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DESCRIPCION
Procedimiento de tratamiento de tejido bioldgico y tejido bioldgico

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento para tratar tejido biolégico y al tejido bioldgico, y mas
especificamente a un procedimiento para tratar tejido bioldégico para suprimir la degeneracion y la reduccion de la
resistencia del tejido debido a esterilizacion, y un tejido biolégico obtenido por el procedimiento de tratamiento.

Antecedentes técnicos

Los presentes solicitantes ya han propuesto un procedimiento para descelularizar un tejido animal, tal como
pericardio o tendén, recogido de un animal, tal como una vaca o un cerdo, para trasplantar el tejido animal en un
organismo humano (véase el documento de patente 1 y similares). En esta ocasion, el tejido bioldégico recogido de
un animal y descelularizado (a partir de ahora en el presente documento mencionado como "tejido descelularizado")
no puede usarse inmediatamente después de la descelularizacion, sino que se esteriliza para su almacenamiento
provisionalmente. Para poner dicho tejido descelularizado de origen animal en uso practico, es esencial el
tratamiento para esterilizar el tejido descelularizado. El documento de patente 2 describe un procedimiento para
procesar tejidos basados en colageno.

Lista de citas

Documentos de patente
Documento de patente 1: Publicacién internacional n.° WO 2011/142407
Documento de patente 2: Solicitud europea n.° EP 0 564 786

Sumario de la invencién

Problema técnico

Sin embargo, la aplicacion de esterilizacion a un tejido que consiste en componentes bioldgicos (a partir de ahora en
el presente documento mencionado como "tejido biolégico") y similares da lugar a dafio significativo del tejido
bioldégico y reduce la resistencia del tejido en comparacion con antes del tratamiento. Como resultado de los trabajos
experimentales intensivos, los presentes inventores han descubierto que la liofilizacidn y la esterilizacion de tejido
biolégico seguido por rehidratacién causa degeneracion tisular en que el tejido tiene un contenido de humedad
inferior y queda mas duro que el tejido bioldgico antes del tratamiento. Por consiguiente, los presentes inventores
han impregnado tejido biolégico con una solucion de trehalosa antes de la esterilizacion del tejido bioldgico. Como
resultado, se ha descubierto que la impregnacion puede suprimir la reduccién de la resistencia y la degeneracion
tisular en tejido bioldgico esterilizado.

La presente invencién se ha elaborado basandose en estos hallazgos, y un objetivo de la misma es proporcionar un
procedimiento para tratar tejido biolégico que pueda suprimir la reduccion de la resistencia y la degeneracion tisular
en el tejido esterilizado que comprende componentes bioldgicos y similares, y un tejido biolégico obtenido por el
procedimiento de tratamiento.

Solucidn al problema

En la presente invencion, un tejido que consiste en pericardio bovino o tendén bovino (a partir de ahora en el
presente documento mencionado como "tejido biolégico") se sumerge en una solucién de trehalosa y se agita
durante aproximadamente 24 horas para impregnar el tejido biolégico con la solucion de trehalosa. La solucion de
trehalosa usada en esta ocasién es una obtenida disolviendo trehalosa en una solucién salina tamponada con
fosfato, estando la concentracion de trehalosa en el intervalo de un 20 % en peso a un 35 % en peso.

Después de ello, el tejido bioldégico se seca para eliminar la humedad en el tejido bioldgico. El secado en esta
ocasion no esta particularmente limitado; sin embargo, se realiza a una temperatura de aproximadamente -45 °C
durante aproximadamente 24 horas.

Entonces, el tejido se esteriliza con gas de 6xido de etileno. Las condiciones de la esterilizaciéon en esta ocasion no
estan particularmente limitadas, y se establecen a una temperatura de aproximadamente 30 °C para suprimir la
degeneracion del colageno, un tiempo de exposiciéon de aproximadamente 12 horas y una aireacion de
aproximadamente 20 horas. También es posible adoptar otros procedimientos de esterilizacién, tales como
esterilizacidon con plasma de baja temperatura de peréxido de hidrogeno. En la presente divulgacion, puede usarse
otro oligosacarido de disacarido, tal como sacarosa, lactosa o maltosa en el lugar de la trehalosa. En otras palabras,
pueden adoptarse diversas realizaciones siempre que el secado y la esterilizacion se realicen después de la
impregnacion del tejido biolégico con una solucién de oligosacarido de un disacarido como se describe
anteriormente.
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Efecto ventajoso de la invencién

De acuerdo con la presente invencion, la degeneracion tisular y la reduccién de la resistencia pueden suprimirse en
tejidos bioldgicos esterilizados.

Ademas, cuando la concentracién de trehalosa en la solucion de trehalosa puede establecerse de un 20 % en peso
hasta un 35 % en peso, la estructura tisular y la resistencia en el tejido bioldgico antes del tratamiento pueden
mantenerse a casi el mismo grado.

Descripcion de las realizaciones

(Ejemplo 1)

En primer lugar, se preparé un pericardio bovino recogido en forma de lamina rectangular de 5 cm por 7 cm de
aproximadamente 300 um de grosor y 1,5 g de masa y se lavd con una solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
que contiene un antibidtico.

Entonces, el pericardio bovino lavado se sometié a descelularizacién por un procedimiento ya propuesto por los
presentes inventores (véase la patente japonesa abierta a inspeccion publica n.° 2011-05043).

A continuacion, se proporcionaron 40 ml de una solucion de trehalosa obtenida afiadiendo trehalosa a PBS, y el
pericardio bovino después de la descelularizacion (tejido descelularizado) se colocé junto con la solucién de
trehalosa en un tubo de centrifuga de 50 ml, el tubo se agita con el pericardio bovino impregnado con la solucion de
trehalosa. En este ejemplo, la concentracion de trehalosa en la solucion de trehalosa se establecié a un 1 % en
peso. El tratamiento de agitacion se realizé a una revolucion de 180 rpm durante 24 horas usando un bioagitador
calentado a 37 °C.

Después de ello, usando un liofilizador, el pericardio bovino se dejoé reposar a aproximadamente -45 °C durante
aproximadamente 24 horas para eliminar la humedad del pericardio bovino.

Entonces, en un esterilizador de gas de 6xido de etileno, el pericardio bovino se esterilizd con gas de éxido de
etileno para proporcionar un tejido secado esterilizado del pericardio bovino. En esta ocasion, la temperatura de
exposicion se establecio a 30 °C; el tiempo de exposicion, a 12 horas; y la aireacién, a 20 horas.

(Ejemplos 2 a 9)

Se obtuvo un tejido secado esterilizado de pericardio bovino como en el ejemplo 1 excepto en que se cambio la
concentracion de trehalosa en una solucion de la misma. Especificamente, el pericardio bovino descelularizado
como se describe anteriormente se colocé en una solucién de trehalosa cuya concentracién de trehalosa se
establecié a cada uno de 5, 10, 20, 25, 30, 35, 40 y 50 % en peso, se someti6 al tratamiento de agitacion descrito
anteriormente y después se secd y se esterilizd6 como se describe anteriormente para proporcionar un tejido secado
esterilizado del pericardio bovino de acuerdo con cada uno de los ejemplos 2 a 9.

Ademas, la concentracion maxima de trehalosa se establecié a un 50 % porque la concentracion de trehalosa
disuelta en PBS a 37 °C era de aproximadamente un 50 %.

(Ejemplos 10 a 18)

Se obtuvo un tejido secado esterilizado de pericardio bovino en las mismas condiciones que en los ejemplos 1 a 9
excepto en que no se realizé la descelularizacion.

(Ejemplos 19 a 36)

Se obtuvo un tejido secado esterilizado de tenddn bovino en las mismas condiciones que en los ejemplos 1 a 18
excepto en que se cambi6 un tejido a tratar de pericardio bovino a tendén bovino.

En esta ocasion, el tenddn bovino usado era del orden de 10 cm de longitud y 10 mm de grosor.
(Ejemplo comparativo 1)

Se obtuvo un tejido secado esterilizado de pericardio bovino siguiendo un procedimiento diferente al del ejemplo 1,
donde el pericardio bovino descelularizado no se impregndé con una solucién de trehalosa, pero se secé y se
esterilizd como se describe anteriormente.

(Ejemplo comparativo 2)

Se obtuvo un tejido secado esterilizado de pericardio bovino en las mismas condiciones que en el ejemplo
comparativo 1 sin la impregnacién con una solucion de trehalosa, excepto que no se realiz6 la descelularizacion.
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(Ejemplos comparativos 3y 4)

Se obtiene un tejido secado esterilizado de tenddn bovino en las mismas condiciones que en los ejemplos
comparativos 1 y 2 sin la impregnacion con una solucién de trehalosa, excepto que se cambid un tejido a tratar de
pericardio bovino a tendén bovino como en el ejemplo 19 y otros.

Entonces, se realizaron experimentos para demostrar el efecto de la presente invencion.

Como un primer experimento, se realizd un experimento para demostrar el efecto de la supresion de la degeneracion
tisular de acuerdo con la presente invencién usando el tejido secado esterilizado obtenido en cada uno de los
ejemplos y de los ejemplos comparativos anteriores.

Especificamente, se afiaden 40 ml de PBS que contiene antibiético a un tubo de centrifuga de 50 ml, en que se
coloca cada tejido secado esterilizado. Después, se agita a una revolucion de 180 rpm durante 24 horas usando un
bioagitador calentado a 37 °C, y se mide la masa del tejido secado esterilizado de ese modo rehidratado usando una
balanza electronica. Entonces, se calculd la tasa de aumento en la masa del tejido secado esterilizado de cada
ejemplo respecto a la del tejido secado esterilizado del ejemplo comparativo correspondiente sin impregnacion con
una solucién de trehalosa. El ejemplo comparativo correspondiente es el ejemplo comparativo 1 para los ejemplos 1
a 9; el ejemplo comparativo correspondiente es el ejemplo comparativo 2 para los ejemplos 10 a 18; el ejemplo
comparativo correspondiente es el ejemplo comparativo 3 para los ejemplos 19 a 27; y el ejemplo comparativo
correspondiente es el ejemplo comparativo 4 para los ejemplos 28 a 36.

Un segundo experimento, un ensayo de tension para demostrar el efecto de la supresion de la reduccion de la
resistencia del tejido de acuerdo con la presente invencién se realizé usando el tejido secado esterilizado obtenido
en cada uno de los ejemplos y ejemplos comparativos anteriores.

El experimento se realizé6 en las siguientes condiciones para cada uno de los ejemplos 1 a 18 y los ejemplos
comparativos 1y 2 en que se uso un pericardio bovino como tejido a tratar.

Después de rehidratar cada tejido secado esterilizado del pericardio bovino en las mismas condiciones que las del
primer experimento, se prepard una tira de muestra de 3 mm de anchura y se realizé un ensayo de tension
estableciendo la distancia inicial del mandril a 7 mm. El ensayo de tensién se realizé en las condiciones de una
carga de tension inicial de 0,5 N, una elongacion de la muestra de un 20 %, una velocidad de traccion de 120
mm/min y un ndmero de ciclos de 3000. Entonces, para cada muestra, se determiné la tasa de relajaciéon de la
tension a lo largo del tiempo que se calcul6 restando la carga después de 3000 ciclos desde la carga inicial y
dividiendo el resultado por la carga inicial, y se calculé la tasa de aumento a partir de la tasa de relacion de la
tension para el tejido secado esterilizado de cada uno de los ejemplos comparativos correspondientes. La tasa de
relacion de la tension en esta ocasion es una medida de una caracteristica viscoelastica (flexibilidad) y una tasa de
relajacion de la tensién mayor significa mayor flexibilidad. Se ha descubierto que la esterilizacion del tejido bioldgico
disminuye la tasa de relajacion de la tension en comparacion con antes del tratamiento.

Para cada uno de los ejemplos 19 a 36 y los ejemplos comparativos 3 y 4 en que se usé un tendén bovino como
tejido a tratar, el experimento se realizé en las siguientes condiciones.

Cada muestra en la forma descrita anteriormente se rehidraté en las mismas condiciones que las del primer
experimento, seguido por realizacion de un ensayo de tension estableciendo la anchura de la muestraa 4 mmy la
distancia inicial del mandril a 45 mm. El ensayo de tensién se realiz6 en las condiciones de una carga de tension
inicial de 66,7 N durante 15 minutos y después los 10 000 ciclos de una carga de tensién de 100 N a una velocidad
de traccion de 300 mm/min. Entonces, para cada muestra, se determiné el punto en que el porcentaje de aumento
en la deformacion por cada 100 ciclos llega a ser de menos de un 0,15 %, y se elimino la influencia de la estructura
de restriccion de colageno o similar que constituye el tejido lo maximo posible restando un valor de deformacién en
un punto donde el porcentaje de aumento en la deformacién por cada 100 ciclos alcanzaba menos de un 0,15 %
desde un valor de deformacion hasta 10 000 ciclos para calcular la tasa de cambio en la deformacién de la propia
estructura tisular. La tasa de cambio en la deformacidon en esta ocasidén es, asimismo, una medida de una
caracteristica viscoelastica. Después, para cada muestra, se calculé la tasa de aumento en la tasa de cambio en la
deformacion respecto a la del tejido secado esterilizado del correspondiente ejemplo comparativo.

Los resultados de los experimentos se muestran en las siguientes tablas. Los ejemplos 4-7, 13-16, 22-25 y 31-34
son de acuerdo con la invencidn; los otros ejemplos no.
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[Tabla 1]
. Tasa de Tasa de aumento en la tasa
- .__ .. | Concentracion . e
Tejido Descelularizacién de trehalosa (%) aumento de de relajacion de la tension
° masa (%) (%)
Ejemplo 1 Pf)gf/?r:g'o si 1 5 11
Ejemplo 2 Pericardio S 5 5 11
Ejemplo 3 Pericardio S 10 5 21
Ejemplo 4 P%gf/?r:g'o Si 20 8 34
Ejemplo 5 Pencardio si 25 13 52
Ejemplo 6 P%Z‘f/?r:g'o Si 30 16 95
Ejemplo 7 P%gf/?r:g'o Si 35 12 34
Ejemplo 8 Percardio si 40 12 33
Ejemplo 9 P%Z‘f/?r:g'o Si 50 9 30
Ejemplo Pericardio "
comparativo 1 bovino Sl 0 0 0
[Tabla 2]
. Tasa de Tasa de aumento en la tasa
- .__ .. | Concentracion e e
Tejido Descelularizacién de trehalosa (%) aumento de de relajacion de la tension
° masa (%) (%)
Ejemplo 10 P%gf/?r:g'o NO 1 3 8
Ejemplo 11 Pericardio NO 5 5 16
Ejemplo 12 | " oneardio NO 10 16 17
Ejemplo 13 P%gf/?r:g'o NO 20 21 23
Ejemplo 14 | " oneardio NO 25 51 25
Ejemplo 15 P%Z‘f/?r:g'o NO 30 57 60
Ejemplo 16 P%gf/?r:g'o NO 35 50 43
Ejemplo 17 | "eneardio NO 40 27 37
Ejemplo 18 P%Z‘f/?r:g'o NO 50 19 42
Ejemplo Pericardio NO 0 0 0
comparativo 2 bovino
[Tabla 3]
Concentracién de Tasa de Tasa de aumento en la tasa
Tejido Descelularizacién trehalosa (%) aumento de | de cambio de la deformacion
° masa (%) (%)
. Tenddn i
Ejemplo 19 bovino Si 1 1 1
Ejemplo 20 Tendon s 5 4 3
bovino
Ejemplo 21 Le”‘."’” Si 10 5 3
ovino
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(continuacion)
Concentracién de Tasa de Tasa de aumento en la tasa
Tejido Descelularizacién trehalosa (%) aumento de | de cambio de la deformacion
° masa (%) (%)
Ejemplo 22 Tendon si 20 5 14
bovino
Ejemplo 23 Tendon S 25 6 32
bovino
Ejemplo 24 Le”‘.’on Si 30 4 18
ovino
Ejemplo 25 Tendon si 35 1 14
bovino
Ejemplo 26 Tendon S 40 1 9
bovino
Ejemplo 27 Le”‘.’on Si 50 1 6
ovino
Ejemp!o Tenc'ion Si 0 0 0
comparativo 3 bovino
[Tabla 4]
Concentracién de Tasa de Tasa de aumento en la tasa
Tejido Descelularizacién trehalosa (%) aumento de |de cambio de la deformacion
° masa (%) (%)
Ejemplo 28 Tendon NO 1 9 11
bovino
Ejemplo 29 Tendon NO 5 14 7
bovino
Ejemplo 30 Tendon NO 10 17 9
bovino
Ejemplo 31 Tendon NO 20 18 52
bovino
Ejemplo 32 Tendon NO 25 18 54
bovino
Ejemplo 33 Tendon NO 30 18 57
bovino
Ejemplo 34 Tendon NO 35 15 23
bovino
Ejemplo 35 Tendon NO 40 10 18
bovino
Ejemplo 36 Tbe”‘.’on NO 50 5 10
ovino
EJemp!o TenQon NO 0 0 0
comparativo 4 bovino

El tejido biolégico tratado por el procedimiento convencional (a partir de ahora en el presente documento
mencionado como "tejido tratado convencional") tiene una masa disminuida en comparacion con la del tejido no
tratado; sin embargo, de acuerdo con los resultados experimentales anteriores, se posibilité que el tejido bioldgico
sometido al tratamiento de la presente invencion (a partir de ahora en el presente documento mencionado como "el
tejido tratado de la presente invencion") tuviera una masa aumentada en comparacion con la del tejido tratado
convencional. Ademds, la concentracion de trehalosa puede establecerse dentro del intervalo de un 20 % en peso a
un 35 % en peso para proporcionar un pico de la masa mas elevada entre los tejidos tratados de la presente
invencioén, que posibilita que la masa del tejido resultante se genere a casi el mismo nivel que la masa del tejido no
tratado. Como resultado, puede estimarse que la presente invencion tiene el efecto de suprimir el fendmeno de
destruccion de la estructura fina del tejido antes del tratamiento y se demostré que suprime la degeneracion del
tejido bioldgico después del tratamiento en comparacion con el procedimiento convencional.

El tejido tratado convencional tiene resistencia reducida en comparaciéon con la del tejido no tratado debido a la
flexibilidad reducida; sin embargo, de acuerdo con los resultados experimentales anteriores, se posibilitd que el
tejido tratado de la presente invencion tuviera flexibilidad y resistencia aumentada en comparacién con las del tejido
tratado convencional. Ademas, la concentracion de trehalosa puede establecerse dentro del intervalo de un 20 % en
peso a un 35 % en peso para proporcionar un pico de la flexibilidad mas elevada entre los tejidos tratados de la
presente invencion, lo que posibilita que su flexibilidad se genere a casi el mismo nivel que la flexibilidad del tejido no
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tratado. Como resultado, se demostré que la presente invencidon suprime la reduccion de la resistencia del tejido
biolégico después del tratamiento a un grado mayor que el procedimiento convencional.

Ademas, de acuerdo con la presente invencion, incluso cuando el tejido biolégico estaba descelularizado, se
demostré que la degeneracion tisular o la reduccion de la resistencia se suprimian en el tejido secado y esterilizado.

Aplicabilidad industrial

La presente divulgacion puede usarse para el tratamiento para procesamiento industrial o para la conservacion de
un tejido recogido de un animal como un tejido para el trasplante en un organismo humano.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de tratamiento de tejido bioldgico, que comprende las etapas de:

a) impregnar dicho tejido bioldgico con una solucién de trehalosa;
b) secar dicho tejido bioldgico; y
c) esterilizar dicho tejido biolégico,

en el que dicha etapa de esterilizacion se realiza usando gas de 6xido de etileno o plasma de baja temperatura de
peroxido de hidrégeno,
en el que la concentracion de dicha solucion de trehalosa es de un 20 % en peso a un 35 % en peso,

en el que el tejido bioldgico es pericardio bovino o tendén bovino.

2. Tejido bioldgico obtenido impregnando tejido biolégico con una solucién de trehalosa seguido de secado y
esterilizacidon con gas de 6xido de etileno o plasma de baja temperatura de perdxido de hidrégeno,

en el que la concentracion de dicha solucion de trehalosa es de un 20 % en peso a un 35 % en peso, y

en el que el tejido biolégico es pericardio bovino o tendén bovino.
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