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DESCRIPCION

Ingenieria tisular

Campo técnico

La presente invencion se refiere de forma general a procedimientos y materiales para su uso en la
produccion de implantes, particularmente implantes de tejido luminal, donde los implantes estan concebidos
mediante ingenieria al sembrar un andamio o matriz acelular con precursores de células musculares y
fibroblastos. La presente invencion proporciona procedimientos para producir construcciones de ingenieria
tisular [0 ingenieria de tejidos] para la implantacion en un sujeto que pueden utilizar nuevos procesos de
siembra descritos en este documento para un injerto y diferenciacion celular mejorados.

Antecedentes de la técnica

El dafio, la disfuncién o la pérdida de tejidos u 6rganos es una caracteristica de una amplia variedad de
afecciones médicas. En algunas condiciones, el reemplazo del tejido u érgano dafiado es la mejor o incluso
la Unica opcién.

Por ejemplo, la atresia esofagica es una afeccion médica congénita que afecta el tracto alimentario y que
ocurre en aproximadamente 1 de cada 2500 nacimientos vivos. Hace que el eséfago termine en una bolsa
ciega en lugar de conectarse normalmente al estdmago. El caso mas grave de atresia esofagica a veces se
denomina agenesia esofagica, donde no hay eséfago. El tratamiento mas inmediato y efectivo en la
mayoria de los casos es una reparacion quirirgica para volver a conectar los dos extremos del es6fago
entre si.

Los trasplantes de donantes humanos (ya sea vivos o cadavéricos) han tenido un éxito significativo, y los
procedimientos como los trasplantes de higado, corazon y rifion son cada vez mas comunes. Sin embargo,
la grave escasez de donantes, la complejidad de extraer 6rganos y entregarlos al receptor, y el potencial de
transmision de agentes infecciosos son deficiencias importantes de este enfoque, al igual que su
aplicabilidad a pacientes pediatricos.

Tal como se explica por ejemplo, en el documento W00214480, la ingenieria tisular [0 ingenieria de tejidos]
es un campo en evolucién que busca desarrollar técnicas para cultivar tejidos y 6rganos de reemplazo en el
laboratorio.

La estrategia general para producir tejidos de reemplazo utiliza células de mamiferos que se siembran en
un sustrato apropiado para el cultivo celular. Las células se pueden obtener del receptor previsto (por
ejemplo, de una biopsia), en cuyo caso a menudo se expanden en cultivo antes de usarse para sembrar el
sustrato. Las células también se pueden obtener de otras fuentes (por ejemplo, lineas celulares
establecidas). Después de la siembra, el crecimiento celular generalmente continda en el laboratorio y / o
en el paciente después de la implantacion del tejido que se ha conseguido mediante ingenieria tisular.

Asi, por ejemplo, el desarrollo de una construccion para la regeneracion o sustitucion de érganos luminales
dafados (como el esofago) necesita una combinacién de andamio y de células para producir un tejido
tridimensional funcional.

El documento W00214480 describe métodos para producir una construccion de ingenieria tisular mediante
el crecimiento de células in vitro en un sustrato y luego descelularizar la construcciéon para producir una
construccion descelularizada que consiste principalmente en componentes de la matriz extracelular. Se
informa que la construccién se puede usar inmediatamente o almacenar hasta que se necesite. La
construccion descelularizada se puede usar para una ingenieria tisular adicional, que puede incluir el
sembrar la construccion con células obtenidas del receptor al que va destinada la construccion.

Durante cualquiera de las fases de crecimiento requeridas para la produccion de la construccion, la
construccion en desarrollo puede estar sujeta a varias etapas de ingenieria tisular [ingenieria de tejidos],
como la aplicacion de estimulos mecanicos, incluidas las fuerzas pulsatiles. Los procedimientos también
incluyen la produccién de un tejido nativo concebido mediante ingenieria al extraer tejido de un animal o
humano, realizando una o mas etapas de ingenieria tisular en el tejido y sometiendo el tejido a la
descelularizacion. El tejido nativo descelularizado y modificado se puede someter a otras etapas de la
ingenieria tisular.
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El documento W0O2003092471 (también publicado como US2005/0202058) describe construcciones de
injertos de tejido que incluyen un material de matriz extracelular en combinaciéon con células endoteliales
afadidas y al menos una poblacion celular exdgena afiadida adicional.

El documento US2014/0341862 se refiere a un procedimiento para preparar una construccion de tejido para
fines médicos que utiliza células progenitoras endoteliales (EPC por sus siglas en inglés de "endothelial
progenitor cells") que no se han pasado [pasajes o subcultivos] varias veces y que tienen un contenido de
células progenitoras endoteliales de crecimiento temprano (EOEC por sus siglas en inglés de "early
outgrowth endothelial progenitor cells") y de células progenitoras endoteliales de crecimiento tardio (LOEC
por sus siglas en inglés de "late outgrowth endothelial progenitor cells”). Estas células y fibroblastos y/o
células musculares, a saber, mioblastos, miofibroblastos, células musculares lisas o sus progenitores, en
forma de células vivas, se siembran en una matriz o se introducen en una matriz con el fin de producir la
construccion del tejido después de pasar por otras etapas de tratamiento. La matriz es preferiblemente una
preparacion de proteinas, mas particularmente una preparacion de fibrinogeno.

El documento US 2004/0028662 se refiere a un proceso de colonizacién celular mediante el cual las células
bioldgicas se colonizan en una matriz de tejido sintético o natural para obtener un implante de tejido o un
trasplante de tejido. El crecimiento de las células se promueve mediante la adicion de mediadores, factores
o cofactores suministrados por las células cultivadas de forma conjunta.

El documento WOO03/095631 se relaciona con células madre multipotentes, procedimientos para su
aislamiento y expansion in vitro, procesos para su diferenciacion in vitro, y su uso para regenerar o reparar
tejidos bioldgicos.

En la Revista de Biociencias, Vol. 34, no. 6, 30 de noviembre de 2009, paginas 873-879, el articulo "Los
andamios de poli (acido L-lactico) porosos son sustratos oOptimos para la colonizacion interna por
mesoangioblastos A6 y analisis inmunocitoquimicos" ["Porous poly (L-lactic acid) scaffolds are optimal
Substrates for internal colonization by A6 mesoangioblasts and immunocytochemical analyses"] (F. CARFI-
PAVIA, et al) describe la siembra de mesoangioblastos de ratén en matrices bidimensionales dentro de
andamios porosos tridimensionales de poli (acido L-lactico) (PLLA), en presencia o ausencia de un
recubrimiento de colageno tipo .

Desafortunadamente, los enfoques existentes para las técnicas de siembra celular y las combinaciones
celulares en la ingenieria tisular a menudo muestran un bajo injerto celular y la falta de una poblacion
homogénea de células en el andamio. Esto inhibe el desarrollo de un tejido funcional, particularmente tejido
u 6rganos luminales.

De este modo, se puede ver que los procedimientos novedosos para sembrar andamios de matrices para

producir tejido u érganos luminales implantables con injerto celular mejorado o propiedades relacionadas
proporcionarian una contribucién a la técnica.

Divulgacion de la invencidn.

Sorprendentemente, los inventores han demostrado que sembrar una combinacion de precursores de
células musculares vy fibroblastos en un andamio o matriz de tejido para disefiar una construccion para la
reparacion o reemplazo de un érgano, de acuerdo con los procedimientos de la invencion, puede mejorar el
injerto celular y la colonizacion de la matriz 3D.

En realizaciones preferidas, se inyecta una combinacion de fibroblastos y precursores de células
musculares en la pared de un andamio para la ingenieria tisular esofagica. La inyeccién proporciona una
distribucién exitosa de la suspension celular directamente dentro del andamio.

Sin desear limitarse a la teoria, se cree que el suministro de las dos poblaciones celulares descritas
anteriormente permite el establecimiento de un efecto paracrino entre las dos lineas celulares. Lo anterior
inesperadamente da como resultado un injerto celular mejorado, proliferacién y migracion / invasion a través
del andamio, asi como la diferenciacion de los progenitores de células musculares hacia células musculares
maduras. Ademas, la presencia de células musculares y fibroblastos imita la heterogeneidad de un tejido
vital y la presencia de los dos tipos de células puede obviar la necesidad de agregar multiples factores de
crecimiento exégenos o moléculas de adhesion al cultivo.

Ademas, sorprendentemente los inventores han descubierto que el uso de una proporcién igual o superior
de precursores de células musculares a fibroblastos proporciona una distribucion homogénea de las
células, al tiempo que reduce la posibilidad de crecimiento excesivo de los fibroblastos. El producto
resultante, por lo tanto, refleja mas de cerca el tejido natural y, por lo tanto, es deseable.
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Por consiguiente, se ha demostrado que el suministro de los tipos de células de acuerdo con los protocolos
preferidos descritos en el presente documento proporciona una distribucion mas homogénea de las células
a través de las diferentes capas del tejido y, por lo tanto, proporciona una construccion que es mas similar
al tejido nativo. La presente invencion proporciona procedimientos para producir construcciones de
ingenieria tisular para su implantacion en el cuerpo, que utilizan nuevos procesos de siembra descritos en
este documento para mejorar el injerto y la diferenciacion celular. Estos y otros aspectos de la invencion se
describiran a continuacion con mas detalle.

El alcance de la invencién esta definido por las reivindicaciones. Cualquier referencia en la descripcion a los
procedimientos de tratamiento se refiere a los productos de la presente invencién para su uso en un
procedimiento de tratamiento.

En un aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para producir una construccion de tejido
u organo, por ejemplo una construccion luminal u otra construcciéon de tejido hueco, comprendiendo el
procedimiento las etapas de:

(iy proporcionar un andamio o matriz acelular;

(i) sembrar una combinacion de mesoangioblastos y fibroblastos en y/o sobre el andamio o
matriz, en donde los mesoangioblastos y fibroblastos se siembran por separado,
simultaneamente o secuencialmente; y

(iii) cultivar el andamio sembrado para producir una construccion implantable,

en donde la proporciéon de mesoangioblastos : fibroblastos usados para la siembra es de 50:50 a
99:1.

De acuerdo con la invencion, la construccion de tejido u érgano comprende tejido de mamifero producido
por proliferacion y/o diferenciacion de los mesoangioblastos y/o fibroblastos sembrados, preferiblemente por
proliferacion de ambos tipos de células y por diferenciacion de los mesoangioblastos en y/o en el andamio
previsto. El procedimiento de produccién de la invencion y, por lo tanto, la generacioén del tejido luminal o la
construccién del 6rgano generalmente se realiza in vitro.

Sin embargo, se apreciara que puede producirse una mayor proliferacion y/o diferenciacion celular y
generacion del constructo después del implante in vivo. Por tanto, preferiblemente la produccion de la
construccion se realiza in vitro hasta que se genere una construccion que esté suficientemente poblada con
células y/o donde las células precursoras (mesoangioblastos) estén suficientemente diferenciadas para
permitir una implantacion exitosa en un sujeto.

Posteriormente se puede producir una proliferacion celular adicional en y/o en el andamio, por ejemplo
después de la implantacién. Por lo tanto, se apreciara que un andamio no necesita estar completamente
poblado con las células sembradas para ser util para la implantacién en un sujeto (por ejemplo, es posible
que el andamio tenga areas donde las células sembradas no estan presentes, por ejemplo, el andamio
puede tener células sembradas en al menos 70, 80, 90, 95 0 99% de su superficie).

El tamafo y / o la forma del tejido u 6rgano generado puede ser tipicamente representativo del tamafio /
forma de la lesion y / o dafio que se tratara en un sujeto o paciente que necesite dicho tejido u érgano.

Asi, por ejemplo, si un sujeto carece de una parte de un tejido / érgano luminal, la construccion de tejido u
organo producida puede corresponder al tamafo / forma de la parte faltante. Alternativamente, la
construccion de tejido u érgano generada puede ser de un tamafio mayor que el tamafio de la lesion / dafio
en el érgano luminal en un sujeto, por ejemplo de al menos 5, 10, 15, 20, 30, 40 6 50% mayor y una
construccion de este tipo mas grande se puede implantar o la construcciéon se puede dimensionar / formar
adecuadamente después de la produccion. El tamafio y la dimension de la construccion pueden depender
ademas de la edad y el tamario del sujeto receptor para la implantacion.

La referencia a una construccion "luminal”, o similar, se refiere a una construccién que es adecuada para el
reemplazo o implantacién en un érgano o tejido luminal, como los descritos a continuacion, en lugar de
estrictamente la estructura de la construccion misma. La referencia a las construcciones de tejido se debe
entender en consecuencia. Por lo tanto, la referencia a una construccion esofagica se refiere a una
construcciéon que es adecuada para la implantacion en el es6fago, o como un reemplazo esofagico, y una
construccion intestinal se refiere a una construccién que es adecuada para la implantacién en el intestino, o
como un reemplazo intestinal.

En una realizacion, la construccion puede tener una forma luminal o tubular, si, por ejemplo, dicha

construccion se va a usar para proporcionar una parte faltante o ausente del érgano luminal, o reemplazarlo

por completo. Sin embargo, una construccion luminal no necesariamente tiene una forma luminal o tubular,
4
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y tal y como se discutié anteriormente, la forma depende completamente del tejido que se va a reemplazar,
insertar o reparar.

Tal y como se describié anteriormente, la construccion de tejido u érgano producida o generada
comprendera el andamio o matriz acelular (como un andamio descelularizado o un andamio polimérico) y
una distribucion homogénea de células (mesoangioblastos diferenciados / mesoangioblastos y fibroblastos
no diferenciados). Opcionalmente, esto se puede modificar o combinar con otros medios para la conexién o
el montaje en el cuerpo del receptor.

Ademas, la construccion de tejido u érgano puede comprender otros tipos de células, particularmente
células epiteliales y / o0 endoteliales o de cresta neural. En una realizacién adicional, el procedimiento de la
invencion comprende una etapa adicional de sembrar células epiteliales en la construcciébn o eny /o en el
andamio antes de la implantacion.

Los términos "tejido" u "6rgano” se usan indistintamente en este documento con respecto a la construccion,
a menos que el contexto exija lo contrario.

Los protocolos para producir construcciones que contienen musculo liso fuerte y resistente descritos en este
documento se pueden aplicar 6rganos luminales \ huecos (los términos se usan indistintamente a menos
que el contexto exija lo contrario) tales como el eséfago, la traquea, los vasos sanguineos, el intestino, la
uretra, el colon, etc. La construccion de tejido u érgano producida por un procedimiento de la invencion
tiene una utilidad particular como construccion esofagica. Ademas, la construccion de tejido u 6érgano
producida de acuerdo con el procedimiento anterior tiene una utilidad particular como construccion
intestinal. Las construcciones producidas por los procedimientos de la invencion (por ejemplo,
construcciones esofagicas e intestinales) son particularmente adecuadas para el tratamiento de un recién
nacido o un bebé.

Como se describié anteriormente, los inventores han encontrado sorprendentemente que la introduccién de
una proporcion igual o superior de mesoangioblastos : fibroblastos da como resultado una distribucion
ventajosa homogénea de células en la construccion de tejido. Por lo tanto, en una realizacion preferida, una
combinacion de mesoangioblastos: fibroblastos dentro de los siguientes intervalos de proporciones 65:35 a
90:10; 70:30 a 90:10; 80:20 a 90:10; 83:17 a 88:12 para la introduccién al andamio o matriz estan incluidas.
Preferiblemente, se puede usar una relacién de mesoangioblastos: fibroblastos igual o mayor que 70:30,
con una relacién particularmente preferida de aproximadamente 85:15.

Se entendera que una "combinacion" de mesoangioblastos y fibroblastos se puede sembrar
simultaneamente, secuencialmente o por separado. Por lo tanto, no se necesita introducir las células a la
vez, y/o al mismo tiempo, y la "combinacion" en este contexto no deberia implicar la entrega simultanea de
las células. El suministro secuencial puede implicar el suministro de las poblaciones celulares dentro de al
menos 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 6 60 minutos entre si, o dentro o alrededor de 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10,
11, 12, 24, 36 6 48 horas entre si. Sin embargo, se prefiere el suministro simultaneo, en el que las células
se introducen a la vez desde fuentes separadas o desde la misma fuente, donde las células se mezclan
previamente preferiblemente en una proporcion adecuada tal y como se describié anteriormente.

construcciones. La diferenciacion de mesoangioblastos en células musculares se puede evaluar facilmente
mediante la medicién del marcador SM22 u otros descritos en este documento.

En una realizacion adicional, se proporciona una construccion de tejido u 6rgano luminal que comprende un
andamio, células de musculo liso, fibroblastos y opcionalmente que comprende mesoangioblastos, en
donde preferiblemente las células de musculo liso y/o mesoangioblastos estan presentes en una proporcion
de 50:50 a 99: 1 en comparacioén con los fibroblastos, mas particularmente en una proporcién o al menos
70:30 u 85:15.

Las construcciones de tejido producidas por el procedimiento de la invencion se pueden usar para tratar a
un sujeto que necesita reemplazo o reparacion de un tejido u 6rgano, o que sufre dafio y/o pérdida de tejido
u 6rgano, usando una construccién de tejido u 6rgano de la invencion, preferiblemente uno que incorpora
células autdlogas de ese individuo.

El término "sujeto" o "paciente" como se usa en el presente documento se refiere a cualquier mamifero, por
ejemplo un animal doméstico como un perro, gato, etc., un animal agricola, como un caballo, cerdo o vaca,
etc., o un ser humano. Particularmente, el sujeto o paciente puede ser un recién nacido o un bebé,
particularmente un recién nacido humano o un bebé, por ejemplo, que padece atresia esofagica, por lo que
la construccion es una construccion esofagica.

La referencia al reemplazo de un tejido u 6rgano se refiere al reemplazo de una parte o la totalidad de un

tejido u 6rgano luminal, como los descritos anteriormente. Por lo tanto, el reemplazo de 6rganos se puede

referir al reemplazo de, por ejemplo, al menos 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95 6 100% de un
5
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organo o tejido. Puede ser necesario el reemplazo de un érgano o tejido cuando falta el 6rgano o parte del
mismo, esta enfermo o dafado y/o cuando el érgano o parte del mismo no es funcional o tiene una funcién
reducida.

Se pueden producir dafios en los tejidos o en los 6érganos debido a una enfermedad, por ejemplo cancer o
exposicién a un agente dafino, como un quimico o calor, por ejemplo una quemadura. Por lo tanto, una
parte o la totalidad del tejido u 6rgano se pueden dafiar. Ademas, la "pérdida de tejido u érgano” puede ser
el resultado del dafio o puede estar presente, por ejemplo, antes del nacimiento (por ejemplo, un defecto
congénito o una afeccion congénita). La pérdida de un tejido u 6rgano puede ser una pérdida parcial o
completa del 6rgano o tejido.

Tal y como se discutid anteriormente, una construccion fabricada mediante los procedimientos de la
invencion se puede usar para tratar a un sujeto que necesita reemplazo de eséfago o que sufre dafio o
pérdida esofagica. Tal procedimiento utiliza preferiblemente una construccion adecuada para la
implantacion en el esofago, por ejemplo uno que utiliza un andamio o matriz descelularizada derivada del
esofago.

Las construcciones de tejido producidas por el procedimiento de la invencién se pueden usar en el
tratamiento de un sujeto que padece atresia o agenesia esofagica con una construccion de tejido u 6rgano
luminal de la invencion (por ejemplo, una construccion esofagica).

El término "atresia esofagica” se refiere a una afeccion en la que el eséfago termina en una bolsa ciega que
no esta conectada al estbmago y la "agenesia esofagica", y tal y como se usa en este documento, se refiere
a un caso particularmente grave de atresia esofagica donde el eséfago esta completamente ausente.

Las construcciones de tejido producidas por el procedimiento de la invencion se pueden usar para tratar el
dafo o la pérdida intestinal o se proporciona para tratar a un sujeto que necesita reemplazo intestinal,
preferiblemente, mediante la administracion de una construccion luminal de la invencién (por ejemplo, una
construccion intestinal, producida usando un andamio descelularizado del intestino).

Una construccion de tejido u érgano luminal implantable de la invencion (por ejemplo, de acuerdo con los
procedimientos de la invencion) se puede usar para implantar la construccion o tejido en el cuerpo del
individuo de acuerdo con procedimientos quirdrgicos estandar, por ejemplo, implantacion o trasplante
ortotépico.

Después de la implantacion, las células del individuo pueden migrar al tejido in vivo, complementando la
poblacion celular sembrada. La migracion de las células a la construccion se puede potenciar, por ejemplo,
tratando el construccion con factores de crecimiento, agentes quimiotacticos u otros compuestos antes o
después de la implantacion.

Visto alternativamente, la invencion proporciona una construccién de la invenciéon para usar en el
tratamiento de dafio o pérdida de tejido u 6rgano o para reemplazo o reparacion de tejido u érgano. En
particular, la invencién proporciona una construccion para su uso en el tratamiento de atresia esofagica o
agenesia esofagica.

También se proporciona una construccion segun la invencién para su uso en cirugia.

También se proporciona una construccion de acuerdo con la invencién en la fabricacién de un producto
para su uso en cirugia.

Cualquier subtitulo en este documento se incluye solo por conveniencia, y no debe interpretarse como que
limita la divulgaciéon de ninguna manera.

La invencion se describira ahora adicionalmente con referencia a las siguientes figuras y ejemplos no
limitantes. A la luz de estos, a los expertos en la materia se les ocurriran otras realizaciones de la invencion.

La divulgacion de todas las referencias citadas en el presente documento, en la medida en que se puedan

utilizar por los expertos en la materia para realizar la invencion, se incorporan aqui especificamente por
referencia cruzada.

Dibujos

Figura 1: Colocacion del tubo NG y microinyeccion de fMABS en la pared muscular de la matriz
esofagica en condiciones estériles.
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Figura 2: Andamios microinyectados y sembrados en superficie, abiertos longitudinalmente y
colocados en 24 placas de pocillos multiples para cultivo estatico.

Figura 3: Camaras de cultivo utilizadas en el cultivo de construcciones.
Figura 4: Biorreactor y camara de cultivo.

Figura 5: Implantacion omental de andamios esofagicos sembrados en ratones
inmunocomprometidos.

Figura 6: fMABS cultivado en medio proliferante expresados en marcadores AP y NG2. Cuando se
cultivaron en medio de diferenciacién del misculo esquelético, se fusionaron formando miotubos
positivos para MF20 y que contenian nucleos positivos para MyoD. Los fMABS también mostraron
marcadores de diferenciacion de musculo liso cuando se cultivaron con medio especifico que
expresa SM22 y aSMA en cultivo.

Figura 7: Conteo de células (graficos) de imagenes DAPI de andamio esofagico de rata sembrado
con células administradas con Matrigel o medio a través de microinyecciones o siembra en
superficie.

La eliminacién de una "fraccion sustancial" de las células se refiere a la eliminacion de al menos 60, 70, 80,
90, 95 6 99% de las células. La referencia a dejar la matriz "sustancialmente intacta" se refiere a retener la
presencia de al menos 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95 6 99% de la matriz, por ejemplo de la ECM.

La invencién proporciona ademas un procedimiento tal y como el que se ha descrito anteriormente, que
incluye adicionalmente una etapa de obtenciéon de un andamio o matriz mediante la descelularizacion de un
sustrato apropiado (por ejemplo, los establecidos anteriormente, particularmente un sustrato derivado
porcino).

El andamio puede tener tipicamente cualquier forma o tamafio, particularmente puede corresponder al
tamafio / forma del tejido que se requiere reemplazar, reparar o tratar en un sujeto. Alternativamente, el
andamio puede ser mas grande o incluso mas pequefio que la lesiéon (puede ocurrir proliferacion celular in
vivo).

Después de la siembra de las células, en ciertas realizaciones de la invencién, se permite que las
poblaciones de células se adhieran a la matriz durante un periodo de tiempo antes de colocar el andamio
sembrado en medio de cultivo. Se apreciara que puede que no sea necesario que todas las células
sembradas se adhieran a la matriz. Sin embargo, en particular, al menos 60, 70, 80 6 90% de las células
sembradas se pueden adherir.

Ademas, como se explica en el documento W00214480, se pueden aplicar varios tratamientos para
mejorar la adherencia de las células al andamio. Los tratamientos apropiados se describen, por ejemplo, en
la patente de los Estados Unidos de América numero 5,613,982. Tales tratamientos incluyen la aplicacion
de diversas proteinas, por ejemplo, factores de crecimiento o proteinas de matriz extracelular al andamio o
a la construccion en crecimiento. Por ejemplo, se pueden aplicar al sustrato colageno, elastina, fibronectina,
laminina o proteoglicanos. El sustrato se puede impregnar con factores de crecimiento o estos agentes se
pueden proporcionar en el medio de cultivo.

En los procedimientos de la invencién, la construccion sembrada de células se cultiva durante un periodo
de crecimiento en un entorno adecuado para el crecimiento de las células para formar una construccién
[concebida mediante] ingenieria.

Las condiciones de crecimiento apropiadas para células de mamifero en cultivo son bien conocidas en la
técnica. Los medios de cultivo celular generalmente incluyen nutrientes esenciales y, opcionalmente,
elementos adicionales como factores de crecimiento, sales, minerales, vitaminas, etc. Se pueden
seleccionar ingredientes particulares para mejorar el crecimiento celular, la diferenciacion, la secrecion de
proteinas especificas, etc. En general, el crecimiento estandar los medios incluyen Medio Eagle modificado
de Dulbecco, bajo en glucosa (DMEM por sus siglas en inglés de "Dulbecco’s Modified Eagle Medium"), con
110 mg/L de piruvato y glutamina, suplementado con 10 a 20% de suero fetal bovino (FBS por sus siglas en
inglés de "fetal bovine serum") o son apropiados el suero de ternero y 100 U/mL de penicilina, asi como lo
son varios otros medios estandares bien conocidos por los expertos en la materia.

Preferiblemente, las células se cultivan en condiciones estériles en una atmdésfera de aproximadamente 5%
de CO, a una temperatura igual o cercana a la temperatura corporal del animal de origen de la célula. Por
ejemplo, las células humanas se cultivan preferiblemente a aproximadamente 37 °C.

En general, la duracion del periodo de crecimiento dependera de la construccién de ingenieria tisular
7
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particular que se produzca. El periodo de crecimiento puede continuar hasta que la construccion haya
alcanzado las propiedades deseadas, por ejemplo, hasta que la construccidon haya alcanzado un espesor,
tamano, resistencia, composicién de componentes proteicos, densidad celular o expresion de marcadores
celulares apropiados, por ejemplo liso derivado de mesoangioblastos. Las células musculares deben
expresar marcadores como SM22, alphaSMA, Calponina. Los procedimientos para evaluar estos
parametros se describen en la patente de los Estados Unidos de América niumero 5,613,982 y en los
ejemplos a continuacion.

Normalmente, el cultivo de la construccion sembrada estara en un "bio reactor".

Tal y como se analizo, por ejemplo en el documento US2014/0341862, los reactores adecuados para una
muy amplia variedad de diferentes construcciones de tejidos son conocidos en la técnica anterior. Por
ejemplo, para las construcciones tubulares son adecuados un reactor tal y como se representa en el
documento DE 199 15 610 (Bader), o uno como se describe en el documento EP 0 320 441 (Sulzer). El
vaso tubular se puede sujetar en un reactor de este tipo y, por lo tanto, someterse a un flujo continuo de
medio o sangre, segun se acerque mas a la situacion natural posterior de integracion en el cuerpo. En los
ejemplos a continuacion, se ha demostrado que el cultivo dinamico es superior a las condiciones estaticas,
por ejemplo, con respecto a la distribucion y migracion celular mejoradas.

A través del flujo puede ser flujo continuo. El flujo continuo puede efectuarse de manera pulsatil para imitar
la influencia de los latidos del corazén y la circulacién sanguinea. Estas medidas pueden mejorar la
resistencia mecanica de la construccion obtenida y estimular la organizacion de las células para producir un
ensamblaje natural. Un sistema de cultivo dinamico preferido incorpora estimulacion mecanica (cultivo
"peristaltico") para mejorar el indice de injerto muscular. La solicitud de patente de los Estados Unidos de
América niumero 09/109,427 describe como se puede usar una bomba en comunicacién con el interior de
un cuerpo en la camara para proporcionar aumentos ciclicos en la presion para hacer que el cuerpo
distensible se disuelva dentro del lumen de la construccion e imparta una fuerza de estiramiento pulsatil a la
construccion.

Este biorreactor puede incorporar un casete extraible que se puede transferir desde un biorreactor de
descelularizacién, someterse a siembra y luego introducirse en un biorreactor de recelularizacion.

En uso, la construccion tubular se puede suturar a dos insertos (por ejemplo, vidrio o plastico) que permitan
separar el compartimento interno y externo de la camara. La camara de cultivo (conectada al biorreactor y
al depdsito) se puede llenar con medio de proliferacién en ambos compartimientos.

La camara se puede incubar en una condicion estatica antes de comenzar el flujo en la camara interior para
el cultivo dinamico.

Después de un periodo de tiempo (por ejemplo, aproximadamente 24 o 48 horas) de cultivo, el medio se
puede cambiar de medio de proliferacion a un medio de diferenciaciéon tanto en la camara como en el
depdsito; por ejemplo, un protocolo preferido es de alrededor de 1 a 2 dias en un medio de proliferacion tal
como Megacell, seguido de 9 dias en medio de diferenciacién (como DMEM bajo en suero enriquecido con
TGFbeta). El cultivo dinamico se puede detener después de un tiempo apropiado que generalmente es
entre 6 y 14 dias, por ejemplo 9 dias, con al menos un cambio de medio completo durante ese tiempo. Sin
embargo, el cultivo puede ser mas largo, por ejemplo hasta por 21 6 28 dias.

Opcionalmente, se pueden implantar andamios en el epiplon u otro sitio ectépico, por ejemplo de 4 a 6
semanas antes del trasplante ortotépico para mejorar la vascularizacion.

Ademas, después del cultivo, y antes del uso, se puede desear epitelizar una o mas superficies del
andamio, por ejemplo, la superficie que es la superficie luminal en uso. Cuando el andamio o construccion
es en si mismo de forma luminal o tubular, se puede desear epitelizar el lado o la superficie luminal del
andamio o construccion (es decir, la superficie interior del andamio o construccién de forma tubular o
luminal).

El procedimiento de la invencion puede comprender asi una etapa adicional de sembrar células epiteliales
en la construccion. La construccion puede ser sometida a cultivo adicional si fuera necesario.

Los comentarios hechos con respecto a la obtencion de los mesoangioblastos y fibroblastos se aplican
mutatis mutandis para proporcionar las células epiteliales para el suministro y la siembra en la construccion.
Por ejemplo, las células primarias derivadas de una biopsia del sujeto para el cual esta destinada la
construccion, y en particular del 6rgano luminal (que puede estar dafiado o vestigial) de ese sujeto.

Después de la siembra epitelial, la construccion se cultivara adicionalmente para permitir el crecimiento o la
expansion de la capa epitelial, antes de su uso.
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En otro aspecto de la invencion, se proporciona una construccion de tejido u érgano (por ejemplo, tejido u
organo luminal) obtenida u obtenible de acuerdo con los procedimientos de la invencién. Particularmente, la
construccion de tejido u érgano es adecuada para implantacion y anastomosis en su sitio previsto.

En una realizacién preferida, la invencion proporciona una construccion esofagica o intestinal obtenida u
obtenible mediante los procedimientos de la invencion. En un aspecto particular, una construccion esofagica
puede ser adecuada para la implantacién en un neonato o un bebé. Ta y como se explicé anteriormente, se
apreciara que las dimensiones del constructo dependeran del sujeto que recibe la construccion y la lesién o
dafo del érgano que se haya experimentado.

Ademas, se apreciara que la construccion comprendera el andamio, los fibroblastos y los mesoangioblastos
diferenciados y no diferenciados. Particularmente, en la construccion, se prefiere que haya ocurrido la
diferenciacion de los mesoangioblastos introducidos / sembrados. Por lo tanto, en una realizacién particular,
todos los mesoangioblastos sembrados se habran diferenciado en células musculares. Sin embargo, es
posible que algunos de los mesoangioblastos sembrados no se hayan diferenciado o no se hayan
diferenciado completamente en la construccién. En particular, al menos 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95 6
99% de los mesoangioblastos se pueden haber diferenciado o comenzado a diferenciarse en células
musculares (células de musculo liso) en las construcciones. La diferenciacion de mesoangioblastos en
células musculares se puede evaluar facilmente mediante la mediciéon del marcador SM22 u otros descritos
en este documento.

En una realizacion adicional, se proporciona una construccion de tejido u 6rgano luminal que comprende un
andamio, células de musculo liso, fibroblastos y opcionalmente que comprende mesoangioblastos, en
donde preferiblemente las células de musculo liso y/o mesoangioblastos estan presentes en una proporcion
de 50:50 a 99:1 en comparacién con los fibroblastos, mas particularmente en una proporciéon o al menos
70:30 u 85:15.

En otro aspecto, la invencién proporcionan procedimientos para tratar a un sujeto que necesita reemplazo o
reparacion de un tejido u érgano, o que sufre dafio y/o pérdida de tejido u 6rgano, usando una construccion
de tejido u 6rgano de la invencion, preferiblemente uno que incorpore células autélogas de ese individuo.

El término "sujeto" o "paciente" tal como se usa en el presente documento se refiere a cualquier mamifero,
por ejemplo un animal doméstico como un perro, gato, etc., un animal agricola, como un caballo, cerdo o
vaca, etc., o un ser humano. Particularmente, el sujeto o paciente puede ser un recién nacido o un bebé,
particularmente un recién nacido humano o un bebé, por ejemplo, que padece atresia esofagica, por lo que
la construccion una construccion esofagica.

La referencia al reemplazo de un tejido u 6rgano se refiere al reemplazo de una parte o la totalidad de un
tejido u érgano luminal, como los descritos anteriormente. Por lo tanto, el reemplazo de érganos puede
referirse al reemplazo de, por ejemplo, al menos 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95 6 100% de un
organo o tejido. Puede ser necesario el reemplazo de un érgano o tejido cuando falta el 6rgano o parte del
mismo, esta enfermo o dafado y/o cuando el érgano o parte del mismo no es funcional o tiene una funcién
reducida.

Se pueden producir dafios en los tejidos o en los érganos debidos a una enfermedad, por ejemplo cancer o
exposicién a un agente dafino, como un quimico o calor, por ejemplo una quemadura. Por lo tanto, una
parte o la totalidad del tejido u érgano se pueden dafiar. Ademas, la "pérdida de tejido u érgano” puede ser
el resultado del o dafio o puede estar presente, por ejemplo, antes del nacimiento (por ejemplo, un defecto
congénito o una afeccion congénita). La pérdida de un tejido u 6rgano puede ser una pérdida parcial o
completa del 6rgano o tejido.

Tal y como se discutid anteriormente, una construccion de la invencion se puede usar para tratar a un
sujeto que necesita reemplazo de eséfago o que sufre dafio o pérdida esofagica. Tal procedimiento utiliza
preferiblemente una construccion adecuada para la implantacién en el es6fago, por ejemplo uno que utiliza
un andamio o matriz descelularizada derivada del eso6fago.

En una realizacion preferida, la invencion proporciona un procedimiento para tratar a un sujeto que padece
atresia 0 agenesia esofagica con una construccion de tejido u 6rgano luminal de la invencion (por ejemplo,
una construccion esofagica).

El término "atresia esofagica" se refiere a una afeccion en la que el eséfago termina en una bolsa ciega que
no esta conectada al estomago y la "agenesia esofagica", tal y como se usa en este documento, se refiere a
un caso particularmente grave de atresia esofagica donde el eséfago estd completamente ausente.

En una realizacion preferida adicional de la invencién, se proporciona un procedimiento para tratar el dafio o

la pérdida intestinal o para tratar a un sujeto que necesita reemplazo intestinal, preferiblemente, mediante la

administracion de una construccion luminal de la invencion (por ejemplo, una construccion intestinal,
9
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producida usando un andamio intestinal descelularizado).

En ciertas realizaciones, los procedimientos comprenden proporcionar una construccion de tejido u érgano
luminal implantable de la invencion (por ejemplo, de acuerdo con los procedimientos de la invencion) e
implantar la construccion o tejido en el cuerpo del individuo de acuerdo con procedimientos quirdrgicos
estandar - por ejemplo, implantacién o trasplante ortotépico.

Después de la implantacion, las células del individuo pueden migrar al tejido in vivo, complementando la
poblacién celular sembrada. La migracion de las células a la construccion se puede potenciare, por ejemplo,
tratando la construccion con factores de crecimiento, agentes quimiotacticos u otros compuestos antes o
después de la implantacion.

Asi, un procedimiento de tratamiento de acuerdo con la invencién puede comprender la etapa de implantar
quirdrgicamente en un paciente una construccion de la invencion.

Visto alternativamente, la invencion proporciona una construccién de la invenciéon para usar en el
tratamiento de dafio o pérdida de tejido u érgano o para reemplazo de tejido u 6rgano. En particular, la
invencion proporciona una construccidon para su uso en el tratamiento de atresia esofagica o agenesia
esofagica.

Ademas, la invencién proporciona el uso de una construccién de la invencion en la fabricaciéon de un
medicamento para el tratamiento de dafio o pérdida de tejido u 6rgano o para el reemplazo de un tejido u
érgano en un sujeto.

También se proporciona el uso en cirugia de una construccion segun la invencion.
También se proporciona una construccion segun la invencién para uso en cirugia.

También se proporciona una construccion de acuerdo con la invencién en la fabricacién de un producto
para uso en cirugia.

En otro aspecto, se proporciona un uso de fibroblastos para mejorar el injerto celular y la colonizacion
(incluyendo migracién y / u homogeneidad mejoradas) por mesoangioblastos de un andamio o matriz 3D
como se describe en el presente documento (por ejemplo, tubular, para usar con un érgano luminal) y en
particular para minimizar la fibrosis. Preferiblemente, los fibroblastos se usan en una proporcién de
mesoangioblastos: fibroblastos dentro de los siguientes intervalos de proporciones 50:50 a 99: 1; 65:35 a
90:10; 70:30 a 90:10; 80:20 a 90:10; 83:17 a 88:12. Una relacién preferida es aproximadamente 85:15.

Una "mejora" del injerto celular y la colonizacién puede incluir, por ejemplo, un aumento en el nimero de
células sembradas que se adhieren a la matriz (por ejemplo, un aumento de al menos 10, 20, 30 0 40%) y /
o como se discutio anteriormente, un mejora en la migracién de mesoangioblastos a través del andamio, en
comparacién con andamios sembrados sin fibroblastos o con una proporcion subdptima de
mesoangioblastos: fibroblastos.

La "migraciéon mejorada” puede incluir un aumento en la velocidad a la que los mesoangioblastos pueblan el
andamio (por ejemplo, una reduccion en el tiempo necesario para poblar el andamio), un aumento en el
numero de mesoangioblastos que migran a través del andamio y / o un aumento en la distancia sobre el
cual migran los mesoangioblastos. Cualquiera o mas de la tasa de migracion, el nimero de células que
migran o la distancia migrada pueden aumentar en al menos 10, 20, 30 o 40% en comparacion con los
mesoangioblastos sembrados en un andamio correspondiente (es decir, el mismo o sustancialmente el
mismo andamio) en ausencia de fibroblastos.

Cualquier subtitulo en este documento se incluye solo por conveniencia, y no se debe interpretar como que
limita la divulgaciéon de ninguna manera.

La invencion ahora se describira a continuacion haciendo referencia adicionalmente a las siguientes figuras
y ejemplos no limitantes. A la luz de estos, a los expertos en la materia se les ocurriran otras realizaciones
de la invencion.

Dibujos
Figura 1: Colocacion del tubo NG y microinyeccion de fMABS en la pared muscular de la matriz
esofagica en condiciones estériles.

Figura 2: Andamios microinyectados y sembrados en superficie, abiertos longitudinalmente y
colocados en 24 placas de pocillos multiples para cultivo estatico.
10
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Figura 3: Camaras de cultivo utilizadas en el cultivo de construcciones.
Figura 4: Biorreactor y camara de cultivo.

Figura 5: Implantacion omental de andamios esofagicos sembrados en ratones
inmunocomprometidos.

Figura 6: Son fMABS cultivados en medios proliferantes expresados en marcadores AP y NG2.
Cuando se cultivaron en medio de diferenciacion del musculo esquelético, se fusionaron formando
miotubos positivos para MF20 que contenian nucleos positivos para MyoD. Los fMABS también
mostraron marcadores de diferenciacion de musculo liso cuando se cultivaron con medio
especifico que expresa SM22 y aSMA en cultivo.

Figura 7: Conteo de células (graficos) de imagenes DAPI de andamio esofagico de rata sembrado
con células administradas con Matrigel o medio a través de microinyecciones o siembra en
superficie.

Figura 8: Experimento de siembra conjunta de fMABS sembrado junto con FB de ratéon o solo.
Imagenes representativas con tefiido DAPI.

Figura 9: Camara de cultivo configurada en el cultivo estatico inicial dentro de las primeras 24h.
Tefiido DAPI de criosecciones del andamio cultivado dinamico sembrado con fMABS.

Figura 10: (A) H&E e inmunofluorescencia de nucleos humanos en secciones de andamios
sembrados implantados en el epiplon de ratones desnudos durante 2 y 4 semanas. (B) Numero de
celda por area contada en imagenes aleatorias de secciones tefiidas con DAPI. (C) Coloracion
conjunta [tefiido o tincidon conjunta] de nicleos humanos y marcador Ki67. (D) Porcentaje de
células positivas para nucleos humanos, doble positivo para ndcleos humanos y Ki67 (células de
ratén) o solo Ki67 (células de raton). Estas 3 categorias se muestran de arriba a abajo en la barra
de la izquierda. Tal y como se explica a continuacion, después de 1 mes, estan presentes
principalmente células nucleares humanas.

Figura 11: Tincion DAPI de criosecciones obtenidas del andamio cultivado que muestra el injerto
celular y la proliferaciéon dentro de la matriz (figura 11A, B), distribuciéon celular y migracion
estimulada y mejorada por la condicion de cultivo dinamico (H&E, figura 11C, D). La diferenciacion
del musculo esquelético se determind con tincion MyoD, un marcador especifico para las células
precursoras del musculo esquelético (figura 11E, F)

Figura 12: Efecto positivo de los FB sobre el injerto de MAB humanos en el ECM. La siembra de
hMAB y mFB en una proporcion de 85:15 mostréo el mantenimiento de la proporcion celular
después de 5 dias en cultivo, mientras que la proporciéon de 70:30 condujo a una mayor
proliferacién de fibroblastos durante el cultivo con una proporcién resultante de 50:50 después de 5
dias. La proporcioén celular se determiné con tincién de ndcleos humanos; las hMABs expresaron el
marcador del musculo esquelético SM22 subyacente al compromiso de diferenciacion muscular.

Figura 13: Optimizacion de las condiciones de cultivo y siembra de células in vitro para
mesoangioblastos y fibroblastos cultivados en andamios de ratas descelularizadas mediante
diferentes proporciones y condiciones de cultivo (dias en medio de proliferacion + dias en medio
de diferenciacion).

Figura 14: Optimizacion de las condiciones de cultivo y siembra de células in vitro para
mesoangioblastos y fibroblastos cultivados en andamios de ratas descelularizadas. Una mezcla
85:15 se compara con hMABS solo y la capa muscular de un eséfago fresco de rata.

Figuras 15 y 16: Experimentos de siembra de células in vitro en andamio esofagico de conejo
descelularizado. La distribucién celular y la migracion se compararon en cultivo dinamico frente a
cultivo estatico de hMABS solo y células de musculo liso (origen de perro)

Figura 17: Optimizacion del trasplante ortotopico de andamio acelular no sembrado de animales
donantes de ratas y conejos en modelos de ratas y conejos, respectivamente. El eséfago original
se expuso reflejando I6bulos y musculos de la tiroides y se extrajo un segmento de esdfago (entre
1y 2,5 cm, segun el modelo animal) (figura 17A). Luego se realizaron anastomosis distales y
proximales (figura 17B) para conectar ambos extremos del andamio al eséfago existente (rata,
figura 17C; conejo, figura 17D, E).

Figura 18: Ensayo de viabilidad celular MTT. A) Imagenes de andamios esofagicos de rata
11
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sembrados con diferentes densidades de hMABs. El nimero de células se detectd indirectamente
midiendo la produccion de formazan purpura después de 24h; B) Cuantificacion de la viabilidad
celular a través de la lectura de absorbancia de formazan extraido del andamio sembrado.

Figura 19: A) imagenes representativas de andamios hMAB o sembrados conjuntamente después
de 9 dias de cultivo dinamico; 85:15 muestra con tincion tefiida también para nucleos; B) nimero
de celda representativo por campo en cada capa contado en imagenes aleatorias de secciones
tefiidas (** p <0.01 y *** p <0.001); C) distribucion de células entre capas expresada como
porcentaje con respecto al nimero total de células injertadas en cada condicién; D) relacion entre
el area de las capas de andamio sembradas con respecto al control no sembrado (expresado en
0); E) densidad celular representativa por capa calculada a partir del nimero de células y el area
cubierta por la ultima en imagenes aleatorias (M: musculo; S: submucosa).

Figura 20: A) imagenes representativas de KI67+ células. Células humanas (85:15) marcadas
también para hnucleos; B) porcentajes de KI67+ células después de 9 dias de cultivo dinamico con
respecto al nimero total de células contadas en cada capa de imagenes aleatorias (** p <0.01); C)
distribucion de KI67+ células entre capas, expresadas como porcentaje, y contribucion de mFBs
(M: musculo).

Figura 21: A) imagenes representativas de SM22+ células. Células humanas (85:15) marcadas
también para hnucleos; B) porcentajes de SM22+ celdas con respecto al numero total de celdas
contadas en cada capa de imagenes aleatorias (** p <0.01); C) distribucion de SM22+ células entre
capas, expresadas como porcentaje, y contribucion de mFBs (M: musculo; S: submucosa).

Figura 22: comparacion de la densidad celular lograda usando cultivo conjunto versus MAB solo:
los resultados demuestran la superioridad del cultivo conjunto.

Figura 23: Los fibroblastos de ratén (mFB) aislados de los musculos esqueléticos de las
extremidades posteriores del raton presentaron una morfologia caracteristica después de la
expansion in vitro (tincion de Ki67 para la proliferacion) y fueron positivos para marcadores tipicos
como Vimentin y TCF-4 (barra: 100 pm).

Figura 24: A) Distribuciones esquematicas representativas de todas las células dentro del andamio
después de 6 dias de cultivo estatico. B) Distribucion polar de los mismos mapas de distribucion
esquematica asumiendo una seccion perfectamente circular. C) Numero total de células por area
en andamios hMAB solo o de siembra conjunta contados en secciones aleatorias tefidas para
DAPI y Nucleos humanos n23.

Figura 25: A) Representacion esquematica del estudio del efecto sobre la migracion de hMAB
cuando se siembra con / sin mFB. Se sembraron Luciferasa+ hMAB con / sin mFB de tipo salvaje
en el centro del andamio tubular y se midio la bioluminiscencia con IVIS cada 24 h durante 5 dias
de cultivo estatico. B) Imagenes representativas de bioluminiscencia que muestran células
Luciferase + (Luct) en los andamios después de 1, 3 y 5 dias de cultivo. Imagenes donde se
analizaron calculando la radiancia [flujo radiante] en 8 regiones de interés (ROI por sus siglas en
inglés de "regions of interests") posicionadas desde el centro del punto de inyeccién (C). Radiancia
medida en las ROI 3 a 6 después de 1, 3 y 5 dias de cultivo.

Figura 26: A) Imagenes representativas de andamios sembrados con 8,5x10° hMAB o 1x106
hMAB con/sin mFB completamente abierto y tefiido con MTT después de 6 dias de cultivo estatico.
Se analiz6 la migracion celular desde los puntos de inyeccién midiendo la intensidad del color
(valor gris) a lo largo de 8 lineas aleatorias dibujadas radialmente desde el centro de los grupos de
células hasta el borde del andamio (segmento A-B). B) Grafico representativo del valor de Gray
obtenido al medir la linea A-B con la distancia en pixeles calculada entre las dos mesetas. C)
Distancia recorrida por las células migradas desde el punto de inyeccién en mm.

Figura 27: A) Distribuciones esquematicas representativas de todas las células dentro del andamio
después del cultivo estatico o dinamico. B) Distribucion polar de los mismos mapas de distribucion
esquematica asumiendo una seccion perfectamente circular. C) Numero total de células por area
en andamios cultivados en condiciones estaticas o dinamicas contadas en secciones aleatorias
tefiidas para DAPI y nucleos humanos (n=3). D) Proporcion de hMAB y mFB en andamios
cultivados en condiciones dinamicas determinadas a partir del conteo celular en secciones
aleatorias tefiidas para DAPI y nicleos humanos (n=3).

Figura 28: A) Imagenes de bioluminiscencia de un andamio de siembra conjunta con Luc+thMAB y
mFB y cultivadas en el biorreactor durante 7 dias, mostrando la migracién / distribucion de las
células desde los puntos de inyeccioén. B) Valores de radiancia calculados a partir de las imagenes
recopiladas en los diferentes puntos de tiempo.
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Figura 29: A) Distribuciones esquematicas representativas de todas las células dentro del andamio
(negro) después del cultivo estatico o dinamico. Las células se tifieron para nucleos humanos y
SM22; la figura también muestra células hNucleos+SM22+ y células DAPI+ (hNucleos-SM22-). B)
Porcentaje de células SM22+ después del cultivo estatico o dinamico contadas en imagenes
aleatorias de diferentes secciones (n=3) y la contribucion de hMAB y mFB al porcentaje total (** p
<0,01). C) Imagenes representativas de tincion para ndcleos humanos y SM22 (bar:100 pm). D)
Porcentaje de células Ki67+ proliferativas después del cultivo estatico o dinamico contadas en
imagenes aleatorias de diferentes secciones (n=3) (** p <0,01).

Figura 30: Coloracion conjunta para aSMA o calponina con SM22 en andamios sembrados
conjuntamente con hMAB y mFB cultivados en el biorreactor para evaluar el nivel de maduracion
de las células del musculo liso.

Ejemplos

Aislamiento y evaluacion de mesoangioblastos.

Los mesoangioblastos fetales (fMABS) se aislaron del tejido muscular de fetos humanos a las 9 a 12
semanas de gestacion. Las muestras se colocaron en placas recubiertas con Matrigel diluido y se dejaron
en cultivo durante 8 dias. Las células migradas de los tejidos musculares fueron recolectadas y expandidas
en cultivo para evaluacion. Las células se evaluaron en los pases 4, 5, 6 y 7 de cultivo con
inmunofluorescencia, FACS y potencial de diferenciacion hacia el muasculo liso y esquelético. Para el
analisis FACS, las células se incubaron con anticuerpos contra CD31, CD34, CD44, CD45, CD56, CD90 y
CD146. Para el potencial de diferenciacion, las células se incubaron con medio sérico bajo (diferenciacion
del musculo esquelético) y con la adicion de TGFf (para la diferenciacion del musculo liso).

Establecimiento de lineas celulares musculares.

Se obtuvieron seis biopsias musculares de donantes (1 paciente adulto; 5 pacientes pediatricos) con el
consentimiento del paciente antes de la obtencion. De las seis biopsias, se establecieron con éxito tres
lineas celulares primarias de mesoangioblastos y se llevaron al pasaje [pase o subcultivo] 7 antes de la
diferenciacion en el musculo esquelético y liso. Las lineas celulares de mesoangioblastos se
criopreservaron en cada pasaje celular para establecer un banco para futuros estudios de evaluacion y re-
cultivo.

Las lineas celulares de mesoangioblastos se establecieron en matraces T25 recubiertos con colageno
(derivados de la placenta) para permitir la comparacion directa con los procedimientos que utilizan placas
perti recubiertas con matrigel. Se establecié un panel de citometria de flujo de ocho colores utilizando el
citometro de flup MACSQuant para la caracterizacién [evaluacion] fenotipica de lineas celulares
mesioangiobalst en cada pasaje. Todos los anticuerpos fueron titulados y el panel validado para la
evaluacion de mesoangioblastos.

Posteriormente, se obtuvieron otras dos biopsias musculares de adultos después del consentimiento
informado.

Las lineas celulares primarias de mesoangioblastos se establecieron con éxito en matraces de cultivo
recubiertos con colageno, utilizando un procedimiento transferido del profesor Giulio Cossu en UCL. En
total, se crioconservaron cinco lineas celulares desde el pasaje 0 hasta el pasaje 7.

Se establecieron experimentos preliminares para determinar la funcion celular y el fenotipo de las lineas
celulares de mesoangioblastos descongeladas para replicar el futuro proceso de fabricacion clinica. Dos
lineas celulares en el paso 3 se descongelaron con éxito y se volvieron a cultivar sin ningin efecto adverso
sobre la funcidn celular, la division y expansion celular y el fenotipo.

La evaluacion de la diferenciacion esquelética y del musculo liso se investigd en dos lineas celulares de
mesoangioblastos mediante tincion intracelular tanto para la actina del musculo liso a como para la cadena
pesada de miosina mediante citometria de flujo. Ambos anticuerpos ahora han sido optimizados vy
validados. Derivacién de cultivos primarios de fibroblastos a partir de biopsias musculares.

El aislamiento y la expansion de fibroblastos derivados de musculo se establecié a partir de las mismas
biopsias utilizadas en el aislamiento de mesoangioblastos.
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Se obtuvieron reactivos de grado GMP (colagenasa y proteasa neutra) para la digestion de tejidos y se
probaron con éxito con una biopsia muscular en adultos. Se establecié una linea celular de fibroblastos y se
expandio al pasaje 4, adoptando procedimientos operativos estandar

La derivacion de dos lineas celulares de una biopsia permite una siembra conjunta mas rapida de andamios
para aumentar la union de las células mesoangioblasticas.

Cultivo de células epiteliales (EC) y fibroblastos

El cultivo de EC (del inglés "Epithelial cell") y fibroblastos (usando fibroblastos MRC5) se realizé con EC
cultivadas en capas alimentadoras de fibroblastos irradiados.

Los datos (no se muestran) demuestran que el epitelio esofagico de rata se puede sembrar efectivamente
en el esofago descelularizado.

Descelularizacion del eséfago de rata.

Los esofagos de rata se descelularizaron con un tratamiento detergente enzimatico (DET del inglés
"detergent-enzymatic treatment”) que consistia en perfusion luminal con suministro continuo de liquido de
agua desionizada a 4 °C durante 24 h, 4% de desoxicolato de sodio a temperatura ambiente (RT del inglés
"room temperature”) durante 4 h, y 50 kU/mL de DNasa-I en NaCl 1 M a temperatura ambiente durante 3 h.
Los andamios acelulares se almacenaron durante hasta 1 mes en PBS con 1% de P/S a 4 °C.

Siembra celular

Para la siembra de células en el andamio acelular, tanto fMABS como fibroblastos de ratén (solo para
experimentos de siembra conjunta) se tripsinizaron entre los pasajes 5y 7 y se suspendieron en medio de
factor de crecimiento Matrigel reducido (GFR) diluido 1:2 o solo un medio y se mantuvieron en hielo. Los
andamios se canularos con un tubo NG para permitir un acceso y manejo mas facil para la siembra.

Se inyectaron células usando una jeringa de insulina y realizando multiples inyecciones de
aproximadamente 5 pl cada una para cubrir tantas areas del andamio esofagico como sea posible. Las
células se inyectaron a una densidad de 106 células / 5 mm de longitud directamente en la capa muscular
de la matriz, utilizando un microscopio estereoscépico colocado en una capucha estéril (figura 1).
Alternativamente, las células suspendidas en Matrigel GFR diluido 1:2 o en un medio se sembraron en la
superficie del andamio.

Dependiendo de la condicion de siembra probada y de los resultados, los andamios sembrados
opcionalmente fueron:

- cultivados como matrices tubulares en condicién estatica en placas de pocillos multiples con
medios de proliferaciéon o diferenciacion,

- abiertos longitudinalmente, cultivados como matrices planas en condicién estatica en placas
de pocillos multiples con medios de proliferacion o diferenciacion (figura 2),

- suturados en cenadores de plastico o vidrio como matrices tubulares y colocados en
biorreactor durante 24 h de cultivo estatico y subsiguientes 6 a 7 dias de cultivo dinamico.

Los esodfagos concebidos mediante ingenieria de cultivos en condiciones estaticas o dinamicas se fijaron
con formalina a los 6-7 dias de cultivo y se procesaron para analisis histolégicos e inmunofluorescentes.

Biorreactor

El cultivo dinamico se realizé tipicamente usando un biorreactor suministrado por Applikon® Biotechnology,
adaptado adecuadamente. El biorreactor constaba de dos componentes: un depdsito autoclavable equipado
con sensores y agitador; un controlador que monitorea el pH, la temperatura, la velocidad del agitador, el
nivel de espuma y las bombas de tuberia de soporte. Ademas, se instal6 una PC como interfaz.
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Se colocaron andamios esofagicos cultivados dentro de camaras personalizadas hechas de vidrio (aunque
se podrian usar otros materiales de manera similar) lo que permitié tanto la esterilizacion como el monitoreo
visual de la muestra en su interior. Cada borde del andamio se suturé a una varilla de vidrio en un plato
estéril dentro de una campana de cultivo de tejidos. A continuacion, las barras y el andamio se arrastraron
suavemente a través de la camara de vidrio hasta que ambas barras sobresalian de cada extremo.

Las tapas, junto con las arandelas y las juntas téricas, se conectaron y se cerraron. En el otro extremo, los
tubos equipados con cierres luer [luer-locks] unian los extremos abiertos de la varilla al depdsito para
garantizar una circulacién media. Finalmente, se colocaron camaras de alojamiento de andamios dentro de
una incubadora estandar.

Para establecer un flujo pulsatil, se utilizé una bomba dedicada (iPump).

En uso, las matrices esofagicas sembradas con fMABS se montaron en las camaras de cultivo
autoclavables (véase, por ejemplo, la figura 3) y se dejaron en cultivo estatico durante 24 h en un medio de
proliferacion. Luego, el medio se retiré de la camara (compartimientos externo e interno), se cambid con un
medio de diferenciacion y la camara se conect6 al biorreactor Applikon con tubos y conectores estériles
para comenzar el cultivo dinamico (figura 4). El biorreactor permitid el control de la temperatura del
yacimiento, la presion de O, y de CO- en el medio, y la tasa de flujo, en el compartimento externo / interno
del medio de reciclaje.

Trasplante de esofagos concebidos mediante ingenieria en el epiplén

Después de la siembra celular, bajo anestesia, se implantaron andamios tubulares de 5 mm en la cavidad
abdominal de ratones desnudos y se envolvieron con el epiplén utilizando suturas absorbibles. Se
implantaron andamios con el tubo NG en el lumen para evitar el colapso de la matriz y mantener la
arquitectura esofagica (figura 5). Los animales se sacrificaron a las 2 y 4 semanas después de la
implantacion y los andamios cosechados y fijados para histologia.

Anadlisis histolégico e inmunofluorescente.

Las muestras de tejido y los cultivos celulares se fijaron en solucion de formalina tamponada neutra al 10%
en PBS a 4 °C durante 24 h (tejidos) o 10 min (células) y luego se lavaron en agua destilada (dH20). Los
tejidos se deshidrataron en solucidon de sacarosa y se congelaron en nitrégeno liquido para la crioseccion.
Las secciones de 7 ym y las células fijadas en placas se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) o se
inmunotinaron para fosfatasa alcalina (AP del inglés "Alkaline Phosphatase”), NG2, PDGFRbeta, cadena
pesada de miosina (MyHC), miogenina, alfa liso actina muscular (aSMA del inglés "alpha Smooth Muscle
Actin™), SM22, nucleos humanos, Ki67, CD68 y MyoD. Las muestras se incubaron con anticuerpos
secundarios fluorescentes, se contratifieron con DAPI y se montaron en medios de montaje acuosos.

Ejemplo 1- Evaluacién fetal de MABS

Los MABS fetales mostraron una morfologia, caracteristicas y expresion de marcadores comparables con
los MABS adultos. Los analisis FACS detectaron niveles bajos de CD31, CD34, CD45, CD90 (0-1%),
niveles altos de CD44 (97-100%) y niveles variables de CD56 y CD146 (de 0 a 25%). En cultivo con medio
de proliferacion, los fMABS fueron positivos para la reaccion AP y la tincion de NG2, dos marcadores
clasicos de MABS (figura 6). Cuando se incubaron con medios de diferenciacion del musculo esquelético,
las células pudieron fusionarse y formar miotubos maduros positivos para MF20 y expresar el marcador
nuclear miogenina (MyoG). El fMABS también demostré capacidad de diferenciacion hacia el fenotipo del
musculo liso cuando se cultivd con medio agregado bajo en suero enriquecido con citocina TGF3. Después
de 6 dias en el musculo liso, las células de diferenciacion expresaron marcadores lisos tipicos como SM22
y aSMA.

Ejemplo 2 - Optimizacion de la siembra celular en la ECM esofégica acelular

La siembra de matriz acelular esofagica se realizd6 comparando el suministro de células en Matrigel o medio
para comprender el efecto del vehiculo sobre la supervivencia celular y el injerto. Ademas, se evalud la
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comparacion de la microinyeccion versus la siembra superficial analizando la adhesion celular y la
migracion al andamio después de 24 y 48 horas de cultivo estatico. Los MABS fetales administrados en
Matrigel a través de microinyecciones y siembra en superficie en andamios esofagicos acelulares de rata
mostraron adhesion y supervivencia celular después de 24 y 48 h. La adhesion celular sobre la superficie
de la matriz fue mas eficiente que el injerto celular dentro de la matriz en muestras microinyectadas; sin
embargo, el nimero de células aumenté con el tiempo en el caso de matrices microinyectadas que resaltan
una mayor proliferacion celular (figura 7). Las células sembradas solo con medio mostraron menor injerto y
proliferacion, sin cambios sustanciales entre 24 y 48 h de cultivo estatico. Estos datos ayudaron a mejorar la
comprension de los efectos de Matrigel vs medio y de la técnica de siembra sobre la supervivencia celular y
la proliferacién en la matriz acelular.

Ejemplo 3 - Siembra conjunta de fMABS y mFBs en el andamio acelular

Se realizaron experimentos de siembra conjunta para establecer el efecto de fibroblastos (FB) sobre la
supervivencia celular y la migracion dentro de la matriz cuando se sembraron junto con fMABS.
Microinyectamos fMABS combinados con FB de raton en una proporcion de 85:15 y 70:30 o fMABS solo
como control, para una densidad celular total de 1x106/ 5 mm de longitud del andamio. Las muestras fueron
cultivadas en condiciones estaticas durante 5 dias. Las criosecciones de andamios sembrados tefiidos con
DAPI mostraron un ndmero considerable de células y una mejor distribucién celular en andamios
sembrados conjuntamente en comparacion con muestras sembradas solo con fMABS, lo que indica un
efecto positivo de los FB en el injerto de fMABS en el ECM (figura 8). Ademas, la mejor proporciéon de
fMABS y mFB parecia ser 85:15, mostrando un evidente mayor nimero de células dentro de la matriz.
Estos datos se completaran con analisis adicionales para identificar f[MABS y mFB en las muestras
sembradas y su especificacion de expresion de marcador después de 6 dias en cultivo conjunto. Ademas,
el nimero exacto de celdas por area se determinara en imagenes aleatorias.

Ejemplo 4: Cultivo dinamico con biorreactor

Paralelamente a los experimentos de siembra conjunta, se realizaron experimentos de cultivo dinamico
utilizando un biorreactor y dos camaras de cultivo diferentes para 6rganos huecos. Las camaras se
evaluaron por caracteristicas similares: camara interna y externa con flujo separado, autoclavable,
conectable con depodsito medio a través de tubos y conectores estériles de silicio. Sin embargo, los
experimentos preliminares destacaron algunos problemas relacionados con la contaminacién del andamio,
el mantenimiento de un nivel medio constante y sintonizable dentro de la camara y la sutura del andamio
tubular al puerto. Por estas razones, después de los intentos iniciales, se realizaron experimentos de cultivo
dinamico utilizando una camara de vidrio hecha a medida descrita anteriormente.

Los MABS fetales se microinyectaron en el andamio acelular esofagico y luego se suturd la construccion a
los dos insertos de vidrio que permiten separar el compartimento interno y externo de la camara. La camara
de cultivo se ensambld, se conecté al biorreactor y al depdsito y finalmente se llené con medio de
proliferacion en ambos compartimientos. La camara se incubd 6 h en estado estatico antes de comenzar el
flujo del medio en la camara interior para el cultivo dinamico (figura 9). Después de 24 h de cultivo, se
cambié el medio de proliferacién a medio de diferenciacion tanto en la camara como en el depdsito. El
cultivo dinamico se detuvo después de 6 dias con un cambio de completo del medio a los 3 dias de cultivo.
A partir del analisis preliminar de las criosecciones obtenidas del andamio sembrado en cultivo dinamico,
hubo un injerto celular evidente y proliferacion dentro de la matriz (figura 9). Las muestras cultivadas
dinamicas parecian mejorar la migracién celular y una mejor distribuciéon homogénea dentro del andamio,
en comparacion con las evidencias preliminares. Ademas, la configuracion del biorreactor utilizada en este
experimento mejoro el éxito general del cultivo evitando contaminaciones, permitiendo un mejor control de
flujo, control de temperatura, oxigenacion del medio y manejo de andamios.

Ejemplo 5 - Implantacién omental de andamio sembrado

Para estudiar la vascularizacion y la remodelacién del andamio acelular in vivo, se implantaron andamios
tubulares sembrados con MABS en el epiplén de ratones inmunocomprometidos como una etapa previa a la
vascularizacién antes de futuros trasplantes ortotrépicos.

Después de 2 y 4 semanas desde el trasplante, se identificaron MABS humanos en el andamio con tincién

de nucleos humanos (figura 10A). Los analisis de H&E e inmunofluorescencia mostraron migracion celular

desde el huésped (hnucleo negativo), lo que indica una activacion de busqueda de células por el ECM

implantado. La histologia también destact la modesta remodelacion de la matriz después de dos semanas
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del trasplante con capas de ECM esofagicas que aun eran reconocibles. Por otro lado, la remodelacion de
la matriz fue mas evidente 1 mes después del trasplante con pérdida de estructuras originales. Las células
humanas fueron menos después de 1 mes cuando se contaron con respecto al area analizada (cm2) (figura
10B). Cuando se analizé con un marcador de proliferacién (Ki67), aproximadamente el 5% del nimero total
de células proliferaba MABS humano, mientras que el 9% restante fue negativo para este marcador a las
dos semanas después del trasplante (figura 10C y D). Después de 1 mes, no se encontraron células
proliferantes dentro del andamio. Estos datos preliminares indican que dos semanas parecen ser un buen
compromiso para esta etapa in vivo para obtener una prevascularizacion inicial (evidenciada por la
presencia de pequefios vasos nuevos en secciones tefiidas con H&E) y una remodelacion limitada de la
matriz que preserva la organizacion original de ECM.

Las muestras se evaluaron por la presencia de macréfagos (células CD68+), células del musculo liso
(células aSMA+) y MyoD (células precursoras del musculo esquelético). Los MABS humanos fueron
negativos para los marcadores de musculo liso y esquelético, lo que indica la pérdida de la funcion de estas
células que dejaron de proliferar y de diferenciarse después de unos dias después del trasplante. Es
necesario realizar analisis adicionales y experimentos adicionales para comprender el comportamiento
celular y mejorar su injerto y activacion. Se encontraron macrofagos dentro del andamio distribuidos de
manera homogénea en ambos puntos temporales, lo que respalda el proceso de remodelacion en curso en
el andamio por las células huésped.

Ejemplo 6 - Andlisis de experimentos previos de siembra de células con andamios de ratas
descelularizadas

Se inyectaron mesoangioblastos (MAB) en el andamio acelular esofagico de rata y se cultivaron durante 24
h en medio de proliferacion seguido de 5 dias de medio de diferenciacion (hacia el musculo esquelético).
Del analisis preliminar (tincion DAPI) de las criosecciones obtenidas del andamio cultivado hubo un injerto
celular evidente y proliferaciéon dentro de la matriz (figura 11A, B). Los analisis mas profundos resaltaron la
distribucion celular y la migracion estimulada y mejorada por la condicién de cultivo dinamico (H&E, figura
11C, D). Las células también mostraron un compromiso inicial hacia la diferenciacion del musculo
esquelético segun lo determinado con la tincion MyoD, un marcador especifico para las células precursoras
del musculo esquelético (figura 11E, F).

Como se sefiald anteriormente (Figura 8), cuando los MAB se inyectaron conjuntamente con fibroblastos de
raton (mFB) en una proporcion de 85:15 y 70:30 y se cultivaron durante 5 dias en condiciones estaticas, se
injerté un nimero considerable de células y hubo una mejora en la distribucién de células en comparacion
con las muestras sembradas s6lo de MABS, lo que indica un efecto positivo de los FB en el injerto de MAB
en humanos en la MEC (figura 12). Los analisis posteriores revelaron que la siembra de hMAB y mFB en
una proporcion de 85:15 mostré el mantenimiento de la proporcién celular después de 5 dias en cultivo
(figura 12), mientras que la proporcion de 70:30 condujo a una mayor proliferacion de fibroblastos durante el
cultivo con una resultante 50: Relacion 50 después de 5 dias. La proporcién celular se determiné con tincién
de nucleos humanos (figura 12). Ademas, los hMABs expresaron el marcador del musculo esquelético
SM22 subyacente al compromiso de diferenciacion muscular.

Ejemplo 7 - Optimizacién de las condiciones de cultivo y siembra de células in vitro para mesoangioblastos
y fibroblastos cultivados en andamios de ratas descelularizadas.

La mejor condicion de siembra conjunta de hMAB: mFB (85:15) se utilizd para optimizar la condiciéon de
cultivo en comparacion con hMAB solo. Los andamios de rata inyectados con una siembra conjunta de
85:15 o solo hMAB se cultivaron durante 2 6 4 dias en medios de proliferaciéon seguidos de 7 dias (2+7 y
4+7 dias respectivamente) en medios de diferenciacion que contenian TGFbeta para inducir la
diferenciacion del musculo liso. Los andamios se cultivaron en entornos estaticos y dinamicos. No se
destacaron diferencias claras de la tincion DAPI de muestras de cultivo estatico entre condiciones de cultivo
de 2+7 y 4+7 (figura 13).

En comparacién con los hMAB solos, las condiciones 2+7 y 4+7 para la siembra 85:15 mostraron un mejor
injerto, mejor distribucion y orientacion celular dentro del andamio (figura 13). El cultivo dinamico de
andamios sembrados conjuntamente o solo con hMAB para 2+7 evidencié un notable injerto celular y
proliferacién con respecto a condiciones estaticas (figura 14). El nimero de células detectadas después de
2+7 dias de cultivo fue mas similar a la capa muscular de un eséfago de rata fresco en comparacion con
todos los experimentos anteriores de cultivo estatico (EM: muscularis externa, figura 14).

Ejemplo 8 - Experimentos in vitro de siembra celular en andamio esofagico de conejo descelularizado.
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Las hMAB solas se sembraron en un andamio esofagico de conejo descelularizado y se cultivaron en
cultivo estatico y dinamico durante 7 dias. Se utilizaron células de musculo liso (originadas de perro) como
control en experimentos paralelos (figura 15). La siembra del andamio de conejo confirmd una mejor
distribucion y migracion celular al comparar el cultivo dinamico con el estatico, a pesar de sembrar hMAB
solo. Las muestras sembradas con SMC mostraron un alto nivel de injerto celular y supervivencia, pero
menor migracion celular desde el sitio de inyeccion (figura 16). Los hMAB mostraron una distribucion
homogénea en todas las capas del andamio y orientacion a lo largo de las fibras musculares preexistentes
(H&E, figura 16).

Ejemplo 9 - Optimizacién del trasplante ortotopico de andamio acelular sin sembrar de animales donantes
de ratas y conejos en modelos de ratas y conejos, respectivamente.

El procedimiento para el trasplante ortotdpico de andamios esofagicos acelulares se optimiz6é aun mas. Se
implantaron segmentos de matrices descelularizadas sin células previas que sembraron en ratas y conejos
para definir las etapas y las condiciones para futuros trasplantes de construcciones creadas mediante
ingenieria in vivo. El procedimiento se desarrollé para el modelo animal de rata y conejo. Esto consiste en
exponer el esofago original que refleja los I6bulos y musculos de la tiroides, extirpar un segmento de
esofago (entre 1 y 2,5 cm, segun el modelo animal) y pasar un tubo NG para ayudar a estabilizar e
identificar el eséfago durante las anastomosis (figura 17A). Luego se realizaron anastomosis distales y
proximales (figura 17B) para conectar ambos extremos del andamio al eséfago existente (rata, figura 17C;
conejo, figura 17D, E). Estos experimentos destacaron que las construcciones de la invencion eran capaces
de (i) sutura efectiva sin fugas inmediatas, (ii) buenas propiedades de tension / estrés, para la ingesta de
alimentos, (iii) excelente biocompatibilidad.

Ejemplo 10 - Optimizacién de la densidad de siembra celular

Para establecer la cantidad de células necesarias para obtener un injerto exitoso, se probaron diferentes
densidades de mesoangioblastos humanos (hMAB) utilizando el ensayo de viabilidad MTT y la obtencion de
imagenes, lo que permitio la visualizacion de las células injertadas y su cuantificacion indirecta. Las células
viables metabolizan el sustrato proporcionado (MTT) y produjeron un producto de cambio de color visible
(formazan) que se puede extraer y cuantificar mediante lectura de absorbancia. Los segmentos del andamio
se sembraron e incubaron durante 24 horas antes de proceder con el ensayo.

Después de una incubacion de 4 horas con solucion de MTT, las células formazan-positivas fueron visibles
dentro del andamio destacando su migracion desde el sitio de inyeccion (figura 18A). El analisis preliminar
de las imagenes sugirié que la inyeccion de 1x106célula / 0,5cm condujo al injerto mas efectivo. Este
resultado se confirmé adicionalmente cuantificando el producto de reaccion. Las mediciones de absorbancia
confirmaron que la concentracion de formazan, que refleja el nimero de células viables, fue mayor en esta
condiciéon en comparacion con las otras (figura 18B).

Ejemplo 11 - Investigacion de la distribucion y diferenciacion celular en todos los andamios cultivados con el
sistema dinamico.

Para mejorar el injerto celular y la distribucion dentro del andamio, se utilizé un enfoque de cultivo dinamico
que permite un flujo medio continuo, favoreciendo el intercambio de nutrientes y oxigeno. Como se
determiné previamente, se cultivaron esoéfagos sembrados con hMAbs y cultivo conjunto (hMAB y
fibroblastos) de dos dias en medios de crecimiento y 7 dias en medios de diferenciacion de musculo liso. Se
proporcion6 TGFf fresco diariamente a una concentracion de 2 ng/mL. Tal y como se muestra en la figura
19A-B, después de un total de 9 dias de cultivo, la capa muscular del andamio sembrado con hMAB
albergaba un numero significativamente mayor de células en comparacion con la contraparte sembrada
conjuntamente. La submucosa mostro la tendencia opuesta, estando significativamente mas poblada en el
andamio sembrado conjuntamente que en el hMAB solo.

Ademas, utilizando el proceso de siembra conjunta, las células se distribuyeron de manera mas homogénea

en andamios con sembrados conjuntamente con respecto a las muestras sembradas con hMAB,

confirmando experimentos previos realizados en estatica (figura 19C). Curiosamente, al final del periodo de

cultivo, las dimensiones de todas las capas esofagicas resultaron expandirse en ambas condiciones en

comparacion con las matrices sin sembrar (figura 19D). En particular, la capa muscular del andamio

sembrado con hMAB resulté ser mas ancha que la contraparte sembrada conjuntamente. Este aumento en
18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 803 242 T3

el grosor, junto con un mayor ndmero de hMABs injertados, produjo una densidad celular resultante
comparable a los andamios sembrados 85:15 (figura 19E).

El analisis de proliferacion a través de la deteccion de células KI67 + (figura 20A) mostré que el porcentaje
de células proliferantes fue significativamente mayor en el andamio sembrado con hMAB (24%) en
comparacion con la siembra conjunta (10%). En particular, en el andamio sembrado con hMABSs, se detectd
el mayor porcentaje de células proliferantes (85%) en la capa muscular, mientras que en el andamio de
siembra conjunta las células KI67 + parecian estar distribuidas de manera mas uniforme como se destaca
por el calculo de la densidad celular (figura 20C).

Con respecto a la diferenciacion del musculo liso, el porcentaje de células SM22 + fue mayor en el andamio
sembrado solo con hMAB (40%) en comparacion con la siembra conjunta (figura 21A-B). Ademas, como se
evidencio previamente en estado estatico, la mayoria de las células diferenciadas se distribuyeron en la
capa muscular tanto en andamios sembrados con hMAB (85%) como con el sembrado conjunto (70%)
(figura 21C).

Ejemplo 12 - Eleccién del andamio

El analisis mostré que el suministro de tejido donante humano neonatal puede ser insuficiente para la
demanda. Por lo tanto, los andamios descelularizados derivados de animales se probaron junto con
andamios fabricados derivados de células humanas.

Cuando se comparo in vivo, el tejido porcino descelularizado permanecio intacto mientras que los andamios
derivados de células humanas fabricados se degradaron, confirmando asi la superioridad del tejido porcino.

Ejemplo 13 - Ejemplo de protocolo para la generacion de un es6fago modificado mediante ingenieria tisular
como terapia autéloga para neonatos:

1. Cosechar el esdfago porcino, colocarlo en una solucién de almacenamiento y transportarlo al
sitio de fabricacion de GMP.

2. Descelularizar usando 2 (dos) ciclos del protocolo DET (agua durante 24 h a temperatura
ambiente, desoxicolato de sodio durante 4 horas a temperatura ambiente y DNasa durante 3 horas
a temperatura ambiente), irradiar el andamio (para esterilizar) y almacenar en solucién tamponada.

3. Inyectare el andamio descelularizado con mesoangioblastos y fibroblastos. Los
mesoangioblastos se derivan de una biopsia muscular del paciente, los fibroblastos de una biopsia
de piel, ambos se pueden tomar conjuntamente de la pared abdominal en el momento del
procedimiento de gastrostomia para el recién nacido.

4. Cultivar el andamio sembrado en la camara en medios de proliferacién definidos durante dos
dias, y en medios de diferenciacion definidos durante 9 dias mantenidos a 37 ° C humidificado con
5% de CO2 con control externo de las condiciones de la camara a través de un biorreactor
controlador.

5. Entregar células epiteliales en el lado luminal del andamio esofagico (células primarias
derivadas de una biopsia del eséfago vestigial existente del paciente).

6. Después de un cultivo adicional, transportar al quiréfano en la camara y extraer para trasplantar
al paciente.

Ejemplo 14 - Evaluacion de fibroblastos usados en los ejemplos 15 a 18

Los fibroblastos de raton (mFB) utilizados en todos los experimentos de siembra conjunta descritos a
continuacion se aislaron de los musculos esqueléticos de las extremidades posteriores del ratéon de tipo
salvaje (extensor digitorum longus-EDL) y diafragmados a través de la digestion enzimatica y recubiertos
para expansion. Las células mostraron morfologia y tamafio alargado clasico y fueron positivas para Ki67
cuando se expandieron en el cultivo, exhibiendo capacidad de proliferacion para varios pasajes (figura 23).
Los fibroblastos también fueron positivos para marcadores clasicos como Vimentin y TCF-4.
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Ejemplo 15 - Analisis de distribucion celular esquematica en experimentos de siembra celular en andamios
de ratas descelularizadas

Andamios de ratas descelularizadas sembrados con hMAB o hMAB + mFB (relacion 85:15) y cultivados en
condiciones estaticas se fijaron, seccionaron y se tifieron para ndcleos humanos y DAPI tal y como se
describio previamente. Las secciones se escanearon para detectar y contar todas las células presentes en
el andamio y crear una distribucién esquematica de las células (figura 24A). De la coleccion de distribucion
esquematica y polar (distribuciéon celular corregida asumiendo una seccién perfectamente circular, figura
24A, B) detectamos una clara mejora en el injerto celular y la homogeneidad de la distribucién alrededor de
la seccion de tejido en andamios sembrados con hMAB + mFB en comparacion con hMAB solo. El recuento
del nimero total de células por area confirmo esta tendencia (n=3, figura 24C).

Ejemplo 16 - Investigacion de la migracién celular en andamios sembrados con hMAB o hMAB + mFB

Para evaluar la capacidad de migracion de hMAB sembrado con o sin mFB en el andamio descelularizado
de rata, se sembré hMAB transducido con un lentivirus de luciferasa ZS Green (ZsGreen+Luc+hMABS). La
transduccion de las células se confirmd usando citometria de flujo y se obtuvo una poblacién pura de
células transducidas usando la clasificacion FACS. La imagen de bioluminiscencia (BLI del inglés
"bioluminescence imaging"”) se uso para rastrear las células en el andamio usando un Sistema de imagen in
vivo (IVIS del inglés "In Vivo Imaging System"). Las células se rastrearon de forma no invasiva para la
migracion cada 24 h (figura 25A). Se detecté BLI con éxito de las células sembradas y las imagenes se
analizaron para cuantificar la radiacion emitida cada 24 h (figura 25B). Para calcular la migracion de las
células, se determind BLI a partir de 8 diferentes regiones de interés (ROI) ubicadas desde el centro del
punto de inyeccion (figura 25C).

La radiacion medida en las ROI de 3 a 6 (ROI centrales) después de 1 dia de cultivo resalté un BLI mas alto
en andamios sembrados con hMAB solo (triangulos, figura 25D). Esto estaba perfectamente en linea con la
configuracion experimental ya que solo hMAB eran Luc+ y su numero inicial fue mayor con respecto a la
condiciéon de siembra conjunta (relacion 85:15). Sin embargo, después de una disminucion esperada en el
numero de células en los dias siguientes, a los 3 y 5 dias de cultivo, la radiancia total detectada a partir de
los andamios (cuadrados) hMAB + mFB fue comparable o mas alta que las que tenian solo hMAB,
mostrando un claro crecimiento celular y migracion en las diferentes ROl en todo el cultivo. En el dia 5, los
andamios de siembra conjunta mostraron una mayor luminosidad en comparaciéon con hMAB solo, en
particular en las ROI 3 y 6 mas lejos del punto de inyeccion (entre ROl 4 y 5), destacando la presencia de
un mayor numero de células que migran a lo largo del andamio (figura 25D).

La migracion celular se determind también usando el ensayo de viabilidad MTT, que permitid la
visualizacion de células en los andamios sembrados después de 6 dias de cultivo (figura 26). Se cultivaron
andamios tubulares sembrados con 8,5x10° hMAB o 1x106 hMAB con o sin mFB (relacion 85:15) en
condiciones estaticas durante 6 dias y luego se incubaron con solucion de MTT durante 4 horas. Las
células formazan-positivas fueron visibles dentro del andamio destacando las diferencias en el patrén de
migracion y la extension entre las 3 condiciones (figura 26A). Las imagenes de andamios planos abiertos se
analizaron para determinar la migracion celular midiendo la intensidad del color a lo largo de 8 lineas
aleatorias dibujadas radialmente desde el centro de los grupos de células hasta el borde del andamio
usando el software ImageJ (linea representativa A-B, en el centro de la figura 26A). Se ultilizo el grafico del
valor Gray obtenido de todas las lineas para calcular la distancia en pixeles cubiertos por las células,
considerando la distancia entre las dos mesetas (grafico representativo y medida en la figura 26B). La
distancia promedio en mm cubierta por las células en los andamios de siembra conjunta fue mayor que las
otras dos condiciones con hMAB solo (n=3, recuento realizado por 3 operadores independientes a ciegas,
figura 4C), confirmando la misma tendencia determinada con BLI y cuantificacion con IVIS.

Ejemplo 17 - Investigacion mas profunda de la distribucion celular en andamios de siembra conjunta hMAB
+ mFB cultivados en condiciones estaticas y dinamicas

Se tifieron y escanearon secciones de esofagos de ratas descelularizadas sembradas conjuntamente con
hMAB + mFB y cultivadas en condiciones estaticas o dinamicas, tal y como se describio previamente, a fin
de detectar y contar todas las células presentes en el andamio. La distribuciéon esquematica de las células
(figura 27A) y la distribucion polar (distribucion celular corregida asumiendo una seccion perfectamente
circular, figura 27B) mostraron un crecimiento global del tejido y una mejor homogeneidad de distribucion
alrededor de la seccion del tejido en andamios cultivados en el biorreactor en comparacion con la condicion
estatica. El recuento del numero total de células por area confirmd esta diferencia significativa (n=3,
*p<0,05, figura 27C). La proporcién entre hMAB y mFB en andamios cultivados en condiciones dinamicas
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se determind a partir del recuento celular en secciones aleatorias tefiidas para DAPI y nicleos humanos
para evaluar el posible crecimiento excesivo de fibroblastos. Después de 11 dias de cultivo, estaba
presente mFb solo para el 14% del ndmero total de células, sin mostrar una expansién incontrolada de
estas células dentro del andamio (n23, figura 27D).

Ademas, usando el IVIS para rastrear las células sembradas en el andamio de ratas (LucthMAB+mFB) y
cultivadas en el biorreactor de vidrio durante 7 dias, se pudo visualizar la distribucién celular a lo largo del
andamio en todo el cultivo (figura 28A). Las imagenes IVIS se recolectaron en diferentes momentos,
mostrando una clara invasién celular a partir de los puntos de inyeccién (grupos de lectura verde-amarillo
en el dia 1) hacia una distribucién mas homogénea y cobertura tisular en el dia 7. Los valores de radiacion
detectados a partir de las imagenes recolectadas en los diferentes momentos resaltaron una disminucion en
el nimero de células después de los primeros dias de cultivo, recuperados después de 7 dias (figura 28B).

Ejemplo 18 - Nivel de proliferaciéon y diferenciacion de mesoangioblastos en condiciones estaticas y
dinamicas en presencia de fibroblastos.

Las secciones de esdfago de rata descelularizado de siembra conjunta con hMAB + mFB y cultivadas en
condiciones estaticas o dinamicas, se tifieron para nucleos humanos, SM22 (marcador de diferenciacion de
musculo liso) y DAPI y se escanearon tal y como se describioé previamente a fin de detectar y contar todas
las células presentes en el andamio (area negra, figura 29A). La distribucion esquematica representativa de
las células en la figura 29A muestra la discriminacion automatizada entre los tipos de células diferenciadas:
SM22+hMAB; SM22+mFB; SM22-hMAB; SM22-mFB, todo en escala de grises. Los mapas resaltaron la
distribucion de células diferenciadas en andamios cultivados en el biorreactor en comparacién con la
condicioén estatica. Cuando el biorreactor estaba proporcionando estimulacidon mecanica y un mejor acceso
a los medios de diferenciacion, las células SM22+ estaban presentes en todas las capas del andamio y se
distribuian homogéneamente, mientras que las construcciones cultivadas en condiciones estaticas
mostraban células del musculo liso solo en la superficie de la matriz (figura 29A, C).

El calculo del porcentaje de las células SM22+ después del cultivo estatico y dinamico contadas en
imagenes aleatorias de diferentes secciones (n=3) confirmaron el porcentaje significativamente mayor de
células diferenciadas de musculo liso en andamios cultivados en el biorreactor (**p<0,001, figura 29B).
Curiosamente, alrededor del 10% de las células SM22+ eran fibroblastos y su contribucion fue comparable
en las dos condiciones de cultivo. En muestras cultivadas dinamicas sembradas conjuntamente con hMAB
+ mFB, la diferenciacion madura hacia el musculo liso se confirmé adicionalmente con la inmunotincién
para aSMA y calponina (figura 30). Las células mostraron expresion conjunta de SM22 y de aSMA vy
calponina en todas las capas del andamio, lo que demuestra un nivel maduro de diferenciacion.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para producir la construccion de un tejido adecuado para su implantacion en un sujeto,
que es preferiblemente un sujeto humano, el procedimiento comprende las etapas de:
(iy proporcionar un andamio acelular;

(i) sembrar una combinacién de mesoangioblastos y células de fibroblastos en y/o sobre el
andamio; y

(iii) cultivar el andamio sembrado para producir la construcciéon, en donde la proporcion de
mesoangioblastos : fibroblastos usados para la siembra es de 50:50 a 99:1.

en el que la proporcién de mesoangioblastos: fibroblastos usados para la siembra es de 50:50 a
99: 1.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la construccion de tejido es adecuada para su
implantacién en un 6rgano luminal tal como el eséfago o el intestino, o para reemplazar el érgano, en el que
la construccion de tejido es opcionalmente una construccion esofagica adecuada para un neonato o un
bebé.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que la relacién de mesoangioblastos :
fibroblastos utilizados para la siembra es de 65:35 a 90:10; de 70:30 a 90:10; de 80:20 a 90:10; o de 83:17
a 87:13; o es de alrededor de 85:5.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que las células se siembran:

(a) simultaneamente; o

(b) secuencialmente dentro o alrededor de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 24, 36 o 48 horas
entre si.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que las células se administran en un
medio liquido o gel, en el que la concentracion total de células en el medio esta opcionalmente entre 1x108
a 1x1010 células / ml.

6. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la siembra se hace en el
andamio mediante inyeccion, preferiblemente en una capa muscular del andamio en el que opcionalmente:

(a) el volumen de inyeccion es de 1 a 50 yL o de 5 a 10 L, y/o

(b) el caudal utilizado para sembrar las células esta en el rango de 1 a 25 yL/s, 6 de 1 a 10 plL/s,
ylo

(c) la siembra comprende multiples inyecciones para lograr una densidad de células de al menos
105, 106 o 107 células/5S5mm de longitud, mas preferiblemente una densidad de
aproximadamente 106 células/5mm de longitud.
7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que:
(a) las células mesoangioblasticas y fibroblasticas son autélogas y/o

(b) las células se obtienen mediante biopsia, y/o

(c) las células mesoangioblasticas se pasan [0 subcultivan] al menos dos veces antes de la
siembra.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el andamio es tubular.
9. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el andamio es sintético.

10. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el andamio esta
descelularizado, y opcionalmente es:

(a) derivado de un érgano luminal, y/o
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(b) de origen no humano, por ejemplo, un derivado porcino, mas preferiblemente un eséfago de
lechén descelularizado.

11. Procedimiento segun la reivindicacion 10, que comprende las etapas de:

(ia) proporcionar un andamio derivado de una fuente bioldgica;

(ib) descelularizar el andamio para proporcionar un andamio acelular.
12. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que después de la siembra de
las células en el andamio, se permite que las células se adhieran al andamio durante un periodo de tiempo
antes de colocar el andamio sembrado en medio de cultivo.
13. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que después de sembrar el
andamio, la construccion se cultiva en condiciones estériles en uno o mas medios adecuados para el

crecimiento y la diferenciacion de las células mesoangioblasticas en un biorreactor, y opcionalmente:

(a) el andamio se cultiva en condiciones de cultivo estatico seguido de condiciones de cultivo
dinamicas, y/o

(b) el andamio se cultiva en condiciones de cultivo dinamico durante 3 a 28 dias, opcionalmente
4 y 21 dias, opcionalmente 4 y 14 dias,

en donde en cada caso durante el cultivo dinamico el medio se cambia opcionalmente de un medio
de proliferacién a un medio de diferenciacion, por ejemplo al menos 1 dia con un medio de
proliferacién y al menos 6 dias con un medio de diferenciacion, y/o

(c) las condiciones de cultivo someten la construccion a fuerzas pulsatiles o peristalticas, y/o
(d) el biorreactor incorpora un casete extraible que se puede transferir desde un biorreactor de
descelularizacién, someter a una siembra y luego introducir en un biorreactor de
recelularizacion.
14. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, que comprende una etapa adicional de
epitelizar la construccion de tejido en al menos una superficie, en la que opcionalmente la construccion
tiene una forma luminal y se epiteliza en la superficie luminal interna.
15. Construccion tisular obtenida u obtenible de acuerdo con el procedimiento de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, cuya construccion es opcionalmente una construccion esofagica o una construccion
intestinal adecuada para su implantacién en un recién nacido, bebé, nifio o adulto.

16. La construccion de la reivindicaciéon 15 para usar en el tratamiento tisular o en el dafio o pérdida de
6érganos o para su uso en la reparacion o en el remplazo de un tejido u 6rgano en un sujeto, en donde

(a) la construccion opcionalmente comprende células autdlogas obtenidas del sujeto, y/o

(b) el sujeto es opcionalmente un neonato humano o un bebé que padece atresia esofagica,
particularmente agenesia esofagica y la construccion es una construccion esofagica.
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