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DESCRIPCION
Material de soporte para el cuidado de heridas y/u otras aplicaciones de curacion de tejidos
SECTOR
La presente invencion se refiere a un material de soporte para el cuidado de heridas y/u otras aplicaciones de
curacion de tejidos y procedimientos para la fabricacion del mismo. El material de soporte comprende una matriz

extracelular descelularizada de piel de pescado, segun la reivindicacion 1.

ANTECEDENTES

Un conjunto de materiales humanos, animales y sintéticos se describen o utilizan actualmente en procedimientos
médicos para aumentar, reparar o corregir defectos de tejidos.

Por ejemplo, la solicitud de patente publicada de Estados Unidos N.° 2003/0059460 da a conocer un material de
polimero hibrido que comprende polimeros sintéticos y naturales que pueden utilizarse en la regeneracion de tejido
de organismos vivos. El hibrido comprende un polimero de origen natural reticulado y un polimero sintético
absorbible por biodegradacion. Sin embargo, deben llevarse a cabo una serie de etapas de proceso complicadas
para producir el material hibrido. Ademas, el material hibrido resultante contiene materiales sintéticos, asi como
materiales de origen natural.

La patente de Estados Unidos N.° 6.541.023 describe la utilizacion de geles de colageno porosos derivados de piel
de pescado para utilizar como soportes en el disefio de tejidos. La preparacion de los geles de colageno implica la
molienda de la piel de pescado. Ademas, la patente de China N.° 1068703 describe un procedimiento para la
preparacion de piel de pescado para vendar heridas de quemaduras, que implica separar la piel de pescado del
cuerpo del pescado y colocar la piel en una solucién de conservacion de tintura de yodo, etanol, borneol,
sulfadiazina de zinc y acido clorhidrico en cantidades suficientes para establecer un valor de pH de 2,5-3. Sin
embargo, estos productos pueden ser dificiles de manipular, ya que el producto de la patente de Estados Unidos
N.° 6.541.023 esta en forma de gel y el producto de la patente de China N.° 1068703 se almacena en una solucion.

Ademas, se han derivado de piel humana un conjunto de productos de matriz extracelular para utilizaciones médicas
(ALLODERM® Regenerative Tissue Matrix (LifeCell)); dermis bovino fetal (PRIMATRIX® Dermal Repair Scaffold
(TEI Biosciences)); vejiga urinaria porcina (MATRISTEM® Extracellular Matrix Wound Sheet (Medline Industries,
Inc.)); y submucosa de intestino delgado porcino (OASIS® Wound Matrix (HealthPoint Ltd.)) BADYLAK da a conocer
"The extracelular matrix as a biologic scaffold material” en BIOMATERIALS, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS
BV., BARKING, GB, volumen 28, N.° 25, 5 de junio de 2007 (05-06-2007), paginas 3587-3593. Sin embargo, existe
una necesidad de productos mejorados y procedimientos para mejorar la curacién de heridas y la reparacion de
tejidos. La presente invencion satisface esta necesidad.

CARACTERISTICAS

La matriz extracelular (ECM) de los vertebrados es una entidad estructural compleja que rodea y soporta las células.
La ECM esta compuesta por mezclas complejas de proteinas estructurales, la mas abundante de las cuales es el
colageno, y otras proteinas especializadas y proteoglicanos. El material de soporte descrito en el presente
documento es un soporte acelular ampliamente intacto de componentes de ECM biolégicos naturales de piel de
pescado. El soporte comprende también lipidos de origen natural de la piel de pescado. La estructura tridimensional
nativa, la composicion y la funcién de la ECM dérmica estan esencialmente inalteradas, y proporcionan un soporte
para soportar la migracion celular, la adhesion, la proliferacion y la diferenciacion, facilitando de este modo la
reparacion y/o sustitucion de tejidos. La presente invencion también se refiere a procedimientos de fabricacion y de
utilizacion del material de soporte.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra una muestra ilustrativa de un producto de ECM descelularizada (material de soporte) fabricado
de piel de pescado segun un procedimiento descrito en el presente documento.

La figura 2 muestra imagenes Opticas de secciones transversales de material de soporte a 100 aumentos (2A) y 400
aumentos (2B).

La figura 3 muestra el microscopio de barrido de electrones (SEM) de imagenes de secciones transversales de
material de soporte a 300 aumentos (3A) y 600 aumentos (3B).

DESCRIPCION
Un material de soporte, segun la presente invencion, se obtiene a partir de piel de pescado intacta. Un ejemplo

ilustrativo que muestra el aspecto de una muestra del material de soporte se muestra en la figura 1. Se puede utilizar
cualquier especie de pescado, incluyendo peces 6seos o cartilaginosos, como la fuente de la piel de pescado. Por
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ejemplo, la fuente puede ser pescados redondos, tales como bacalao, eglefino y bagre; pescados planos, tales como
halibut, platija y lenguado; salménidos, tales como salmon y trucha; escombroides, tales como at(n; o peces
pequefios, tales como arenque, anchoa, caballa y sardina. En ciertas realizaciones, la piel de pescado se obtiene de
pescados oleosos de agua fria y/o pescados que se sabe que contienen cantidades elevadas de aceite con
omega-3. Entre los ejemplos de pescados con un contenido elevado de aceite con omega-3 estan el salmén, las
sardinas, el atan, el arenque, el bacalao, las sardinas jovenes, la caballa, el pez sable, los eperlanos, el pescado
blanco, el pez hoki y algunas variedades de trucha.

La piel de pescado se elimina del pescado antes del procesamiento. Si la piel de pescado es de una especie de pez
que tiene escamas, la piel de pescado debe desescamarse de manera que se elimina una parte sustancial de las
escamas o, como minimo, se elimina la hidroxiapatita de las escamas. La frase "se elimina una parte sustancial de
las escamas" o "sustancialmente libre de escamas" significa que se elimina, como minimo, el 95%, de manera
preferente, como minimo, el 99% y, de manera mas preferente, el 100% de las escamas de la piel de pescado. Una
piel de pescado "sustancialmente libre de escamas" también puede referirse a piel de pescado de una especie de
pez sin escamas. Las escamas se eliminan antes de todo el procesamiento, con presion puramente mecanica (a
través, por ejemplo, de un cuchillo, agitaciéon con abrasivos, presion de agua, un dispositivo especial de eliminacion
de escamas que utiliza la misma fuerza mecanica que los cuchillos u otro dispositivo de presion, como el pulido con
material ceramico o plastico) o después de algin tratamiento quimico (por ejemplo, descelularizacion) y, a
continuacién, con presion mecanica a efectos de eliminar las escamas por lavado. Si la piel de pescado se trata en
primer lugar quimicamente y/o enzimaticamente (por ejemplo, tratamiento con TRITON® X-100), la presién
mecénica, en general, tiene que ser suave, ya que la piel es mas vulnerable a la rotura después de la
descelularizacién. Las escamas se pueden eliminar en mas de una etapa, por ejemplo, la eliminacién parcial antes
de la descelularizacién, seguido de la eliminaciéon adicional durante y/o después de la descelularizacion.
Alternativamente, las escamas se pueden eliminar mediante solamente tratamiento quimico.

Después de eliminar las escamas, la piel de pescado opcionalmente se congela antes de la descelularizacion. La
piel de pescado se puede congelar rapidamente mediante la incubacién de la piel en nitrégeno liquido o utilizando
otro equipo especial de congelacion que puede congelar la piel hasta -70°C o inferior, a efectos de conservar la
estructura de colageno del soporte. De manera alternativa, la piel de pescado se puede congelar en un tipo
convencional de congelador que se encontraria habitualmente en una fabrica de pescado. El proceso de
congelacién puede lisar o parcialmente lisar las células que comprenden la piel de pescado intacta, y ayudar a
facilitar la descelularizacion de la piel de pescado. Si la piel de pescado se ha congelado, posteriormente puede
descongelarse para un procesamiento adicional.

Tanto si se congelé o no la piel de pescado, se puede lavar con una solucion tampén antes del procesamiento
adicional. Por ejemplo, la piel de pescado se puede lavar 1-3 veces con una solucién tamp6n que contiene
opcionalmente uno o mas antioxidantes (por ejemplo, acido ascoérbico (tal como, acido ascérbico 50 mM), vitaminas
A, C, E y beta caroteno), antibitticos (por ejemplo, estreptomicina y penicilina), proteasas (por ejemplo, dispasa ll) e
inhibidores de proteasa (por ejemplo, antipaina, aprotinina, benzamidina, bestatina, DFP, EDTA, EGTA, leupeptina,
pepstatina, fosforamidon y PMSF) para facilitar la desinfeccion y la estabilizacion de la piel de pescado. La solucion
tampon puede estar a un pH, como minimo, de 5,5, tal como 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0, 9,5, 10,0 0 mas. En
ciertas realizaciones, el pH esta entre 7,0 y 9,0, por ejemplo, entre 7,5y 8,5. La soluciéon tampon también se puede
utilizar como un medio en el que la piel de pescado se puede almacenar durante algunos dias hasta algunas
semanas 0 mas. En ciertas realizaciones, la piel de pescado se almacena en la solucién tamp6n a una temperatura
de aproximadamente 4°C.

Después de la congelacion y/o lavado y/o almacenamiento en una solucion tampon, la piel de pescado se trata con
una 0 mas soluciones de descelularizacion para eliminar el material celular, incluyendo material antigénico, de la piel
de pescado con un minimo o ningln dafio a la integridad mecanica y estructural y la actividad biolégica de la matriz
extracelular de origen natural.

Los términos "matriz extracelular" o "ECM", tal como se utilizan en el presente documento, se refieren al material de
tejido no celular presente dentro de la piel de pescado que proporciona soporte estructural a las células de la piel
ademas de realizar otras funciones importantes. La ECM descrita en el presente documento no incluye material de
matriz que se ha constituido o reformado completamente a partir de componentes de ECM extraidos, purificados o
separados (por ejemplo, colageno).

Los términos "acelular”, "descelularizado”, "piel de pescado descelularizado", y similares, tal como se utilizan en el
presente documento, se refieren a una piel de pescado de la que se ha eliminado una cantidad sustancial de
contenido celular y de acido nucleico, dejando una estructura intersticial tridimensional compleja de ECM. "Agentes
descelularizantes" son aquellos agentes que son eficaces en la eliminacion de una cantidad sustancial de contenido
celular y de acido nucleico de la ECM. La ECM esta "descelularizada" o esta "sustancialmente libre" de contenido
celular y de acido nucleico (es decir, se ha eliminado una "cantidad sustancial") cuando, como minimo, el 50% de los
acidos nucleicos y otro material celular viables y no viables se ha eliminado de la ECM. En ciertas realizaciones, se
elimina aproximadamente el 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% o0 100% de los acidos nucleicos y material celular viables y no viables. La descelularizaciéon se
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puede verificar, por ejemplo, mediante el andlisis del contenido de ADN de la piel de pescado tratada. Se puede
determinar la eliminacion de los &cidos nucleicos de la ECM, por ejemplo, mediante el examen histoldgico de la
ECM, y/o mediante un ensayo bioquimico, tal como el ensayo PICOGREEN®, ensayo de difenilamina, o mediante
PCR.

La descelularizacion altera las membranas celulares y libera el contenido celular. La descelularizacion puede
implicar uno o mas tratamientos fisicos, uno o mas tratamientos quimicos, uno o0 mas tratamientos enzimaticos o
cualquier combinacion de los mismos. Entre los ejemplos de tratamientos fisicos estan la sonicacion, la agitacion
mecanica, el masaje mecanico, la presion mecanica y la congelacion/descongelacion. Entre los ejemplos de agentes
descelularizantes quimicos estan sales idnicas (por ejemplo, azida sédica), bases, acidos, detergentes (por ejemplo,
detergentes no idnicos e idnicos), agentes oxidantes (por ejemplo, peroxido de hidrégeno y peroxiacidos), soluciones
hipoténicas, soluciones hiperténicas, agentes quelantes (por ejemplo, EDTA y EGTA), disolventes organicos (por
ejemplo, tri(n-butil)-fosfato), acido ascorbico, metionina, cisteina, acido maleico y polimeros que se unen al ADN (por
ejemplo, poli-L-lisina, polietilimina (PEI) y poliamindoamina (PAMAM)). Entre los detergentes no ionicos se incluyen
4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil-polietilenglicol, t-octilfenoxipolietoxietanol, polietilenglicol terc-octilfenil éter (TRITON®
X-100) (Dow Chemical Co.). Entre los detergentes ionicos se incluyen dodecilsulfato de sodio (SDS), desoxicolato de
sodio, TRITON® X-200 y detergentes zwitteridnicos (por ejemplo, CHAPS). Entre otros detergentes
descelularizantes adecuados se incluyen monooleato de polioxietilen (20) sorbitano y monooleato de polioxietilen
(80) sorbitano (Tween 20 y 80), 3-[(3-cloramidopropil)-dimetilamino]-1-propano-sulfonato, octil glucésido y
dodecilsulfato de sodio. Entre los ejemplos de agentes descelularizantes enziméticos estan las proteasas, las
endonucleasas y las exonucleasas. Entre las proteasas se incluyen proteasas de serina (por ejemplo, tripsina),
proteasas de treonina, proteasas de cisteina, proteasas de aspartato, metaloproteasas (por ejemplo, termolisina), y
proteasas de &cido glutdmico. La descelularizacion se lleva a cabo, en general, a un pH, como minimo, de 5,5, tal
como 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0, 9,5, 10,0 o més. En ciertas realizaciones, el pH esta entre 7,0y 9,0, por ejemplo
entre 7,5y 8,5.

Un ejemplo de una etapa de descelularizacion es incubar la piel de pescado en una solucién que comprende NaCl 1
M, &cido desoxicdlico al 2%, azida sédica al 0,02% y 500 ppm de estreptomicina. En otro ejemplo, se incuba la piel
de pescado con una primera solucidon descelularizante que comprende una proteasa (por ejemplo, 2,5 U/ml de
dispasa Il) y otros componentes (por ejemplo, azida sédica al 0,02%). La primera solucion descelularizante se vierte
y la piel de pescado se trata, a continuacion, con una segunda solucién descelularizante, tal como una solucién que
comprende un detergente (por ejemplo, TRITON® X-100 al 0,5%) y otros componentes (por ejemplo, azida sodica al
0,02%). En otro ejemplo, la piel de pescado se trata primero con una solucién descelularizante que comprende
detergente (por ejemplo, TRITON® X-100 al 0,5%) con otros componentes (por ejemplo, EDTA al 0,02%, azida
sédica y/o acido desoxicolico), y a continuacion se incuba en una segunda solucién descelularizante que comprende
un detergente, tal como SDS.

La piel de pescado puede incubarse o no bajo agitacion. La etapa o etapas descelularizantes se pueden repetir
segun sea necesario mediante separacion por vertido de cualquier solucion descelularizante restante, opcionalmente
el lavado de la piel de pescado con una soluciéon tampoén (por ejemplo, solucidn salina equilibrada de Hank) y, a
continuacién, el tratamiento de la piel de pescado de nuevo con otra etapa de descelularizacién. Una vez que se ha
extraido una cantidad suficiente de material celular, se puede extraer la solucion descelularizante (por ejemplo,
mediante aspiracion o mediante vertido suave de la solucion).

Después de la descelularizacion, la piel de pescado puede opcionalmente lavarse con agua, soluciéon tampén y/o
solucion de sal. Entre los ejemplos de soluciones de lavado adecuados se incluyen solucién salina tamponada con
fosfato de Dulbecco (DPBS), solucion salina equilibrada de Hank (HBSS), Medium 199 (M199, SAFC Biosciences,
Inc.) y/o L-glutamina. La etapa o etapas de lavado se llevan a cabo, en general, a un pH, como minimo, de 5,5, tal
como 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0, 9,5, 10,0 o més. En ciertas realizaciones, el pH esta entre 7,0y 9,0, por ejemplo
entre 7,5y 8,5.

La piel de pescado opcionalmente se puede blanquear para mejorar la apariencia del producto final. El blanqueo
puede llevarse a cabo antes, después y/o simultaneamente con la descelularizacion. Por ejemplo, se pueden
incorporar uno 0 mas agentes de blanqueo en una o mas de las soluciones de descelularizacién y/o en una o mas
soluciones tampon. Entre los ejemplos de agentes de blanqueo se incluyen sulfito de sodio, peréxido de hidrégeno,
persulfato de amonio, persulfato de potasio y persulfato de sodio. En ciertas realizaciones, si se utiliza un agente de
blanqueo fuerte, como persulfato o persulfatos, el blanqueo y la descelularizaciéon se pueden combinar en una sola
etapa que comprende la incubacion de la piel de pescado en una mezcla de uno o mas agentes de blanqueo,
espesantes y fuentes de perdxido. Por ejemplo, se puede preparar una mezcla seca de blanqueo (véase, por
ejemplo, las "mezclas de blanqueo” descritas en el ejemplo 5), seguido de la adicion de agua, peréxido de hidrégeno
o una combinacién de los mismos a la mezcla seca para formar una solucién de blanqueo que también puede ser
suficiente para la descelularizacién. Los agentes de blanqueo (por ejemplo, sulfito de sodio, peréxido de hidrégeno,
persulfato de amonio, persulfato de potasio y persulfato de sodio) deben ser aproximadamente el 40-60% p/p de la
mezcla seca. Se puede afiadir una combinacion de EDTA y persulfatos a la mezcla para acelerar el blanqueo, asi
como la descelularizacién. En ciertas realizaciones, la concentracion de EDTA en la mezcla seca es de
aproximadamente 0,25-5% p/p. El peroxido de hidrégeno puede ser aproximadamente el 15-25% de la mezcla; la

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 664 293 T3

fuente de peroxido puede ser percarbonato de sodio y percarbonato de potasio. El fosfato de sodio perhidratado y el
carbonato de sodio o el metasilicato de magnesio y el silicato de silicio también se pueden utilizar como una fuente
de perdéxido. La mezcla seca también puede incluir silice y silice hidratada, por ejemplo, al 1-10% p/p, v,
opcionalmente, uno o0 méas de estearatos (por ejemplo, estearato de amonio, estearato de sodio y/o estearato de
magnesio). Ademas, la mezcla seca puede incluir, opcionalmente, espesantes, tales como hidroxipropilmetil
celulosa, hidroxietil celulosa, algina (es decir, alginato), gomas organicas (por ejemplo, celulosa, goma xantana),
metasilicato de sodio y combinaciones de los mismos, para aumentar la viscosidad de la solucion de
blanqueo/descelularizacion y proteger las fibras de proteina de los dafios. El blanqueo y/o el blanqueo mas
descelularizacién, en general, se lleva a cabo a un pH, como minimo, de 5,5, tal como 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0,
9,5, 10,0 o mas. En ciertas realizaciones, el pH esta entre 7,0 y 9,0, por ejemplo, entre 7,5 y 8,5. Después del
blanqueo y/o el blanqueo mas descelularizacion, la piel de pescado se lava, opcionalmente, con una solucién que
comprende L-glutamina en las condiciones de pH descritas anteriormente.

En ciertas realizaciones, la piel de pescado se trata con una enzima de digestion. De manera similar al blanqueo, la
digestion puede llevarse a cabo antes, después y/o simultdneamente con la descelularizacion. Entre las enzimas
adecuadas se incluyen proteasas, por ejemplo, proteasas de serina, proteasas de treonina, proteasas de cisteina,
proteasas de aspartato, metaloproteasas y proteasas de acido glutdmico. En ciertas realizaciones, la enzima de
digestion es una proteasa de serina, tal como tripsina. La enzima de digestion puede ser una enzima que funciona
en un medio alcalino, limita la reticulacion dentro de la ECM y ablanda la piel de pescado. La digestion se lleva a
cabo, en general, a un pH, como minimo, de 5,5, tal como 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0, 9,5, 10,0 0 més. En ciertas
realizaciones, el pH esté entre 7,0 y 9,0, por ejemplo, entre 7,5y 8,5.

La piel de pescado descelularizada, opcionalmente, puede crioconservarse. La crioconservacion puede implicar
sumergir la piel de pescado en una solucién crioprotectora antes de la congelacion. La solucion crioprotectora
comprende, en general, un tampoén apropiado, uno 0 mas crioprotectores y, opcionalmente, un disolvente, por
ejemplo, un disolvente organico que en combinacién con agua se somete a expansién y contraccion minimas. Entre
los ejemplos de crioprotectores se incluyen sacarosa, rafinosa, dextrano, trehalosa, dimetilacetamida,
dimetilsulfoxido, etilenglicol, glicerol, propilenglicol, 2-metil-2,4-pantandial, ciertas proteinas y péptidos
anticongelantes, y combinaciones de los mismos. Alternativamente, si la piel de pescado descelularizada se congela
rapidamente (congelacion sibita) antes de la sublimacién a efectos de minimizar los cristales de hielo formados
durante la etapa de congelacion, las pieles, opcionalmente, se pueden congelar en una solucién tamp6n que no
incluye crioprotectores. La crioconservacion se realiza, en general, a un pH, como minimo, de 5,5, tal como 6,0, 6,5,
7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0, 9,5, 10,0 o més. En ciertas realizaciones, el pH esta entre 7,0 y 9,0, por ejemplo, entre 7,5y
8,5.

La piel de pescado descelularizada puede envasarse dentro de un recipiente estéril, tal como un vial de vidrio o una
bolsa. En una realizacion, se utiliza una bolsa TYVEK®. Por ejemplo, la piel de pescado se puede incubar en una
solucion crioprotectora, se envasa en una bolsa TYVEK® y, a continuacion, se coloca en un liofilizador y se congela
a una velocidad que es compatible con el crioprotector.

La piel de pescado descelularizada se puede liofilizar, es decir, congelar a baja temperatura y en condiciones de
vacio, de manera que el agua se elimina secuencialmente de cada fase de cristal de hielo sin recristalizaciéon del
hielo. Durante la liofilizacion, el agua se elimina, en general, primero a través de sublimacién y, a continuacion, a
través de desorcidn, si es necesario. Otro procedimiento de eliminacién del exceso de agua después del procesado
y antes de la esterilizacién es el prensado al vacio.

En ciertas realizaciones, la piel de pescado descelularizada se esteriliza antes y/o después de congelarse. Los
procedimientos de esterilizacion son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, la piel de pescado descelularizada
se puede colocar en una cdmara de 6xido de etileno y se trata con ciclos adecuados de 6xido de etileno. Entre otros
procedimientos de esterilizacion se incluyen la esterilizacion con ozono, diéxido de carbono, formaldehido gaseoso o
radiacion (por ejemplo, radiacion gamma, rayos X, procesamiento con haz de electrones y particulas subatémicas).

Como alternativa o ademas de la congelacion, la piel de pescado descelularizada puede conservarse en una
solucion no acuosa, tal como alcohol. Ademéas de la liofilizaciébn o prensado al vacio, la piel de pescado
descelularizada puede conservarse en una solucidn no acuosa, tal como alcohol.

El producto resultante (material de soporte) es una matriz estéril a base de colageno que posee propiedades que
pueden facilitar la regeneracion, reparacion y/o sustitucion de tejido (por ejemplo, reparacion, regeneracion y/o
crecimiento de tejido enddgeno). El término "material de soporte” se refiere a un material que comprende piel de
pescado que ha sido descelularizado, tal como en la reivindicacion 1y, opcionalmente, blanqueado, digerido, etc., tal
como se describié anteriormente. El material de soporte puede proporcionar un soporte intacto para soportar células
endoteliales y/o células epiteliales, puede ser integrado por el huésped, es biocompatible, no se calcifica
significativamente y se puede almacenar y transportar a temperatura ambiente. La frase "integrado por el huésped"
significa en el presente documento que las células y los tejidos del paciente a tratar con el material de soporte
pueden crecer en el material de soporte y que el material de soporte estd en realidad integrado/absorbido en el
cuerpo del paciente. El término "biocompatible" se refiere a un material que es sustancialmente no téxico en el medio
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in vivo de su uso pretendido, y que no es rechazado sustancialmente por el sistema fisioldgico del paciente (es decir,
es no antigénico). Esto se puede medir por la capacidad de un material para pasar las pruebas de biocompatibilidad
expuestas en la norma N.° 10993 de la Organizacién Internacional de Normalizacion (ISO) y/o la Farmacopea de
Estados Unidos (USP) 23 y/o el memorandum del libro azul de la Administracién de Alimentos y Farmacos de
Estados Unidos (FDA) N.° G95-1, titulado "Use of International Standard 1SO-10993, Biological Evaluation of Medical
Devices Part 1: Evaluation and Testing”. Habitualmente, estas pruebas miden la toxicidad de un material, la
infectividad, la pirogenicidad, el potencial de irritacion, la reactividad, la actividad hemoalitica, la carcinogenicidad y/o
la inmunogenicidad. Una estructura o material biocompatible, cuando se introduce en la mayoria de pacientes, no
causara una reaccién o respuesta biologica significativamente adversa, de larga duracion o escalada, y se distingue
de una inflamacién leve y transitoria que acompafia tipicamente a la cirugia o implantacién de objetos extrafios en
un organismo vivo.

Los niveles persistentemente elevados de metaloproteasas de matriz (MMP) pueden contribuir a la cronicidad de la
herida. El material de soporte descrito en el presente documento puede absorber metaloproteasas de matriz (MMP),
promoviendo asi la curacion de heridas y la transicion de una herida cronica a una herida aguda.

El material de soporte contiene proteinas de la matriz extracelular (ECM) de la piel de pescado. Entre los
componentes de la ECM en el material de soporte se pueden incluir, por ejemplo, proteinas estructurales;
glicoproteinas adhesivas; proteoglicanos; polisacaridos no proteoglicanos; y proteinas matricelulares. Entre los
ejemplos de proteinas estructurales se incluyen colagenos (la proteina mas abundante en la ECM), tales como los
colagenos fibrilares (tipos I, 11, lll, V y XI); colagenos facit (tipos IX, Xl 'y XIV), colagenos de cadena corta (tipos VIl y
X), colageno de la membrana basal (tipo 1V), y otros colagenos (tipos VI, VII y XIl); elastina; y laminina. Entre los
ejemplos de glicoproteinas adhesivas se incluyen fibronectina; tenascinas; y trombospondina. Entre los ejemplos de
proteoglicanos se incluyen sulfato de heparina; sulfato de condroitina; y sulfato de queratano. Un ejemplo de un
polisacarido no proteoglicano es el acido hialurénico. Las proteinas matricelulares son un grupo estructuralmente
diverso de proteinas extracelulares que regulan la funcion celular a través de interacciones con receptores de la
superficie celular, citoquinas, factores de crecimiento, proteasas y la ECM. Entre los ejemplos se incluyen
trombospondinas (TSP) 1 y 2; tenascinas; y SPARC (proteina secretada, acida y rica en cisteina). La
descelularizacién (y otras etapas de procesamiento opcionales) no eliminan todos los lipidos de origen natural de la
capa lipidica de la piel de pescado. De este modo, el material de soporte comprende uno o mas lipidos de la piel de
pescado, en particular, de la capa lipidica de la piel de pescado. Por ejemplo, el material de soporte puede incluir
hasta aproximadamente el 25% p/p de lipidos (de peso en seco del material de soporte total después de la
liofilizacion), tal como 0,1%, 0,5%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6% 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%,
17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 0 24% p/p de lipidos. La presencia de lipidos en el material de soporte se
puede verificar, por ejemplo, mediante extraccion con disolvente organico, seguido de cromatografia. Entre los
ejemplos de disolventes organicos adecuados se incluyen acetona y cloroformo.

Los lipidos en el material de soporte pueden incluir, por ejemplo, acilos grasos (es decir, acidos grasos, sus
conjugados y derivados; glicerolipidos; glicerofosfolipidos (es decir, fosfolipidos); esfingolipidos; sacarolipidos;
policétidos; lipidos de esterol (es decir, esteroles); ciertas vitaminas solubles en grasas; lipidos prenoles y/o
policétidos. Entre los ejemplos de acilos grasos se incluyen acidos grasos saturados, tales como acidos grasos
poliinsaturados; ésteres grasos; amidas grasas; y eicosanoides En ciertas realizaciones, entre los acidos grasos se
incluyen &cidos grasos omega-3, tales como &cido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA) (que
se encuentran en alta concentracién en el aceite de pescado). Entre otros &cidos grasos encontrados en el aceite de
pescado se incluyen acido araquidico, acido gadoleico, acido araquidénico, acido butirico, acido caproico, acido
caprilico, acido caprico, acido laurico, acido miristico, acido palmitico, &cido palmitoleico, acido estearico, acido
oleico, acido vaccénico, acido linoleico, acido alfa-linolénico, 4cido gamma-linolénico, acido behénico, acido ericico
y acido lignocérico. Entre los ejemplos de glicerolipidos se incluyen gliceroles monosustituidos, disustituidos y
trisustituidos, tales como monoacilgliceroles, diacilgliceroles y triacilgliceroles (es decir, monoglicéridos, diglicéridos,
y triglicéridos). Entre los ejemplos de glicerofosfolipidos se incluyen fosfatidilcolina; fosfatidiletanolamina; y
fosfatidilserina. Entre los ejemplos de esfingolipidos se incluyen fosfoesfingolipidos y glicoesfingolipidos. Entre los
ejemplos de lipidos de esterol se incluyen colesterol; esteroides; y secoesteroides (diversas formas de vitamina D).
Entre los ejemplos de lipidos prenoles se incluyen isoprenoides; carotenoides; y quinonas e hidroquinonas, tales
como vitaminas E y K.

El material de soporte puede contener uno 0 mas agentes activos adicionales (es decir, un agente que se afiade
durante o después del procesamiento del material de soporte), tales como antibidticos, antisépticos, agentes
antimicrobianos, antivirales, antifingicos, antiparasitarios y agentes antiinflamatorios. El principio activo puede ser un
compuesto o composicion que facilita el cuidado de heridas y/o curacién de tejidos, tal como un antioxidante o
farmaco. También puede ser una proteina o proteinas y/u otros productos bioldgicos. Se pueden afiadir antibioticos,
antisépticos y agentes antimicrobianos en una cantidad suficiente para proporcionar propiedades antimicrobianas
eficaces al material de soporte. En ciertas realizaciones, el agente antimicrobiano es uno o mas metales
antimicrobianos, tales como plata, oro, platino, cobre, zinc, o combinaciones de los mismos. Por ejemplo, la plata
puede afiadirse al material de soporte durante el procesamiento en forma iénica, metdlica, elemental y/o coloidal. La
plata puede estar también combinada con otros agentes antimicrobianos. Los agentes antiinflamatorios se pueden
afadir en una cantidad suficiente para reducir y/o inhibir la inflamaciéon en el area de la herida o tejido donde se
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aplica el material de soporte.

El material de soporte se puede utilizar en forma seca. Alternativamente, el material de soporte puede rehidratarse
antes de su utilizacién. En ciertas realizaciones, uno o mas materiales de soporte estan laminados juntos para
formar un material de soporte mas grueso.

En general, el material de soporte tiene de aproximadamente 0,1 a 4,0 mm de grosor (es decir, en la seccion
transversal), tal como 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 0 3,5 mm de grosor. El grosor puede depender de un conjunto de
factores, incluyendo la especie de pescado utilizada como material de partida, el procesamiento, la liofilizacion y/o la
rehidratacion (véase el ejemplo 14). Por supuesto, el grosor es proporcionalmente mayor cuando el producto
comprende mas de una capa de material de soporte.

El material de soporte descrito en el presente documento se puede utilizar para una variedad de aplicaciones
médicas. Por ejemplo, el material de soporte se puede utilizar como un apésito para heridas y/o como un material de
sutura, en el que el material de soporte se aplica sobre una parte de un area de la herida o tejido. El término "herida”
se refiere a cualquier lesion que da lugar a un dafio tisular, penetracion de tejido, laceracién o lesiones. Entre las
heridas susceptibles de tratamiento por el material de soporte se incluyen lesiones que pueden localizarse en
cualquier sitio, incluyendo interno, interfacial, externo, intersticial, extracorpéreo y/o intracorpdéreo. Entre los ejemplos
de heridas adecuadas para el cubrimiento con el material de soporte se incluyen cortes, tajos, heridas abiertas,
rotura de tejido, decubito, dermatitis, lesiones, heridas cronicas, heridas del campo de batalla, heridas necréticas,
agudas, cronicas, traumaticas, laceraciones, abrasiones, contusiones, fascitis necrosante, nercolisis epidérmica
téxica, heridas por presion, Ulceras por insuficiencia venosa, Ulceras arteriales, Ulceras diabéticas o neuropaticas,
Ulceras por presion, Ulceras mixtas, heridas por quemaduras, mucormicosis, heridas vasculiticas, pioderma
gangrenosas, y equivalentes, y/o combinaciones de las mismas, conocidas por los expertos en la materia. Se
contempla el tratamiento de heridas en sujetos humanos y animales.

En ciertas realizaciones, el material de soporte se utiliza para la reconstruccion de la pared abdominal, por ejemplo,
para reparar hernias. Por ejemplo, en la reparacion de una hernia, el cirujano hace una incision cerca de la
localizacién de la hernia. Para una hernia inguinal, la incision se realiza justo por encima del pliegue donde el
abdomen se encuentra con el muslo. Para reparar una hernia umbilical, se realiza cerca del ombligo. Si la hernia se
ha producido en el sitio de una operacién anterior, la incision de esa cirugia se vuelve a abrir. La cirugia prosigue de
la misma manera, independientemente de donde se realiza la incision. El saco herniario se abre cuidadosamente y
el intestino u otro tejido se colocan de nuevo en el interior del abdomen. El area debilitada se repara y se refuerza
con una malla sintética o una sutura que tira del tejido muscular abdominal.

El material de soporte descrito en el presente documento se puede utilizar como un material de malla o sutura, o se
utiliza para reforzar un material de malla o sutura. El material de soporte se puede utilizar para reforzar o mejorar un
producto para el cuidado de una herida o curacion de tejidos, tal como un apdésito para heridas, un material de malla,
un vendaje o una sutura. Por ejemplo, el material de soporte se puede utilizar junto con un apésito para heridas, un
material de malla o una sutura o entremezclado con los mismos. Cuando se utiliza como un material de malla o de
sutura, o para reforzar un material de malla o de sutura, el material de soporte puede tratarse para aumentar la
reticulacién de los materiales componentes de la ECM, utilizando, por ejemplo, reticulantes quimicos, tales como
glutaraldehido o cromo. El material de soporte también se puede utilizar para reemplazar la encia perdida debido a
una enfermedad periodontal, formar un cabestrillo de vejiga y facilitar la reconstruccion del suelo pélvico.

Tal como se utiliza en el presente documento, las formas singulares "un”, "
a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

una"y "el/la" incluyen referentes plurales,

EJEMPLOS
Ejemplo 1
Extraccion de la piel

Se extrajo la piel de un filete de pescado, junto con la maxima grasa epidérmica posible. La piel de pescado se
desescamo en una tabla de cortar mediante raspado de la superficie de la piel de pescado con un cuchillo.

Desinfeccion y estabilizacion

La piel desescamada se lavo dos veces durante 1 hora a 4°C con solucién salina estéril tamponada con fosfato que
contenia acido ascoérbico 50 mM, 500 ppm de estreptomicina, respectivamente.

Descelularizacion

a) La piel de pescado se colocé en NaCl 1 M durante 8 horas, seguido de incubacion en acido desoxicélico al 2%
que contenia azida sédica al 0,02% y 500 ppm de estreptomicina.
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b) La solucién en a) se separ6 por vertido. La piel de pescado se coloco en solucién salina equilibrada de Hank
durante 10 min a 40 rpm a temperatura ambiente. La etapa se repitid y la piel de pescado se coloco en un recipiente
en una campana de flujo laminar, se abri6 y la solucion se separd por aspiraciéon. El procedimiento se repitio dos
veces mas.

c) La piel de pescado se tratdé con una solucién descelularizante que contenia SDS al 0,5% y se colocd el recipiente
en un rotor a 40 rpm durante 1 hora a temperatura ambiente.

d) La solucién descelularizante se extrajo, tal como se describe en b), mediante aspiracion. La piel de pescado se
lavé con 50 ml de solucidn salina tamponada con fosfato de Dulbecco.

Digestion
La piel de pescado se incub6 durante 18 horas a temperatura ambiente en una solucién de digestion que consistia
en Tris-HCI 1 M, tripsina 0,05 pg/ml, a un pH de 8,5.

Crioproteccién

La piel de pescado se sumergié en una solucion de precongelacion que contenia 7% de dextrano, 6% de sacarosa,
6% de rafinosay EDTA 1 mM en solucion salina equilibrada de Hank.

Lavado

La piel de pescado se lavd con la solucion de precongelacién y se colocé en un rotor a 40 rpm durante 120 min a
temperatura ambiente.

Envasado

La piel de pescado se insertd en una bolsa que se cerré sellando con calor. La bolsa fue una bolsa de membrana
TYVEK® porosa de grado médico de DuPont, adecuada para la esterilizacién con 6xido de etileno (EtOx).

Liofilizacion
La bolsa que contenia la piel de pescado se insertd en un liofilizador y se liofilizo.
Esterilizacion

La bolsa que contenia la piel de pescado se inserté en una camara de 6xido de etileno y se trat6é con 1 a 5 ciclos de
oxido de etileno para esterilizar la piel de pescado.

Ejemplo 2

Extraccion de la piel

Se extrajo la piel de un filete de pescado, junto con la maxima grasa epidérmica posible. La piel de pescado se
desescamo en una tabla de cortar mediante raspado de la superficie de la piel de pescado con un cuchillo.

Desinfeccion y estabilizacion

La piel desescamada se lavé dos veces durante 1 hora a 4°C con solucién salina estéril tamponada con fosfato que
contenia acido ascoérbico 50 mM, 500 ppm de estreptomicina, respectivamente.

Descelularizacion

a) La piel de pescado se colocé en solucion salina tamponada con fosfato que contenia 2,5 U/ml de dispasa Il (o
pronasa) y azida sodica al 0,02% y se incubd a 4°C durante 8 horas con agitacion continua. A continuacion, la
solucion se separ6 por vertido y la muestra se incubd bajo agitacion suave en una segunda solucién de TRITON®
X-100 al 0,5% y azida sd6dica al 0,02% durante 24 horas.

b) La segunda solucién en a) se separé por vertido. La piel de pescado se coloco en solucion salina equilibrada de
Hank durante 10 min a 40 rpm a temperatura ambiente. La etapa se repitio y la piel de pescado se coloc6 en un
recipiente en una campana de flujo laminar, se abri6 y la solucién se separd por aspiracion. El procedimiento se
repitié dos veces mas.

c) La piel de pescado se tratdé con una solucién descelularizante que contenia SDS al 0,5% vy el recipiente se coloco
en un rotor a 40 rpm durante 1 hora a temperatura ambiente.

d) La solucion descelularizante de c) se extrajo, tal como se describe en b), mediante aspiracion. La piel de pescado
se lavé con 50 ml de solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco.
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Digestion

La piel de pescado se incub6 durante 18 horas a temperatura ambiente en una solucion de digestion de Tris-HCI 1
M, tripsina 0,05 pg/ml, a un pH de 8,5.

Crioproteccién

La piel de pescado se sumergié en una solucion de precongelacion que contenia 7% de dextrano, 6% de sacarosa,
6% de rafinosay EDTA 1 mM en solucién salina equilibrada de Hank.

Lavado

La piel de pescado se lavd con la solucién de precongelacién y se colocé en un rotor a 40 rpm durante 120 min a
temperatura ambiente.

Envasado

La piel de pescado se inserté en una bolsa de membrana TYVEK® y se cerré sellando con calor.
Liofilizacion

La bolsa que contenia la piel de pescado se insertd en un liofilizador y se liofilizo.

Esterilizacion

La bolsa que contenia la piel de pescado se inserté en una camara de 6xido de etileno y se trat6é con 1 a 5 ciclos de
oxido de etileno para esterilizar la piel de pescado.

Ejemplo 3
Extraccion de la piel

Se extrajo la piel de un filete de pescado, junto con la maxima grasa epidérmica posible. La piel de pescado se
desescamo en una tabla de cortar mediante raspado de la superficie de la piel de pescado con un cuchillo.

Congelacion

Las pieles de pescado se congelaron en un congelador rapido estandar de piscifactoria. Durante el proceso de
congelacién, las células se lisaron. La congelacion inhibe el crecimiento microbiano.

Descongelacion
Las pieles de pescado se descongelaron a 4°C.
Desinfeccion y estabilizacion

La piel descamada se lavd dos veces durante 1 hora a 4°C con solucién salina tamponada con fosfato estéril que
contenia acido ascérbico 50 mM, 500 ppm de estreptomicina, respectivamente.

Descelularizacion

a) La piel de pescado se traté con una solucion descelularizante que contenia SDS al 0,5% vy el recipiente se coloco
en un rotor a 40 rpm durante 1 hora a temperatura ambiente.

b) La solucion descelularizante se extrajo mediante aspiracion. La piel de pescado se lavé con 50 ml de solucién
salina tamponada con fosfato de Dulbecco.

Digestion

La piel de pescado se incub6d durante 18 horas a temperatura ambiente en una solucion de digestion de Tris-HCI 1
M, tripsina 0,05 pg/ml, a un pH de 8,5.

Crioproteccién

La piel de pescado se sumergié en una solucion de precongelacion que contenia 7% de dextrano, 6% de sacarosa,
6% de rafinosay EDTA 1 mM en solucion salina equilibrada de Hank.
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Lavado

La piel de pescado se lavd con la solucion de precongelacién y se colocé en un rotor a 40 rpm durante 120 min a
temperatura ambiente.

Envasado

La piel de pescado se inserté en una bolsa de membrana TYVEK® y se cerré sellando con calor.
Liofilizacion

La bolsa que contenia la piel de pescado se insertd en un liofilizador y se liofilizo.

Esterilizacion

La bolsa que contenia la piel de pescado se inserté en una camara de 6xido de etileno y se trat6é con 1 a 5 ciclos de
oxido de etileno para esterilizar la piel de pescado.

Ejemplo 4
Se procesaron pieles de pescado tal como se describe en cada uno de los ejemplos 1-3, excepto que también se

afadié un agente de blanqueo (sulfito de sodio) a la solucidn de precongelacion a una concentracion del 0,5% en la
etapa de lavado para obtener una matriz de soporte blanqueada.

Ejemplo 5

Las mezclas de blanqueo/descelularizacion se prepararon de la siguiente manera:

Mezcla de blanqueo A

Estearato de glicerilo 5%
Persulfato de amonio 20%
EDTA 0,5%
Goma xantana 3,5%
Persulfato de amonio 46%
Silice 2%
Silice hidratada 2%
SDS 2%
Percarbonato de magnesio 19%

Mezcla de blanqueo B

Persulfato de potasio 56%
Persulfato de sodio 3%
Silice 2,7%
SDS 1%
Silice hidratada 1%
EDTA 1%
Metasilicato de sodio 35,3%

Mezcla de blanqueo C

Persulfato de amonio 5%
Persulfato de potasio 40%
Persulfato de sodio 10%
Goma guar 3%
Silice hidratada 7%
Silice 3%
Estearato de glicerilo 2%
EDTA 0,5%
SDS 1%
Percarbonato de magnesio 15%
Metasilicato de sodio 13,5%
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Mezcla de blanqueo D

Persulfato de amonio 10%
Persulfato de potasio 40%
Persulfato de sodio 10%
Hidroxietil celulosa 3%
Silice hidratada 7%
Silice 3%
Estearato de glicerilo 1%
EDTA 0,25%
SDS 0,5%
Percarbonato de magnesio 15%
Metasilicato de sodio 10,25%

Mezcla de blanqueo E

Persulfato de amonio 15%
Persulfato de potasio 35%
Persulfato de sodio 10%
Hidroxietil celulosa 3%
Silice hidratada 7%
Silice 3%
Estearato de glicerilo 1%
EDTA 0,25%
SDS 0,5%
Percarbonato de magnesio 10,25%
Metasilicato de sodio 15%

Nota: los porcentajes son en peso de la
mezcla de blanqueo total (seca)

Ejemplo 6

Extraccion de la piel

Se extrajo la piel de un filete de pescado. La piel de pescado se desescamé sustancialmente mediante raspado de la
superficie de la piel de pescado con un cepillo de alambre de acero y un cuchillo.

Congelacion

La piel se congelé en un congelador rapido (es decir, colocado directamente en un congelador a -80°C). A
continuacién, la piel se sac6 del congelador y se descongel6 a temperatura ambiente durante aproximadamente 2
horas.

Descelularizacion

a) El tejido se incub6 en una solucién de TRITON® X-100 al 0,5% y azida sodica al 0,02% en solucion salina
tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS), se agito a 40 rpm durante 2 horas a temperatura ambiente y la solucion
se separd por vertido.

b) El proceso de descamado se continu6 con un cuchillo. El resultado fue un producto libre de escamas (no habia
escamas visibles).

c) El tejido se coloco, a continuacion, en L-glutamina 2 mM en solucion salina equilibrada de Hank (HBSS) durante
10 min a 40 rpm y a temperatura ambiente, y la solucion se separ6 por vertido.

d) El tejido se colocoé en una solucion de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0,5% en HBSS durante 1 hora a
temperatura ambiente, se agité a 40 rpm y la solucion se separé por vertido.

Digestion

El tejido se incubd durante 18 horas a temperatura ambiente en una solucién de digestiéon de EDTA 1 M, tripsina
0,05 pg/ml, a un pH de 8,5.

Blanqueo

El tejido se blanque6 con mezcla de blanqueo C y peréxido de hidrogeno al 2% durante 30 minutos.
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Lavado
El tejido se lavé en un flujo continuo de agua durante 48 horas a 6°C.
Crioproteccién

La piel de pescado se sumergié en una solucion de precongelacion que contenia 7% de dextrano, 6% de sacarosa,
6% de rafinosay EDTA 1 mM en solucidn salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS).

Envasado

La piel de pescado se inserté en una bolsa de membrana TYVEK® y se cerré sellando con calor.
Liofilizacion

La bolsa que contenia la piel de pescado se insertd en un liofilizador y se liofilizo.

Esterilizacion

La bolsa que contenia la piel de pescado se inserté en una camara de 6xido de etileno y se trat6é con 1 a 5 ciclos de
oxido de etileno para esterilizar el soporte.

Ejemplo 7

El producto se produjo como en el ejemplo 6, aparte de la etapa de congelacién después de la extraccion de la piel.
En lugar de la etapa de congelacion, el tejido se lavé dos veces durante 1 hora a 4°C con solucion salina estéril
tamponada con fosfato que contenia acido ascérbico 50 mM, 500 ppm de estreptomicina, respectivamente.

Ejemplo 8
Extraccion de la piel

Se extrajo la piel de un filete de pescado. La piel de pescado se desescam6 mediante raspado de la superficie de la
piel de pescado con un cepillo de alambre de acero y un cuchillo.

Congelacion

La piel se congelé en un congelador rapido a -80°C. A continuacién, la piel se saco del congelador y se descongel6 a
temperatura ambiente durante aproximadamente 2 horas.

Descelularizacion

a) El tejido se incubd en una solucion de TRITON® X-100 al 0,5% y EDTA al 0,02% en solucién salina tamponada
con fosfato de Dulbecco (DPBS), se agitd a 40 rpm durante 24 horas a temperatura ambiente y la solucién se separ6
por vertido.

b) El proceso de descamado se continu6 con un cuchillo. El resultado fue un producto libre de escamas (no habia
escamas visibles).

c) El tejido se colocd en una solucion de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0,5% en HBSS durante 1 hora a
temperatura ambiente, se agité a 40 rpm y la solucion se separé por vertido.

d) El tejido se colocé, a continuacién, en L-glutamina 2 mM en solucién salina equilibrada de Hank (HBSS) durante
10 min a 40 rpm y a temperatura ambiente, y la solucion se separ6 por vertido.

Blanqueo

El tejido se blanque6 con mezcla de blanqueo C y peréxido de hidrogeno al 2% durante 30 minutos.

Lavado

El tejido se lavo en un flujo continuo de agua durante 48 horas a 6°C.

Crioproteccién

La piel de pescado se sumergié en una solucion de precongelacion que contenia 7% de dextrano, 6% de sacarosa,
6% de rafinosay EDTA 1 mM en solucidn salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS).
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Envasado

La piel de pescado se inserté en una bolsa de membrana TYVEK® y se cerré sellando con calor.
Liofilizacion

La bolsa que contenia la piel de pescado se insertd en un liofilizador y se liofilizo.

Esterilizacion

La bolsa que contenia la piel de pescado se inserté en una camara de 6xido de etileno y se trat6é con 1 a 5 ciclos de
oxido de etileno para esterilizar el soporte.

Ejemplo 9

El producto se produjo como en el ejemplo 8, aparte de la etapa de congelacién después de la extraccion de la piel.
En lugar de la etapa de congelacién, el tejido se lavé dos veces durante 1 hora a 4°C con solucion salina estéril
tamponada con fosfato que contenia acido ascérbico 50 mM, 500 ppm de estreptomicina, respectivamente.

Ejemplo 10
Extraccion de la piel

Se extrajo la piel de un filete de pescado. La piel de pescado se desescam6 mediante raspado de la superficie de la
piel de pescado con un cepillo de alambre de acero y un cuchillo.

Congelacion

La piel se congelé en un congelador rapido a -80°C. A continuacién, la piel se saco6 del congelador y se descongel6 a
temperatura ambiente durante aproximadamente 2 horas.

Descelularizacion

a) El tejido se incubd en una solucion de TRITON® X-100 al 0,5% y EDTA al 0,02% en solucién salina tamponada
con fosf_ato de Dulbecco (DPBS), se agité a 40 rpm durante 48 horas a temperatura ambiente y la solucién se separé
E)OrE\Ilet)gjli((jjcc)). se colocd, a continuacion, en L-glutamina 2 mM en solucién salina equilibrada de Hank (HBSS) durante
10 min a 40 rpm y a temperatura ambiente, y la solucion se separ6 por vertido.

Blanqueo

El tejido se blanque6 con mezcla de blanqueo C Kerecis y perdxido de hidrogeno al 2% durante 30 minutos.

Lavado

El tejido se lavé en un flujo continuo de agua durante 12 horas a 6°C.

Crioproteccién

La piel de pescado se sumergié en una solucion de precongelacion que contenia 7% de dextrano, 6% de sacarosa,
6% de rafinosay EDTA 1 mM en solucidn salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS).

Envasado

La piel de pescado se inserté en una bolsa de membrana TYVEK® y se cerré sellando con calor.
Liofilizacion

La bolsa que contenia la piel de pescado se insertd en un liofilizador y se liofilizo.

Esterilizacion

La bolsa que contenia la piel de pescado se inserté en una camara de 6xido de etileno y se trat6é con 1 a 5 ciclos de
oxido de etileno para esterilizar el soporte.
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Ejemplo 11

El producto se produjo como en el ejemplo 10, aparte de la etapa de congelacion después de la extraccion de la piel.
En lugar de la etapa de congelacion, el tejido se lavé dos veces durante 1 hora a 4°C con solucion salina estéril
tamponada con fosfato que contenia acido ascérbico 50 mM, 500 ppm de estreptomicina, respectivamente.

Ejemplo 12
Extraccion de la piel

Se extrajo la piel de un filete de pescado. La piel de pescado se desescam6 mediante raspado de la superficie de la
piel de pescado con un cepillo de alambre de acero y un cuchillo. El resultado fue un producto sin escamas.

Congelacion

La piel se congelé en un congelador rapido a -80°C. A continuacién, la piel se sac6 del congelador y se descongelo a
temperatura ambiente durante aproximadamente 2 horas.

Descelularizacién y blanqueo

a) El tejido se incubd con una mezcla de blanqueo C y peréxido de hidrégeno al 2% durante 30 minutos.

b) El tejido se colocé en una solucion de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0,5% en HBSS durante 1 hora a
temperatura ambiente, se agité a 40 rpm y la solucion se separé por vertido.

d) El tejido se colocé, a continuacién, en L-glutamina 2 mM en solucién salina equilibrada de Hank (HBSS) durante
10 min a 40 rpm y a temperatura ambiente, y la solucion se separ6 por vertido.

Lavado

El tejido se lavé en un flujo continuo de agua durante 12 horas a 6°C.

Crioproteccién

La piel de pescado se sumergié en una solucion de precongelacion que contenia 7% de dextrano, 6% de sacarosa,
6% de rafinosay EDTA 1 mM en solucidn salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS).

Envasado

La piel de pescado se inserté en una bolsa de membrana TYVEK® y se cerré sellando con calor.
Liofilizacion

La bolsa que contenia la piel de pescado se insertd en un liofilizador y se liofilizo.

Esterilizacion

La bolsa que contenia la piel de pescado se inserté en una camara de 6xido de etileno y se trat6é con 1 a 5 ciclos de
oxido de etileno para esterilizar el soporte.

Ejemplo 13

El producto se produjo como en el ejemplo 12, aparte de la etapa de congelacion después de la extraccion de la piel.
En lugar de la etapa de congelacion, el tejido se lavé dos veces durante 1 hora a 4°C con solucion salina estéril
tamponada con fosfato que contenia acido ascérbico 50 mM, 500 ppm de estreptomicina, respectivamente.

Ejemplo 14

Se midi6 el grosor del producto antes y después de la liofilizacion. El grosor se midié con un calibrador digital. El
grosor promedio antes y después de la liofilizacion fue de 0,29 mm y 0,46 mm, respectivamente. El producto se
puede rehidratar (por ejemplo, en una soluciéon de agua salada) después de la liofilizacién y antes de su utilizacién
sobre una herida. Cuando se ensay6 el producto liofilizado y rehidratado, el grosor promedio fue de 0,30 mm. La
pérdida de agua (basada en la diferencia de peso antes y después de la liofilizacion) se calcul6 que era de
aproximadamente el 80-82%.

Ejemplo 15

La permeabilidad del producto se midi6 a presion atmosférica y al vacio (0,2 atm.) La permeabilidad promedio a
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presién atmosférica fue de 3,73 mg de agua por mm cuadrado de muestra durante 24 horas. La permeabilidad
promedio al vacio fue de 4,93 mg de agua por mm cuadrado de muestra durante 180 s.

Ejemplo 16

Se realizaron ensayos de biodegradabilidad preliminares mediante la incubacion de las muestras del producto en
agua salina isotonica o bien en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco) a 32°C. Después de
aproximadamente 6-10 dias, las muestras se degradaron en méas del 50% (en peso).

Ejemplo 17

Se realizaron pruebas de citotoxicidad preliminares mediante la incubacion de muestras del producto con células
fibroblasticas de prepucio humano (linea celular Hs27, ATCC CRL-1634) en DMEM, glucosa y suero bovino fetal al
10%. Las muestras no causaron ningun cambio fenotipico observable, disminucién o muerte celular.

Ejemplo 18

Se ensay0 el producto para determinar el limite elastico, la resistencia a la traccion y el alargamiento. Se
rehidrataron muestras uniformes que median 33 mm por 6 mm y se aseguraron en agarres a 0,4 bar de presion en
una celda de carga de 500 N. Las muestras se mantuvieron himedas durante la duracion del ensayo. Los resultados
se muestran en la tabla 1 a continuacion:

Tabla 1
Ndmero de Grosor de la Fuerza maxima Alargamiento ala | Tension maxima Tensién ala
muestra muestra [N] maxima tension [%] fuerza maxima
[mm] [mm] [Mpa]
1 0,48 18,10 11,68 35,4% 6,5
2 0,63 34,52 10,67 32,3% 9,2
3 0,35 26,66 13,53 41,0% 12,0
4 0,45 8,70 11,32 34,3% 3,1
5 0,56 75,59 20,52 62,2% 22,7
6 0,76 86,00 21,85 66,2% 19,0
7 0,76 64,80 27,32 82,8% 14,3
8 0,77 69,75 18,71 57,0% 15,0
9 0,33 23,67 11,66 35,3% 11,74
10 0,29 6,91 17,02 51,6% 4,51
Nota: 1 Mpa (megapascal) = 1 N/mm”

El material de soporte descrito en el presente documento es mas fuerte y se alarga considerablemente mas que los
injertos de matriz acelular fabricados a partir de vejigas urinarias de ratas, cerdos y seres humanos (véase Dahms y
otros, Composition and biomechanical properties of the bladder acellular matrix graft: comparative analysis in rat, pig
and human. British Journal of Urology 1998; 82 (3): 411-419) y ALLODERMDERM® aprobado por la FDA (véase
Bottino y otros, Freeze-dried acellular dermal matrix graft: Effects of rehydration on physical, chemical, and
mechanical properties. Dental Materials. 2009; 25 (9): 1109-1115).

Se hicieron intentos de ensayos de la resistencia a la traccion de OASIS® (submucosa de intestino delgado porcino)

y MATRISTEM® (vejiga urinaria porcina), pero las muestras de ambos productos se disgregaron antes de realizar
cualquier medicion.
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REIVINDICACIONES

1. Material de soporte que comprende:

piel de pescado sustancialmente sin escamas, descelularizada, y liofilizada o prensada al vacio en una forma seca
que tiene una estructura intersticial tridimensional de componentes de matriz extracelular bioldgicos naturales
derivados de la piel de pescado,

incluyendo la estructura intersticial tridimensional hasta aproximadamente el 25% (peso/peso) de lipidos de origen
natural de la piel de pescado.

2. Material de soporte, segun la reivindicacion 1, en el que el material de soporte esta en forma de un apdsito para
heridas, vendaje, material de sutura y/o material de malla.

3. Material de soporte, segln la reivindicacion 1 o 2, en el que el material de soporte es biocompatible.

4. Material de soporte, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el material de soporte
comprende, ademas, uno 0 mas agentes activos afiadidos.

5. Material de soporte, segln la reivindicacion 4, en el que el agente activo afiadido se selecciona del grupo que
comprende antibidticos, antisépticos, agentes antimicrobianos, antivirales, antifingicos, antiparasitarios, agentes
antiinflamatorios, antioxidantes, farmacos, proteinas, péptidos y combinaciones de los mismos.

6. Procedimiento para producir un material de soporte, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
comprendiendo el procedimiento:

(a) obtener una piel de pescado;

(b) extraer sustancialmente cualquier escama del pescado presente en la piel del pescado; y

(c) descelularizar y liofilizar o prensar al vacio la piel de pescado.

7. Procedimiento, segin la reivindicacion 6, que incluye, ademas, las etapas de lavar, blanquear, digerir y/o
crioconservar la piel de pescado.

8. Procedimiento, segun la reivindicacién 6 o 7, en el que descelularizar comprende uno 0 mas tratamientos fisicos,
uno 0 mas tratamientos quimicos, uno 0 mas tratamientos enzimaticos, o cualquier combinacion de los mismos.

9. Procedimiento, segin la reivindicacion 8, en el que el tratamiento quimico comprende el tratamiento de la piel de
pescado con uno o mas agentes descelularizantes seleccionados del grupo que comprende sales ionicas, bases,
acidos, detergentes, agentes oxidantes, soluciones hipertdnicas, agentes quelantes, disolventes organicos,
metionina, cisteina, acido maleico, polimeros que se unen a ADN, y combinaciones de los mismos.

10. Procedimiento, segun la reivindicacion 8, en el que el tratamiento enzimatico comprende tratar la piel de pescado
con una o mas enzimas seleccionadas del grupo que comprende proteasas, endonucleasas y exonucleasas.

11. Material de soporte producido usando el procedimiento, seguin una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10.
12. Material de soporte, segun la reivindicacion 11, en el que el material de soporte esta en forma de un vendaje,
material de malla y/o material de sutura y se utiliza para reemplazar encia perdida debido a una enfermedad

periodontal, para formar un cabestrillo de vejiga, o para facilitar la reconstruccion de la pared abdominal y/o el suelo
pélvico.
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Figura 1.
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Figura 2.
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Figura 3.
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