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DESCRIPCION
Fijacion resistente a la calcificacion

Campo de la invencién

Esta invencion se refiere a un proceso para la fijacion de un tejido humano o animal antes de su implantacion y, mas
especialmente, a un proceso de fijacion en el que se fija un tejido con la minima retraccidon para hacer que dicho
tejido sea adecuadamente resistente a la degradacion enzimatica y de manera que también sea resistente a la
calcificacion.

Antecedentes de la invencion

Con frecuencia se produce calcificacion de las valvulas bioprotésicas conservadas o «fijadas» con glutaraldehido, lo
que conlleva un fracaso debido a estenosis e insuficiencia. Ademas, la lenta liberacion de glutaraldehido a partir del
dispositivo implantado es citotoxica. Se han presentado varios procedimientos de entrecruzamiento o fijacion de
tejidos que no dependen de glutaraldehido y entre ellos se incluyen azida de acilo, fotooxidacion, epoxi, genipina y
carbodiimida. Esta Ultima se describe en la patente de EE. UU. N.° 5.733.339 presentada el 31 de marzo de 1998.
Sin embargo, es sabido que se produce retraccion del tejido durante la fijacion y no se ha perfeccionado todavia
ningun procedimiento de entrecruzamiento que evite por completo la retraccion del tejido (J. Heart Valve Dis. 2001;
10(1): 111-124). Aunque puede que esto no sea especialmente preocupante con respecto a determinado pericardio
o tejido que pueda adaptarse tras la fijacion, si que puede que sea un problema para las valvas de la raiz adrtica
porcina donde la interconexion precisa, es decir, coaptacion, es muy importante y la retraccion excesiva puede
inducir la coaptacion insuficiente de las valvas que puede hacer que la valvula no sea funcional. Por tanto, sigue
existiendo la necesidad de mejorar la tecnologia de fijacién que induzca solo la minima retraccion del tejido y
continua la busqueda de esta tecnologia.

Resumen de la invencion

Se ha encontrado un procedimiento de fijacion mejorado basado en el tratamiento con carbodiimida hidrosoluble que
tiene como resultado un tejido que presenta un entrecruzamiento tan eficaz como el del tejido fijado en
glutaraldehido, pero que muestra solo una retraccion minima como resultado de la fijacion y que,
sorprendentemente, muestra una mejora de la resistencia a la calcificacion tras su implantacion en un mamifero.

En un aspecto mas en particular, la invencion proporciona un proceso de fijacion de un tejido animal para hacerlo
adecuado para su implantacién en mamiferos vivos, comprendiendo dicho proceso una fijacion en una etapa
mediante el tratamiento de dicho tejido animal con una cantidad eficaz de un agente de conjugacion que favorezca la
formacién de enlaces amida entre restos carboxilo reactivos y restos amino reactivos, en combinacién con un
potenciador de conjugaciéon y con un agente de entrecruzamiento que contenga al menos dos restos amino
reactivos, estando presente dicho agente de entrecruzamiento diamina en una cantidad de al menos 80 milimolar y
realizandose dicho tratamiento de manera que tenga como resultado la formacién de enlaces amidados entre dicho
agente de entrecruzamiento y restos reactivos portados por las moléculas de dicho tejido animal. Por tanto, dicho
tejido se hace resistente a la digestion con proteasa a la vez que produce solo una minima reduccion de la superficie
durante la fijacion y siendo el tejido fijado muy resistente a la calcificacion.

En otro aspecto en particular, la invencion proporciona un proceso de fijacion de un tejido animal fresco para hacerlo
adecuado para su implantacion en mamiferos vivos, comprendiendo dicho proceso lavar, pero sin alterar de ninguna
otra forma, el tejido escindido de un animal donante, tratar dicho tejido animal lavado con una cantidad eficaz de un
agente de entrecruzamiento que contenga al menos dos restos amina reactivos y un agente de conjugacion en
combinacion con un potenciador de conjugacion, que favorece la formacion de enlaces amida entre restos carboxilo
reactivos y restos amina reactivos, estando presente dicho agente de entrecruzamiento diamina en una cantidad de
al menos 80 milimolar y realizandose dicho tratamiento de manera que tenga como resultado la formacion de
enlaces amidados entre dicho agente de entrecruzamiento y restos reactivos portados por las moléculas de dicho
tejido animal. Por tanto, dicho tejido se hace resistente a la digestion con proteasa a la vez que se produce solo una
minima reduccion de la superficie durante la fijacion y por lo cual el tejido fijado es muy resistente a la calcificacion.

En un aspecto adicional en particular, la invencién proporciona una proétesis formada al menos parcialmente por un
tejido animal que contiene entrecruzamientos entre y dentro de las moléculas proteicas de dicho tejido,
comprendiendo dichos entrecruzamientos enlaces amida entre restos reactivos de dicho tejido y enlaces amida
adicionales entre restos reactivos de dicho tejido y los agentes de entrecruzamiento diamina que tienen una cadena
de carbono con una longitud de al menos 4 atomos de carbono, obteniéndose dicho entrecruzamiento sometiendo
dicho tejido a una solucién acuosa que contenga una cantidad eficaz de un agente de conjugacion hidrosoluble que
favorece la formacion de enlaces amida, un potenciador de conjugacion y una concentracion de entre 80 vy
130 milimolar de dicho agente de entrecruzamiento diamina.

Breve descripcion de los dibujos
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La figura 1 es una imagen de una valva adrtica porcina en la que se muestran puntos que indican las marcas
realizadas para medir la cantidad de reduccion de superficie que se produce durante la fijacion.

La figura 2 es una grafica en la que se muestra el efecto de la duracion de la fijacion tras la desnaturalizacion
térmica de las valvas porcinas.

La figura 3 es una grafica en la que se muestra la resistencia a la digestion con enzimas proteoliticas del tejido de la
pared y de las valvas, en relacion con la duracion de la fijacion.

La figura 4 es una grafica en la que se muestra la resistencia a la digestion con colagenasa del tejido de la pared y
de las valvas, en relacion con la duracion de la fijacion.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

El proceso de fijacion basico con el que tiene que ver la presente invencion se describe en la patente de EE. UU. N.°
5.733.339. Sorprendentemente se ha encontrado que, mediante un aumento muy sustancial de la cantidad de
agente de entrecruzamiento diamina, pueden obtenerse efectos considerables usando el proceso de
entrecruzamiento de cardiodiimida basico.

Segun se usa en este documento, el término «tejido bioprotésico» pretende incluir cualquier érgano o tejido que
deriva en su totalidad o en parte de un humano o animal, o que se produce a partir de otro tejido organico, y que es
para implantarse, por si mismo o como parte de una bioprétesis, en un humano o en una animal. Por tanto, el
término generalmente incluye tejido bioprotésico como corazones, valvulas cardiacas u otros componentes
cardiacos, pericardio, injertos vasculares, componentes de vias urinarias y de la vejiga urinaria, tendones, intestinos
y tejidos blandos en general, como piel, colageno y similares. Aunque el tejido protésico con mucha frecuencia sera
uno obtenido a partir de tejidos naturales, lo que incluye, aunque sin limitaciones, tejido bovino, ovino, porcino y
posiblemente incluso humano, también se pueden usar otros materiales naturales bien conocidos por los expertos
en la materia.

El procedimiento de fijacién en una etapa descrito en este documento consiste en estabilizar el tejido bioprotésico
mediante la union de restos carboxilo reactivos del tejido a un resto amina reactivo en el tejido o a un agente de
entrecruzamiento, de manera que se dejen pocos restos activos sobre o dentro del tejido.

El término «entrecruzamiento», como se usa en este documento, se refiere a la fijacion de tejido bioprotésico que es
el resultado de la formacion de enlaces de diversas longitudes dentro y entre las moléculas del tejido, como enlaces
que resultan de la formaciéon de enlaces amida a) entre dos restos reactivos del tejido, formandose asi enlaces
covalentes cortos dentro y entre las moléculas del tejido o b) entre restos reactivos del tejido y un agente de
entrecruzamiento unido covalentemente.

El término «agente de entrecruzamiento» se usa en este documento para describir una diamina que tiene al menos
dos grupos amina primarios libres, preferiblemente en cada uno de su extremos, que es capaz de formar enlaces
amida con grupos carboxilo en el tejido animal proteico. Preferiblemente debe ser una cadena lineal o un compuesto
ramificado que tenga de 4 a 12 atomos de carbono; alternativamente, pero quizas menos deseable, se pueden
emplear compuestos carbociclicos en los que los restos amina reactivos se localizan apropiadamente en el anillo,
como por ejemplo 2,4,6-triaminobenceno. Mas preferiblemente, se elige un agente de entrecruzamiento di- o
triamino que tiene un peso molecular de aproximadamente 190 o menos y preferiblemente aproximadamente 150 o
menos, de manera que se asegure una penetracion adecuada en el tejido fresco que normalmente se esta tratando.
Mas preferiblemente, es una cadena lineal de 6 a 8 atomos de carbono de longitud con una amina reactiva
localizada en cada extremo. Aunque el agente de entrecruzamiento puede tener sustituciones opcionales en toda su
longitud, es preferiblemente un hidrocarburo que esta sustituido solo con las aminas reactivas, por ejemplo, una
cadena lineal alcano que tiene aminas en cada extremo. Los agentes preferidos son 1,6-hexanodiamina y 1,7-
heptanodiamina.

Los términos «agente de conjugacion» y «potenciador de conjugacién», como se usan en este documento, se
refieren a reactivos que favorecen y potencian la formacion de enlaces amida. Estos enlaces se pueden formar entre
una amina reactiva y un carboxilo reactivo en el tejido (uniéndose asi dos grupos reactivos que estan proximos), o
entre una amina reactiva en un agente de entrecruzamiento y un carboxilo reactivo sobre o dentro del tejido. Los
expertos en la sintesis de péptidos y técnicas relacionadas estaran familiarizados con dichos reactivos, por ejemplo,
carbodiimidas y succinimidas hidrosolubles.

El agente de conjugaciéon usado en las realizaciones preferidas es clorhidrato de 1-etil-3(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), aunque se pueden usar otros agentes de conjugacion adecuados como N-
hidroxisuccinimida. El potenciador de conjugacion preferido usado, cuando se usa EDC como agente de
conjugacion, es N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS), aunque se pueden usar en su lugar otros potenciadores de
conjugacion adecuados, como NHS, HOBt y DMAP. La concentracion del agente de conjugacion y del potenciador
de conjugacion puede variar. No obstante, los expertos en la materia pueden determinar facilmente las
concentraciones apropiadas. Preferiblemente, el agente de conjugacién se usa a una concentracion de entre 10 mM
y 500 mM, y lo mas preferible a 100 mM o menos y, mas preferiblemente, entre 20 mM y 50 mM. El potenciador de
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conjugacion se emplea preferiblemente entre 0,5 MMy 50 mM y mas preferiblemente a 10 mM o menos.

Los agentes de entrecruzamiento, el agente de conjugacion y el potenciador de conjugacién, asi como sus
productos de reaccion, son preferiblemente hidrosolubles. Se deben seleccionar para maximizar la fijacion y
optimizar el entrecruzamiento del tejido, a la vez que se minimicen los riesgos de dafio al tejido protésico durante el
proceso de fijacion, y de toxicidad, inflamacion, calcificacion, etc. después de la implantacion. Todas las soluciones
usadas para el entrecruzamiento se filtran preferiblemente antes de su uso a través de filtros de 0,45 um o menos
para minimizar el riesgo de contaminacion.

Las condiciones de reaccion para el entrecruzamiento de la prétesis pueden variar dependiendo de los agentes de
entrecruzamiento, conjugacion y potenciacion empleados. En general, el proceso de entrecruzamiento se realiza en
un tampén acuoso seleccionado entre aquellos bien conocidos por los expertos en la materia en cuanto a
proporcionar la reaccion de entrecruzamiento mas eficaz, a la vez que minimice los riesgos de calcificacion. Entre los
ejemplos de tampones adecuados se incluyen, aunque sin limitaciones, acido N-2-hidroetilpiperazina-N'-
etanosulfonico (HEPES) y acido 3-(N-morfolino)propanosulfonico (MOPS) y similares.

El pH y la concentracion de la solucion tamponada pueden variar, de nuevo dependiendo de los agentes de
entrecruzamiento, conjugacion y potenciacion empleados. Preferiblemente, la concentracion y el pH del tampoén se
seleccionan para proporcionar la reaccion de entrecruzamiento mas eficaz, siendo a la vez lo menos perjudicial para
la protesis. Por ejemplo, con EDC como agente de conjugacion y sulfo-NHS como potenciador de conjugacion, el pH
de la solucién de tratamiento se mantiene entre 6,0 y 7,4. La temperatura de reaccion puede estar entre 40 y 0°C;
preferiblemente, la reaccion se realiza simplemente a temperatura ambiente, por ejemplo, entre 21 y 25°C.

Normalmente, el tejido protésico fresco que se va a fijar mediante el procedimiento de entrecruzamiento en una
etapa de la presente invencion se mantiene en hielo hasta que se pueda lavar varias veces con solucién salina al
0,85% o alguna otra solucion adecuada enfriada en hielo. Preferiblemente, dicho lavado se realiza inmediatamente
después de ser escindido del animal donante, aunque en cualquier caso en el plazo de 72 horas y preferiblemente
en el plazo de 48 horas. Si es necesario un tiempo adicional de conservacion, el tejido lavado se conserva después,
aunque preferiblemente no mas de 24 horas, en un tampén apropiado a una temperatura baja, como 4°C. No se
requiere ni deseable ningun otro pretratamiento que pudiera alterar las propiedades de dicho tejido fresco.

Se ha encontrado que la sorprendente mejora de las propiedades del dispositivo bioprotésico fijado resultante es el
resultado del uso de un gran exceso del agente de entrecruzamiento especificado por encima de la cantidad
necesaria para fijar con eficacia el tejido bioprotésico. Se ha encontrado sorprendentemente que cuando se usa 4 a
5 veces mas agente de entrecruzamiento diamina, en comparacion con la cantidad mas alta mencionada en la
patente ‘339, para tratar el tejido fresco no tratado de otro modo (excepto por el lavado), se obtienen mejoras
significativas sin ningun cambio prejudicial en otras propiedades ventajosas del producto resultante. Mas
especificamente, la reduccion del area superficial que se produce durante la fijacién, denominada en adelante en
este documento «reduccion de superficie», es de mas del 50% y la resistencia del producto a la calcificacion
aumenta considerablemente. Estas ventajas se obtienen sin ningin cambio desventajoso en la desnaturalizacion
térmica, resistencia a la digestion con proteasas o resistencia a la digestion con colagenasa.

La concentracion del agente de entrecruzamiento diamina esta preferiblemente entre 80 y 135 milimolar, mas
preferiblemente entre 90 y 130 milimolar, aiin mas preferiblemente entre 95 y 125 milimolar y lo mas preferible entre
100 y 125 milimolar. Como se indica previamente, el agente de entrecruzamiento diamina preferido tiene una
longitud de la cadena de carbonos no superior a 12 atomos de carbono, por ejemplo, entre 4 y 8 atomos de carbono,
mas preferiblemente es una cadena lineal alcano que tiene grupos amina en sus respectivos extremos y mas
preferiblemente es 1,6-hexanodiamina. El tratamiento del tejido animal se realiza preferiblemente mediante la
aplicacion de una solucion acusa que contiene el agente de conjugacion, el potenciador de conjugacion y la diamina
de entrecruzamiento. Las concentraciones del agente de conjugacion hidrosoluble, preferiblemente EDC, y el
potenciador de conjugacion, preferiblemente sulfo-NHS, son como se describe previamente, en concreto entre
10 nM y 100 nM de EDC y entre 0,5 nM y 10 nM de sulfo-NHS.

Por supuesto es bien sabido que antes de que pueda implantarse un dispositivo bioprotésico en un mamifero,
principalmente un ser humano, debe esterilizarse y esto se realiza normalmente como etapa final antes de su
acondicionamiento. En consecuencia, con frecuencia es importante que el tejido que de forma ventajosa sufrié solo
una reduccion de superficie minima durante la fijacion, no se retraiga posteriormente durante la esterilizacion. Es por
supuesto de especial importancia para el tratamiento de las valvulas cardiacas de sustitucion o similares en donde la
coaptacion puede verse negativamente afectada (a diferencia de materias primas que posteriormente seran
adaptadas como valvulas). En las solicitudes internacionales publicadas WO 98/34650 (13 de agosto de 1998) y
WO 01/10209 (15 de febrero de 2001) se describen procesos de esterilizacion especialmente eficaces para material
bioprotésico. Se ha demostrado que los materiales bioprotésicos, cuando se someten a fijacion seguido de
esterilizacion durante 48 horas a 40°C en una solucién acuosa de EDC 25 mM, muestran solo una reduccion de
superficie minima, lo que aun sigue siendo cierto si dicha esterilizacion se repite tres veces. Dicha prueba
empleando la repeticion del procedimiento de esterilizacion es meramente como precaucion; en ocasiones, cuando
los dispositivos bioprotésicos estan siendo esterilizados, si al final del proceso el indicador que se incluye con el lote
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sigue siendo positivo, cualquiera que sea el motivo, puede ser necesario repetir el procedimiento de esterilizacion vy,
en ocasiones excepcionales, incluso hasta dos veces. En consecuencia, se considera prudente medir la reduccion
de superficie del tejido que se ha sometido a dichas condiciones un tanto extremas. También se encontré que no se
produciria una retraccion significativa si la esterilizacion se realizaba en tratamiento con una solucidon que contenga
isopropanol al 20% y agua tamponada al 80%, es decir, EDC 25 mM y etanolamina 100 mM (un bloqueante) durante
48 horas a 40°C.

Los siguientes ejemplos describen experimentos que se realizaron para demostrar la eficacia de la invencion y
describen el mejor modo actualmente conocido por los inventores. Sin embargo, debe entenderse que estos
ejemplos no limitan el alcance de la invencion en tanto que los limites de la invencidon se establecen en las
reivindicaciones adjuntas al presente documento.

Ejemplo 1

Este primer experimento se realizé para demostrar el efecto de la concentraciéon de 1,6-hexanodiamina sobre la
reduccion de la superficie durante el entrecruzamiento.

Se escindieron 80 valvas a partir de raices adrticas porcinas frescas. Cada una de las valvas se secé sobre papel
absorbente para eliminar el exceso de tampoén y se colocaron planas con la cara interna hacia abajo sobre una
superficie de vidrio. Con ayuda de un microscopio de diseccion equipado con una reticula, las valvas se marcaron
posteriormente en las direcciones radial y circunferencial como se muestra en la figura 1, con colorante para marcaje
de tejidos siguiendo las recomendaciones del fabricante. La distancia entre el punto central y cada uno de los cuatro
puntos exteriores era de 5 mm antes del entrecruzamiento; por tanto, la distancia maxima entre las marcas era de
10 mm. Las valvas se distribuyeron a continuacién de forma aleatoria en cuatro grupos de 20 valvas cada uno y se
realizé el entrecruzamiento mediante la incubacion en las condiciones siguientes:

Grupo 1. Solucion acuosa de 1,6-hexanodiamina (DIA) 11,25 mM en tampon HEPES 20 mM, pH 6,5 que
contenia 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) 20 mM y N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS)
1 mM durante 96 horas a temperatura ambiente.

Grupo 2. Igual que el grupo 1, pero se uso DIA 62 mM.

Grupo 3. Igual que el grupo 1, pero se uso DIA 112,5 mM.

Grupo 4. Las valvas se incubaron siguiendo un procedimiento de dos etapas segun la patente ‘339. El primer
paso era idéntico al del grupo 1 durante 48 horas, al que le siguié un segundo paso de incubacién con acido
subérico (ASU) 7,5 mM en presencia de EDC 20 mM/sulfo-NHS 1 mM.

Una vez completado el entrecruzamiento, las distancias entre las marcas se midieron de nuevo usando un
microscopio equipado con una reticula para las direcciones radial y circunferencial para calcular la reduccién de la
superficie. Antes de cada uso se calibré el microscopio. Se calculd la reduccién del tamafio y los resultados se
presentan en la tabla 1.

Tabla 1
N.° grupo, condiciones Reduccion de superficie en % del original (media
+/- ETM)
1.DIA=11,25 mM 8,00 +/- 0,9
2. DIA=62 mM 6,60 +/- 1,3
3.DIA=112,5mM 2,73 +/- 0,81
4. DIA 11,25/ASU 7,5 mM 12,2 +/- 0,9

En este experimento, las muestras fijadas en dos etapas, es decir, el grupo 4, mostraron una reduccion del 12% del
area superficial en comparacion con solo aproximadamente el 3% en el grupo 3. En un experimento con condiciones
comparables, se encontré6 que la retraccion de las valvas fijadas en glutaraldehido era del 5% y superior. Los
resultados demuestran que se consigue una reduccion significativa de la retraccion de las valvas con el aumento de
la concentracion de DIA, un resultado que es superior a la fijacion en glutaraldehido que ha sido el método de
referencia en la industria durante al menos dos decenios.

Ejemplo 2

El siguiente experimento se realizé para determinar el efecto de una concentracion de DIA superior a 112,5 mM en
el entrecruzamiento.

Se escindieron 21 valvas para cada una de las condiciones a partir de raices aodrticas porcinas frescas. Para cada
una de las condiciones, siete raices mas sus tres respectivas valvas escindidas se incubaron durante 96 horas a
temperatura ambiente en 250 ml de una solucion acuosa de HEPES 20 mM y DIA a una concentracion de 112,5 mM
o de 160 mM, en presencia de EDC 20 mM vy sulfo-NHS 1 mM. Tras la incubacion, las muestras se lavaron con
solucién salina estéril y, a continuacion, se esterilizaron tres veces durante 48 horas a 40°C con EDC 25 mM en
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ausencia (0%) de alcohol isopropilico o en presencia de alcohol isopropilico al 5% o 20%. Para una de las
condiciones se afadié etanolamina 100 mM como bloqueante durante la esterilizacién con una solucién que
contenia isopropanol al 20%.

Los resultados se presentan en la tabla 2 y demuestran que tres tratamientos de esterilizacion consecutivos de las
valvas fijadas con DIA 112,5 mM, en ausencia de alcohol isopropilico, no induce una retraccion significativa del
tejido, es decir, en comparacion con la tabla 1 para DIA 112,5 mM. La esterilizacion con la adicién de alcohol al 5 o
al 20% no tiene como consecuencia la retraccion; sin embargo, la adicion de etanolamina 100 mM cuando se estaba
llevando a cabo la esterilizacion en presencia de alcohol isopropilico al 20% (cuando la retraccion, por otro parte,
deberia ser mayor) inhibe significativamente la retraccion debida a la esterilizacion repetida. Los datos también
indican que el aumento de la concentracion de DIA a 160 mM durante la etapa de entrecruzamiento inducia una
retraccion del tejido del 14% que se mantenia (el cual no se vio afectado durante la esterilizacion en ausencia o
presencia de alcohol isopropilico); este grado de retraccion era mucho mayor que el resultante de los tratamientos
de fijacion convencionales.

Tabla 2

DIA mM Alcohol isopropilico % Reduccion de superficie en % del
original (media +/- ETM)
112,5 mM 0 3,3+/-1,3
112,5 mM 5 6,7 +/-1,2
112,5 mM 20 8,3+/-14
112,5 mM 20 + «bloqueante» 43+/-1,3

160 mM 0 14,6 +/- 1,3

160 mM 5 14,0 +/-1,4

160 mM 20 14,2 +/- 1,3

Ejemplo 3

El siguiente experimento se realiz6 para determinar el efecto de la duracion de la incubacion sobre el
entrecruzamiento de las valvulas aérticas porcinas desde tres puntos de vista diferentes.

Se incubaron cinco grupos de 4 valvulas cada uno en una solucién acuosa que contenia HEPES 20 mM, DIA
112,5 mM, pH 6,5, EDC 20 mM y sulfo-NHS 1 mM durante 3, 6, 24, 48 y 96 horas. Las valvulas se lavaron después
con solucién salina estéril para eliminar cualquier bioproducto de la reaccion. Se conservaron en HEPES 10 mM,
cloruro sédico al 0,85%, pH 7,4 y alcohol isopropilico al 20% hasta su uso. Las pruebas de desnaturalizacion térmica
y las pruebas de resistencia a la degradacion proteolitica con colagenasa y con proteasa se realizaron para la
determinacién de la eficacia del entrecruzamiento. Los procedimientos de estas pruebas se describen en J. Heart
Valve Dis. 1996; 5(5):518-25. Como control se utilizaron raices aodrticas porcinas frescas.

a. Desnaturalizacion térmica

Las valvas se escindieron a partir de raices aodrticas y se sometieron (n = 3 por condicion) a pruebas de estabilidad
térmica como se describe en la referencia anterior. Los resultados se muestran en la figura 2 e indican que el
entrecruzamiento del tejido de las valvas se produce razonablemente rapido, consiguiéndose la maxima estabilidad
a la desnaturalizacion térmica en aproximadamente 24 horas de incubacion y produciéndose en consecuencia pocos
cambios.

b. Resistencia a la digestion con proteasa

Las valvas (9 por condicién) y los fragmentos de pared adrtica (12 por condicién) se sometieron a digestion con
proteasa a 50°C durante 24 horas segun la prueba descrita en la referencia anterior. Los resultados se presentan en
la figura 3 e indican que la resistencia maxima a la digestion tanto de las valvas como de la pared aodrtica se produce
aproximadamente 24 horas después del entrecruzamiento.

c. Resistencia a la digestion con colagenasa

Las valvas (9 por condicién) y los fragmentos de pared adrtica (12 por condicién) se sometieron a digestion con
colagenasa a 37°C durante 72 horas segun la prueba descrita en la referencia anterior. Los resultados que se
muestran en la figura 4 demuestran que la resistencia maxima se obtiene de forma sustancial aproximadamente
24 horas después de la fijacion y esta resistencia solo se mejora minimamente como resultado del tratamiento
durante otro periodo de 24 horas.

Ejemplo 4
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Después de los buenos resultados obtenidos en el ejemplo 3, se realizd un experimento para comparar el
entrecruzamiento del tejido usando EDC y DIA 112 mM con el tejido fijado en glutaraldehido convencional, usando
generalmente las mismas pautas de la prueba que en el ejemplo 3.

Las raices aodrticas porcinas se entrecruzaron usando una solucién acuosa de DIA 112 mM, tampén HEPES 20 mM,
pH 6,5, EDC 20 mM y sulfo-NHS 1 mM. Después de 96 horas de incubacion a temperatura ambiente, las valvulas se
lavaron minuciosamente con solucion salina estéril para eliminar los reactivos que no habian reaccionado y cualquier
bioproducto de la reaccién. Las valvulas se esterilizaron tres veces segun el procedimiento de esterilizacion del
ejemplo 2, usando isopropanol al 20%. Las raices aodrticas porcinas fijadas en glutaraldehido convencional o sin fijar
se obtuvieron de Medtronic Heart Valves en Santa Ana, CA. Las valvas y los fragmentos de pared aodrtica
(5 mm x 5 mm) se escindieron y sometieron a las pruebas de entrecruzamiento como se describen de forma general
en el ejemplo 3. Ademas, las valvas y los fragmentos de pared adrtica se implantaron bajo la dermis en ratas
jovenes durante 8 semanas para evaluar la resistencia a la calcificacion.

a. Desnaturalizacion térmica

Los resultados de la desnaturalizacién térmica de las valvas se presentan en la tabla 4A. La temperatura de
desnaturalizacion térmica para las valvas frescas (es decir, sin fijar) y para las valvas fijadas en glutaraldehido se
encontré que era de 65,5°C y 84,9°C, respectivamente, lo que coincide con los resultados previos de la prueba. La
temperatura de desnaturalizacion térmica determinada para las valvas entrecruzadas con EDC es de 80,5°C, lo que
representa un aumento significativo de 15°C sobre la del tejido fresco. Aunque es ligeramente menor que la de las
valvas fijadas en glutaraldehido, se considera que es totalmente aceptable. Esta temperatura mas baja de
desnaturalizacion, junto con las diferencias cinéticas mencionadas previamente, indica que el entrecruzamiento con
EDC en presencia de DIA 112 mM induce entrecruzamientos diferentes a los de la fijacion con glutaraldehido.

Tabla 4A
Temperatura de desnaturalizacion (°C, media +/- ETM)
Entrecruzamiento con Fijado en glutaraldehido Fresco (n=4)
EDC (n=6) (n=6)
80,5 +/- 0,3 84,9 +/-0,4 65,5 +/- 0,1

b. Resistencia a la digestion con proteasa

Para esta prueba se us6 una solucion ligeramente mas concentrada que la solucion de la prueba habitual; se
disolvieron 242 mg de pronasa en 250 ml de solucion, en lugar de 150 mg. Los resultados de la resistencia a la
digestion con proteasas se presentan en la tabla 4B. El tejido fresco se digeria completamente después de 24 horas
de incubacion. No existen diferencias significativas entre la fijacion con carbodiimida usando esta concentracion alta
de diamina y el entrecruzamiento convencional con glutaraldehido tanto para las valvas como para la pared adrtica
con respecto a la resistencia a la digestion con proteasa. Estos resultados sugieren que este procedimiento de
entrecruzamiento es tan eficaz como la fijacion con glutaraldehido.

Tabla 4B
Resistencia a la digestion con proteasa
(% peso remanente, media +/- ETM)
Entrecruzamiento Fijado en Fresco
con EDC glutaraldehido
Valvas (n=12) 72,0+/-2,4 75,3 +-4,2 0
Pared adrtica (n=12) | 28,0 +/- 0,8 26,3 +/-2,1 0

c. Resistencia a la digestion con colagenasa

Los resultados de la resistencia a la digestion con colagenasa se muestran en la tabla 4C. Las valvas frescas,
compuestas principalmente de colageno, se digieren completamente; sin embargo queda una parte significativa de
las paredes aorticas. Con respecto a las valvas, no existen diferencias significativas entre el tejido fijado en EDC y el
tejido fijado en glutaraldehido; sin embargo, parece que el tejido de la pared fijado en glutaraldehido es ligeramente
menos resistente a la digestion con colagenasa que el tejido fijado en EDC. En conjunto, los resultados muestran
que el tejido entrecruzado con EDC y DIA 112 mM es al menos tan resistente a la colagenasa como el tejido
entrecruzado con glutaraldehido.
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Tabla 4C
Resistencia a la digestion con colagenasa
(% peso remanente, media +/- ETM)
Entrecruzamiento Fijado en Fresco
con EDC glutaraldehido
Valvas (n=12) 94,6 +/-5,6 97,6 +I-5,7 0
Pared adrtica (n=12) | 96,2 +/- 0,8 79,7 +/-5,5 72,0 +/-0,9

d. Calcificacion 8 semanas después de la implantacion en ratas jovenes.

Las valvas y los fragmentos de pared (1 cm % 1 cm) se disecaron a partir de raices adrticas porcinas esterilizadas.
Las muestras se lavaron tres veces durante 2 minutos con solucién salina estéril y, a continuacién, se implantaron
aleatoriamente bajo la dermis en ratas jévenes. Transcurridas 8 semanas, las muestras se recuperaron, se lavaron y
se sometieron a un analisis cuantitativo de calcio, como se describe en la referencia mencionada anteriormente.

Tabla 4D
Calcificacién (mg de Ca’ /g de muestra seca, media +/- ETM)
Entrecruzamiento  con | Fijado en glutaraldehido
EDC
Valvas (n=9) 11,2 +/- 6,8 216,5 +/-5,8
Pared adrtica (n=9) 39,9+/-2,6 82,1+/-46

Los resultados presentados en la tabla 4 D indican que el tejido entrecruzado con EDC en presencia de DIA
112 mM, ya fueran valvas o paredes aorticas, es significativamente mas resistente a la calcificacion que el tejido
fijado en glutaraldehido.

Asimismo, la calcificacion de las paredes adrticas no solo era significativamente menor que la del tejido de la pared
aortica fijado en glutaraldehido, sino que también era menor que la del tejido de la pared adrtica comparable fijado
como se describe en la patente '339. El nivel de calcio referido anteriormente en el tejido de la pared 8 semanas
después de la implantacion esta ligeramente por debajo de los niveles observados previamente solo 4 semanas
después de la implantacién. Previamente se describié que 8 semanas después de la implantacion, la concentracion
de calcio en dichas paredes adrticas estaba en torno a 80 mg de Ca'" por gramo de muestra, nivel que es
sustancialmente el doble del observado ahora en la presente muestra y que se considera clinicamente significativo.

Los resultados obtenidos en los ejemplos anteriores muestran la eficacia de la invencion a la hora de minimizar la
reduccion en el area superficial que se produce como consecuencia de una fijacion en una etapa que se ha
realizado para mejorar las caracteristicas del material bioprotésico, por ejemplo, su desnaturalizacion térmica, su
resistencia a la digestion con proteasa y su resistencia a la digestion con colagenasa. A este respecto, durante los
ultimos decenios, la fijacion con glutaraldehido ha sido el método de referencia generalmente aceptado y, por tanto,
puede hacerse la comparacion justificadamente con la fijacion con glutaraldehido del mismo tejido. Asi, se ha
demostrado que las caracteristicas del tejido tratado usando el proceso de fijacion mejorado se compara
favorablemente con las caracteristicas del mismo tejido cuando se trata con glutaraldehido durante 7 dias en estos
tres aspectos. En el ejemplo 3 se muestra también que parece que los efectos de la fijacion usando este proceso se
maximizan esencialmente después de la incubacion durante aproximadamente 24 a 48 horas y que puede no ser
necesario un tratamiento adicional, aunque no es perjudicial. Este plazo de 24 horas para la obtencion del
entrecruzamiento final también se puede contrastar con otros procedimientos de entrecruzamiento que se completan
sustancialmente después de una o dos horas de duracién, lo que indica que es muy probable que se produzca un
entrecruzamiento diferente, ya que el presente proceso se basa en la penetracion profunda en el tejido fresco con el
tiempo. Por consiguiente, aunque se puede ver que se obtiene una mejora muy sustancial de las propiedades
después del tratamiento durante 8 horas, la fijacién con concentracion alta de amina EDC se realiza a temperatura
ambiente durante un periodo de al menos 24 horas. Quizas, la mejora mas considerable que se produce es la
resistencia a la calcificacion, lo que en muchos aspectos es una de las caracteristicas mas importantes de un
dispositivo bioprotésico, considerando que la calcificacién se ha demostrado que es una de las causas principales de
fallo de las valvulas cardiacas protésicas que da lugar a estenosis e insuficiencia en su funcionamiento. Aunque la
fijacion mediante el proceso descrito en la patente ‘339 previa proporcionaba algunas mejoras en la resistencia a la
calcificacion sobre el tejido bioprotésico fijado en glutaraldehido comparable, en la tabla 4 D se muestra que el tejido
de la pared adrtica tiene una resistencia a la calcificacion de aproximadamente el doble en comparacion con la del
tejido fijado en glutaraldehido y que las valvas tratadas de este modo muestran una resistencia casi 20 veces mayor.
Esta sorprendente resistencia a la calcificacién se espera que proporcione una durabilidad extremadamente valiosa
a los dispositivos bioprotésicos, incluido el tejido tratado segun esta invencion.

Aunque el tratamiento se realiza preferiblemente usando una solucidon acuosa, podrian usarse en su lugar otros
solventes biocompatibles o combinaciones de solventes, como se conoce generalmente en la técnica.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso de fijacion de un tejido animal para hacerlo adecuado para su implantacion en mamiferos
vivos, comprendiendo dicho proceso una fijacion en una etapa mediante el tratamiento de dicho tejido animal con
una cantidad eficaz de un agente de conjugaciéon que favorezca la formacion de enlaces amida entre restos
carboxilo reactivos y restos amino reactivos, en combinacion con un potenciador de conjugacion y con un agente de
entrecruzamiento que contenga al menos dos restos amino reactivos, estando presente dicho agente de
entrecruzamiento diamina en una cantidad de al menos 80 milimolar y realizandose dicho tratamiento de manera
que tenga como resultado la formacion de enlaces amidados entre dicho agente de entrecruzamiento y restos
reactivos portados por las moléculas de dicho tejido animal.

2. El proceso de la reivindicacion 1 en el que dicho agente de entrecruzamiento diamina tiene una
cadena de carbono de al menos 4 atomos de carbono.

3. El proceso de la reivindicacion 2 en el que dicho agente de entrecruzamiento es 1,6-hexanodiamina.

4. El proceso de la reivindicacion 3 en el que dicha hexanodiamina esta presente a una concentraciéon de
entre 100 y 125 milimolar.

5. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en el que dicho agente de entrecruzamiento
y dicho agente de conjugacion son hidrosolubles.

6. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en el que dicho agente de conjugacion es EDC.

7. El proceso de la reivindicacién 6, en el que dicho tratamiento se realiza durante al menos 24 horas a
temperatura ambiente.

8. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en el que el tejido fresco se lava vy, a
continuacion, se trata en el plazo de 72 horas desde la escision del tejido.

9. Una prétesis formada al menos parcialmente por un tejido animal que contiene entrecruzamientos
entre y dentro de las moléculas proteicas de dicho tejido, comprendiendo los entrecruzamientos enlaces amida entre
restos reactivos de dicho tejido y enlaces amida adicionales entre restos reactivos de dicho tejido y agentes de
entrecruzamiento diamina que tienen una cadena de carbono con una longitud de al menos 4 atomos de carbono,
obteniéndose dicho entrecruzamiento sometiendo dicho tejido a una solucién acuosa que contiene una cantidad
eficaz de un agente de conjugacion hidrosoluble que promueve la formacién de enlaces amida, un potenciador de
conjugacion y una concentracion de entre 80 y 130 milimolar de dicho agente de entrecruzamiento diamina.
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DESNATURALIZACION TERMICA DE LAS VALVAS
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RESISTENCIA A LA DIGESTION CON PRONASA
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RESISTENCIA A LA DIGESTION CON COLAGENASA

S

- @ -VALVAS

|

 eree PARE D

.

pi S S S

100

1 0 -

(=]
~ [{e] (2] m

80

JLININVINIY OdIraL %

30

18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90 96
HORAS DE FIJACION

12

FIG. 4

13



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

