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DESCRIPCION
Limpieza quimica de material bioldgico
Antecedentes de la invencién
1. Campo de la invencion:

Esta invencién pertenece al campo de la ingenieria de tejidos. La invencién apunta a tejidos colagenosos que fueron
tratados para eliminar los componentes no colagenosos como células, residuos celulares y otros componentes de la
matriz extracelular, como proteoglucanos y glucosaminoglucanos, que normalmente se encuentran en los tejidos
nativos. El tratamiento del tejido con alcali, quelantes, acidos y sales elimina los componentes que no son
colagenosos de la matriz de tejido colagenoso mientras controla la cantidad de distension y disolucién para que la
matriz de colageno resultante conserve su organizacion estructural, integridad y propiedades de biorremodelacion.
El proceso evita la necesidad de utilizar detergentes y enzimas que afectan negativamente la compatibilidad de la
célula, la fuerza y la capacidad de biorremodelacion de la matriz de colageno. La matriz de tejido colagenoso se
utiliza para implantacion, reparacion o uso en un huésped mamifero.

2. Breve descripcion de los antecedentes de la invencion:

El campo de la ingenieria de tejidos combina los métodos de la ingenieria con los principios de las ciencias de la
vida para entender las relaciones estructurales y funcionales en los tejidos de mamiferos normales y patoldgicos. El
objetivo de la ingenieria de tejidos es el desarrollo y la aplicacion final de sustitutos biolégicos para restaurar,
mantener o mejorar las funciones del tejido. (Skalak, R. y Fox, C.F., "Tissue Engineering", Alan R. Liss Inc. N.Y.
(1988)).

El colageno es la principal proteina estructural del cuerpo y constituye aproximadamente un tercio de la proteina
corporal total. Constituye la mayor parte de la materia organica de la piel, los tendones, los huesos y los dientes y se
encuentra como inclusiones fibrosas en la mayoria de las otras estructuras del cuerpo. Algunas de las propiedades
del colageno son su alta resistencia a la traccion; su capacidad de intercambio idnico, debida en parte a la unién de
electrolitos, metabolitos y farmacos; su baja antigenicidad, debida al enmascaramiento de posibles determinantes
antigénicos por la estructura helicoidal y su baja extensibilidad, semipermeabilidad y solubilidad. Ademas, el
colageno es una sustancia natural para la adhesion celular. Estas propiedades y otras hacen del colageno un
material adecuado para la ingenieria de tejidos y la fabricacién de sustitutos bioldgicos implantables y prétesis
biorremodelables.

Como el colageno es un componente importante de esos sustitutos biolégicos, es necesario un método para obtener
cantidades suficientes de colageno que sea de calidad uniforme. En la actualidad existe la necesidad de un mejor
método para la eliminacion de componentes no colagenosos como células, residuos celulares y otros componentes
de la matriz extracelular, como proteoglucanos y glucosaminoglucanos, que normalmente se encuentran en tejidos
nativos, para obtener una matriz de colageno nativo sustancialmente puro. Se cree que algunas de estas estructuras
no colagenosas que estan presentes en los tejidos nativos son antigénicas y provocaran una respuesta inflamatoria
cronica cuando se las implante en un huésped. Sin embargo, se dispone en el area de diversos métodos para la
limpieza de dicho tejido colagenoso que han dado lugar a composiciones colagenosas con diferentes caracteristicas.
El método utilizado debe ser uno que mantenga las propiedades bioldgicas y fisicas del colageno y los tejidos
colagenosos, adecuadas para usar en la ingenieria de tejidos.

En el area de tratamiento de un tejido colagenoso para producir esencialmente una matriz de colageno, se han
utilizado habitualmente detergentes y tensioactivos en la extraccién de las células y los lipidos del tejido. Los
detergentes como dodecil sulfato de sodio (SDS) son moléculas anfipaticas en las cuales la regién hidréfoba se une
a la proteina y se cree que aumenta la carga negativa de ésta. Cuando se implanta, el incremento de la carga
produce distensién del tejido debida a una mayor unién de agua por la region hidréfila de la molécula y disminucion
de la estabilidad térmica del colageno por interrupcién de la unién del hidrégeno. La distension abre la estructura de
la molécula de colageno haciéndola susceptible a enzimas celulares como la colagenasa y desestabiliza la matriz de
colageno para dar lugar a un constructo debilitado. (Courtman, et al., Journal of Biomedical Materials Research,
28:655-666, 1994). Se cree ademas que los residuos de SDS permanecen unidos al colageno y evitan que las
células migren al implante. ( Wilson, GJ et al., Ann Thorac Surg, 60:S353-8., 1995; Bodnar E, et al. "Damage of
aortic valve tissue caused by the surfactant sodium dodecyl sulfate," Thorac Cardiovasc Surg, 34:82-85, 1986.)
Debido a que los detergentes utilizados en un método de limpieza quimica se pueden unir indeseablemente al
colageno Yy alterar sus capacidades de biorremodelacion en el tejido tratado, los inventores desarrollaron un método
que elimina la necesidad de detergentes.

La limpieza quimica del tejido con enzimas como tripsina, pepsina y colagenasa es conocida en el area, pero su uso
causara la modificacion quimica de las moléculas de colageno nativo y afectara negativamente la integridad
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estructural del constructo. Se conoce en el area el tratamiento enzimatico de tejido colagenoso para la eliminacion o
modificacién de proteinas asociadas a la matriz extracelular. Las proteasas como pepsina, tripsina, dispasa o
termolisina se utilizan en la eliminacion de telopéptidos de colageno para producir colageno atelopeptidico. Los
telopéptidos de colageno son la porcidn no-triple helicoidal de la molécula de colageno y algunos investigadores han
pensado que es débilmente antigénica mientras otros piensan que es responsable de las propiedades mecanicas
fuertes del colageno. La digestion limitada del tejido colagenoso eliminara los telopéptidos sin disociacion de la
matriz de colageno del tejido, mientras que la digestién prolongada disociara las fibrillas de colageno en mondémeros
de colageno atelopeptidico. También se lo conoce en el area para modificar y eliminar los acidos nucleicos de la
matriz mediante enzimas que digieren el ARN y ADN endégenos a través del uso de ARNasa y ADNasa,
respectivamente. Como el tratamiento con enzimas puede afectar la integridad estructural del colageno, el presente
método de la invencion evita su uso.

Los métodos para obtener tejido colagenoso y estructuras tisulares de tejidos de mamiferos explantados, y los
procesos para construir protesis a partir de tejido, han sido investigados ampliamente para la reparacion quirirgica o
para el reemplazo de 6rganos y tejidos. El tejido se trata por lo general para eliminar los componentes celulares y no
colagenosos potencialmente citotoxicos, para dejar una matriz de tejido natural. También se ha investigado el
procesamiento posterior, como la reticulacion, la desinfeccién o el moldeado . Los métodos anteriores para el
tratamiento de tejido colagenoso para eliminar los componentes del tejido de la matriz de tejido organizada
empleaban detergentes, enzimas o promovian la distensiéon descontrolada de la matriz. WO 95/28183 para Jaffe, et
al. da a conocer métodos para disminuir o evitar la mineralizacién postimplantaciéon de valvula cardiaca bioprotésica.
Los métodos dados a conocer proporcionan material biolégico tornado acelular por autolisis controlada. La autolisis
se realiza de manera controlada utilizando al menos una solucién amortiguadora a un pH preseleccionado para
permitir que las enzimas autoliticas presentes en el tejido degraden los componentes estructurales celulares. La
patente de los Estados Unidos N° 5,007,934 para Stone y, similarmente, la patente de los Estados Unidos N°
5,263,984 para Li, et al. ambas dan a conocer un método de multiples pasos para la limpieza quimica de tejido
ligamentoso. EI método utiliza un detergente para eliminar los lipidos asociados a membranas celulares o tejido
colagenoso. La patente de los Estados Unidos N° 5,523,291 para Janzen, et al. da a conocer una composicion
conminuta inyectable para implante, para aumentar el tejido blando derivado del ligamentum nuchae. El ligamento se
trata con una serie de inmersiones en una solucién fuertemente alcalina de hidroxido de sodio seguida de solucién
de acido clorhidrico y después bicarbonato de sodio. La patente de los Estados Unidos N° 5,028,695 para Eckmayer,
et al. da a conocer un proceso para la fabricacion de membranas de colageno en las cuales el tejido colagenoso se
trata repetidamente con un alcali fuerte y posteriormente con un acido fuerte varias veces, después se trata ademas
con tratamiento salino inorganico para contraer las membranas y luego con solvente para secarlas.

EP0564786 se refiere a un método para procesar y conservar tejido a base de colageno para trasplante y el
correspondiente material de colageno.

US5523291 da a conocer una matriz colagenosa para el aumento de tejido blando compuesta por elastina y
colageno donde la cantidad de elastina es entre 10 y 90% en peso.

US3329572 da a conocer un proceso para tratar tejidos de animales y el producto correspondiente, para obtener
colageno que carezca de toda proteina y sales minerales que puedan estar presentes.

US5028695 da a conocer un proceso para la fabricacion de membranas de colageno para hemostasia, vendaje de
las heridas y para implantes. La matriz de colageno obtenida por dicho proceso tiene un peso seco de 25% en peso.

US5460962 da a conocer la preparacion y esterilizacion de colageno o tejido colagenoso que se va a utilizar para
reparacion mediante implantacion.

US3551560 da a conocer un proceso de reconstruccion de tendones, cartilagos, vainas nerviosas y los productos
correspondientes.

Resumen de la invencién

La presente invencion supera las dificultades en la obtencién de matrices de tejido biorremodelables que son
fundamentalmente colageno. La invencién proporciona matrices de tejido que se pueden utilizar como un dispositivo
protésico o material para usar en la reparacion, el aumento o la sustitucién de 6rganos y tejidos, dafiados y
enfermos, segun se da a conocer en las reivindicaciones.

El método de limpieza quimica de esta invencion torna el material bioldgico, como tejidos nativos y estructuras
tisulares, sustancialmente acelular y sustancialmente exento de componentes no colagenosos manteniendo la
integridad estructural de la matriz de tejido colagenoso. Como no se utilizan detergentes en el proceso de limpieza
quimica, los residuos de detergentes que normalmente permanecen unidos a la matriz de tejido no estan presentes.
Como no se utilizan enzimas, los telopéptidos de colageno permanecen en las moléculas de colageno. El método
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comprende poner en contacto un tejido nativo normalmente celular con un quelante a un pH basico, poner en
contacto el tejido con una solucién de sal a un pH acido, poner en contacto el tejido con una solucion de sal a pH
fisiolégico, y, finalmente enjuagar la matriz del tejido limpiada quimicamente resultante.

Esta invencion apunta a una matriz de tejido limpiada quimicamente derivada de tejidos nativos, normalmente
celulares. La matriz de tejido limpia es esencialmente colageno que se tornd sustancialmente exento de
glucoproteinas, glucosaminoglucanos, proteoglucanos, lipidos, proteinas no colagenosas y acidos nucleicos como
ADN y ARN. Es importante que la capacidad de biorremodelaciéon de la matriz de tejido se conserve, puesto que
carece de residuos de detergentes unidos que afectarian negativamente la capacidad de biorremodelacion del
colageno. Ademas el colageno es colageno telopeptidico puesto que las regiones telopéptidicas de las moléculas de
colageno permanecen intactas, porque no ha sufrido tratamiento ni modificaciéon con enzimas durante el proceso de
limpieza.

El material colagenoso habitualmente mantiene la forma general del tejido del que deriva, pero se puede extender en
capas y unirlas entre si para formar laminas multicapa, tubos o prétesis de forma compleja. Las capas de colageno
unidas de la invencion son estructuralmente estables, plegables, semipermeables y suturables. Cuando el material
de la matriz se implanta en un huésped mamifero, sufre biodegradacion acompafada del adecuado reemplazo de
células vivas o la formacion de tejido nuevo, de modo que el material original implantado sea remodelado en ultima
instancia y reemplazado por el tejido y las células derivados del huésped.

Por lo tanto, es un objetivo de esta invencion proporcionar un material de matriz de tejido biorremodelable que
permitira y facilitara el crecimiento hacia adentro del tejido y/o la regeneracién del érgano en el sitio de implantacion.
Las protesis fabricadas con este material, cuando se injertan en un huésped o paciente receptor, sufren
biorremodelacion concomitante controlada y el reemplazo adecuado de células vivas para que la prétesis original
implantada sea remodelada por las células vivas del paciente para formar un érgano o tejido regenerado.

Aun otro objetivo es proporcionar un material de matriz de tejido nuevo que se pueda implantar utilizando técnicas
quirdrgicas convencionales.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion proporciona un método para el procesamiento de tejidos colagenosos nativos para trasplante.
El método de procesamiento esta disefiado para generar un material de tejido bioldgico colagenoso injertable
implantable, una matriz extracelular compuesta por colageno, que sirve como un andamio que puede ser
bioreemodelado por un huésped in vivo o por células vivas en cultivo in vitro.

Esta invencion apunta ademas a una protesis de ingenieria de tejidos, formada por tejido colagenoso nativo
procesado, que, cuando se implanta en un huésped mamifero, puede servir para reparar el funcionamiento,
aumentar el volumen o reemplazar una parte del cuerpo o una estructura tisular, y que sufrira biodegradacion
controlada que se produce concomitante con la remodelacion por las células del huésped. La matriz de tejido se
puede utilizar como un material protésico para indicaciones de autoinjerto, aloinjerto y heteroinjerto. La protesis de
esta invencion, en sus diversas realizaciones, tiene por lo tanto dos propiedades: en primer lugar, funciona como
sustituto de una parte del cuerpo, y en segundo lugar, aun funcionando como sustituto de una parte del cuerpo,
funciona como una plantilla de remodelacién para el crecimiento hacia adentro de las células del huésped. Aunque
las prétesis se ilustraran mediante la construccion de varios dispositivos y constructos, la invencién no es limitada
por ellos. Se apreciara que el disefio del dispositivo en su material, forma y espesor se debe elegir segun la
indicacion final para el constructo.

El método de limpieza quimica de esta invencion torna el material biolégico, como tejidos nativos y estructuras
tisulares, sustancialmente acelulares y sustancialmente exentos de componentes no colagenosos, manteniendo la
integridad estructural de la matriz de tejido colagenoso. La elastina a veces esta presente en el tejido nativo en
pequefas cantidades y no es eliminada por el método de limpieza quimica. La presencia de elastina puede ser
deseable para ciertas aplicaciones. Segun se usa en este documento, la expresion “sustancialmente acelular”
significa que tiene al menos 95% menos de células nativas y estructuras celulares que el estado natural del material
bioldgico. “Células y estructuras celulares” se refiere a células, vivas o no, restos de células, membranas celulares y
estructuras de membrana. El uso de la expresion “sustancialmente exento/as de componentes no colagenosos”
significa que las glucoproteinas, los glucosaminoglucanos, los proteoglucanos, los lipidos, las proteinas no
colagenosas y los acidos nucleicos como ADN y ARN constituyen menos del 5% en peso seco de la matriz de tejido
resultante. Como no se utilizan detergentes en el proceso de limpieza quimica, los residuos de detergentes que
normalmente permanecen unidos a la matriz de tejido no estan presentes. Como no se utilizan enzimas, los
telopéptidos de colageno permanecen en las moléculas de colageno. Ademas, el método de limpieza quimica torna
el material bioldgico estéril y exento de endotoxinas cuando se lo procesa utilizando un equipo y soluciones estériles,
y una técnica aséptica.
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La expresion “integridad estructural” se refiere a la capacidad de la matriz de tejido colagenoso limpiada
quimicamente para resistir fuerzas como tensidén, compresion y soporte. La integridad estructural del material
biolégico se conserva porque la distension se minimiza en los pasos de tratamiento quimico aunque ocurre algo de
distensién durante el tratamiento. La distension descontrolada o excesiva abre la estructura de la molécula de
colageno tornandola sensible a las enzimas celulares como la colagenasa y desestabiliza el colageno para dar lugar
a un constructo debilitado. Como la distensién afecta la estructura intramolecular de la molécula de colageno, afecta
la estructura general del material a nivel intermolecular al desorganizar los entrecruzamientos nativos entre las
moléculas de colageno. Juntos, la estructura de la molécula de colageno y los entrecruzamientos entre las
moléculas de colageno imparten integridad estructural al material.

El material de la matriz de tejido que mantiene mucha de su integridad estructural nativa es util, por ejemplo, cuando
se usa como un dispositivo protésico o como un material para construir dispositivos multicapa o complejos. La
integridad del material es importante si va a realizar una funcion de soporte de carga como el soporte de una pared
corporal, un dispositivo vascular o un dispositivo ortopédico. El término "suturable" est4 relacionado a la integridad
estructural lo que significa que las propiedades mecanicas del material incluyen la retencion de la sutura que permite
que las agujas y los materiales de sutura pasen a través del material de la prétesis, en el momento de suturar la
prétesis a secciones del tejido nativo, un proceso conocido como anastomosis. Durante la sutura, estas protesis no
se deben rasgar como resultado de las fuerzas de traccion aplicadas a ellas por la sutura, ni se deben rasgar cuando
la sutura se anuda. La suturabilidad del material protésico, es decir, la capacidad de la protesis para resistir el
rasgado mientras es suturada, se relaciona con la resistencia mecanica intrinseca del material de la prétesis, el
espesor del injerto, la tensidn aplicada a la sutura, y la velocidad a la que se tira del nudo para cerrarlo.

El material biolégico segun se define en la invencién incluye, pero no exclusivamente, tejidos extraidos de
mamiferos y sus estructuras, derivados de organismos humanos, bovinos, porcinos, caninos, ovinos, caprinos y
equinos. Las estructuras tisulares como dermis, arteria, vena, pericardio, valvula cardiaca, duramadre, ligamento,
intestino y fascia son todas estructuras tisulares preferidas que son capaces de ser limpiadas por los métodos de
esta invencion para obtener una matriz de tejido que sea sustancialmente acelular y esté sustancialmente exenta de
componentes no colagenosos.

Una fuente preferida de tejido de mamifero es la tunica submucosa del intestino delgado, muy preferentemente del
intestino delgado porcino. En el intestino delgado nativo, la tunica submucosa es la capa de tejido conectivo del
organo e incluye tanto células linfaticas como de vasos sanguineos. Métodos para la obtencién de tunica submucosa
se dan a conocer en WO 96/31157. Para obtener tunica submucosa porcina, también denominada "submucosa", se
extrae el intestino delgado de un cerdo y se vacia mecanicamente, preferentemente por medio de una maquina de
limpieza de tripas (Bitterling, Nottingham, Reino Unido). La maquina de limpieza de tripas elimina por la fuerza la
grasa y las capas de musculo, y las mucosas de la tunica submucosa usando una combinacién de accién mecanica
y lavado con agua. La accién mecanica se puede describir como una serie de rodillos que comprimen y quitan las
sucesivas capas de la tinica submucosa cuando se pasa el intestino intacto entre ellas. Como la tinica submucosa
del intestino delgado es comparativamente mas dura y mas rigida que el tejido circundante, se eliminan los
componentes mas blandos de la submucosa de la tunica submucosa. El resultado de la limpieza con la maquina es
tal que los tejidos mesentéricos, la tunica serosa y la tunica muscularis del ablumen de la tunica submucosa asi
como las capas de la tunica mucosa del lumen de la tunica submucosa son eliminados de la tunica submucosa para
que se mantenga unicamente la capa de tlnica submucosa del intestino. La matriz de tejido limpiada quimicamente
de la tunica submucosa también se denomina "capa de colageno intestinal" o "ICL". Cabe destacar que en algunas
fuentes animales, como carnivoros y omnivoros, el intestino delgado incluye un estrato compacto que es eliminado
en gran medida mediante este paso de limpieza mecanica.

En el area se conocen otros métodos para vaciar mecanicamente el intestino delgado como se describe en la
patente de los Estados Unidos N° 4,902,508 para Badylak. El método dado a conocer por esta patente incluye una
abrasion suave del tejido intestinal para eliminar las capas abluminales, incluidas la tunica serosa y la tunica
muscularis, y las capas internas que consisten en al menos una porcion luminal de la tinica mucosa.

Las capas que permanecen son la tunica submucosa con la capa basilar unida que consta de lamina muscularis
mucosa Y, si estaba inicialmente presente en el tejido de mamifero extraido, estrato compacto. El material intestinal
obtenido por cualquiera de los métodos se puede implantar o transformar primero en pared corporal o dispositivo
vascular por una serie de métodos que incluyen sutura, unién con grapas, composiciones adhesivas, unién quimica
y union térmica. Para toda la especificacién y los ejemplos se definen términos que atafien a ciertos parametros
operativos, para cantidades, tiempos y temperaturas que se pueden variar sin apartarse del espiritu y el alcance de
la invencion. Segun se usa en este documento, una “cantidad eficaz” se refiere al volumen y la concentracion de
composicion necesarios para obtener el efecto deseado. Una cantidad eficaz preferida para la limpieza quimica de
tejido es una relacion de 100:1 v/v entre solucion y tejido, pero mal los volumenes pueden ser determinados, mas o
menos, por los técnicos con experiencia al considerar la forma, la masa, el espesor, la densidad, y la celularidad del
tejido que se va a limpiar. Los técnicos con experiencia pueden estimar el tiempo necesario para que los pasos
quimicos sean eficaces al considerar la celularidad, la densidad de la matriz y el espesor del material que se va a
limpiar. A las soluciones les llevard mas tiempo penetrar materiales mas grandes, de mayor espesor 0 mas densos,
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y equilibrarse en el tejido La temperatura para el entorno y las soluciones utilizadas en la presente invencion es
preferentemente la temperatura ambiente, aproximadamente 25 °C, pero puede ser cualquiera comprendida en el
rango por encima de las temperaturas de congelacion de las soluciones utilizadas y por debajo de la temperatura de
desnaturalizacion del material de tejido que se esta tratando. Las temperaturas entre aproximadamente 4 °C y
aproximadamente 45 °C son suficientes para que el tratamiento de limpieza sea eficaz. Por agitacion, se entiende
agitacién o mezcla mecanica y se usa para mejorar la penetracién de las composiciones quimicas en el tejido y para
reducir el tiempo necesario para que el tratamiento quimico sea eficaz. La expresion “solucién amortiguada” se
refiere a una solucion acuosa que contiene al menos un agente que conserva la concentracion de i6n hidrégeno o el
pH de la solucion.

En el método preferido, puede ser necesario limpiar manualmente el tejido extraido, por ejemplo mediante diseccion
macroscoépica, y/o limpiar mecanicamente del exceso de tejidos como grasa y vasculatura. La limpieza manual
puede ser necesaria para algunos tejidos para facilitar la manipulacién durante el procesamiento o para un
tratamiento quimico mas eficaz.

En primer lugar el tejido se trata poniéndolo en contacto con una cantidad eficaz de un quelante, preferentemente
alcalino para limitar de manera controlable la distensiéon de la matriz del tejido. Los quelantes aumentan la
eliminacion de células, residuos de células y estructuras de la membrana basal de la matriz, al reducir la
concentracion de cation divalente. El tratamiento alcalino disocia las glucoproteinas y los glucosaminoglucanos del
tejido colagenoso y saponifica los lipidos. Los quelantes conocidos en el area que pueden ser utilizados incluyen,
pero no exclusivamente, acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) y acido etilenbis(oxietilenonitrilo)tetraacético
(EGTA). ElI EDTA es un quelante preferido y se puede tornar mas alcalino mediante adicion de hidréxido de sodio
(NaOH), hidréxido de calcio Ca(OH),, carbonato de sodio o peréxido de sodio. La concentracién de EDTA o EGTA
esta comprendida preferentemente entre aproximadamente 1 y aproximadamente 200 mM; mas preferentemente
entre aproximadamente 50 y aproximadamente 150 mM; muy preferentemente es de alrededor de aproximadamente
100 mM. La concentracion de NaOH esta comprendida preferentemente entre 0.001 y aproximadamente 1 M; mas
preferentemente entre aproximadamente 0.001 y aproximadamente 0.10 M; muy preferentemente es de
aproximadamente 0.01 M. Un técnico con experiencia puede determinar otros agentes alcalinos o basicos para
llevar el pH de la solucién quelante al rango de pH basico eficaz. El pH final de la solucién quelante basica deberia
estar comprendido preferentemente entre aproximadamente 8 y aproximadamente 12, pero mas preferentemente
entre aproximadamente 11.1 y aproximadamente 11.8. En la realizacion mas preferida el tejido se pone en contacto
con una solucion de EDTA100 mM /NaOH 10 mM en agua. El tejido se pone en contacto preferentemente por
inmersion en el quelante alcalino aunque se obtiene un tratamiento mas eficaz por agitacién del tejido y la solucion
juntos durante un tiempo, para que el paso de tratamiento sea eficaz.

Luego el tejido se pone en contacto con una cantidad eficaz de solucién acida, preferentemente que contenga una
sal. El tratamiento acido también cumple una funcion en la eliminacién de glucoproteinas y glucosaminoglucanos asi
como en la eliminacion de proteinas no colagenosas y acidos nucleicos como ADN y ARN. El tratamiento con sal
controla la distension de la matriz de tejido colagenoso durante el tratamiento acido y esta involucrado en la
eliminacion de algunas glucoproteinas y proteoglucanos de la matriz colagenosa. Se pueden usar soluciones acidas
conocidas en el area que incluyen, pero no exclusivamente, acido clorhidrico (HCI), acido acético (CH;COOQOH) y
acido sulfurico (H2SO4). Un acido preferido es el acido clorhidrico (HCI) a una concentracion preferentemente entre
aproximadamente 0.5 y aproximadamente 2 M, mas preferentemente entre aproximadamente 0.75 vy
aproximadamente 1.25 M; muy preferentemente de alrededor de 1 M. El pH final de la solucién de acido/sal esta
comprendido preferentemente entre aproximadamente 0 y aproximadamente 1, mas preferentemente entre
aproximadamente 0 y 0.75, y muy preferentemente entre aproximadamente 0.1 y aproximadamente 0.5. El acido
clorhidrico y otros acidos fuertes son los mas eficaces para romper las moléculas de acido nucleico mientras que los
acidos mas débiles son menos eficaces. Las sales que se pueden usar son preferentemente sales inorganicas e
incluyen, pero no exclusivamente, sales como cloruro de sodio (NaCl), cloruro de calcio (CaCl,) y cloruro de potasio
(KCIl) aunque los técnicos con experiencia pueden determinar otras sales eficaces. Preferentemente las sales de
cloruro se usan a una concentracion preferentemente entre aproximadamente 0.1 y aproximadamente 2 M; mas
preferentemente entre aproximadamente 0.75 y aproximadamente 1.25 M; muy preferentemente de alrededor de 1
M. Una sal de cloruro preferida para usar en el método es cloruro de sodio (NaCl). En la realizacion mas preferida, el
tejido se pone en contacto con HCI 1 M/NaCl 1 M en agua. El tejido se pone en contacto preferentemente por
inmersion en la solucion de acido/sal aunque se obtiene un tratamiento eficaz por agitacion del tejido y la solucion
juntos durante un tiempo, para que el paso de tratamiento sea eficaz.

Después el tejido se pone en contacto con una cantidad eficaz de una solucion de una sal que esta preferentemente
amortiguada a aproximadamente el pH fisioldgico. La solucion de la sal amortiguada neutraliza el material mientras
reduce la distension. Las sales que se pueden usar son preferentemente sales inorganicas e incluyen, pero no
exclusivamente, sales como cloruro de sodio (NaCl), cloruro de calcio (CaCl,) y cloruro de potasio (KCI); y sales
nitrogenadas como sulfato de amonio (NH3SO,) aunque los técnicos con experiencia pueden determinar otras sales
eficaces. Preferentemente las sales de cloruro se usan a una concentracion preferentemente entre
aproximadamente 0.1 y aproximadamente 2 M; mas preferentemente entre aproximadamente 0.75 vy
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aproximadamente 1.25 M; muy preferentemente de aproximadamente 1 M. Una sal de cloruro preferida para usar en
el método es cloruro de sodio (NaCl). Los amortiguadores son conocidos en el area e incluyen, pero no
exclusivamente, soluciones de fosfato y borato aunque los técnicos con experiencia pueden determinar otros
amortiguadores para usar en el método. Un método preferido para amortiguar la solucién de sal es agregar solucion
salina amortiguada con fosfato (PBS) preferentemente en la cual el fosfato estd a una concentracion entre
aproximadamente 0.001 y aproximadamente 0.02 M y la sal a una concentracién entre aproximadamente 0.07 y
aproximadamente 0.3 M respecto a la solucién de sal. Un pH preferido para la solucion es entre aproximadamente 5
y aproximadamente 9, mas preferentemente entre aproximadamente 7 y aproximadamente 8, y muy
preferentemente entre aproximadamente 7.4 y aproximadamente 7.6. En la realizacion mas preferida, el tejido se
pone en contacto con cloruro de sodio (NaCl) 1 M/solucién salina amortiguada con fosfato 10 mM (PBS) a un pH
entre aproximadamente 7.0 y aproximadamente 7.6. El tejido se pone en contacto preferentemente por inmersién en
la solucién de sal amortiguada mientras se obtiene un tratamiento eficaz por agitacion del tejido y la solucién juntos
durante un tiempo, para que el paso de tratamiento sea eficaz.

Después del tratamiento de limpieza quimica, preferentemente el tejido se enjuaga para liberarlo de los agentes de
limpieza quimicos poniéndolo en contacto con una cantidad eficaz de agente de enjuague. Se pueden usar agentes
como agua, soluciones salinas isotonicas y soluciones amortiguadas de pH fisiolégico y se pone en contacto con el
tejido durante un tiempo suficiente para eliminar los agentes de limpieza. Una solucion de enjuague preferida es
solucion salina amortiguada a pH fisioldgico como solucién salina amortiguada con fosfato (PBS). Otras maneras de
enjuagar el tejido de agentes de limpieza quimicos pueden ser determinadas por un técnico con experiencia. Los
pasos de limpieza de poner en contacto el tejido con un quelante alcalino y poner en contacto el tejido con una
solucion acida que contiene la sal, se pueden realizar en cualquier orden para lograr sustancialmente el mismo
efecto de limpieza. Sin embargo, las soluciones no se pueden combinar y realizar como un solo paso.

La composicién de la invencidon es una matriz de tejido limpiada quimicamente derivada de tejidos nativos,
normalmente celulares. La matriz de tejido limpia es telopéptido de colageno acelular, aproximadamente en un 93%
en peso seco, con menos de aproximadamente un 5% en peso seco de glucoproteinas, glucosaminoglucanos,
proteoglucanos, lipidos, proteinas no colagenosas y acidos nucleicos tales como ADN y ARN. Es importante que la
capacidad de biorremodelacién de la matriz de tejido se conserva puesto que carece de residuos de detergentes
unidos que afectarian negativamente la capacidad de biorremodelacion del colageno. Ademas, las moléculas de
colageno retuvieron sus regiones telopeptidicas, porque el tejido no se sometié a tratamiento con enzimas durante el
proceso de limpieza.

Las matrices de tejido derivan de dermis, arteria, vena, pericardio, valvula cardiaca, duramadre, ligamento, intestino
y fascia. Una composicién muy preferida es una capa de colageno intestinal limpiada quimicamente derivada del
intestino delgado. Son fuentes adecuadas de intestino delgado los organismos mamiferos tales como seres
humanos, vacas, cerdos, ovejas, perros, cabras o caballos, aunque la fuente preferida es el intestino delgado del
cerdo. En una realizacién preferida, la capa de colageno comprende la tdnica submucosa derivada del intestino
delgado porcino. En otra realizacion, la capa de colageno comprende la tinica submucosa y las capas basilares del
intestino delgado. Las capas basilares consisten en la lamina muscularis mucosa y, si estaba presente en el tejido
nativo, el estrato compacto.

La composicién mas preferida de la invencion es la capa de colageno intestinal, limpiada por el método de limpieza
quimica de la invencion, que es esencialmente colageno, principalmente colageno tipo I, con menos de
aproximadamente 5% en peso seco de glucoproteinas, glucosaminoglucanos, proteoglucanos, lipidos, proteinas no
colagenosas Yy acidos nucleicos tales como ADN y ARN. La capa de colageno carece de residuos de detergentes
unidos que afectarian negativamente la capacidad de biorremodelacion del colageno. La capa de colageno carece
sustancialmente de células y residuos celulares, incluidos los acidos nucleicos endégenos como ADN, ARN y de
lipidos. Ademas, la capa de colageno intestinal es estéril y carece de endotoxinas cuando se la procesa utilizando un
equipo y soluciones estériles y una técnica aséptica.

Una vez que la matriz de tejido colagenoso se ha tornado sustancialmente acelular y exenta de componentes de la
matriz extracelular sustancialmente no colagenosos, se pueden fabricar protesis para implantacién o injerto a partir
de ella. Las capas de colageno se pueden suturar o unir entre si por medio de diversas técnicas conocidas en el
area. Los métodos para unir las capas pueden emplear adhesivos como trombina, fibrina o materiales sintéticos
tales como cianometacrilatos o agentes de reticulacién quimicos. Otros métodos pueden emplear calor generado por
laser, luz o microondas. También se pueden emplear hornos de conveccién y bafos de liquidos calefaccionados.

La soldadura térmica de las capas de colageno es el método preferido para unir entre si las capas de colageno de la
invencion. En los documentos WO 95/22301, WO 96/31157 y en la patente de los Estados Unidos N° 5,571,216 se
describen métodos para la soldadura térmica del colageno. La ICL se corta primero longitudinalmente y se aplana
sobre una placa plana, soélida. Después se superponen una O mas capas sucesivas una sobre la otra,
preferentemente en orientacion perpendicular alternante. Se pone una segunda placa plana sélida sobre las capas y
las dos placas se sujetan firmemente entre si. Después se calientan el aparato completo, las placas sujetas y la
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capas de colageno durante un periodo de tiempo y en condiciones suficientes para efectuar la unién de las capas de
colageno entre si. La cantidad de calor aplicado debe ser suficientemente alta como para permitir que el colageno se
una, pero no tan alta como para que el colageno se desnaturalice irreversiblemente. El tiempo de calentamiento y la
union dependeran del tipo de capa de material de colageno usado, el contenido de humedad y el espesor del
material, y del calor aplicado. Un rango tipico de calor es de aproximadamente 50 °C a aproximadamente 75 °C,
mas tipicamente de 60 °C a 65 °C, y muy tipicamente 62 °C. Un rango tipico de tiempos sera de aproximadamente 7
minutos a aproximadamente 24 horas, generalmente de aproximadamente una hora. El grado de calor y la cantidad
de tiempo durante el cual se aplica el calor se puede determinar facilmente mediante experimentacién de rutina
variando los parametros de calor y tiempo. El paso de unién se puede realizar en una estufa convencional, aunque
se pueden usar otros aparatos o aplicaciones de calor incluidos, pero no exclusivamente, un bafio de agua, energia
laser o conduccion eléctrica del calor. Inmediatamente después del calentamiento y la unién, las capas de colageno
se enfrian, en aire o en un bafio de agua, a un rango comprendido entre temperatura ambiente a 20 °C y 1 °C. Se
requiere un enfriamiento rapido, denominado inactivacion, para detener la acciéon del calentamiento y crear una
unién eficaz entre las capas de colageno. Para llevar a cabo esta etapa, las capas de colageno se pueden enfriar,
normalmente en un bafio de agua, con una temperatura comprendida preferentemente entre aproximadamente 1 °C
y aproximadamente 10 °C, muy preferentemente de aproximadamente 4 °C. Aunque se pueden usar temperaturas
de enfriamiento por debajo de 1 °C, es necesario tener cuidado de no congelar las capas de colageno, lo que puede
producir lesiones estructurales. Ademas, en la inactivacion se pueden usar temperaturas por encima de 10 °C, pero
si la temperatura de la inactivacion es demasiado alta, entonces la velocidad de enfriamiento puede no ser suficiente
como para fijar las capas de colageno entre si.

En la realizacion preferida, el material de colageno es reticulado. La reticulacion imparte una mayor resistencia e
integridad estructural al constructo protésico formado, mientras que regula la biorremodelacion del colageno por las
células cuando el constructo se implanta en un paciente. Los agentes de reticulacion de colageno incluyen
glutaraldehido, formaldehido, carbodiimidas, diisocianato de hexametileno, bisimidatos, glioxal, cloruro de adipilo,
almidén dialdehido y ciertos compuestos poliepoxidicos tales como glicol diglicidil éter, poliol poliglicidil éter y
diglicidil éster de acido dicarboxilico. También se pueden usar métodos deshidrotérmicos, irradiaciéon UV y/o
métodos mediados por azucar. El colageno también se reticulara naturalmente con el envejecimiento a temperatura
ambiente. Sin embargo, los agentes de reticulacion no necesitan estar limitados a estos ejemplos puesto que se
pueden usar otros agentes de reticulaciéon y métodos conocidos por los técnicos con experiencia. Los agentes de
reticulacion se deben elegir para que produzcan un material biocompatible capaz de ser remodelado por las células
del huésped. Un agente de reticulacion preferido es clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC).
La solucién de reticulacion que contiene EDC y agua también puede contener acetona. La reticulacion con EDC fue
descrita en las publicaciones internacionales PCT N° WO 95/223011 y WO 96/31157.

En algunas realizaciones, se pueden agregar capas de colageno adicionales a las superficies externa o interna de
las capas de coladgeno unidas, antes o después de la reticulacién. En constructos tubulares, como en un constructo
vascular, se puede agregar colageno fibrilar denso a la superficie luminal para crear una superficie de flujo lisa para
su aplicacion final como se describe en la publicacién internacional PCT N° WO 95/22301. Esta capa de colageno
lisa también promueve la unién de las células huésped, como en la formacién de la neointima, que facilita el
crecimiento hacia adentro y la biorremodelacion del constructo. Como se describe en la publicacion internacional
PCT N° WO 95/22301, esta capa de colageno lisa puede estar hecha de colageno fibrilar o no fibrilar extraido con
acido, que predominantemente es colageno tipo I, pero también puede incluir otros tipos de colageno. El colageno
utilizado puede proceder de varias fuentes mamiferas, generalmente piel o tendones de bovinos, porcinos u ovinos.
El colageno se ha procesado preferentemente por extraccion con acido para obtener una dispersion de fibrillas o gel
de alta pureza. El colageno se puede extraer con acido de la fuente de colageno usando un acido débil, como acido
aceético, citrico o formico. Una vez extraido en la solucion, el colageno se puede precipitar con sal usando NaCl y
recuperar usando técnicas convencionales como centrifugacion o filtracion. Se describen detalles del colageno
extraido con acido de tenddn bovino, por ejemplo, en la patente de los Estados Unidos N° 5,106,949.

A la prétesis se le puede aplicar heparina por diversas técnicas bien conocidas. Con fines ilustrativos, la heparina se
puede aplicar a la prétesis de las tres maneras siguientes. En primer lugar, se puede aplicar solucién de benzalconio
heparina (BA-Hep) a la proétesis, sumergiendo la prétesis en la solucion y después secandola al aire. Este
procedimiento trata el colageno con un complejo de BA-Hep unido iénicamente. En segundo lugar, se puede usar
EDC para activar la heparina, y después para unir covalentemente la heparina a la fibra de colageno. En tercer
lugar, se puede usar EDC para activar el colageno, después unir covalentemente protamina al colageno y después
unir iénicamente la heparina a la protamina. También se podrian usar otros muchos procedimientos de
recubrimiento, unién y adhesion bien conocidos en el area.

También se puede realizar el tratamiento del material de la matriz de tejido con agentes como factores de
crecimiento o productos farmacéuticos ademas, o en sustitucion, de la heparina. Los agentes pueden incluir, por
ejemplo, factores de crecimiento para promover la vascularizaciéon y epitelizaciéon, como el factor de crecimiento
derivado de macréfagos (MDGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento
derivado de células endoteliales vasculares (VEGF); antibiéticos para luchar contra cualquier posible infeccién por el
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implante quirdrgico; o factores de crecimiento nervioso incorporados en la capa de colageno interna cuando la
protesis se usa como un conducto para la regeneracion de nervios. Ademas o en substitucion de los farmacos, se
pueden incluir componentes de matriz como proteoglucanos, glucoproteinas o glucosaminoglucanos dentro del
constructo.

La prétesis de colageno formada de esta manera también se puede esterilizar en una solucion diluida de acido
peracético con un pH neutro. En la patente de los Estados Unidos N° 5,460,962 se describen métodos para
esterilizar el colageno. En el método preferido, el colageno se desinfecta con una solucién diluida de acido
peracético a pH neutro. La concentracion de acido peracético estd comprendida preferentemente entre
aproximadamente 0.01 y 0.3% v/v en agua a pH neutralizado entre aproximadamente pH 6 y pH 8. Como alternativa,
también se puede usar esterilizacidén con irradiacién gamma, generalmente a 2.5 Mrad, o con plasma de gas para
esterilizar el colageno. También se pueden usar otros métodos conocidos en el area para esterilizar el colageno.

Ejemplos
Ejemplo 1: Limpieza quimica de intestino delgado porcino vaciado mecanicamente

Se extrajo el intestino delgado de un cerdo y se limpié6 mecanicamente usando una maquina limpiadora de tripas
Bitterling (Nottingham, Reino Unido) que retira a la fuerza la grasa, el musculo y las capas mucosas de la tunica
submucosa usando una combinacién de accién mecanica y lavado usando agua. La accién mecanica se puede
describir como una serie de rodillos que comprimen y quitan las sucesivas capas de la tunica submucosa cuando se
pasa el intestino intacto entre ellas. La tunica submucosa del intestino delgado es comparativamente mas dura y
mas rigida que el tejido circundante, y los cilindros prensan los componentes mas blandos de la submucosa. El
resultado de la limpieza a maquina fue tal que sélo qued6 la capa submucosa del intestino. El resto del
procedimiento se realizd en condiciones asépticas y a temperatura ambiente. Todas las soluciones quimicas se
usaron a temperatura ambiente. Después se corto el intestino longitudinalmente hasta el lumen y luego se corté en
secciones de 15 cm. El material se peso6 y se colocd en recipientes a una relacion de aproximadamente 100:1 v/v
entre solucién y material intestinal.

A. A cada recipiente que contenia intestino se le agreg6 aproximadamente 1 L de solucién de sal tetrasddica
del acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) 100 mM/soluciéon de hidréoxido de sodio (NaOH) 10 mM,
esterilizada con un filtro de 0.22 mm (micrémetro). Después los recipientes se colocaron en una mesa vibratoria
durante aproximadamente 18 horas a aproximadamente 200 rpm. Después de la agitacion se retird la solucion
de EDTA/NaOH de cada frasco.

B. A cada recipiente se le agregd después aproximadamente 1 L de soluciéon de acido clorhidrico (HCI) 1
M/solucién de cloruro de sodio (NaCl) 1 M, esterilizada con un filtro de 0.22 mm. Después los recipientes se
colocaron en una mesa vibratoria durante aproximadamente 6 a 8 horas a aproximadamente 200 rpm. Después
de la agitacion se retiré la solucién de HCI/NaCl de cada recipiente.

C. A cada recipiente se le agregd después aproximadamente 1 L de solucion de cloruro de sodio (NaCl) 1
M/solucién salina amortiguada con fosfato (PBS) 10 mM, esterilizada con un filtro de 0.22 mm. Después los
recipientes se colocaron en una mesa vibratoria durante aproximadamente 18 horas a 200 rom. Después de la
agitacion se retir6 la solucion de NaCl/PBS de cada recipiente.

D. A cada recipiente se le agregé después aproximadamente 1 L de solucion de PBS 10 mM esterilizada con
un filiro de 0.22 mm. Después los recipientes se colocaron en una mesa vibratoria durante aproximadamente
dos horas a 200 rpm. Después de la agitacion, se retird la solucion salina amortiguada con fosfato de cada
recipiente.

E. Finalmente, a cada recipiente se le agregé después aproximadamente 1 L de agua esterilizada con un filtro
de 0.22 mm. Después los recipientes se colocaron en una mesa vibratoria durante aproximadamente una hora
a 200 rpm. Después de la agitacion, se retir6 el agua de cada recipiente.

Las muestras tratadas se cortaron y se fijaron para analisis histoldgico. Se realiz6 tincién con hematoxilina y eosina
(H&E) y tincion tricromica de Masson tanto en muestras de cortes transversales como en muestras de cortes
longitudinales de los tejidos de control y tratados. Las muestras de tejidos tratados aparecieron sin células y sin
residuos celulares, mientras que las muestras de control aparecieron normal y esperablemente muy celulares.

Ejemplo 2: Limpieza quimica de una valvula cardiaca porcina

Se adquirié un corazoén porcino de un lechén de 1 libra que se despachd en solucion salina de pH fisiologico en
hielo. En el transcurso de las 4 horas siguientes se extrajeron las valvulas cardiacas de la masa cardiaca usando un
escalpelo y férceps. También se realizé algo de diseccidon macroscopica para retirar el exceso de tejido de alrededor
de las valvulas. Una valvula se retuvo como control y se cortd en piezas de muestra que se fijaron para diversos
analisis histologicos, mientras que la otra valvula se sometié al proceso de limpieza quimica. El resto del
procedimiento se realizd en condiciones asépticas y a temperatura ambiente. Todas las soluciones quimicas se
usaron a temperatura ambiente.
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La valvula se colocé en 1 L de solucion de EDTA 100 mM/NaOH 10 mM durante aproximadamente 18 horas
mientras se agitaba en una plataforma vibratoria. Después la valvula se colocé en 1 L de HCI 1 M/NaCl 1 M y se
agité durante 8 horas. Después la valvula se colocé en 1 L de HCI 1 M/solucion salina amortiguada con fosfato
(PBS)10 mM y se agitdé durante aproximadamente 18 horas. Luego la valvula se enjuagd en PBS durante
aproximadamente 2 a 4 horas y después finalmente se enjuagé con agua estéril durante aproximadamente 1 hora
mientras se agitaba. Después se cortaron piezas de la muestra tratada y se fijaron para diversos analisis
histolégicos.

Se realiz tinciéon con hematoxilina y eosina (H&E) y tincion tricromica de Masson tanto en muestras de cortes
transversales como en muestras de cortes longitudinales de las valvulas de control y tratadas. Las muestras de
valvula tratada aparecieron sin células y sin residuos celulares, mientras que las muestras de control aparecieron
normal y esperablemente muy celulares.

Ejemplo 3: Limpieza quimica de arteria, pericardio y fascia de porcino

Se adquirieron un segmento de arteria femoral, el pericardio entero y la fascia de una cerda de 450 libras. Los
tejidos se despacharon en solucion salina de pH fisiologico en hielo. Los tejidos se diseccionaron posteriormente
para retirar el exceso de tejido. Se tomaron muestras de cada tejido sin limpiar como muestras de control y se fijaron
para diversos analisis histolégicos, mientras que el resto de los tejidos se sometié al proceso de limpieza quimica. El
resto del procedimiento se realizé en condiciones asépticas y a temperatura ambiente. Todas las soluciones
quimicas se usaron a temperatura ambiente.

Los tejidos se colocaron por separado en 1 L de soluciéon de EDTA 100 mM/10 mM y se agitaron en una plataforma
vibratoria durante aproximadamente 18 horas. Después los tejidos se colocaron por separado en 1 L de solucion de
HCI 1 M/NaCl 1 M y se agitaron durante 8 horas. A continuacion, los tejidos se colocaron por separado en 1 L de
solucion de HCI 1 M/solucion salina amortiguada con fosfato (PBS) 10 mM y después se agitaron durante
aproximadamente 18 horas. Luego los tejidos se enjuagaron por separado en PBS durante aproximadamente 2 a 4
horas y después finalmente se enjuagaron con agua estéril durante aproximadamente 1 hora mientras se agitaban.
Después se cortaron piezas de las muestras tratadas y se fijaron para diversos analisis histologicos.

Se realiz6 tincién con hematoxilina y eosina (H&E) y tincién tricrémica de Masson tanto en muestras de cortes
transversales como en muestras de cortes longitudinales de los tejidos de control y tratados. Las muestras de tejidos
tratados aparecieron sin células y sin residuos celulares, mientras que las muestras de control aparecieron normal y
esperablemente muy celulares.

Ejemplo 4: Limpieza quimica ordenada de manera diferente

Este procedimiento se realizé en condiciones asépticas y a temperatura ambiente y todas las soluciones quimicas se
usaron a temperatura ambiente.

Se corto el intestino porcino vaciado mecanicamente en cinco secciones de 15 cm como se describe en el ejemplo
1.

A cada recipiente se le agregd después aproximadamente 1 L de solucion de acido clorhidrico (HCI) 1 M/solucién de
cloruro de sodio (NaCl) 1 M, esterilizada con un filtro de 0.22 mm. Después los recipientes se colocaron en una
mesa vibratoria durante aproximadamente 6 a 8 horas a aproximadamente 200 rpm. Después de la agitacién se
retird la soluciéon de HCI/NaCl de cada recipiente.

A cada recipiente que contenia intestino se le agregd aproximadamente 1 L de solucién de acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) 100 mM/solucion de hidroxido de sodio (NaOH) 10 mM, esterilizada con un filtro
de 0.22 mm (micrémetro). Después los recipientes se colocaron en una mesa vibratoria durante aproximadamente
18 horas a aproximadamente 200 rpm. Después de la agitacion se retird la solucion de EDTA/NaOH de cada frasco.

A cada recipiente se le agregd después aproximadamente 1 L de solucion de cloruro de sodio (NaCl) 1 M/solucién
salina amortiguada con fosfato (PBS) 10 mM, esterilizada con un filtro de 0.22 mm. Después los recipientes se
colocaron en una mesa vibratoria durante aproximadamente 18 horas a 200 rpm. Después de la agitacién se retir6 la
solucion de NaCl/PBS de cada recipiente.

A cada recipiente se le agregd después aproximadamente 1 L de solucién de PBS 10 mM esterilizada con un filtro
de 0.22 mm. Después los recipientes se colocaron en una mesa vibratoria durante aproximadamente una hora a 200
rpm. Después de la agitacion, se retird la solucion salina amortiguada con fosfato de cada recipiente.

Finalmente, a cada recipiente se le agreg6 después aproximadamente 1 L de agua esterilizada con un filtro de 0.22
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mm. Después los recipientes se colocaron en una mesa vibratoria durante aproximadamente una hora a 200 rpm.
Después de la agitacion, se retird el agua de cada recipiente.

Después se cortaron piezas de las muestras tratadas y se fijaron para diversos analisis histolégicos. Se realizd
tincién con hematoxilina y eosina (H&E) y tincién tricromica de Masson tanto en muestras de cortes transversales
como en muestras de cortes longitudinales de los tejidos de control y tratados. Las muestras de tejidos tratados
aparecieron sin células y sin residuos celulares, mientras que las muestras de control aparecieron normal y
esperablemente muy celulares.

Ejemplo 5: Diversos agentes alcalinos y quelantes

La limpieza de la submucosa intestinal porcina vaciada mecanicamente se realizé de acuerdo con el ejemplo 1. Este
procedimiento se llevd a cabo en condiciones asépticas y a temperatura ambiente y todas las soluciones quimicas
se usaron a temperatura ambiente. Se siguio el proceso de limpieza quimica del ejemplo 1, pero con la sustitucion
del quelante alcalino del paso A por otros quelantes alcalinos de naturaleza similar:

A. A cada recipiente que contenia intestino se le agregdé aproximadamente 1 L de solucién o bien de acido
etilenbis(oxietilenonitrilo)tetraacético (EGTA) 100 mM/NaOH 10 mM, o bien de EDTA 100 mM/Ca(OH).
(hidroxido de calcio) 10 mM; o bien de EDTA 100 mM/solucién de K,CO; (carbonato de potasio) 10 mM,
esterilizada con un filtro de 0.22 mm (micrémetro). Después los recipientes se colocaron en una mesa vibratoria
durante aproximadamente 18 horas a aproximadamente 200 rpm. Después de la agitacion, se retird la solucidn
de quelantes de cada frasco.

B. A cada recipiente se le agregd después aproximadamente 1 L de soluciéon de acido clorhidrico (HCI) 1
M/solucidn de cloruro de sodio (NaCl) 1 M, esterilizada con un filtro de 0.22 mm. Después los recipientes se
colocaron en una mesa vibratoria durante aproximadamente 6 a 8 horas a aproximadamente 200 rpm. Después
de la agitacion se retiré la solucion de HCI/NaCl de cada recipiente.

C. A cada recipiente se le agregé después aproximadamente 1 L de solucidon de cloruro de sodio (NaCl) 1
M/solucién salina amortiguada con fosfato (PBS) 10 mM, esterilizada con un filiro de 0.22 mm. Después los
recipientes se colocaron en una mesa vibratoria durante aproximadamente 18 horas a 200 rpm. Después de la
agitacion se retir6 la solucion de NaCl/PBS de cada recipiente.

D. A cada recipiente se le agregd después aproximadamente 1 L de solucion de PBS 10 mM esterilizada con
un filtro de 0.22 mm. Después los recipientes se colocaron en una mesa vibratoria durante aproximadamente
una hora a 200 rpm. Después de la agitacion, se retiré la solucion salina amortiguada con fosfato de cada
recipiente.

E. Finalmente, a cada recipiente se le agregé después aproximadamente 1 L de agua esterilizada con un filtro
de 0.22 mm. Después los recipientes se colocaron en una mesa vibratoria durante aproximadamente una hora
a 200 rpm. Después de la agitacion, se retird el agua de cada recipiente. Las muestras se fijaron para analisis
histoldgicos.

Se realiz6 tincién con hematoxilina y eosina (H&E) y tincién tricrébmica de Masson tanto en muestras de cortes
transversales como en muestras de cortes longitudinales de los tejidos de control y tratados. Las muestras de tejidos
tratados aparecieron sin células y sin residuos celulares, mientras que las muestras de control aparecieron normal y
esperablemente muy celulares.

Ejemplo 6: Diversos acidos y sales

La submucosa intestinal porcina vaciada mecéanicamente del ejemplo 1 se limpié quimicamente usando un &cido
sustituido o una sal sustituida en el paso B. Este procedimiento se realiz6é en condiciones asépticas y a temperatura
ambiente y todas las soluciones quimicas se usaron a temperatura ambiente.

A. A cada recipiente que contenia intestino se le agreg6 aproximadamente 1 L de solucién de sal tetrasddica
del acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) 100 mM/solucion de hidroxido de sodio (NaOH) 10 mM,
esterilizada con un filtro de 0.22 mm (micrémetro). Después los recipientes se colocaron en una mesa vibratoria
durante aproximadamente 18 horas a aproximadamente 200 rpm. Después de la agitacion se retird la solucién
de EDTA/NaOH de cada frasco.

B. A cada recipiente se le agreg6 después una soluciéon o bien de CH3COOH (4cido acético) 1 M/NaCl 1 M o
bien de H>SO4 (acido sulfurico) 1 M/solucion de NaCl 1 M, esterilizada con un filtro de 0.22 mm. Después los
recipientes se colocaron en una mesa vibratoria durante aproximadamente 6 a 8 horas a aproximadamente 200
rpm. Después de la agitacion, se retird la solucion de cada recipiente.

C. A cada recipiente se le agregé después aproximadamente 1 L de solucidon de cloruro de sodio (NaCl) 1
M/solucién salina amortiguada con fosfato (PBS) 10 mM, esterilizada con un filiro de 0.22 mm. Después los
recipientes se colocaron en una mesa vibratoria durante aproximadamente 18 horas a 200 rpm. Después de la
agitacion se retir6 la solucion de NaCIl/PBS de cada recipiente.

D. A cada recipiente se le agregd después aproximadamente 1 L de solucion de PBS 10 mM, esterilizada con
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un filiro de 0.22 mm. Después los recipientes se colocaron en una mesa vibratoria durante aproximadamente
una hora a 200 rpm. Después de la agitacion, se retird la soluciéon salina amortiguada con fosfato de cada
recipiente.

E. Finalmente, a cada recipiente se le agregé después aproximadamente 1 L de agua esterilizada con un filtro
de 0.22 mm. Después los recipientes se colocaron en una mesa vibratoria durante aproximadamente una hora
a 200 rpm. Después de la agitacion, se retir6 el agua de cada recipiente.

Después se cortaron piezas de las muestras tratadas y se fijaron para diversos analisis histolégicos. Se realizd
tincion con hematoxilina y eosina (H&E) y tincion tricromica de Masson tanto en muestras de cortes transversales
como en muestras de cortes longitudinales de los tejidos de control y tratados. Las muestras de tejidos tratados
aparecieron sin células y sin residuos celulares, mientras que las muestras de control aparecieron normal y
esperablemente muy celulares.

Ejemplo 7: Contenido de glucosaminoglucano (GAG) de ICL determinado por electroforesis en gel de acetato de
celulosa y ensayo con azul Alcian

Para determinar el contenido de GAG de ICL, se realiz6 electroforesis en gel de acetato de celulosa con tincion
posterior con azul Alcian en extractos de ICL limpiada quimicamente.

Se cortaron muestras de ICL sometidas al régimen de limpieza quimica indicado en el ejemplo 1, en piezas de 0.125
cm? y se pusieron en tubos eppendorf. Para digerir las muestras, se afiadieron 100 ul de papaina (0,1 mg/ml de
papaina en fosfato sodico 0.1 M, cloruro sddico 0.1 M, EDTA 0.005 M, 0.9 mg/ml de cisteina, pH 5.8) a cada tubo y
se incubd durante aproximadamente 18 horas a 60 °C. Se prepararon patrones que contenian cantidades conocidas
de GAG (heparina) en paralelo. Después se agregaron Dowex (0.4 g de la forma en HCI) y 3 ml de agua. Después
de centrifugar para eliminar la resina Dowex, se extrajo 1 ml y se liofiliz6. Luego las muestras se rehidrataron en 100
ul de agua purificada y se centrifugaron durante aproximadamente 5 minutos.

Se separaron muestras en laminas de acetato de celulosa usando el método de Newton, et al. (1974). Las laminas
de acetato de celulosa se sumergieron en cloruro de litio 0.1 M/solucién amortiguadora de EDTA (pH 5.8) y se
secaron suavemente. Se aplicaron las muestras (5 pl cada una) a las laminas en el extremo del catodo y se
sometieron a electroforesis durante 30 minutos a 5 mA.

Después de la electroforesis, las ldminas se sumergieron inmediatamente en una solucién de tincion con azul Alcian
(0.2% de azul Alcian 8GX, cloruro de magnesio 0.05 M, soluciéon amortiguadora de acetato de sodio 0.025 M (pH
5.8) en alcohol etilénico al 50%) y se colocaron en una plataforma vibratoria durante aproximadamente 30 minutos a
temperatura ambiente. Después las laminas se destifieron en al menos tres lavados de solucidon para destefir
(cloruro de magnesio 0.05 M, solucién amortiguadora de acetato de sodio 0.025 M (pH 5.8) en alcohol etilénico al
50%) durante un total de aproximadamente 30 minutos en una plataforma vibratoria. No se observd tincién de GAG
detectable para la ICL digerida con papaina, mientras que se detectd tan poco como 0.005 microgramos de patrén
de heparina.

Estos resultados demostraron que la cantidad total de GAG restante en la ICL limpiada quimicamente es menor de
1% (peso seco).

Ejemplo 8: Contenido de lipidos de ICL determinado por extraccién con cloruro de metileno

Se tendié de forma plana ICL en placas de plastico y se secé al aire durante dos horas. Una vez seca, la ICL se
cortd en pequefas piezas de aproximadamente 1 cm? de las cuales se transfirieron 1.100 g a un cartucho para
soxhlet.

A un balén marca Kontes 24/40 se le agregaron 90 ml de cloruro de metileno. El soxhlet se monté en la campana de
extraccion con el fondo del balén en un bafio de agua calefaccionada, y agua enfriada con hielo circulando por el
destilador.

Se dejo que la extraccion continuara durante 4 horas, después de lo cual se desmontd el soxhlet. El balén que
contenia el solvente y el material extraido se dejo en el bafio de agua calefaccionada hasta que se evaporo el
cloruro de metileno y quedaron 5 ml. Después el cloruro de metileno se transfirié a un tubo de cultivo de vidrio de 11
x 13 y se evaporé el resto del solvente. Se agregaron 2 ml de cloruro de metileno al tubo y el tubo se tapo
inmediatamente y se colocé en un congelador a -20 °C.

Después se determind el peso del material extraido. El tubo de vidrio se colocé en un bafio de hielo. Se taré el peso
de una navecilla para pesar de aluminio Ludiag de 1.12 ml en una microbalanza (Spectrum Supermicro). Se
agregaron 10 pl de la extraccion resuspendida a la navecilla para pesar, y el solvente se evapord colocando la
navecilla sobre una plancha caliente durante 45 segundos. Se dej6 enfriar la navecilla durante aproximadamente
190 segundos y se la colocé en la microbalanza. Después se repitio el procedimiento para volumenes de extraccion
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de 20 ply 30 pl.

Los resultados indican que el porcentaje de lipidos en la ICL seca, limpiada quimicamente, es menor de
aproximadamente 0.7% en peso de lipidos. En contraposicion, la ICL que no se limpié quimicamente contiene una
fraccion mayor de lipidos; al menos aproximadamente 1.5% en peso en la ICL seca que no se limpidé quimicamente
por el método de la invencion.

Ejemplo 9: Andlisis de aminoacidos de ICL

Los colagenos son proteinas caracterizadas por sus regiones triple helicoidales que tienen un triplete repetido de los
aminoacidos glicina-X-Y, donde X es frecuentemente prolina e Y es frecuentemente hidroxiprolina. La hidroxiprolina
se usa a menudo como un aminoacido para identificar y cuantificar colagenos. (Udenfriend, Science, 152:1335-1340,
1966).

Para determinar el andlisis completo de los aminoacidos de ICL, se realiz6 HPLC PICO-TAG de la ICL porcina
limpiada mecanicamente (no limpiada quimicamente) y la ICL limpiada quimicamente. Se midi6 y comparo el
contenido de hidroxiprolina de ambos materiales.

Se secaron adicionalmente piezas de muestras de ICL de cada condicién que pesaban entre aproximadamente 0.31
y aproximadamente 0.36 g usando una estufa CEM AVC80 (CEM Corp.; Matthews, NC). Se cortaron muestras mas
pequefias de esas piezas de ICL secas que pesaron entre aproximadamente 9.5 y aproximadamente 13.1 mg. Las
muestras se colocaron en tubos de cultivo con tapa de rosca y después se hidrolizaron (n = 3 para cada condicion)
en fenol al 1% en HCI 6 M a 110 °C durante aproximadamente 16 horas. Luego, los hidrolizados de ICL se diluyeron
en HCI 0.1 M para normalizar las concentraciones del material a 1 mg/ml. Se agregaron a tubos de vidrio (6 x 55)
rotulados, 20 ml de los hidrolizados y 8 ml de L-norleucina a una concentracion de 1.25 mmol/ml como patron
interno. Después las muestras se congelaron y se liofilizaron. Después las muestras se volvieron a secar agregando
20 ml de etanol:agua:trietilamina 2:2:1 a los tubos, congelando vy liofilizando. Después se derivatizaron las muestras
durante 20 minutos a temperatura ambiente agregando 20 ml de reactivo (etanol:agua:trietilamina:PITC 7:1:1:1)
seguido de congelacion y liofilizacion. Finalmente, las muestras se suspendieron en 200 ml de diluyente de muestras
PICO-TAG y se distribuyeron alicuotas en viales de HPLC.

Se prepararon patrones de aminoacidos de la siguiente manera: se agregd 0.1 ml de patron de aminoacidos
(producto N°: A-9531, Sigma) a 1.9 ml de HCI 0.1 M. Se realizaron cinco diluciones seriadas 1:1 usando HCI 0.1 M.
Se agregaron juntos volumenes de 100 ml de cada dilucién seriada y 8 ml de L-norleucina de 1.25 mmol/ml a tubos
de vidrio (6 x 55) y después se prepararon de la misma manera que las muestras de ICL.

Se corrieron las muestras y los patrones en una columna para aminoacidos PICO-TAG de 3.9 x 150 mm (pieza N°
88131; Waters Corp.; Milford, MA). Se analizaron inyecciones de 10 ml para las muestras y de 20 ml para los
patrones, por triplicado en cada caso.

Los resultados indican que para el material de ICL limpiado quimicamente, el contenido de los aminoacidos
colagenosos principales en el material se aproxima al de las preparaciones de colageno purificadas. Usando la
hidroxiprolina como una medida del contenido de colageno, se calcula que el porcentaje en peso de colageno en ICL
es al menos aproximadamente 93% de colageno en peso seco. En contraposicion, la ICL que no se limpio
quimicamente contiene una alta fraccién de aminoacidos no colagenosos; entre aproximadamente 11 y 25% en peso
seco de la ICL es un material no colagenoso.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién de matriz de tejido colagenoso biorremodelable que deriva de un tejido nativo de mamifero que
se tornd exenta de residuos de detergente y modificacién enzimatica, destinada a ser implantada para reparar o
reemplazar una parte del cuerpo dafiada o enferma, que contiene colageno y elastina, donde la matriz de tejido
comprende

telopéptido de colageno acelular, aproximadamente 93% en peso seco;

elastina, y

componentes no colagenosos donde dichos componentes representan menos del 5% de la composicién total
basado en el peso seco.

2. La composiciéon de matriz de tejido colagenoso biorremodelable de la reivindicacion 1 en la cual el tejido nativo de
mamifero se selecciona del grupo que consiste en dermis, arteria, vena, pericardio, valvula cardiaca, duramadre,
ligamento, hueso, cartilago, fascia e intestino.

3. La composicion de matriz de tejido colagenoso biorremodelable de la reivindicacién 1 0 2 en la cual el tejido nativo
de mamifero comprende la tinica submucosa del intestino delgado.

4. La composicién de matriz de tejido colagenoso biorremodelable de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en la
cual la matriz de tejido colagenoso se limpia quimicamente.

5. La composicion de matriz de tejido colagenoso biorremodelable de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en la
cual la matriz de tejido colagenoso es estéril.

6. La composicion de matriz de tejido colagenoso biorremodelable de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en la
cual la matriz de tejido colagenoso se extiende en capas que se unen para formar laminas multicapa, tubos o
proétesis de forma compleja.

7. La composicion de matriz de tejido colagenoso biorremodelable de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en la
cual la matriz de tejido colagenoso es reticulada.
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