaron
con H20 para eliminar el exceso de colorante. Sobre las preparaciones se afiadieron unas gotas de medio de
montaje Fluoromount-G (SOUTHERN BIOTECH, Ref: 0100-01), se cubrieron con un cubreobjetos y se
observaron al microscopio.

Los resultados de la tincién con verde de metilo pironina (Figura 2, imagenes C y D) indican la ausencia de acidos
nucleicos en la muestra de GAG analizados.

Como se puede observar en las imagenes de la Figura 4, en el material de la invencion, no se observan células ni
restos de acidos nucleicos. Sin embargo, mediante la tincion con azul alcidn se puede observar la presencia de los
GAG en el biomaterial desarrollado.

Ejemplo 8. Toxicidad de diversos tipos de células sobre el biomaterial de la invencién.

El principal requisito para que un biomaterial pueda utilizarse para su implantacion o como matriz en ingenieria
tisular, es la ausencia total de citotoxicidad.

Para comprobar que el biomaterial de la invenciobn no producia efectos toxicos, la citotoxicidad se determind
mediante el método de MTT (Roche Diagnostics), validado por el Centro Europeo de validacion de métodos
alternativos (ECVAM, European Centre for the Validation of Alternative Methods), en las células dispuestas sobre el
biomaterial de la invencién. Los tipos de células utilizados estan relacionados con las patologias a las que va dirigido
el biomaterial, tales como, queratinocitos y fibroblastos de la piel, osteoblastos del hueso, condrocitos del cartilago y
células madre mesenquimaticas derivadas de tejido adiposo, asi como la linea celular que marca la ISO10993 para
los ensayos de toxicidad L929.

El ensayo con MTT se basa en la capacidad que tienen las enzimas mitocondriales de las células vivas para
transformar determinados sustratos en otros metabolitos secundarios. La cantidad de compuesto formado depende
de la actividad de la deshidrogenasa mitocondrial, que es un claro indicador del nimero de células viables existentes
en el cultivo.

En concreto, en este andlisis mitocondrial, Kit | de Proliferaciéon Celular (MTT) Cat. N° 1 465 007 Roche, se
determina la transformacion llevada a cabo por las succinato deshidrogenasas mitocondriales celulares de la sal de
tetrazolio (de color amarillo), a cristales de formazan insolubles (de color azul). Posteriormente, las células se
permeabilizaron y los cristales formados se solubilizaron, dando lugar a una solucion coloreada que puede
cuantificarse midiendo su absorbancia en un lector de microplacas ELISA a una longitud de onda de 550 nm. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.

A continuacion se indica el procedimiento que se siguio:

1. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos antiadherentes con 50 ul de biomaterial en cada pocillo, a
una densidad de 2000-5000 células/pacillo, dependiendo del tipo de célula. Previamente se habia determinado la
concentracion celular apropiada para cada tipo de célula. Los fibroblastos, osteoblastos, condrocitos y células
madre mesenquimaticas derivadas de tejido adiposo, todos ellos procedentes de un cultivo primario de origen
humano, se sembraron a una concentracién de 4000 células por pocillo, la linea de fibroblastos de raton L929 se
sembré a una concentracion de 200 células por pocillo y los queratinocitos obtenidos de piel humana en cultivo
primario, se sembraron a una concentracion de 5000 células por pocillo.

2. Antes de iniciar los ensayos de citotoxicidad, el cultivo se dejo estabilizar a 37 °C y con CO; al 5% durante 24
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horas. En este ensayo se incluyeron controles positivos (células + medio + material conocido que induce
citotoxicidad, en este caso se utilizé policloruro de polivinilo o PVC), control (células + medio de cultivo patrén), y
células en contacto con el biomaterial de la invencion.

3. Se dejaron incubando a 37 °C en la incubadora durante el periodo de tiempo indicado en el protocolo hasta la
realizacién de las determinaciones, que en este caso fueron a las 24, 48 y 72 horas de contacto.

4. Finalizado el periodo de incubacion, al cultivo se afiadieron 10 pl de la solucién de MTT (0,5 mg/ml) en cada
pocillo, por cada 100 pl de medio, y se incub6 durante 4 horas a 37 °C en la incubadora.

5. Finalizado el periodo de incubacion, los cristales de formazan se pueden observar en el interior de las células.
A cada cultivo o pocillo se afiadieron 100 pl de la solucion solubilizadora y se incubé durante toda la noche a 37
°C en la incubadora. De esta manera, las células se permeabilizan y los cristales se solubilizan con los 100 pl de
la solucion solubilizadora, como se ha indicado, dando lugar a una solucién coloreada faciimente cuantificable.

6. Una vez solubilizados los cristales, la placa de cultivo se lee directamente con un lector ELISA a 550 nm.
Antes de la lectura es conveniente limpiar la superficie inferior de la placa con etanol.

Como se puede observar en la Figura 4, el biomaterial de la invencidon no produjo efectos tdxicos sobre ninguna de
las lineas celulares analizadas, no existiendo diferencias significativas con respecto al control.

Ejemplo 9. Utilizacién del biomaterial de la invencién en su forma inyectable para el tratamiento de la artrosis.

Para la evaluacion in vivo del efecto terapéutico del biomaterial de la invencién en la A, se utilizo el hidrogel obtenido
en el Ejemplo 3 y se resuspendié en 8 ml de una solucion de suero fisioldgico inyectable para dar una viscosidad de
200 cS. Como modelo experimental se utilizaron conejos a los que se les habia realizado una reseccion del
ligamento cruzado anterior en una de sus rodillas. Esta reseccion del ligamento se llevd a cabo mediante una
artrotomia lateral. Seguidamente, con el fin de desestabilizar la rodilla, se esper6 un periodo de semanas a meses,
tiempo en el cual se produjeron erosiones en el cartilago, similares a la artrosis. Por otro lado, como grupo control,
se utilizaron animales sin artrotomia en la rodilla.

La superficie articular lesionada se preparé mediante lavado y desbridamiento por cirugia artroscépica y las lesiones
se recubrieron con el biomaterial inyectable de la invencién. Cuatro semanas después de depositarse el biomaterial,
los animales se sacrificaron y se extirpd su cartilago. El cartilago obtenido se fijé en paraformaldehido al 4 % para su
posterior procesado histoldgico. Para la obtencion de cortes histolégicos, la muestra se incluyé en parafina, para lo
cual se mantuvo durante 5 minutos en alcoholes al 50, 70, 90 y 100 %. Posteriormente, las muestras se introdujeron
citrosol durante 5 minutos y se incluyeron en parafina hasta obtener un bloque sélido y con un micrétomo se
obtuvieron cortes histolégicos de 5 pm en los que se llevaron a cabo las tinciones histoldgicas y el inmunomarcaje.

En los cortes histolégicos se analizaron diferentes marcadores de la matriz extracelular del cartilago mediante
técnicas inmunohistoquimicas. Las moléculas especificas de la matriz extracelular del cartilago y los marcadores
moleculares estudiados fueron colageno de tipo Il, queratan sulfato, condroitin-4-sulfato y condroitin-6-sulfato. El
inmunomarcaje se realizé utilizando anticuerpos monoclonales. La técnica utilizada para el marcaje de la seccion
tisular fue inmunomarcaje directo, utilizando anticuerpos monoclonales marcados con un fluorocromo. La
visualizacion del marcaje se efectud utilizando microscopia confocal.

Los resultados obtenidos demostraron que el biomaterial indujo la regeneracion del cartilago lesionado ya que:

- El biomaterial inyectable no produjo toxicidad una vez implantado, es decir, no se observaron fendmenos de
inflamacién a nivel macroscépico ni microscépico en los cortes histologicos.

- El biomaterial se ajusté a la geometria y tamafio de la lesién a reparar y se mantuvo en la zona de la
implantacion.

- No se observaron alteraciones en el fenotipo de las células del tejido sano cercano a la zona del implante.
- La presencia de moléculas de la matriz extracelular, especificas de cartilago, tales como colageno de tipo II, en
la zona del implante, indico el inicio del proceso regenerativo con la formaciéon de nueva matriz extracelular de la

misma calidad que la del tejido nativo.

- Se observo la presencia de condrocitos en la zona del implante, lo que indicé la estimulaciéon de la migracion,
adhesion y proliferacion celular.

- Estos hechos demuestran que el biomaterial de la invencion promueve la regeneraciéon del defecto condral, a
diferencia de lo que ocurrié en los animales de control que no presentaron ningun signo de reparacion del
cartilago.

Ejemplo 10. Utilizacién del biomaterial tridimensional
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El biomaterial sélido de la invencion obtenido en el Ejemplo 5 posee la mayoria de las caracteristicas necesarias
para que un aposito sea eficaz en la curacién de una Ulcera cronica. En este sentido, con el fin de evaluar el efecto
terapéutico en Ulceras crénicas, se ha llevado a cabo el estudio experimental in vivo utilizando ratones albinos suizos
a los que se les ha producido una abrasiéon térmica de unos 3 cm” en la zona dorsal. Como grupo control se
utilizaron animales a los que se produjo el mismo tipo de lesién pero que se trataron con un gel de acido hialurénico
comercial.

Para la aplicacion del biomaterial de la invencion, la superficie de la herida inducida se prepar6 mediante lavado,
desinfeccion y desbridamiento quirdrgico, y las lesiones se cubrieron y rellenaron tanto en profundidad como en
superficie, con el biomaterial sélido moldeable de la invencion. Quince dias después de colocar el biomaterial, los
animales se sacrificaron y la zona de la herida se extirpé y se fij6 en paraformaldehido al 4 % para su posterior
examen histolégico. Para el procesado, la muestra se incluy6 en parafina, para lo cual se mantuvo durante 5 minutos
en alcoholes al 50, 70, 90 y 100%. Posteriormente las muestras se introdujeron en citrosol durante 5 minutos y se
incluyeron en parafina hasta obtener un bloque sélido. Utilizando un microtomo se obtuvieron cortes histolégicos de
5 um en los que se llevaron a cabo las tinciones histolégicas.

En los cortes histolégicos y mediante técnicas inmunohistoquimicas, se analizaron diferentes marcadores fenotipicos
epidérmicos, tales como queratina 5 y 10, marcadores de diferenciacion, tales como involucrina y loricrina, el
marcador dérmico vimentina y componentes de la matriz, tal como laminina. La técnica utilizada para el marcaje de
la seccién del tejido fue mediante inmunomarcaje directo, utilizando anticuerpos monoclonales marcados con un
fluorocromo. La visualizacién del marcaje se realizé utilizando microscopia confocal.

Los resultados obtenidos demostraron que el biomaterial era efectivo en la regeneracion de la Ulcera ya que:

- El biomaterial aplicado en la herida era inmunolégicamente inerte y no se presentaron signos de toxicidad.

- El biomaterial se ajustd a la geometria y al tamafio de la lesion a reparar, cubriendo completamente la zona
afectada tanto a nivel superficial como en profundidad.

- El biomaterial promovi6 el fendmeno hemostatico, lo que indica el inicio del proceso de cicatrizacion.

- Conforme avanza el proceso de cicatrizacién, se produce la degradacion del biomaterial y su sustitucién con
componentes dermoepiteliales.

- Los cortes histolégicos mostraron que el biomaterial indujo la migracion y proliferacion de fibroblastos y
gueratinocitos, los cuales permanecieron viables en el mismo.

- El biomaterial de la invencion indujo la cicatrizacion de la herida con una efectividad dos veces mayor con
respecto a los animales control y ademas la calidad del nuevo tejido cicatricial fue significativamente superior en
comparacion con los animales a los que no se aplicé el biomaterial de la invencién.
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REIVINDICACIONES

1. Un biomaterial en forma de un hidrogel, que consiste en un extracto acuoso de gelatina de Wharton de corddn
umbilical humano, caracterizado porque:

-dicho extracto consiste en una mezcla de glucosaminoglucanos (GAG), que consiste en acido hialurénico,
queratan sulfato, condroitin-6-sulfato, heparan sulfato, condroitin-4-sulfato, dermatan sulfato y heparina en una
solucién acuosa, y

- porque dicho extracto carece de membrana de cordén umbilical humano, de vasos sanguineos y de células
que originalmente estan presentes en la gelatina de Wharton.

2. El biomaterial segun la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende acido hialurénico al 65-75 % de la
mezcla total de glucosaminoglucanos (GAG).

3. El biomaterial segun la reivindicaciéon 1, caracterizado porque comprende queratén sulfato al 5-15 % de la
mezcla total de glucosaminoglucanos (GAG).

4. El biomaterial segin la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende condroitin-6-sulfato al 6-8 % de la
mezcla total de glucosaminoglucanos (GAG).

5. El biomaterial segun la reivindicacién 1, caracterizado porque comprende heparan sulfato al 3-7 % de la mezcla
total de glucosaminoglucanos (GAG).

6. El biomaterial segun la reivindicacién 1, caracterizado porque comprende condroitin-4-sulfato al 2-6 % de la
mezcla total de glucosaminoglucanos (GAG).

7. El biomaterial segun la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende dermatén sulfato al 1-5 % de la mezcla
total de glucosaminoglucanos (GAG).

8. El biomaterial segun la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende heparina al 0,1-2 % de la mezcla total
de glucosaminoglucanos (GAG).

9. Un biomaterial segun la reivindicaciéon 1, caracterizado porque contiene: &cido hialurénico (70 %), queratan
sulfato (10 %), condroitin-6-sulfato (7 %), heparan sulfato (5 %), condroitin-4-sulfato (4 %), dermatén sulfato (3 %) y
heparina (1 %).

10. El biomaterial segun las reivindicaciones 1-9, caracterizado porque el hidrogel tiene una viscosidad de 10 a
15.000 cS.

11. El biomaterial segun la reivindicacion 10, caracterizado porque tiene una viscosidad entre 10 y 2.000 cS.

12. Un biomaterial que consiste en el extracto acuoso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, resuspendido en
un suero fisioldgico inyectable.

13. Un biomaterial estructurado tridimensional que comprende un biomaterial de cualquiera de las reivindicaciones 1
- 11, que esta reticulado.

14. El biomaterial estructurado tridimensional segun la reivindicacion 13, caracterizado porque tiene una viscosidad
superior a 15.000 cS.

15. El biomaterial estructurado tridimensional segun la reivindicaciéon 14, caracterizado porque tiene una estructura
sustancialmente porosa con un didametro de poro de 0,5-1.000 pm.

16. El biomaterial estructurado tridimensional segun la reivindicacidn 15, caracterizado porque el diametro del poro
es 0,5-500 pm.

17. El biomaterial estructurado tridimensional segin las reivindicaciones 13-16, caracterizado porque
adicionalmente comprende células distintas a las originalmente presentes en la Gelatina de Wharton.

18. El biomaterial de acuerdo con reivindicacion 17, caracterizado porque dichas células se seleccionan del grupo
que consiste en células madre mesenquimales indiferenciadas o diferenciadas en otra estirpe celular y/o células
madre hematopoyéticas indiferenciadas o diferenciadas en otra estirpe celular y/o condrocitos y/o condroblastos y/u
osteoblastos y y/u osteocitos y/o queratinocitos y/o fibroblastos y/o miocitos y/o adipocitos y/o neuronas y/u otras
células del sistema nervioso y/o células del sistema leucocitario y/o células corneales y/o células endoteliales y/o
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células epiteliales.

19. Un pprocedimiento para la obtencion del biomaterial de hidrogel segun las reivindicaciones 1-11, caracterizado
porque comprende las siguientes etapas:

a) Obtencién de un cordén umbilical humano;

b) Tratamiento del cordén umbilical con una solucién salina y antibiéticos;

¢) Eliminacién de toda la sangre de la superficie del cordén;

d) Fragmentacion del corddn en secciones de 1-2 cm;

e) Limpieza de toda la sangre retenida en el interior;

f) Eliminacién de la membrana y de los vasos sanguineos del cordon umbilical;

g) Separacion de la sustancia gelatinosa que comprende la gelatina de Wharton;

h) Digestion enzimética de la sustancia gelatinosa obtenida; y

i) Precipitacion y aislamiento de los GAG; y resuspension del precipitado sélido en agua purificada para obtener
un extracto acuoso que consiste en una mezcla de glucosaminoglucanos (GAG) que consiste en acido
hialuronico, queratan sulfato, condroitin-6-sulfato, heparan sulfato, condroitin-4-sulfato, dermatan sulfato y
heparina, en una solucién acuosa exenta de membrana de cordén umbilical humano, de vasos sanguineos y de
células que originalmente estan presentes en la Gelatina de Wharton.

20. El proceso de obtencion del biomaterial estructurado tridimensional segun las reivindicaciones 13 - 18,
caracterizado porque dicho proceso comprende

a) Obtencién de un cordén umbilical humano;

b) Tratamiento del cordén umbilical con una solucién salina y antibiéticos;

c¢) Eliminacién de toda la sangre de la superficie del cordén;

d) Fragmentacion del cordén en secciones de 1-2 cm;

e) Limpieza de toda la sangre retenida en el interior;

f) Eliminacion de la membrana y de los vasos sanguineos del cordon umbilical;

g) Separacion de la sustancia gelatinosa que comprende gelatina de Wharton;

h) Digestion enzimética de la sustancia gelatinosa obtenida; y

i) Precipitacion y aislamiento de los glucosaminoglucanos (GAG) y resuspension del precipitado sélido en agua
purificada para obtener un extracto que consiste en una mezcla de glucosaminoglucanos (GAG) que consiste en
acido hialurénico, queratan sulfato, condroitin-6-sulfato, heparan sulfato, condroitin-4-sulfato, dermatan sulfato y
heparina, en una solucién acuosa, exenta de membrana de cordon umbilical humano, de vasos sanguineos y de
células que originalmente estan presentes en la Gelatina de Wharton,

j) Reticulacion del extracto acuoso de la mezcla de glucosaminoglucanos (GAG) obtenida en la etapa i).

21. El proceso segun la reivindicacién 20, caracterizado porque la reticulacion se lleva a cabo por cambios de
temperatura, reacciones quimicas o fotopolimerizacion.

22. Biomateriales segun las reivindicaciones 1-18 para su uso en el remodelado, relleno o reconstruccion de tejidos
blandos, el tratamiento de arrugas, pliegues y cicatrices, quemaduras, Ulceras, aumento de tejidos blandos,
lipoatrofia facial, discopatias intervertebrales, reparaciéon de cartilago, lesiones musculoesqueléticas, artrosis y
periartritis; tratamiento de tumores, enfermedades vaginales, lesiones cerebrales, reparacion medular, trastornos
neurodegenerativos, enfermedades cardiovasculares y procesos de lubricacion, como analgésico y antiinflamatorio;
tratamiento de quemaduras, Ulceras y defectos dermoepidérmicos, tratamiento de enfermedades oftalmoldgicas,
tales como lesiones de la cérnea, de la retina o cataratas; reparacion del cartilago, tratamiento del sistema
osteoarticular como en el caso de defectos osteocondrales, artrosis o defectos 6seos y como adyuvante en la
resolucion de enfermedades vaginales, tratamiento de la gingivitis y la periodontitis; utilizacion en el desarrollo de
sistemas de cultivo celular.

20



Glucosaminoglucano

ES 2670932 T3

FIGURA 1

DS
c4as
HS

c6s

KS

HA

%

21

80



ES 2670932 T3

FIGURA 2




ES 2670932 T3

FIGURA 3

23



E 0‘2% —=—CONTROL

Absorbancia (550 nm) B

0,9] —s—POSITIVO
0,81 —CONTROL

ES 2670932 T3

—*-POSITIVO
——CMMA

]

[
0,11

FIGURA 4

e

0 : -
0 24 48

Tiempo (h)

{ —+—L929

0,61
0,57
0,41
0,3
0,21
0,11
00 T T 1
"o 24 48 72
Tiempo (h)
CONTROL
0,351 3 Fosmvo

Absorbancia (550 nm)

" CONDROCITOS

0, ~s—CONTROL
3-‘—!—POS|T|V0
0,6-

——FIBROBLASTOS

0,43

0,2

Absorbancia (550 nm)

0% 24 48 72

Tiempo (h)

Tiempo (h)

‘El 0,357—=-conTrROL
—*-POSITIVO
= 0,30 —-0STEOBLASTOS
< 0,257
2
v 0,20
2]
e 0,157
2]
€ 0,107
@ ]
2 005
0.00 T T 1
"o 24 48 72
Tiempo (h)
Izl 0,67—=—CONTROL
—+—POSITIVO
0,5~ QUERATINOCITOS
0,4-
0,37
0,2
0,11
%0 24 a8 72
Tiempo (h)

24



ES 2670932 T3

Figura

25



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

