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Emilio Rodŕıguez Vigil, s/n
Oviedo, Asturias, ES

k43 Fecha de publicación de la solicitud: 01.08.99 k72 Inventor/es: Meana Infiesta, Alvaro;
Iglesias Muñóz, Javier;
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k57 Resumen:
Desarrollo de una piel artificial mediante cultivo de
queratinocitos sobre una base de fibrina y fibroblas-
tos humanos y método de preparación de esta piel
para trasplante.
Piel artificial obtenida mediante cultivo celular de
queratinocitos sobre una base constituida por un gel
de fibrina humana poblado de fibroblastos humanos.
Esta base permite un desarrollo muy rápido de los
queratinocitos, detectándose en esta piel artificial
protéınas de la unión dermoepidermica que facilitan
el posterior éxito de trasplante.
Esta piel artificial precisa, para ser utilizada en la
cĺınica, una preparación previa que consiste en la fi-
jación a un soporte sólido y un sistema que posibilite
el transporte hasta el lugar de trasplante sin rotura
de la misma.
La piel artificial aqúı descrita puede servir para el
tratamiento de grandes quemados, úlceras cutáneas
crónicas o utilizarse, mediante el empleo de células
genéticamente modificadas, como base para terapia
génica.
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DESCRIPCION

Desarrollo de una piel artificial mediante cul-
tivo de queratinocitos sobre una base de fibrina
y fibroblastos humanos y método de preparación
de esta piel para trasplante.
Estado de la técnica.

La obtención de un material óptimo que sus-
tituya la piel humana dañada, es un problema
que no está definitivamente resuelto; sobre todo
cuando este daño alcanza un amplio porcentaje
de la superficie corporal (Munster AM, Burns 23:
1, 1997). Esta sustitución es vital en el caso
de los grandes quemados y en la actualidad se
logra temporalmente, mediante el uso de aloin-
jertos de piel de cadáver fresca, crioconservada
o glicerolizada (Nanchanal J et al. Br J Plast
Surg, 45:354-363, 1992). También se pueden uti-
lizar como cobertura cutánea temporal diversas
membranas sintéticas que imitan las estructuras
de la piel (Nanchanal J et al. Br J Plast Surg,
45:354-363, 1992). Sin embargo, la sustitución
definitiva es todav́ıa un problema no totalmente
resuelto. A la larga, la epidermis trasplantada
genera una reacción de rechazo que hace que tras
su empleo temporal la piel de aloinjerto deba ser
sustituida por piel dei propio paciente. Es el com-
ponente epidérmico de la piel el que genera el re-
chazo ya que la dermis, superficie poco celular, es
comúnmente admitida por el organismo.

La reparación definitiva de la piel dañada ra-
dica, por tanto, en la sustitución por piel dei pro-
pio paciente. Si las lesiones no son muy exten-
sas esta sustitución puede hacerse por la técnica
clásica de autoinjertos: se recoge piel de una zona
sana y tras un mallado que permite aumentar
su superficie, se coloca en las regiones lesiona-
das. Pero si el daño es muy ampĺıo este tipo
de injerto no puede ser aplicado, siendo la única
solución posible el empleo de láminas de quera-
tinocitos obtenidas mediante cultivo celular “in
vitro”. Esta técnica se aplicó por primera vez en
1984 (Gallico G el al. N Engl J Med, 311:448-
451, 1984), siendo posteriormente ampliamente
aplicada (De Luca M et al. Burns, 15:303-309,
1989). Brevemente, consiste en obtener quera-
tinocitos aislados a partir de una mı́nima biopsia.
Los queratinocitos en determinadas condiciones
crecen formando estructuras poliestratificadas si-
milares a las de la epidermis normal. La gran
ventaja de esta técnica es que a partir de 1 cm2

de biopsia se han llegado a obtener 10.000 cm2 de
láminas de queratinocitos en el plazo de 3-4 sema-
nas (Navsaria HA et al. TIB Tech, 13: 91-100,
1995). Los queratinocitos, una vez despegados dei
frasco de cultivo y trasplantados al lecho de la he-
rida, son capaces de generar una nueva membrana
basal semejante a la unión dermoepidérmica nor-
mal y quedar permanentemente cubriendo esta
superficie (Mommaas A et al. J Invest Dermatol,
99:71-77, 1992). Si bien esta técnica parećıa ser
la solución definitiva, estudios posteriores demos-
traron también múltiples inconvenientes (Myers S
et al. Am J Surg, 170:75-83, 1995). Para que los
queratinocitos lleguen a prender es indispensable
generar una nueva unión dermoepidérmica. La
unión dermoepidérmica es una estructura com-
pleja, en cuya génesis influyen tanto los quera-
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tinocitos trasplantados como los fibroblastos de
la dermis (Saintigny G et al. Acta Derm Vene-
reol, 73:175-180, 1993). La base de la herida, con
un lecho dérmico bueno y no infectado es vital
para que el trasplante tenga éxito.

En resumen, para que la piel quede definiti-
vamente reparada no basta con la reposición de
la epidermis obtenida mediante cultivos celulares
sino que además es necesario reponer también la
dermis dañada. Para ello es necesario desarrollar
técnicas de cultivo que incluyan tanto el cultivo
de epidermis como el de una superficie que imite
y funcione como una auténtica dermis.

En el momento actual existen varias super-
ficies descritas que pueden funcionar como der-
mis artificiales sobre las que los queratinocitos
podŕıan desarrollarse, aunque en ninguna de ellas
se logra obtener una superficie de piel suficiente
para las necesidades de un paciente con gran-
des quemaduras. En general estas pseudodermis
están basadas en una mezcla de los componentes
básicos de la auténtica dermis. Los compuestos
más utilizados son:

- Colágeno tipo I de procedencia animal, ya
que esta protéına es la más abundante de
las presentes en la dermis (Maraguchi T et
al. Plast Reconstr Surg, 93:537-544, 1994).

- Condroitin sulfato (Boyce S et al. Surgery,
103: 421-431, 1988).

- Fibroblastos humanos (Saintigny G et al.
Acta Derm Venereol, 73:175-180, 1993). La
presencia de fibroblastos es fundamental
para el correcto desarrollo y diferenciación
de los queratinocitos sembrados sobre estos
geles.

Otro producto utilizado es la fibrina. La fi-
brina es una protéına cuyo precursor, el fibrinó-
geno, se encuentra disuelto en el plasma. La pre-
sencia de esta protéına en la herida no interfiere
con el desarrollo de la unión dermoepidérmica.
Las láminas de queratinocitos cultivadas que se
fijan a la base de la herida con colas orgánicas
derivadas del precursor de esta protéına son ca-
paces de prender y epitelizar definitivamente la
zona (Auger FA et al. B J Plast Surg,46:136-142,
1993). También se ha demostrado que en los ge-
les de fibrina los fibroblastos son capaces de cre-
cer y sintetizar múltiples factores de crecimiento
probablemente similares a los que los fibroblas-
tos segregan “in vivo” y el gel mismo de fibrina
podŕıa servir como reservorio de otras sustancias
(factores de crecimiento, antibióticos...) que favo-
rezcan la cicatrización correcta de la herida donde
se aplica (Deblois C et al. Biomaterials, 15:665-
672, 1994). Dadas estas caracteŕısticas la fibrina
podŕıa formar parte de la composición de los de-
nominados “equivalentes dérmicos”.

Dos son los problemas asociados al uso de ge-
les de colágeno como dermis artificial. Uno es
la retracción dei gel producida por las proteasas
sintetizadas por los fibroblastos. La segunda gran
limitación es la necesidad de gran número de que-
ratinocitos por cm2 para que el cultivo epidérmico
sea viable. Estas 2 condiciones impiden que a par-
tir de una pequeña biopsia se obtenga en pocas
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semanas la superficie de “piel completa” suficiente
para cubrir las lesiones de un gran quemado.

Los geles basados en fibrina y fibroblastos per-
miten un rápido crecimiento de los queratinocitos,
pero tienen el inconveniente de su extrema fragili-
dad. A partir del 5◦-6◦ d́ıa de cultivo la fibrina de
estos geles ha sido casi totalmente digerida siendo
imposible su manejo y trasplante al paciente.

Los geles basados en fibrina, fibroblastos y
colágeno permiten un rápido crecimiento de los
queratinocitos. Los geles basados en fibrina, fi-
broblastos y colágeno se manejan con facilidad,
siendo sencilla la preparación de este tipo de ge-
les para un hipotético trasplante (Meana A, Base
dérmica especialmente diseñada para el cultivo de
queratinocitos, P9601684). A partir de los resul-
tados obtenidos con estos tipos de geles y modifi-
cando tanto la concentración de fibrina y colágeno
como desarrollando un método de preparación y
transporte, se ha conseguido preparar un gel ba-
sado únicamente en fibrina y fibroblastos útil para
el cultivo de queratinocitos. Aplicando este sis-
tema es factible el cultivo de grandes superficies
de queratinocitos sobre una base que puede servir
de equivalente dérmico, es decir, podemos obtener
grandes superficies de una piel artificial completa,
manejable para trasplante y capaz de soportar un
largo transporte desde el laboratorio de cultivo al
hospital de destino, sin que esta piel pierda su
integridad.
Breve descripción de la invención.

Es objeto de la presente invención el desarrollo
de una base dérmica basada en un gel fibrina ob-
tenida por la transformación del fibrinógeno hu-
mano tras añadirle trombina bovina e iones Ca++

y fibroblastos de origen humano. Este tipo de
geles para ser utilizado precisa ser fijado previa-
mente a un soporte sólido que posibilite su ma-
nejo para trasplante. Este soporte puede ser una
gasa, vaselinada ó no. La fijación de la gasa al
gel puede hacerse mediante el empleo de una cola
inorgánica inerte de uso cĺınico u otro tipo de fi-
jación mecánica. También puede utilizarse una
membrana de silicona como soporte, en este caso
esta fijación puede realizarse mediante una cola
orgánica tipo fibrina. En estas ultimas condicio-
nes este tipo de geles puede utilizarse sin capa de
queratinacitos como cobertura temporal de lesio-
nes cutáneas, aportando una base dérmica a la
lesión.

Estos geles presentan, frente a las asociaciones
previamente descritas, las siguientes ventajas:

- Permiten un crecimiento rápido de los que-
ratinocitos. En los geles de fibrina, los fi-
broblastos crecen segregando sustancias que
los convierten en autenticas células “feeder”
que dirigen y estimulan el crecimiento de
los queratinocitos. El cultivo de queratino-
citos sobre este tipo de geles permite alcan-
zar en 3-4 semanas una superficie total de
piel cultivada superior a la alcanzada por
los métodos descritos hasta ahora.

- En los geles de fibrina, los fibroblastos
son capaces de iniciar la śıntesis temprana
de protéınas de la unión dermoepidérmica
(colágeno tipo IV y laminina) y posterior-
mente estimular a los queratinocitos basales
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para que sinteticen estas sustancias. La pre-
sencia en los cultivos de estas protéınas in-
crementa las posibilidades de éxito del tras-
plante.

- Los geles basados en fibrina y fibroblastos,
no presentan retracción alguna que reduzca
la superficie y el volumen total del gel en
los primeros 30 d́ıas de cultivo.

- Por sus caracteŕısticas biológicas y ser fácil-
mente accesibles, estos geles pueden servir
de soporte a células (fibroblastos u otras es-
tirpes celulares, incluyendo células genética-
mente modificadas) con capacidad de pro-
ducir protéınas útiles en diversas patoloǵıas.

También es objeto de la presente invención el
método empleado en la preparación y transporte
de estas láminas para el trasplante. Este método,
que está basado en la fijación previa dei cultivo
a un soporte sólido, permite la fácil extracción
de la lámina del frasco de cultivo y posibilita el
transporte hasta el paciente, sin dañar su integri-
dad, de los cultivos de queratinocitos sobre base
de fibrina y fibroblastos.
Descripción detallada de la invención.

Un objeto de la presente invención es la base
utilizada como dermis compuesta principalmente
por fibrina y fibroblastos humanos. Otro objeto
de la presente invención es el método empleado
para preparar las láminas para trasplante.

La obtención de los principales componentes
de la base dérmica se describen a continuación:

La fibrina se obtiene a partir de su precursor
sangúıneo, el fibrinógeno. Se ha utilizado el fi-
brinógeno de origen humano obtenido a partir de
crioprecipitados y el fibrinógeno comercializado
en las denominadas colas orgánicas de fibrina, de
amplio uso en la cĺınica quirúrgica. En ambos ca-
sos hay que considerar que junto con el fibrinóge-
no están presentes en el crioprecipitado otras pro-
téınas, como son el factor XIII de la coagulación y
la fibronectina plasmática. En el crioprecipitado
hay una cantidad considerable de factor VIII de
la coagulación y otros múltiples factores de cre-
cimiento celular que no han sido inactivados por
el tratamiento al calor que sufren los preparados
comerciales de fibrina.

El paso de fibrinógeno a fibrina se realiza me-
diante la adición de trombina de origen bovino e
iones Ca++.

El origen de los fibroblastos humanos es el de
prepucios obtenidos por intervenciones de fimosis
y/o fibroblastos dérmicos procedentes de adultos
sanos. Es necesario contar con la previa autori-
zación del uso de los mismos del paciente o de sus
representantes legales.

El gel se obtiene de la siguiente manera:
Por una parte, se disuelven los fibroblastos en

medio de cultivo al cual se añade la solución de
trombina y sales de calcio. Por otra parte se pre-
para la solución de fibrinógeno bien a partir de
un crioprecipitado, bien a partir de un preparado
comercial de fibrinógeno. Una vez preparadas
las dos soluciones se efectúa la mezcla de am-
bos componentes. Tras mezclar la solución que
contiene el medio de cultivo, los fibroblastos hu-
manos y la trombina con el fibrinógeno, se vierte
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rápidamente a un frasco de cultivo celular y se
deja en la estufa a 37◦C durante 1 hora hasta que
el gel esté totalmente formado. Al cabo de este
tiempo el gel se ha solidificado pudiendo cubrirse
con medio de cultivo completo.

Los geles producidos se guardan a 37◦C en es-
tufa de CO2 al 5 % hasta su utilización bien para
cultivo de queratinocitos u otras un máximo de
14 d́ıas. En las condiciones habituales de cultivo
estos geles permanecen estables y adheridos a la
base dei frasco de cultivo sin observarse retraccio-
nes ni pérdidas de volumen.

Una vez que los geles están listos para su em-
pleo en cĺınica se procede a su montaje mediante
fijación a un soporte que permita el transporte dei
gel sin pérdida ni rotura hasta el lugar dei tras-
plante. La fijación a este soporte sólido se realiza
empleando una cola inorgánica de uso cĺınico me-
diante la aplicación de mı́nimos puntos de sutura.
Una vez fijado el cultivo al soporte se procede
a separarlo de la base dei frasco de cultivo me-
diante tracción manual. Para un largo transporte
dei cultivo es necesario añadir un segundo soporte
sólido. Este soporte se sitúa en la cara inferior dei
gel y se fija al primero mediante puntos de sutura
clásicos. El cultivo queda totalmente envuelto y
protegido de todo posible daño durante todo el
transporte.
Modo de realización de la invención.

Los materiales básicos se obtienen de la si-
guiente manera:

1) Fibrina.

2) Fibroblastos.

1) Se utilizan 2 fuentes de fibrina.
Las colas de fibrina comercializadas (Tissu-

colR, Laboratorios Inmuno) que presentan una
alta concentración de fibrinógeno liofilizado y fi-
brina obtenida en nuestro laboratorio a partir de
crioprecipitados. La técnica de fabricación de]
crioprecipitado es la siguiente:

A partir de plasma fresco obtenido mediante
fraccionamiento primario de las unidades de san-
gre se procede a una congelación rápida en baño
de etanol a -70◦C. Posteriormente se descongela
lentamente a 4◦C durante 24 horas y se procede
a la centrifugación refrigerada para recuperar el
crioprecipitado en el fondo de la bolsa; se elimina
el plasma sobrenadante salvo 10 ml para facilitar
la vehiculación del crioprecipitado. Se homoge-
neiza y se conserva durante 1 año a -30◦C. El
crioprecipitado aśı preparado contiene aproxima-
damente una cantidad de fibrinógeno de entre 150
y 300 mg.

Disolución del crioprecipitado.
El crioprecipitado es calentado en un baño a

37◦C y rápidamente centrifugado a 3.500 r.p.m.
durante 15 minutos a 4◦C. El pellet es disuelto en
10 ml de suero salino o en 10 ml de medio de cul-
tivo. Se diluye el fibrinógeno calentándolo hasta
37◦C. Una vez disuelto el fibrinógeno se calcula
su concentración.
2) Obtención de fibroblastos humanos.

Diversas ĺıneas de fibroblastos humanos se ob-
tendrán a partir de prepucios humanos obtenidos
tras ciruǵıa programada de fimosis o a partir de
donantes de piel. La pieza es recogida en medio de
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transporte (DMEM, suero fetal de bovino 10 %,
penicilina 100 u/ml, estreptomicina 100 µg/ml).
En el laboratorio se lava 3 veces en PBS estéril y
se trocea cuidadosamente, se coloca en 30 ml de
solución de tripsina 0.05 %- EDTA 0.02 % bajo
agitación a 37◦C.

Cada 30 minutos se recoge la tripsina y se
cambia por tripsina fresca. La tripsina es neu-
tralizada mediante la adición de medio de cul-
tivo completo (DMEM, 10 % suero bovino fetal).
Se repite la operación hasta que no se obtengan
más células. Las células obtenidas se colocan en
un frasco de cultivo a una densidad de 100.000
células por cm2 de superficie de cultivo. Cada
72 horas se cambia el medio hasta que las células
estén confluentes. A la confluencia las células son
tripsinizadas y se realizan cultivos secundados en
proporción de crecimiento de dos frascos de cul-
tivo por un frasco de cultivo dei pase anterior.
A partir de que las células muestren una mono-
capa de células semejantes a los fibroblastos una
parte de las mismas se congelan, según técnica
habitual y se guardan en crioviales en nitrógeno
ĺıquido. Los pases idóneos para la utilización de
estos fibroblastos son entre el 4◦ y el 12◦.

Una vez obtenidos los materiales básicos se
procede a la elaboración del gel.

El cálculo proporcionado es el empleado en la
fabricación de una base dérmica suficiente para un
frasco de cultivo de 75 cm2. Para otras dimensio-
nes se utilizarán los mismos valores reduciéndolos
o ampliándolos proporcionalmente a la superficie
dei frasco de cultivo.

Se prepara una solución que contiene básica-
mente medio de cultivo y fibroblastos humanos
(entre 500.000 y 1.500.000 células), a esta solu-
ción se le añade 1 ml de solución de aprotinina
(10.000 U) y 1 ml de solución de Cl2Ca 0.025 M
en los que previamente se ha disuelto 10 UI de
trombina bovina. Una vez mezclados estos com-
ponentes se les añade entre 3 y 6 ml de solución
de crioprecipitado previamente preparada o una
solución de fibrinógeno obtenida a partir de un
preparado comercial. La solución es puesta rápi-
damente en el frasco de cultivo distribuyéndose
homogéneamente por su superficie. El frasco se
deja en estufa de CO2 a 37◦ hasta que el gel se
polimerice. El volumen final se ajusta a 15 ml me-
diante el uso de más o menos medio de cultivo,
dependiendo dei volumen final de crioprecipitado
empleado.

La concentración final aproximada de este gel
es de 4-10 mg de fibrinógeno/ml. El empleo
de geles de fibrina con una concentración me-
nor de fibrinógeno (a partir de 2 mg/ml) es po-
sible, aunque la fragilidad de la base dificulta su
posterior manipulación para trasplante. El em-
pleo de concentraciones de fibrinógeno superiores
a 10 mg/ml no impide el crecimiento de los que-
ratinocitos, si bien impide el seguimiento dei cre-
cimiento de los mismos mediante el microscopio
invertido. El gel contiene aproximadamente en-
tre 500.000-1.500.000 fibroblastos (entre 30.000 y
100.000 fibroblastos por ml de gel).

Los queratinocitos se siembran sobre este gel
una vez retirado el medio de cultivo a una den-
sidad extremadamente variable dependiendo dei
grado de expansión requerido. Como queratino-
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citos se pueden emplear células obtenidas directa-
mente a partir dei procesamiento de una biopsia
cutánea o queratinocitos obtenidos a partir de un
cultivo primario. El cultivo de queratinocitos so-
bre este gel, puede realizarse mediante el empleo
de cualquiera de los medios de cultivo de que-
ratinocitos que previamente han sido descritos,
aunque los mejores resultados se han conseguido
con los medios suplementados con suero fetal de
bovino.

Cuando los queratinocitos sembrados están
confluentes o preconfluentes, se prepara la lámina
para el trasplante. Esta preparación es necesaria
ya que los geles presentan una escasa consistencia
que hace que sin la fijación a un soporte sólido el
manejo de los mismos para uso cĺınico sea impo-
sible. Este procedimiento consta de las siguientes
etapas:

Se retira el último medio de cultivo empleado
y se abre el frasco de cultivo. El gel se recubre de
una gasa estéril (vaselinada o no) de forma que la
gasa recubra exactamente toda la superficie del
gel. Mediante un bistuŕı se despegan los latera-
les del gel del frasco de cultivo. Una vez efec-
tuada esta maniobra la gasa se fijará a la superfi-
cie superior del gel (la cara donde están los que-
ratinocitos) mediante el empleo de un pegamento
inorgánico (Cyanoacrylato, Histoacryl R, Braum
u otro de similares caracteŕısticas). El cyanoacr-
ylato se empleará aplicando pequeñas gotas del
mismo a los bordes del gel, también se pueden
dejar diversos puntos de pegamento por el centro
del mismo. Una vez secado el pegamento y con la
ayuda de una espátula se procederá a despegar el
gel del frasco de cultivo. La gasa ayuda a man-
tener ı́ntegro el gel que contiene la base dérmica
y la capa superior de queratinocitos cultivados.
Mediante esta simple preparación se puede trans-
portar este prototipo sin pérdida de su integridad
ni rotura alguna, durante 1-2 horas.

Para grandes traslados es necesario recurrir a
otro sistema muy similar al anterior, que se des-
cribe a continuación:
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Gasa: se utiliza una gasa de longitud ligera-
mente superior a la del gel. La anchura de la
misma será unos mm mayor que la anchura del
gel.

El gel se despega de los laterales con la ayuda
de un bistuŕı antes de fijar la gasa a la lámina
mediante el pegamento. Se coloca la gasa sobre
la lámina y se fija ésta con cyanoacrylato. Se des-
pega la lámina y se coloca sobre otra gasa estéril
de tamaño similar a la utilizada para despegar el
gel. Se suturan las dos gasas en varios puntos de
los bordes. Esta sutura puede realizarse de modo
convencional o utilizar para ello clips de ciruǵıa
vascular (Ligaclips R, Ethicon). El resultado fi-
nal es un gel de fibrina con fibroblastos con una
capa superior de queratinocitos envuelto comple-
tamente por gasas que sirven de protección. Una
vez procesada la muestra se procede a su traslado
al centro hospitalario según las condiciones habi-
tuales establecidas para todo tipo de cultivos de
queratinocitos.

En la figura 1 se esquematiza la primera forma
descrita para la extracción del gel y su transporte.
Se trata de una vista superior del gel de fibrina y
fibroblastos (A), gasa de tamaño similar al del gel
(B) y la superposición de las mismas y el sistema
de fijación de una a otra mediante pegamento dis-
tribuido en pequeños puntos (C). En la figura 2
refleja esta misma forma en una vista lateral.

En la figura 3 se representa la segunda mo-
dalidad de preparación para el transporte de los
geles de fibrina y fibroblastos. Se puede ver el
gel (A), la gasa (B) y el resultado de la fijación
dei gel a la gasa mediante puntos de pegamento
(C). El tamaño de la gasa sobresale ligeramente
el tamaño del gel. Una vista lateral de esta pre-
paración se puede ver en la figura 4. El gel de fi-
brina y fibroblastos (A) está envuelto por la gasa
superior (B) fijada al mismo mediante pegamento
(C), y en la parte inferior se observa una nueva
gasa protectora (D) unida a la gasa superior en
los bordes que sobresalen del gel mediante clips
de ciruǵıa vascular (E).
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REIVINDICACIONES

1. Una piel artificial obtenida mediante cul-
tivo celular de queratinocitos sobre una base
dérmica formada por un gel de fibrina humana
y fibroblastos humanos.

2. Una piel artificial, según la reivindicación 1,
en la que la fibrina humana se consigue mediante
la acción directa de la trombina sobre el fibrinó-
geno.

3. Una piel artificial, según la reivindicación
1, en la que el fibrinógeno a partir del cual es
producida la fibrina procede de crioprecipitados
de uso cĺınico.

4. Una piel artificial, según la reivindicación
1, en la que el fibrinógeno a partir del cual es
producida la fibrina procede de una preparación
comercial de fibrina.

5. Una piel artificial, según la reivindicación
1, en la que el fibrinógeno a partir del cual es pro-
ducida la fibrina está a una concentración inicial,
antes de añadirse la trombina, entre 2 y 14 mg
por ml.

6. Una piel artificial, según la reivindicación
1, en la que los fibroblastos pueden estar genética-
mente manipulados y expresar factores de creci-
miento u otras sustancias útiles para tratamiento
de patoloǵıa local o sistémica.

7. Una piel artificial, según la reivindicación
1, en la que los queratinocitos cultivados pueden
estar genéticamente manipulados y expresar fac-
tores de crecimiento u otras sustancias útiles para
tratamiento de patoloǵıa local o sistémica.

8. Un método de preparación de una piel arti-
ficial, según la reivindicación 1, que hace esta piel
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apta para trasplante.
9. Un método de preparación de una piel ar-

tificial, según las reivindicaciones 1 y 8, basado
en el empleo de un soporte sólido (gasa, mem-
brana de silicona...) fijado al cultivo que permite
el manejo del mismo.

10. Un método de preparación de una piel
artificial, según las reivindicaciones 1, 8 y 9, en
el que el soporte sólido se fija a la piel artificial
mediante un pegamento inorgánico tipo cyanoa-
crylato.

11. Un método de preparación de una piel
artificial, según las reivindicaciones 1, 8 y 9, en
el que el soporte sólido se fija a la piel artificial
mediante un pegamento orgánico tipo cola de fi-
brina.

12. Un sistema de transporte asociado a un
método de preparación de una piel artificial, se-
gún las reivindicaciones 1, 8, 9, 10 y 11, que per-
mite mantener ı́ntegra la piel hasta el lugar de
trasplante.

13. Un sistema de transporte asociado a un
método de preparación de una piel artificial, se-
gún las reivindicaciones 1, 8, 9, 10, 11 y 12, ba-
sado en el empleo de un segundo soporte sólido,
unido al primero mediante sutura.

14. Una piel artificial según las reivindicacio-
nes 1 a 5 y 8 a 13, para su uso en la epitelización
de quemaduras.

15. Una piel artificial según las reivindicacio-
nes 1 a 5 y 8 a 13, para su uso en la epitelización
de úlceras crónicas.

16. Una piel artificial según las reivindica-
ciones 1 a 13 para su uso en la epitelización de
heridas.
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k11 ES 2 132 027

k21 N.◦ solicitud: 9701533
k22 Fecha de presentación de la solicitud: 04.07.97

k32 Fecha de prioridad:

INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

k51 Int. Cl.6: A61F 2/10, A61L 27/00, C12N 5/06

DOCUMENTOS RELEVANTES
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