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DESCRIPCION

Biorreactor compuesto por camara hermética al agua y matriz interna para la generacion de implantes médicos con
células

Objeto de la invencion

La presente invencion se refiere a un biorreactor compuesto por una camara hermética al agua y una o mas matrices
contenidas en su interior, que se fabrican simultaneamente, cuya matriz puede ser bidimensional o tridimensional, con
porosidad variable y disefiado mediante formas simples o complejas, es capaz de soportar la siembra y el cultivo de
células para, tras la retirada de la camara hermética al agua, originar implantes médicos con células para el
reemplazo/regeneracion de tejidos u érganos de animales o humanos previamente dafiados por traumatismo o
enfermedad.

Estado de la técnica

En el reemplazo o regeneracion de tejidos u érganos después del dafio fisico causado por traumatismo o enfermedad,
actualmente se usan auto-, alo- o xenoinjertos en la practica clinica. Sin embargo, estos injertos médicos tienen
limitaciones como la baja disponibilidad de tejido sano, problemas de inmunocompatibilidad o infeccion cruzada entre
diferentes especies animales. Para superar estas restricciones en su uso en la practica clinica actual, la ingenieria de
tejidos surgidé como una alternativa prometedora. Esta estrategia incluye el desarrollo de matrices porosas bi- o
tridimensionales que soportan la colonizacién y el cultivo celular, el cultivo ex vivo de células y la presencia de factores
de crecimiento que inducen diferenciacion y/o crecimiento celular. Estos factores pueden usarse de manera
independiente, en grupos de dos o tres para permitir la regeneracion tisular.

Siendo el desarrollo de matrices porosas bi- o tridimensionales una etapa clave en el éxito de una estrategia de
ingenieria de tejidos, estas matrices deben comprender un conjunto de propiedades fisicoquimicas (por ejemplo,
porosidad, interconectividad, rugosidad, area superficial, propiedades mecanicas, hidrofilia) que permitan adhesion,
migracion, proliferacion y diferenciacion celular. El mantenimiento de células en cultivo dentro de estas matrices
porosas bi- o tridimensionales puede lograrse mediante el uso de sistemas de cultivo estaticos o dinamicos. Se ha
demostrado que el cultivo de células en un entorno bioquimico adecuado y en presencia de estimulos mecanicos
puede favorecer la generacion de implantes médicos con células. Por tanto, existe un gran interés por replicar in vitro
el entorno fisiolégico de un tejido diana, a través del uso de sistemas biomecanicos de simulacion dinamica,
cientificamente conocidos como biorreactores. Estos biorreactores no solo proporcionan las células en cultivo dentro
de matrices porosas bi- o tridimensionales con concentraciones iguales de nutrientes y oxigeno, sino que también
permiten la retirada de subproductos resultantes de su actividad metabdlica. Ademas de estas caracteristicas, los
biorreactores también permiten una colonizacién mas uniforme de las matrices porosas bi- o tridimensionales por las
células. Por tanto, estos sistemas de cultivo dinamicos constituyen un mejor método de control cuantitativo sobre los
parametros del cultivo celular, y pueden proporcionar un numero ilimitado de implantes médicos con células.

El documento W0O2010/016023 da a conocer un biorreactor adecuado para el cultivo de tejidos de implante, que
comprende una camara adaptada para recibir una matriz que soporta el cultivo tisular. La camara esta dotada de
puertos para lograr el flujo de fluido. El biorreactor esta dotado de una pestafia para permitir la retirada de la pared de
la camara retirando la lamina adherida para extraer el tejido.

El documento JP2002335950 da a conocer un contenedor de almacenamiento/transporte para un tejido de membrana
que comprende un soporte permeable al liquido que puede cortar el tejido de membrana de tipo plana que comprende
el material biolégico de ambos lados laterales y mantener el tejido de la membrana en un estado manteniendo su
forma original sin deteriorar sus caracteristicas bioldgicas, y un cuerpo de contenedor hermético al gas y/o hermético
al fluido que puede abrirse el cual puede recibir al menos un soporte junto con un liquido de almacenamiento/transporte
prescrito y mantener el tejido de membrana mantenido en el soporte en un estado humedo con el liquido de
almacenamiento/transporte.

La presente invencion tiene como objetivo el desarrollo de implantes médicos con células con propiedades
biomecanicas mejoradas, mediante el desarrollo de métodos de colonizacion y cultivo celular sobre matrices porosas
bi- o tridimensionales. Esta implicito el desarrollo de un biorreactor que contiene, en si mismo, una o mas matrices
porosas bi- o tridimensionales, permitiendo un manejo minimo de los implantes médicos con células para minimizar el
riesgo de contaminacion durante el cultivo celular ex vivo.

Descripcion de la invenciéon
La presente invencion se refiere a un biorreactor que puede utilizarse en la colonizacion y cultivo de células en el
interior de matrices de soporte contenidas en su interior, originando implantes médicos con células para la

sustitucion/regeneracion de tejidos u 6rganos de animales o humanos, tales como hueso, cartilago, piel y musculo.

El biorreactor esta principalmente compuesto por una o mas matrices, con porosidad variable, tridimensional o
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bidimensional, contenidas en el interior de wuna camara hermética al agua unicompartimentada o
multicompartimentada.

Tanto la camara de cultivo como la matriz contenida en su interior se fabrican simultaneamente a través de un proceso
de creacion rapida de prototipos, a partir de uno o multiples materiales. Estos materiales pueden ser biodegradables
0 no, inertes o no, poliméricos o compuestos, transparentes, translicidos u opacos, como policaprolactona (PCL),
acido polilactico (PLA) o acido poliglicélico (PGA).

Durante la fabricacion del biorreactor y su matriz interna puede usarse un material de soporte soluble en agua
adicional, que también se deposita durante el proceso de creacion rapida de prototipos. Este material actua
Unicamente como soporte para la deposicién del material o materiales depositados durante la fabricacion de la camara
y su matriz, retirandose posteriormente por inmersion en agua o disolucion acuosa.

La arquitectura de la camara y su matriz interna deben disefarse preferiblemente para soportarse por si mismas, no
siendo necesaria la utilizacion de un material de soporte adicional.

Las camaras y sus matrices internas pueden esterilizarse por varios métodos segun los materiales utilizados. Pueden
esterilizarse por inmersién en etanol, por exposicion a radiacion ultravioleta o exposicidén a 6xido de etileno, en caso
de que ninguno de los materiales utilizados muestre ninguna reactividad adversa, o incluso por esterilizacion en
autoclave, cuando los materiales utilizados son suficientemente estables cuando se exponen a altas temperaturas.

En caso de que la camara externa se someta a creacion de prototipos a partir de uno o mas materiales transparentes
o translicidos, se vuelve incluso posible analizar su interior por medios épticos. En caso de que la matriz interna
también se someta a creacién de prototipos a partir de materiales transparentes o translucidos, el interior de la matriz
interna también puede analizarse por medios épticos.

Con el fin de mejorar el rendimiento de la matriz interna contenida en el interior de la camara es posible realizar
recubrimientos de su superficie mediante llenado o perfusion del interior de la camara, a través de la matriz interna,
con disoluciones o gases capaces de generar esos recubrimientos.

La matriz interna puede disefiarse usando como referencia inicial formas simples como formas cubicas, cilindricas,
tubulares u otras, o bien a partir de formas complejas obtenidas a partir del andlisis de tejidos u érganos mediante
tomografia computarizada o técnicas de resonancia magnética.

El disefio de la camara externa se realiza teniendo como referencia inicial la forma de la matriz interna y por extrusion
de sus superficies externas.

Al disefio de la camara externa se afiaden al menos dos estructuras tubulares que se destinan a conectar el interior
de la camara con el exterior y permitir la entrada y salida de fluidos y/o gases desde/hasta el interior de la camara. La
ubicacion de estas estructuras tubulares debe determinarse teniendo en cuenta la mejor eficiencia posible en el
drenaje de los fluidos insertados al interior de la camara, asi como la mejora de la dinamica del flujo de fluido al interior
de la camara.

El biorreactor puede integrarse en un sistema de cultivo de perfusion que permite hacer circular el medio de cultivo a
través del interior de la camara externa y a través de los poros de la matriz interna del biorreactor.

El medio de cultivo se suministra a la camara a través de las estructuras tubulares para entrada/salida del medio,
preferiblemente ubicadas en los extremos de la camara de cultivo, y se hace circular desde y hasta un depdsito de
medio de cultivo aireado por medio de una bomba peristaltica.

Cuando se integra en un sistema de cultivo de perfusion, el biorreactor es capaz de realizar una perfusion continua
del medio de cultivo de expansion o diferenciacion, mejorando el transporte masivo de células al interior de la matriz
previamente con células. La perfusion continua del medio de cultivo realizada por el sistema de cultivo es capaz de
actuar como un estimulo sobre las células, siendo capaz de regular o aumentar la proliferacion y diferenciacion de
células. La perfusion del medio a través de las matrices con células puede realizarse tanto unidireccionalmente como
bidireccionalmente.

Después del cultivo, la matriz con células puede retirarse del interior del biorreactor cortando la camara externa en
ubicaciones disefiadas especificamente, usando herramientas quirdrgicas.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra una seccion longitudinal del dispositivo que contiene una estructura porosa tridimensional simple
en su interior.

La figura 2 muestra una seccion longitudinal del dispositivo que contiene una estructura porosa bidimensional en su
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interior.

La figura 3 muestra una seccion longitudinal del dispositivo que contiene una estructura porosa tridimensional doble
en su interior.

La figura 4 muestra una seccion longitudinal del dispositivo que contiene una estructura porosa tridimensional tubular
en su interior.

La figura 5 muestra una seccion longitudinal del dispositivo que contiene una estructura porosa tridimensional tubular
compleja, fabricado usando un modelo tridimensional obtenido a partir de tomografia computarizada o analisis de
resonancia magnética de un tejido u érgano.

La figura 6 muestra el dispositivo en vista isométrica.

La figura 7 muestra una seccion longitudinal del dispositivo.

La figura 8 muestra una seccion parcial del dispositivo en vista isométrica.

La figura 9 muestra un implante después de la retirada del recinto externo en vista isométrica.

La figura 10 muestra el dispositivo descrito en las figuras 6 y 9 integrado en un sistema de cultivo celular de perfusion
dinamico.

Descripcion detallada de la invencién

La siguiente descripcion se refiere a una configuracion preferencial de la invencion recurriendo a las figuras de este
documento con el fin de permitir un mejor entendimiento de la invencion.

El biorreactor esta esencialmente compuesto por una camaras herméticas al agua unicompartimentada 1 o
multicompartimentada 2 que contienen en su interior una o mas matrices, que posee porosidad que puede ser uniforme
o variable, homogénea o heterogénea, presente en toda la matriz 3,5,6,7 o parte de la matriz 4, tridimensional 3,4,6,7
o bidimensional 5, que poseen formas simples 3, 4, 5, 6 o complejas 7.

El disefio externo de forma simple de la matriz 3,4,5,6 puede lograrse usando formas simples como referencias
iniciales como formas cubicas, cilindricas, tubulares u otras, mientras que el disefio de la forma externa de la matriz
interna compleja 7 se logra recurriendo a formas complejas obtenidas a partir de analisis realizados en tejidos u
organos usando tecnologias como tomografia computarizada o resonancia magnética. Los poros internos de la matriz
interna 3,4,5,6,7 pueden generarse mediante la adicion de manera manual o automatica de poros en el interior del
disefio de la matriz interna 3,4,5,6,7 o, también después mediante la adicién automatica, mediante la definicién de
propiedades especificas para la deposicion de material durante la conversién del disefio tridimensional final en
comandos para controlar el equipo que fabricara la matriz interna 3,4,5,6 mediante creacién rapida de prototipos.

El disefio de la camara externa 1,2 se realiza a su vez tomando como referencia inicial la forma externa de la matriz
interna 3,4,5,6,7 y modificando, mediante extrusion de las caras externas, una réplica simplificada de esa misma matriz
interna 3,4,5,6,7, de tal manera que las paredes internas disefiadas del dispositivo 1,2 estan muy cerca de las paredes
externas del disefio de la matriz interna 3,4,5,6,7, pero también suficientemente separadas de modo que no se toquen
entre si. Esta caracteristica permite que, después de la creacion de prototipos simultanea de la matriz interna 3,4,5,6
y la cdmara externa 1,2, los medios de siembra, cultivo y diferenciacion celular usados posteriormente en su interior,
sean mas eficientes en la siembra, alimentacion y estimulacién de las células que se adheriran a las superficies interna
y externa de la matriz interna 3,4,5,6,7 cuando se hacen circular a través de las mismas, dentro de la camara externa
1,2, dado que todo el medio de cultivo empleado se mantendra permanentemente en estrecho contacto con las células
adheridas a la superficie interna y externa de la matriz interna 3,4,5,6,7.

Dada esta caracteristica, y a pesar de someterse a creacion de prototipos simultdneamente, la matriz interna 3,4,5,6,7
y la camara externa 1,2 no se unen en ningun punto, facilitando la retirada de la matriz interna 3,4,5,6,7 del interior de
la camara externa 1,2 donde tuvo lugar el periodo de siembra y cultivo celular.

Al disefio de la camara externa 1,2 se afiaden preferiblemente dos estructuras tubulares 8 que conectan el interior de
la camara 1,2 al exterior y permiten la entrada y salida de fluidos y gases desde/hasta el interior de la camara 1,2. La
ubicacion de estas estructuras tubulares 8 debe determinarse teniendo en cuenta la mejor eficiencia posible en el
drenaje de los fluidos introducidos en la camara, asi como la mejora de la dinamica del flujo de fluido al interior de la
camara 1,2.

Al disefio de la camara externa 1,2, también se afiaden hendiduras 9, que posteriormente se usaran para facilitar su
corte preciso en ubicaciones predeterminadas, facilitando de ese modo la retirada de la matriz 3,4,5,6,7 del interior de
la camara externa 1,2.
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La camara de cultivo 1,2 asi como la matriz interna 3,4,5,6,7 contenida en su interior se fabrican simultaneamente,
mediante un proceso de creacion rapida de prototipos a partir de uno o multiples materiales. Estos materiales pueden
ser biodegradables o no, inertes o no, poliméricos o compuestos, transparentes, transltcidos u opacos.

Cuando se emplea un proceso de creacion rapida de prototipos para la fabricacion del biorreactor, que esta compuesto
por una camara de cultivo 1,2 y una matriz interna 3,5,6,7, puede utilizarse un material de soporte soluble en agua
adicional, que también se deposita durante el proceso de creacion de prototipos. El Unico propdsito de este material
es soportar la deposicion del material o materiales a partir de los que se haran la camara y la matriz, y posteriormente
pueden retirarse por inmersion en agua o disolucién acuosa.

Preferiblemente, la arquitectura de la camara 1,2 y su matriz interna 3,5,6,7 deben disefiarse de manera que se
soporten por si mismas, eliminando la necesidad de un material de soporte adicional.

Cuando la camara externa se somete a creacion de prototipos a partir de uno o multiples materiales transparentes o
translicidos, se vuelve también posible analizar el interior de la camara por medios 6pticos. Si la matriz interna
3,4,5,6,7 ubicada dentro de la camara también se somete a creacién de prototipos a partir de materiales transparentes
o translucidos se vuelve también posible analizar el interior de esa matriz 3,4,5,6,7.

Las camaras 1,2 y sus matrices internas 3,4,5,6,7 pueden esterilizarse por diversos métodos segun los materiales
utilizados. Pueden esterilizarse por inmersion en etanol, por exposicién a radiacion ultravioleta u éxido de etileno, en
caso de ausencia de reactividad adversa, o incluso por esterilizaciéon en autoclave, en caso de que los materiales
utilizados sean suficientemente estables cuando se exponen a altas temperaturas.

Con el fin de mejorar el rendimiento de la matriz interna 3,4,5,6,7 contenida al interior de la camara 1,2 es posible
realizar recubrimientos sobre sus superficies mediante llenado y/o perfusion del interior de la camara, a través de los
poros de la matriz, con disoluciones o gases capaces de generar esos recubrimientos. Los recubrimientos adicionales
también pueden realizarse sobre las paredes exteriores de la camara 1,2 para diversos propésitos, como aumentar la
hermeticidad al agua de la camara 1,2.

El biorreactor puede integrarse en el interior de un sistema de cultivo ilustrado en la figura 10. Este sistema esta
compuesto por el biorreactor en una de sus posibles configuraciones, que comprende una camara externa 1,2 que
contiene una de las diversas clases de matrices internas 3,4,5,6,7, conectadas a un depdésito de medio de cultivo 10
por tubos conectados a sus estructuras tubulares 8. Aparte de las dos entradas/salidas del medio, el depésito 10 posee
también una conexion adicional para la entrada y salida de gases que se purifican por un filtro de aire 11.

El medio de cultivo se recoge del depdsito de medio de cultivo 10, se bombea por una bomba peristaltica 12 al interior
de la camara externa 1,2, se perfunde a través de los poros de la matriz interna 3,4,5,6,7 y finalmente se bombea por
la misma bomba peristaltica 12 de vuelta al interior del depdsito de medio de cultivo 10. Este proceso vy circuito se
repite para cada cavidad de cultivo individual.

Para la circulacion del medio de cultivo, deben usarse preferiblemente los tubos hechos a partir de formulaciones
como la silicona dado que son altamente permeables a gases como el didxido de carbono y el oxigeno, aumentando
el intercambio de gases entre el medio circulante y la atmdsfera circundante.

Este sistema de cultivo puede usarse no solo para el cultivo, sino también para la siembra de células sobre las
superficies interna y externa de la matriz 3,4,5,6,7 para el crecimiento celular. Dado su pequefio volumen interno, este
dispositivo requiere volimenes muy bajos de medio de cultivo. Por esta razén, es posible realizar procedimientos
dinamicos de siembra usando suspensiones celulares altamente concentradas sin usar cantidades extremadamente
grandes de células. De esta manera, las células tienen una mayor probabilidad de adherirse a las superficies interna
y externa de la matriz 3,4,5,6,7 dado que estan altamente concentradas y circulan mas a menudo a través de la misma,
haciendo que el proceso de siembra sea mas eficiente.

Cuando se integra en el interior del sistema de cultivo de perfusion descrito en la figura 10, este biorreactor es capaz
de mejorar el transporte masivo celular a través de la matriz con células 3,4,5,6,7. La perfusion de medio de cultivo
continua proporcionada por el sistema de cultivo puede actuar como estimulo sobre las células, dando como resultado
la regulacion o aumento de la proliferacion y diferenciacion celular.

Ademas de permitir la siembra y el cultivo celular por medio de un método basado en la perfusién, este dispositivo
también permite utilizar otras metodologias como la siembra estatica o agitada. Al realizar la siembra estatica, se
inyecta una suspension celular dentro de la camara llenando todos sus espacios vacios internos y, en particular, los
poros de la matriz interna 3,4,5,6,7. Después de sellar las estructuras tubulares 8 con tapas, la suspension celular se
mantiene dentro de la camara 1,2 y los poros de la matriz 3,4,5,6,7 durante un periodo de tiempo suficiente para que
las células contenidas en la suspension celular se adhieran a la matriz interna 3,4,5,6,7. Durante esa siembra, el
dispositivo puede mantenerse en condiciones estaticas o también bajo agitacion con el fin de aumentar la posibilidad
de que las células entren en contacto con las superficies de multiples matrices 3,4,5,6,7 y de ese modo aumentar la
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posibilidad de adhesién, asi como permitir una distribucién mas homogénea de células adheridas sobre la superficie
de la matriz 3,4,5,6,7.

Después del periodo de siembra, la suspensién celular que contiene células no adheridas se retira del interior del
dispositivo y se reemplaza por un nuevo medio de diferenciaciéon y/o expansion. Asimismo, durante el periodo de
diferenciacion y/o expansion, el dispositivo que contiene medio de diferenciacion y/o expansion en su interior puede
mantenerse en condiciones estaticas o alternativamente someterse a agitacion.

Con el fin de mantener un entorno estéril, con temperatura y humedad estables y adecuadas, el biorreactor, integrado
0 no en un sistema de perfusion, se coloca dentro de una incubadora de cultivo celular.
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REIVINDICACIONES

Biorreactor para la generacion de implantes médicos con células caracterizado porque comprende una
camara externa hermética al agua unicompartimentada (1) o multicompartimentada (2) que contiene en su
interior una o mas matrices (3,4,5,6,7), fabricandose simultaneamente estas matrices interiores (3,4,5,6,7) y
la camara externa (1,2) del biorreactor mediante un proceso de creacién rapida de prototipos; en el que la
camara externa (1,2) comprende una forma adaptada a la forma de implante para pasar a tener células (matriz
interna), y porque permite que los implantes se retiren del interior del biorreactor cortando la camara externa
(1,2) en ubicaciones que comprenden hendiduras (9) justo antes de la implantacion, habilitando la esterilidad
del implante.

Biorreactor segun la reivindicacion anterior, en el que la camara de cultivo (1,2) y las matrices internas
(3,5,6,7) se soportan por si mismas, aunque permitiendo el uso de un material de soporte adicional, también
se depositan durante el proceso de creacion de prototipos, que posteriormente pueden retirarse por inmersiéon
en agua o disolucion acuosa.

Biorreactor segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el disefio de forma externa de la
matriz simple (3,4,5,6) se logra usando formas simples como referencias iniciales como formas cubicas,
cilindricas, tubulares u otras, mientras que el disefio de la forma externa de la matriz compleja interna (7) se
logra recurriendo a formas complejas obtenidas a partir de analisis de tejidos u 6rganos realizados mediante
tecnologias como tomografia computarizada o resonancia magnética.

Biorreactor segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el disefio de la camara externa (1,2)
tiene como referencia inicial la forma externa de la matriz interna (3,4,5,6,7) con el fin de que las paredes
internas disefiadas del dispositivo (1,2) estén suficientemente separadas de modo que no toquen las paredes
externas del disefio de la matriz interna (3,4,5,6,7) con un espaciado similar al diametro de poro de la matriz
interna, cuyo diametro se situa preferiblemente entre 0,25 mmy 3 mm.

Biorreactor segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las paredes internas de la camara
externa (1,2) estan suficientemente separadas de modo que no toquen las paredes externas de la matriz
interna (3,4,5,6,7) formando una cavidad, cuyo volumen de relleno interior garantiza la inmersién de la matriz
interna, mediante lo cual pueden hacerse circular medios y/o disoluciones o gases de cultivo.

Biorreactor segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el mismo permite realizar
recubrimientos sobre sus superficies mediante llenado y/o perfusién del interior de la camara, a través de los
poros de la matriz interna, con disoluciones o gases que son capaces de generar esos recubrimientos.

Biorreactor segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la camara externa tiene al menos
dos estructuras tubulares (8) que conectan el interior de la camara externa (1,2).

Biorreactor segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se fabrica a partir de uno o multiples
materiales transparentes o translicidos.

Biorreactor segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las células/tejidos incorporados en
el interior de las matrices internas (3,4,5,6,7) cultivados en el interior del biorreactor pueden someterse a
condiciones estaticas o dinamicas mediante la integracion del biorreactor en un sistema de perfusion y/o
agitacion.

Biorreactor segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las matrices internas (3,4,5,6,7) se
perfunden uni- o bidireccionalmente.

Sistema de cultivo para la generacion de implantes médicos con células en el que el mismo comprende un
biorreactor segun cualquiera de las reivindicaciones 1-10 para la generacién de implantes médicos con
células, una camara externa (1,2) que contiene una de las diversas clases de matrices internas (3,4,5,6,7),
conectada a un depdsito de medio de cultivo (10) mediante tubos conectados a sus estructuras tubulares (8)
y una conexion adicional para la entrada y salida de gases que se purifican mediante un filtro de aire (11).
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