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DESCRIPCION
Material para reparacion de tejidos
Campo técnico
La presente invencion se refiere a un material para reparacion de tejidos.
Antecedentes de la técnica

En la actualidad se estan realizando progresos en la implementacién de la medicina regenerativa para regenerar
tejidos bioldgicos u 6rganos con funciones deterioradas, o pérdida de funciones. La medicina regenerativa es una
nueva tecnologia médica que utiliza tres factores de células, la estructura base, y factores de crecimiento en un
tejido bioldgico que ha perdido la capacidad de recuperarse por sus propias capacidades de curacion, y restablecer
una morfologia y una funcion similar a las del tejido original.

La regeneracién ésea en los campos de la ortopedia y la odontologia es un campo de la medicina regenerativa que
esta despertando mucha atencion. En enfermedades éseas que afectan los pies y las caderas, los defectos 6seos
producidos por la enfermedad pueden dar como resultado la pérdida de la capacidad de deambulacion. En el caso
de una enfermedad 6sea en el tejido periodontal, la enfermedad ésea dificulta la ingesta de alimento. Por tanto, las
enfermedades dseas producen una disminucién significativa en la calidad de vida.

El colageno o la gelatina, que tienen una elevada biocompatibilidad, se utilizan como sustrato en el campo de la
medicina regenerativa.

Por ejemplo, la publicacion internacional (WO) N.° 2011/027850 divulga un agente para la regeneracion del hueso y
una formulacioén protésica 6sea que incluye una gelatina recombinante, y en que el soporte protésico es capaz de
estimular la regeneracion 6ésea por si mismo.

La solicitud de patente japonesa abierta a consulta (JP-A) N.° H08-196618 divulga una formulacion de colageno que
penetra en las células formada por una matriz de colageno de tipo esponja que tienen numerosos poros. Los
documentos JP-A con numeros 2001-212105 y 2010-046249 divulgan un material protésico éseo en el que se
utilizan granulos bioceramicos como material protésico granulado. El documento EP2543398 divulga sustratos
reticulados y criodesecados que comprenden gelatina, que muestran indices de absorcion de agua del 1000 % o
MAs y Ssu uso en la regeneracion dsea.

Sumario de la invenciéon
Problema técnico

Sin embargo, cuando se utiliza una esponja en forma de bloque como la formulacién de colageno penetrable
descrita en el documento JP-A n.° HO08-196618, se necesita un alto grado de comunicacién entre los poros de la
esponja para garantizar la penetrabilidad de las células en el interior del bloque, y esto dificulta aumentar la
elasticidad global del bloque. Cuando se usa colageno como el material, es dificil preparar una solucién de colageno
gue tenga concentraciones elevadas, y producir un material de tipo esponja de elevada elasticidad es dificil. Por lo
tanto, en el caso en que dicho material se utilice como agente protésico, y cuando el area donde falta hueso esta
situado en un sitio que esta normalmente bajo presion, es posible que no se pueda mantener el volumen del area
donde falta hueso. En el caso de agentes protésicos del hueso fabricados a partir de granulos bioceramicos, existen
casos donde los agentes protésicos del hueso permanecen en el cuerpo durante un periodo de tiempo prolongado, y
no permiten la sustitucién por el hueso regenerado. Por tanto, cada una de las tecnologias anteriormente descritas
sigue teniendo hueco para mejoras desde el punto de vista de obtener un material para reparacion de tejidos que
estimule la regeneracién de un tejido tal como el hueso.

La invencién aborda la provision de un material para reparacion de tejidos que tenga alta capacidad para regenerar
un tejido tal como el hueso.

Solucion al problema

El alcance de la invencién se define mediante las reivindicaciones. Cualquier referencia en la descripcion a métodos
de tratamiento se refiere a los compuestos, composiciones y sustratos de la presente invencion para su uso en un
método para el tratamiento del organismo humano (o animal) mediante terapia.

La invencion incluye los siguientes aspectos:

[1] Un sustrato que comprende granulos de gelatina para su uso en la regeneracion Osea, presentando el
sustrato una absortividad de agua del 800 % en masa 0 mas, y una relacion residual del 60 % en masa 0 menos
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después de tres horas de tratamiento de descomposicién usando 1 mol/l de acido clorhidrico.

[2] El sustrato de acuerdo con [1], en el que los granulos de gelatina incluyen una gelatina granulada que
atraviesa un tamiz que tiene aberturas de 1400 pum.

[3] El sustrato de acuerdo con [1] o [2], en el que los granulos de gelatina incluyen un producto de gelatina
reticulada.

[4] El sustrato de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [3], en el que los granulos de gelatina incluyen un producto
de gelatina reticulada térmicamente.

[5] El sustrato de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [4], en el que el material para reparacién de tejidos es
granulado.

[6] El sustrato de acuerdo con [1] en el que los granulos de gelatina tienen orificios comunicantes con un
diametro de orificio de 10 um a 2500 pum.

[7] El sustrato de acuerdo con [1], en el que los granulos de gelatina comprende una gelatina recombinante que
no incluye restos de serina o restos de treonina.

[8] El sustrato de acuerdo con [1], en el que los granulos de gelatina comprenden una gelatina recombinante que
no incluye restos de serina, restos de treonina, restos de asparagina, restos de tirosina, o restos de cisteina.

[9] El sustrato de acuerdo con [1], en el que los granulos de gelatina comprenden una gelatina recombinante que
no incluye secuencias de aminoacidos representadas por Asp-Arg-Gly-Asp.

[10] El sustrato de acuerdo con [1], en el que los granulos de gelatina comprenden una gelatina recombinante
gue tiene un punto isoeléctrico de 5 a 10.

[11] Un sustrato de acuerdo con [1], que comprende ademas un agente osteoconductor.

[12] Un material para reparaciéon de tejidos en forma de bloque que comprende gelatina para su uso en la
regeneracion de la dermis, presentando el material para reparacion de tejidos en forma de blogue una
absortividad de agua del 800 % en masa 0 mas, y una relacion residual del 60 % en masa o menos después de
tres horas de tratamiento de descomposicién usando 1 mol/l de &cido clorhidrico. Efectos ventajosos de la
invencion

De acuerdo con la invencion, se puede proporcionar un material para reparacién de tejidos que presente una
elevada capacidad para regenerar un tejido tal como el hueso.

Descripcion de las realizaciones

En la presente memoria descriptiva, el término "proceso” no se refiere solamente a un proceso independiente, y un
proceso dado no se puede distinguir claramente de otro proceso que también esté incluido en el término siempre
gue se obtengan los efectos especificados del proceso dado.

Los intervalos numéricos indicado por "a" en la presente memoria descriptiva indican intervalos en los que los
valores numéricos antes y después del “to” estén incluidos como el respectivo valor inferior y valor superior del
intervalo.

En la invencion, cuando existen sustancias plurales que corresponden a un componente dado en una composicion,
el contenido del componente dado en la composicion se refiere al contenido total de las sustancias plurales
presentes en la composicidn, a menos que se indique otra cosa.

En la invencion, las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos se denotan, algunas veces, usando los simbolos
de una sola letra (por ejemplo, "G" para un resto de glicina) o bien los simbolos de tres letras (por ejemplo, "Gly" en
el caso de un resto de glicina), que son conocidos en el campo técnico relevante.

En la invencion, el uso de "%" con respecto a las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos se basa en el
ndmero de restos de aminoacidos (o de iminoacidos) salvo que se indique otra cosa.

En la invencion, el uso de "identidad " con respecto a las secuencias de aminoacidos de dos polipéptidos que se
estan comparando se refiere a un valor calculado mediante la ecuacioén siguiente. La comparacién (alineamiento) de
los polipéptidos plurales se realiza de acuerdo con métodos convencionales de forma que se maximice el nUmero de
aminoacidos que se emparejan.

Identidad (%)
= {(numero de amino&cidos idénticos) / (longitud de alineaci6én)} x 100

Sigue la explicacion relativa a la invencién.
El material para reparacion de tejidos de acuerdo con la invencién incluye granulos de gelatina y presenta una
absortividad de agua del 800 % en masa 0 mas, y una relacién residual del 60 % en masa o0 menos después de tres

horas de tratamiento de descomposicion usando 1 mol/l de acido clorhidrico.

El valor de la relacion residual anteriormente especificada indica un indice de descomposicién del 40 % en masa o
mas después de tres horas de tratamiento de descomposicién usando 1 mol/l de acido clorhidrico.
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A continuacion, la relacién residual, tal como se ha definido anteriormente, también se ha denominado como
"relacion residual en presencia de acido".

El material para reparacion de tejidos de acuerdo con la invencién esta configurado para mostrar una excelente
capacidad de regeneracion del tejido incluyendo granulos de gelatina y esta fabricado para mostrar una excelente
capacidad de regeneracion del tejido por su inclusion e granulos de gelatina, y estd hecho para mostrar la
absortividad de agua y la capacidad residual en presencia de acido, como se ha especificado anteriormente. Mas
especificamente, se puede pensar en el siguiente mecanismo:

el material para reparacion de tejidos es capaz de alojar coagulos de sangre en una zona con defecto de tejido
debido a tener la absortividad de agua especificada, y la resistencia del material de reparacion de tejidos se
garantiza durante un periodo de tiempo deseado debido a tener la relacion residual especificada en la presencia
de acido, concretamente, el indice de descomposicion especificado, por el cual, el material para reparacion de
tejidos es capaz de actuar como punto a sustituir por el hueso regenerado, manteniendo al mismo tiempo el
volumen de la zona defectuosa; y, como resultado,

la colocacion del material para reparacion de tejidos en la zona defectuosa permite que la regeneracion de un
tejido tal como el hueso proceda de una manera favorable. Sin embargo, la invencién no esta restringida por este
razonamiento.

El material para reparacion de tejidos de acuerdo con la invencién puede incluir otros componentes, si es necesario.

En la invencion, "granulos de gelatina" se refiere a una coleccién de granulos de gelatina, salvo que se indique otra
cosa.

Tras realizar un proceso para preparar la gelatina granulada, los granulos de gelatina incluidos en el material para
reparacion de tejidos de acuerdo con la invencion pueden ser independientes entre si o pueden estar adheridos
entre si; sin embargo, los granulos de gelatina preferentemente son independientes entre si.

El material para reparacion de tejidos de acuerdo con la invencién, que incluye granulos de gelatina, es
preferentemente granulado. "El material para reparacion de tejidos es granulado" denota que los granulos que son
independientes entre si o estan adheridos entre si estan en un estado que les permite atravesar un tamiz que tiene
aberturas de 4 mm.

"En forma de bloque" en un material para reparacion de tejidos en forma de bloque de acuerdo con la invencion
denota que el material para reparacion de tejidos tiene al menos un eje con una longitud de 5 mm o mas. Si hay un
eje con una longitud de 5 mm o mas, cualesquiera otros ejes pueden tener 5 mm o menos, para proporcionar una
forma tal como una forma de varilla o una forma de lamina.

"Material para reparacion de tejidos" en la invencion se refiere a un material que, como resultado de implantarse en
un organismo biolégico, contribuye a la formaciéon de un tejido en el sitio del implante, y que el material para
reparacion de tejidos puede incluir una célula o estar exento de células. Por otra parte, el material para reparacion de
tejidos puede incluir un componente que estimule una respuesta en el organismo biolégico, tales como factores de
crecimiento o farmacos, o puede estar exento de componentes que estimulen una respuesta en el organismo
biolégico tales como factores de crecimiento o farmacos. Por otra parte, se puede producir y aplicar una mezcla o
material inorganico con un material inorganico tal como hidroxiapatito. Sin embargo, cuando se mide la absortividad
de agua y la relacién residual en presencia de acido en la invencion, estos se miden con respecto a una masa que
excluye cualquiera de dichas células o materiales inorganicos.

En la invencion, "material para reparacion de tejidos" no se refiere necesariamente a un material que contribuye a la
formacion de un tejido convencional que normalmente estara presente en el sitio del implante; el alcance del
"material para reparacion de tejidos" también abarca materiales que estimulan la formacién de un tejido anémalo tal
como tejido de cicatrizacion.

Gelatina

La gelatina puede ser una forma de gelatina natural, o puede ser una forma mutante o recombinante de gelatina que
difiera de la forma natural en al menos un resto de aminoacido. La forma de gelatina natural se refiere a una gelatina
obtenida a partir de una gelatina de origen natural como materia prima, o un polipéptido que tiene la misma
secuencia de aminoacidos que la de una gelatina obtenida a partir de un colageno de origen natural como materia
prima. En la presente memoria descriptiva, formas mutantes de gelatina o formas recombinantes de gelatina se
refieren, en ambos casos, a una gelatina recombinante, a menos que se indique otra cosa. Las formas naturales de
gelatina y las formas recombinantes de la misma incluyen las derivadas de animales tales como peces y mamiferos,
y las gelatinas naturales de animales mamiferos y las gelatinas recombinantes de los mismos son preferibles. Los
ejemplos de animales mamiferos incluyen seres humanos, caballos, cerdos, ratones, y ratas, y los seres humanos y
los cerdos son mas preferibles. La forma natural de gelatina se deriva preferentemente de un cerdo o ser humano, y
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la gelatina recombinante es preferentemente una gelatina recombinante derivada de ser humano.

Gelatina se refiere a un polipéptido que incluye consecutivamente 6 0 mas unidades de secuencia de aminoacidos,
cada una representada por Gly-X-Y, y se pueden incluir en el polipéptido uno o mas restos de aminoacidos
diferentes a la secuencia de aminoacidos representada por Gly-X-Y. En este caso, Gly en Gly-X-Y representa un
resto de glicina, y cada X e Y representan cualquier resto de aminoacido diferente a glicina. La secuencia de
aminoacidos representada por Gly-X-Y es una secuencia correspondiente a una secuencia de aminoacidos derivada
de una secuencia de aminoéacidos parcial del colageno, y la repeticion de esta secuencia representa una secuencia
caracteristica del colageno.

Las unidades Gly-X-Y en una Unica molécula de gelatina pueden ser idénticas a otras, o pueden ser diferentes entre
si. Con respecto al X e Y en la secuencia Gly-X-Y, Los X e Y, en sus unidades de repeticion respectivas, son
mutuamente independientes, y X e Y pueden ser idénticos entre si o diferentes entre si. Los restos de aminoacidos
representados por X e Y incluyen preferentemente muchos restos de iminoacidos, concretamente, restos de prolina
o restos de hidroxiprolina. La relacién de contenido de restos de iminoacidos, tales como los descritos anteriormente,
en una Unica molécula de gelatina es preferentemente de 10 % al 45 % de la molécula de gelatina. La relacién de
contenido de Gly-X-Y es una Unica molécula de gelatina es preferentemente del 80 % o mas, mas preferentemente
del 95 % o mas y lo mas preferentemente del 99 % o0 mas, con respecto a los retos de aminoacido totales.

La gelatina es, preferentemente, una gelatina recombinante obtenida mediante la introduccién de una secuencia de
aminoacidos o secuencias de bases en un hospedador adecuado usando un método ordinario y expresar el mismo,
la secuencia de aminoacidos o la secuencia de bases que se puede obtener modificando uno o mas restos de
aminoacidos o de bases de una secuencia de aminoacidos o secuencia de bases de un gen que codifica un
colageno que incluyen consecutivamente 6 o mas unidades de secuencia de aminoacidos, cada una de ellas
representada mediante Gly-X-Y. El uso de dicha gelatina recombinante aumenta la capacidad de regeneracion del
hueso, y permite la expresién de diferentes caracteristicas, en comparacion con un caso en el que se utiliza la
gelatina natural. El uso de dicha gelatina recombinante tiene la ventaja de, por ejemplo, permitir evitar las
consecuencias negativas, tales como una respuesta de rechazo por el organismo biolégico.

Los ejemplos de gelatina recombinante que son especificamente preferentemente utilizados incluyen los descritos
en los documentos EP 1014176A2, US 6992172B1, W02004/85473A2, W0O2008/103041A1, publicacion de patente
japonesa en fase nacional (JP-A) numeros 2010-519293, 2010-519252, 2010-518833, y 2010-519251,
W02010/128672A1, y WO2010/147109A1.

La gelatina recombinante tiene preferentemente un peso molecular de 2 kDa a 100 kDa, preferentemente de 5 kDa a
90 kDa y mas preferentemente de 10 kDa a 90 kDa.

Desde el punto de vista de la biocompatibilidad, la gelatina recombinante incluye preferentemente ademas una sefial
de adhesion celular, y mas preferentemente incluye dos o mas sefiales de adhesion celular en una sola molécula.
Los ejemplos de dicha sefial de adhesion celular incluyen una secuencia RGD, una secuencia LDV, una secuencia
REDV, una secuencia YIGSR, una secuencia PDSGR, una secuencia RYVVLPR, una secuencia LGTIPG, una
secuencia RNIAEIIKDI, una secuencia IKAVAV, una secuencia LRE, una secuencia DGEA, y una secuencia HAV.
Los ejemplos preferibles incluyen una secuencia RGD, una secuencia YIGSR, una secuencia PDSGR, una
secuencia LGTIPG, una secuencia IKAVAV, y una secuencia HAV. Una secuencia RDG es especialmente preferible.
Entre las secuencias RDG, una secuencia ERGD es mas preferible.

La colocacioén de la secuencia RDG en la gelatina recombinante es tal que hay de 0 a 100 restos de aminoacidos, y
mas preferentemente de 25 a 60 restos de aminoacidos, entre cada unidad de secuencia RGD. Las unidades de
secuencia RDG estan preferentemente colocadas de manera no uniforme, dentro del intervalo anteriormente
descrito de nimero de restos de aminoacido que se debe cumplir.

La relacion de secuencias RGD con respecto al nimero total de restos de aminoacidos en la gelatina recombinante
(el namero total de restos de aminoacidos en la secuencia RGD / el nimero total de restos de aminoacidos x 100) es
preferentemente al menos del 1,2 %, y cuando la gelatina recombinante incluye 250 restos de aminoacidos o mas,
es preferible que haya al menos una unidad de secuencia RGD incluida en cada tramo de 250 restos de
aminoacidos.

La gelatina recombinante incluye preferentemente al menos dos unidades de secuencia RGD, mas preferentemente
incluye al menos 3 unidades de secuencia RGD, y ain mas preferentemente incluye al menos 4 unidades de
secuencia RGD, por cada 250 restos de aminoacidos.

La secuencia de la gelatina recombinante tiene preferentemente cualquiera de las siguientes caracteristicas: (1) no
incluye restos de serina ni restos de treonina, (2) no incluye restos de serina, restos de treonina, restos de
asparagina, restos de tirosina, o restos de cisteina, o (3) no incluye secuencias de aminoacidos representadas por
Asp-Arg-Gly-Asp. La gelatina recombinante puede tener una de estas caracteristicas de secuencia preferidas (1) a
(3), o puede tener una combinacion de dos 0 mas de estas caracteristicas.
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La gelatina recombinante puede estar parcialmente hidrolizada.

La gelatina recombinante incluye preferentemente una secuencia de aminoacidos de A-[(Gly-X-Y)im-B. En el
presente documento, A representa un resto de aminoacido seleccionado libremente o dos o mas restos de
aminoacidos seleccionados libremente, B representa un resto de aminoacido seleccionado libremente o dos o mas
restos de aminoacidos seleccionados libremente, Gly representa glicina, X, n en ndmero, cada uno representa
independientemente un resto de aminoacido seleccionado libremente, e Y, n en nimero, cada uno representa
independientemente un resto de aminoacido seleccionado libremente. Ademas, m representa un nimero entero de 2
a 10, y preferentemente representa un namero entero de 3 a 5. Por otra parte, n representa un nimero entero de 3 a
100, preferentemente representa un namero entero de 15 o 70, y mas preferentemente representa un niamero entero
de 50 a 60. Las unidades m de Gly-X-Y pueden ser todas idénticas entre si, o parte, pero no todas, de estas pueden
ser idénticas entre si, o pueden ser diferentes entre si.

Mas preferentemente, la gelatina recombinante incluye una secuencia de aminoacidos de Gly-Ala-Pro-[(Gly-X-Y)e3]s-
Gly. En este caso, X, 63 en nimero, cada uno representa independientemente un resto de aminoacido seleccionado
libremente, e Y, 63 en numero, cada uno representa independientemente un resto de aminoacido seleccionado
libremente. Las 63 unidades Gly-X-Y pueden ser todas idénticas entre si, 0 parte, pero no todas, de estas pueden
ser idénticas entre si, o pueden ser diferentes entre si.

Con respecto a las unidades de repeticion de la gelatina recombinante, es preferible que una parte de una secuencia
de aminoéacidos de un colageno que existe en la naturaleza sirva como la unidad, y que la gelatina recombinante se
forme mediante la union de dos o mas de esta unidad. Los ejemplos preferibles del colageno que existe en la
naturaleza se denominan para incluir los colagenos de tipo |, tipo Il tipo llI, tipo IV, y tipo V, y es mas preferido que el
colageno sea un colageno de tipo |, tipo Il, o tipo Il. Los ejemplos preferibles de fuentes de colageno incluyen seres
humanos, caballos, cerdos, ratones y ratas, y el ser humano es mas preferido como la fuente de colageno.

El punto isoeléctrico de la gelatina recombinante es preferentemente de 5 a 10, mas preferentemente de 6 a 10, y
aun mas preferentemente de 7 a 9,5.

Los ejemplos preferidos de las caracteristicas que debe tener la gelatina recombinante pueden incluir lo siguiente:
(1) grupos carbamoilo que no estan hidrolizados, (2) el procolageno no esta incluido, (3) los telopéptidos no estan
incluidos, y (4) la gelatina recombinante es un material de tipo colageno practicamente puro preparado usando un
acido nucleico que codifica un colageno natural. La gelatina recombinante puede tener una de estas caracteristicas
preferidas (1) a (4), o puede tener una combinacion de dos 0 mas de estas caracteristicas.

Desde el punto de vista del nivel de capacidad de reparacion de tejidos, la gelatina recombinante es preferentemente
cualquiera de (A) a (C) a continuacion.

(A) Un polipéptido representado por la SEQ ID NO: 1 siguiente.

GAP(GAPGLQGAPGLQGMPGERGA AGLPGPKGERGDAGPKGADGAPGAPGLQGMP
GERGAAGLPGPKGERGDAGPKGADGAPGKDGVRGLAGPIGPPGERGAAGLPGPKGE
RGDAGPKGADGAPGKDGVRGLAGPIGPPGPAGAPGAPGLQGMPGERGAAGLPGPKG
ERGDAGPKGADGAPGKDGVRGLAGPP);G (SEQID NO: 1)

(B) Un polipéptido que incluye una secuencia parcial que tiene una identidad de secuencia del 80 % o superior
con una secuencia de aminoacidos parcial formada desde el 4° hasta el 192° restos de aminodacidos en la
secuencia de aminodcidos (A), y que tiene la capacidad de regenerar un tejido.

(C) Un polipéptido que se ha formado a partir de una secuencia de aminoacidos que se puede obtener
modificando la secuencia de aminoacidos (A) mediante delecién, sustitucién o adicion de uno o mas restos de
aminoacidos, y que tiene la capacidad de regenerar un tejido.

Desde el punto de vista de la capacidad de regeneracion de tejidos de la gelatina recombinante, la identidad de
secuencia de (B) es preferentemente el 90 % o mas, y es mas preferentemente el 95 % o mas.

La secuencia de aminoéacidos parcial de (B) es una secuencia de aminoacidos parcial correspondiente a la unidad de
repeticion de la secuencia representada por la SEQ ID NO: 1. Cuando el polipéptido de (B) incluye porciones
plurales que tienen una secuencia de aminoéacidos parcial correspondiente a la unidad de repeticion, el polipéptido
puede incluir una, o preferentemente dos o mas, unidades de repeticion, teniendo cada una de ellas una identidad
de secuencia del 80 % o mas respecto de la unidad de repeticién de la secuencia representada por la SEQ ID NO: 1.

El polipéptido definido en (B) incluye preferentemente una o0 mas secuencias parciales, teniendo cada una de ellas
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una identidad de secuencia del 80 % o mas respecto de la secuencia de aminoacidos parcial correspondiente a la
unidad de repeticion de la secuencia representada por la SEQ ID NO: 1, en un numero global de restos de
aminoécidos del 80 % o mas con respecto al nimero total de restos de aminoacidos.

La longitud del polipéptido definido por (B) se puede configurar a un nimero de restos de aminoacidos de 151 a
2260, y el nimero de restos de aminoacido es preferentemente 193 o mas desde el punto de vista de la
degradabilidad después de la reticulacion, es preferentemente de 944 o menos desde el punto de vista de la
estabilidad, y es mas preferentemente de 380 a 756 restos de aminoacidos.

En el polipéptido definido por (C), el nimero de restos de aminoacidos que se eliminan, sustituyen, o se afaden,
pueden ser un resto o varios restos. El nimero de restos de aminoacidos que se eliminan, sustituyen o afiaden varia
dependiendo del numero total de restos de aminoacidos de la gelatina recombinante, y es, por ejemplo, de 2 a 15,
preferentemente de 2 a 5.

La gelatina recombinante se puede producir por técnicas de recombinacion genética conocidas de los expertos en la
materia y, por ejemplo, se pueden producir segun los métodos descritos en los documentos EP 1014176A2, US
6992172B1, y WO nimeros 2004/85473A2 y 2008/103041A1.

La evaluacion de la capacidad de regeneracion de los polipéptidos definidos por (B) y (C) se puede se puede realizar
usando un material para reparacién de tejidos obtenido usando la gelatina recombinante. EI método de evaluacién
varia con el tejido diana.

Por ejemplo, la capacidad de regeneracion del hueso se puede evaluar mediante: produccién de una zona con
pérdida de hueso de un tamafio especifico en el hueso parietal de una rata, rellenar con el material para reparacién
de tejidos el interior de la zona con pérdida de hueso y después suturar la piel, medir la cantidad de hueso cuatro
semanas después del procedimiento quirdrgico usando microCT, y evaluar la capacidad de regeneracién del hueso
como la relacion entre el volumen de hueso regenerado y el volumen de la zona con pérdida de hueso.

Los granulos de gelatina preferentemente incluyen un producto reticulado de gelatina desde el punto de vista de
poder mantener el volumen de la capa de preparacion proporcionada en una zona con pérdida de hueso durante el
periodo de tiempo necesario. Los ejemplos del producto reticulado incluyen un producto quimicamente reticulado
formado usando un agente de reticulacion, y un producto térmicamente reticulado, y producto térmicamente
reticulado es preferible desde el punto de vista de no utilizar un agente de reticulacién. La inclusion del producto
reticulado en los granulos de gelatina se puede confirmar basandose en un estado en el que los granulos de gelatina
no se disuelven en agua caliente. En este caso, "no se disuelven en agua caliente" denota que la solubilidad en agua
a 37 °C es 50 % en masa 0 menor.

En la presente memoria descriptiva, la expresion "capa de preparacion” se refiere a una capa formada por la
colocacion del material para reparacion de tejidos en un espacio especifico, y, analogamente al término técnico
"lecho de particulas", la capa de preparacion se refiere a una estructura global que incluye tanto la pluralidad de
particulas de la preparacion que rellena un espacio especifico, y los huecos entre las particulas de la preparacion.

Granulos de gelatina

Los granulos de gelatina incluidos en el material para reparacion de tejidos son particulas que atraviesan un tamiz
que tiene aberturas de 4 mm. Desde el punto de vista de la invasiéon celular, los granulos de gelatina son
preferentemente las particulas que atraviesan un tamiz que tiene aberturas de 1400 um, y mas preferentemente
particulas que atraviesan un tamiz que tiene aberturas de 1000 um, y son mas preferentemente, particulas que
atraviesan un tamiz que tiene aberturas de 710 um. Desde el punto de vista de mantener la elasticidad de la capa de
preparacion, los granulos de gelatina son preferentemente particulas que permanecen en un tamiz que tiene
aberturas de 75 um tras el tamizado, y son mas preferentemente particulas que permanecen en un tamiz que tiene
aberturas de 300 um tras el tamizado.

El tamizado de los granulos de gelatina se realiza usando un tamiz de ensayo segun la norma 1SO 3310, y el método
de tamizado se vasa en el método de tamizado descrito en la Japanese Pharmacopoeia 162 edicion, seccion 3,04,
Segundo método. Concretamente, se realizan varias veces cinco minutos de agitacion con intervalos entre medias, y
el tamizado se completa cuando la masa de las particulas presentes en el tamiz después del tamizado resulta ser el
5 % o menos de la masa de las particulas situadas sobre el tamiz antes de la agitacion. En la invencion, la expresién
"que atraviesa" denota que la masa de las particulas presentes en el tamiz al finalizar el tamizado es de un 10 % o
menos de la masa total de las particulas antes del tamizado, y el término "permanece" denota que la masa de las
particulas que permanecen en el tamiz al finalizar el tamizado es de un 95 % o mas de la masa total de las particulas
antes del tamizado.

Cuando la gelatina incluida en el material para reparacion de tejidos es granulado en lugar de tener un cuerpo en
forma de bloque (agrupado) o similar, se puede preparar y utilizar una solucion de gelatina de alta densidad, y se
puede garantizar una invasion celular hasta el cetro de la zona de pérdida, incluso aunque el sustrato tenga una
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densidad mayor. Debido a esta configuracion, cuando el material para reparacion de tejidos se coloca en la zona con
pérdida para formar una capa de preparacién, una excelente capacidad de regeneracion del tejido, especialmente,
capacidad de regeneracion del hueso, se puede mostrar sin una disminucion en el volumen de la capa de
preparacion, incluso bajo presion.

En la actualidad se estan realizando progresos en la implementacion de la medicina regenerativa para regenerar
tejidos bioldgicos u 6érganos con funciones deterioradas, o pérdida de funciones, los granulos de gelatina individuales
del material para reparacion de tejidos son preferentemente cuerpos porosos que tienen espacios. Desde el punto
de vista de la invasion celular, existen preferentemente espacios entre las particulas de la capa de preparacién
formada mediante la colocacion de los granulos de gelatina en la zona con pérdida, y la relaciéon de huecos de la
capa de preparacion en su conjunto es preferentemente de 70 % al 96,5 %, y es mas preferentemente de 80 % al
90 %. La relaciéon se huecos se obtiene como una relacion de huecos (P = (1 - pt / pc) x 100(%)) calculada a partir
de una densidad compactada (pt) y una densidad verdadera (pc) del sélidos, que se describen a continuacion. La
densidad compactada (pt) se obtiene usando el método descrito a continuacion. La densidad verdadera (pc) del
sélido se obtiene con el método del picndmetro, usando un picndmetro de hipo Hubbart.

Los granulos de gelatina individuales en el material para reparacion de tejidos pueden tener orificios comunicantes.
La presencia de orificios comunicantes permite que los espacios sean continuos desde el exterior del material para
reparacion de tejidos a la parte interior profunda del material para reparacion de tejidos, de manera que las células
en contacto con el exterior del material para reparacion de tejidos puedan dispersarse o difundirse al interior del
material para reparacion de tejidos. Para que se muestre la funcionalidad anterior, el diametro del orificio de los
orificios comunicantes estd comprendido preferentemente de 10 um a 2500 um, mas preferentemente de 50 um a
2500 pm y especialmente preferentemente de 100 um a 1000 pm.

Densidad compactada

La densidad compactada es un valor que representa la extensién a la cual los granulos pueden empaquetarse
densamente en un volumen dado. Cuanto mas pequefio sea este valor, mas compleja tiende a ser la estructura de
los granulos, mas amplia tiende a ser la distribucion del tamafio de los granulos, y méas disperso tiende a ser el
medio. La forma de los granulos obtenidos después de la pulverizacion varia por diferencias en la estructura de la
gelatina creada durante la congelacion, y se obtienen varios tamafios de granulos mediante la pulverizacion.
Teniendo esto en cuenta, la densidad compactada, tal como se define en la presente memoria descriptiva, es
preferentemente de 10 mg/cm3 a 500 mg/cm3, es mas preferentemente de 30 mg/cm3 a 450 mg/cms, es aun mas
preferentemente de 50 mg/cm3 a 420 mg/cm3, y es incluso mas preferentemente de 140 mg/cm3 a 280 mg/cm3. Una
densidad compactada de 10 mg/cm3 0 mas tiende a facilitar un aumento en la elasticidad de la capa de preparacion,
y para facilitar el mantenimiento del volumen de la zona con pérdida. Una densidad compactada de 500 mg/cm3 o}
menos tiende a facilitar la supresidon de una menor invasion de células, y a facilitar la obtencién suficientes efectos
de cicatrizacion.

El método utilizado para medir la densidad compactada es el siguiente. Un recipiente cilindrico (denominado como
tapon a partir de ahora en el presente documento) de 6 mm de didmetro y 21,8 mm de longitud (volumen de 0,616
sz) se prepar6 para realizar la mediciéon. En primer lugar, se mide la masa (wt) del tapén solo. A continuacion, se
conecta un embudo al tapdn, y los granulos se vierten en el tapén mediante el embudo de forma que los granulos se
recojan en el tapon. Después de verter una cantidad suficiente de granulos, la parte del tapdn se golpea contra un
objeto duro, tal como una encimera, 200 veces, se retira el embudo, y los posible granulos por encima del borde del
tapon se nivelan con una espatula, retirando el exceso. La masa (wg) se mide en un estado en el que los granulos
estan completamente nivelados en el tapén. La masa de los granulos solos se calcula a partir de la diferencia entre
la masa del tapén en solitario, y la densidad compactada se obtiene dividiéndola por el volumen del tapon.

Densidad compactada: pt = (wg - wt) / 0,616
Absortividad del agua

El material para reparacién de tejidos presenta una absortividad del agua del 800 % o mas en masa. No se obtiene
una capacidad de regeneracion del tejido elevada si la absortividad del agua es menor del 800 %. Desde el punto de
vista de mantener codgulos de sangre durante la recuperacion del tejido, la absortividad del agua del material para
reparacion de tejidos es preferentemente un 900 % o mas, es mas preferentemente 1200 % o0 mas y aun mas
preferentemente 1400 % o mas. Aungue sin ninguna limitacién en particular, el valor maximo de la absortividad del
agua del material para reparacion de tejidos es preferentemente un 9900 % o menos, es mas preferentemente
5000 % o menos, y aun mas preferentemente un 3000 % o menos. Cuando solo se incluyen granulos de gelatina en
el material para reparacion de tejidos, la absortividad del agua del material para reparacion de tejidos es la
absortividad del agua de los granulos de gelatina.

"Absortividad del agua" del material para reparacion de tejidos en la invencion se refiere a una caracteristica fisica
medida como se describe a continuacién. La medicién se realiza en una sala con una humedad relativa de 30 % al
60 %, preferentemente el 40 %, en un intervalo de temperatura de 21 °C a 26 °C, preferentemente a 25 °C.
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La masa (A) se mide en una bolsa de malla hecha de nailon para medicién (denominada en lo sucesivo como bolsa
de malla) que tiene un tamafio de 3 cm x 3 cm y un espesor de 106 um y que tiene una malla de 150 hebras en 2,54
cm, un diametro de hebra de 6 um, una abertura equivalente a 108 um, y un area de abertura del 41 %. En el caso
de un material para reparacion de tejidos granulado, 15,0 (+ 1,0) mg del mismo se pesan en la forma para colocacién
en la zona con defecto de tejido, sin procesamiento. En el caso de un material para reparacion de tejidos en forma
de bloque, se prepara una muestra del mismo en forma paralelipipeda rectangular con un tamafio de
aproximadamente 1,5 mm x aproximadamente 2 mm x aproximadamente 12 mm, se mide la masa (B) del mismo, y
la muestra se introduce en la bolsa de malla para medicion. La bolsa de malla para medicién se utiliza vacia sin
introducir el material para reparacién de tejidos como bolsa de malla blanco, y se mide la masa (C) de la misma. Se
colocan pinzas sobre las caras superiores de ambas bolsas de malla, y las bolsas de malla se suspenden en vasos
de precipitados de 100 ml que contenian 80 ml de agua ultrapura. Ambas bolsas de malla se sujetan en la posicién
en la que todo el material para reparacion de tejidos de la bolsa quede humedecido con agua, y se deja durante dos
horas o mas tiempo. Después de pasar dos horas 0 mas, se descarta el agua de los vasos de precipitados, y ambas
bolsas de malla se extraen, ambas se cuelgan con el mismo angulo de inclinacién, y se dejan reposar durante 10
minutos para drenar el exceso de agua. A continuacion, se miden la masa (D) de la bolsa de malla blanco, y la masa
(E) de la bolsa de malla que contiene material para reparacion de tejidos, y la absortividad del agua se calcula
usando la Ecuacion (1) y la Ecuacion (2) siguientes.

Absortividad del agua del blanco (F) = D/C .. (1)
Absortividad del agua = (E-A x F)/B x 100 (%) .. (2)

La absortividad del agua del material para reparacion de tejidos varia dependiendo de los componentes incluidos en
el material para reparacion de tejidos, especialmente, los tipos de granulos de gelatina y la forma de los granulos de
gelatina individuales. La absortividad del agua del material para reparacion de tejidos se puede regular, por ejemplo,
dependiendo de la temperatura, tiempo de procesamiento o similar durante el proceso de congelacion o el proceso
de reticulacion en el método de fabricacion del material para reparacion de tejidos descrito a continuacion. En
general, la absortividad del agua tiende a aumentar a medida que aumenta la temperatura de del proceso de
congelacién, disminuye la temperatura de reticulacion, o se acorta el tiempo de reticulacién.

Degradabilidad al acido

El material para reparacion de tejidos presenta una relacion residual del 60 % en masa o menos después de tres
horas de tratamiento de descomposicion usando 1 mol/l (litro) de acido clorhidrico. La capacidad de regeneracion del
tejido no es suficiente cuando la relacion residual es superior al 60 % en masa después de tres horas de tratamiento
de descomposicién usando 1 mol/l de acido clorhidrico. Desde los puntos de vista de mantener el volumen de la
capa de preparacion en la zona del defecto, y la sustituciéon por un tejido en regeneracion, la relacion residual del
material para reparacion de tejidos en presencia del acido es preferentemente del 5% en masa 0 mas, es mas
preferentemente del 20 % en masa 0 mas, y es aun mas preferentemente del 40 % en masa o mas. Cuando el
material para reparacion de tejidos incluye solo granulos de gelatina, la relacion residual del material para reparacion
de tejidos en presencia del acido es la relacion residual de los granulos de gelatina en presencia del acido.

La "relacion residual en presencia de acido" del material para reparacion de tejidos de acuerdo con la invencion se
refiere a un valor de la caracteristica fisica medido como se describe a continuaciéon. Se mide la masa (A) de un
microtubo de medicion (nombre comercial MINI SUPERTUBE, fabricado por Ibis, capacidad 2 ml, denominado como
tubo en lo sucesivo). En el caso de un material de reparacion granulado, 5,0 (+ 0,2) mg del mismo se pesan en la
forma para colocacion en la zona con defecto de tejido, sin procesamiento. En el caso de un material para
reparacion en forma de blogue, se prepara una muestra cilindrica que tiene un tamafio de 6 mm de didmetro x
aproximadamente 1 mm de espesor, se mide la masa del mismo (B), y la muestra se introduce en el tubo para su
medicion. A continuacion se afiaden 1,0 ml de 1 mol/l de HCI al tubo que contiene el material para reparacion de
tejidos, y se agita en un agitador termostatico (un HB-80 (fabricado por Taitec Corporation) con un movimiento de
vaivén con 60 movimientos alternativos por minuto) a 37 °C durante tres horas. Transcurrido el tiempo estipulado, el
tubo se guarda sobre hielo para detener las reacciones, y después se centrifuga a 10.000xg durante un minuto en
una centrifuga preconfigurada a 4 °C. La precipitacion del material para reparacion de tejidos se confirma, el
sobrenadante se elimina por succién, 1 ml de agua ultrapura, previamente enfriada sobre hielo, se afiade a lo
anterior, y se vuelve a realizar la centrifugacion en las mismas condiciones que anteriormente. El sobrenadante se
elimina por succion, se vuelve a afadir agua ultrapura, y se vuelve a realizar la centrifugacion en las mismas
condiciones que anteriormente. A continuacion, el sobrenadante se elimina por succién, a continuacion se realiza el
criodesecado. Una vez que el tubo se extrae del aparato de criodesecado, el tapén del tubo se cierra rapidamente
para evitar que el material para reparacion de tejidos absorba la humedad del aire. La masa (C) del tubo que incluye
su contenido se mide, y la relaciéon residual en presencia de acido se calcula usando la Ecuacion de calculo (3)
siguiente.

Relacion residual en presencia de acido = (C - A)/B x 100 (%)... (3)

La relacion residual del material para reparacion de tejidos en presencia de acido varia dependiendo de los
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componentes incluidos en el material para reparacion de tejidos, especialmente, el tipo y la forma de los granulos de
gelatina. La residual ratio del material para reparacién de tejidos en presencia de acido se puede regular, por
ejemplo, dependiendo de la temperatura, el tiempo de procesamiento o similar durante el proceso de reticulacion en
el método de fabricacion del material para reparacién de tejidos descrito a continuacién. En general, la relacion
residual en presencia de acido tiende a ser menor cuando el tiempo de procesamiento del proceso de reticulacion es
mas corto.

Otros componentes

Ademas de los granulos de gelatina, el material para reparacion de tejidos puede incluir otros componentes que
pueden contribuir a la reparacién o reparacién de un tejido. Los ejemplos de dichos componentes adicionales
incluyen componentes relacionados con la regeneracion del hueso, u osteoneogénesis, tales como factores
osteoinductivos. Los ejemplos de agentes osteoinductivos incluyen, aunque no de forma limitativa, proteinas
morfogenéticas dseas (BMP) y factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF).

Método para fabricar el material para reparacion de tejidos

Siempre que el material para reparacién de tejidos incluya granulos de gelatina y presente la absortividad del agua y
la relacion residual en presencia de acido especificadas anteriormente mencionadas, el método utilizado para
fabricar el mismo no esta especialmente limitado. El material para reparacion de tejidos se puede obtener, por
ejemplo, por el método siguiente.

Un método para fabricar un material para reparacion de tejidos incluye:

(a) preparar una solucién de gelatina que incluye gelatina disuelta en un medio acuoso (denominada en lo
sucesivo como proceso de preparacion de la solucion de gelatina);

(b) obtener un producto criodesecado mediante criodesecacion de la soluciéon de gelatina (denominado en lo
sucesivo como proceso de criodesecacion);

(c) obtener un producto pulverizado mediante la pulverizacion del producto de gelatina criodesecado
(denominado en lo sucesivo como proceso de pulverizacion); y

(d) obtener un sustrato mediante reticulacion del producto pulverizado (denominado en lo sucesivo como proceso
de reticulacion).

El medio acuoso en la solucién de gelatina preparado en el proceso de preparacion de la solucién de gelatina no
esta especialmente limitado siempre que el medio acuoso pueda disolver la gelatina y sea util con respecto a un
tejido biolégico. Los ejemplos del medio acuoso incluyen soluciones habitualmente utilizadas en este campo, tal
como agua, solucién salina fisiolégica y soluciones de tampén fosfato.

El contenido de gelatina en la solucién de gelatina no esta especialmente limitado siempre que el la gelatina sea
soluble a dicho contenido. Por ejemplo, el contenido de gelatina en la solucidon de gelatina es preferentemente del
0,5 % en masa al 20 % en masa, es mas preferentemente de 2% en masa al 16 % en masa, y es alin mas
preferentemente de 4 % en masa al 12 % en masa. Existe una tendencia hacia el aumento de la resistencia cuando
el contenido es de un 0,5 % en masa 0 mas, y una estructura de malla que tiene una elevada uniformidad tiende a
formarse mas facilmente y la capacidad de regeneracién del tejido tiende a ser excelente cuando el contenido es un
20 % en masa 0 menos.

En el proceso de preparar la solucion de gelatina, la gelatina se prepara como materia prima, y la preparacion se
lleva a cabo disolviendo la gelatina en el medio acuoso. La gelatina como materia prima puede estar en forma
pulverulenta, o puede estar en forma sélida. La solucion de gelatina puede ser una solucion de gelatina previamente
preparada.

La temperatura utilizada cuando se prepara la solucién de gelatina no esta especialmente limitada, y puede ser una
temperatura utilizada normalmente, por ejemplo, de 0°C a 60 °C, y es preferentemente de aproximadamente 3 °C a
aproximadamente 30 °C.

En caso necesario, la solucion de gelatina puede incluir componentes necesarios para los procesos descritos a
continuacion, tal como un agente de reticulacion, y componentes Utiles para transmitir caracteristicas especificas al
material para reparacion de tejidos.

Cuando se desea obtener granulos de gelatina que tienen espacios, es preferible proporcionar un proceso, antes del
proceso de criodesecado, en el que la solucién de gelatina se enfrie a una temperatura que sea igual o inferior a la
temperatura de formacion de cristales de hielo.

Cuando se proporciona este proceso, se puede obtener un producto intermedio que contiene gelatina que contiene

cristales de hielo del tamafio adecuado. La formacion de cristales de hielo produce no uniformidad con respecto a la
densidad de las cadenas peptidicas de la gelatina cuando el producto intermedio que contiene gelatina se solidifica
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y, por lo tanto, se forman espacios en la malla del producto intermedio que contiene gelatina tras la eliminacion de
los cristales de hielo. La eliminacién de los cristales de hielo se lleva a cabo facilmente mediante el proceso de
criodesecado a realizar posteriormente. El tamafio de poro en la malla del producto intermedio que contiene gelatina
se puede regular mediante la temperatura de los cristales de hielo, tiempo de enfriamiento, o una combinacion de los
mismos.

La temperatura de formacién de cristales de hielo se refiere a una temperatura a la cual al menos una parte de la
solucién de gelatina se congela. Aunque la temperatura de formacién de cristales de hielo varia dependiendo de la
concentracion de solidos, incluida la gelatina, en la solucién de gelatina, la temperatura de formacién de cristales de
hielo puede configurarse en general a -10 °C 0 menos. La solucion de gelatina se enfria preferentemente a una
temperatura de -100 °C a -10 °C, mas preferentemente de -80 °C a -20 °C, y mas preferentemente de -40 °C a -
60 °C. Cuando la temperatura de formacion de cristales de hielo es -100 °C o mayor, el tamafio de mata tiende a ser
suficientemente grande, y cuando la temperatura de formaciéon de cristales de hielo es -10 °C o menor, la
uniformidad de los tamafios de poro de la malla del producto intermedio que contiene gelatina tiende a ser alta, y
tiene tendencia a posibilitar una elevada capacidad para regenerar hueso.

Desde el punto de vista de facilitar la formacién de cristales de hielo uniformes, el tiempo para mantener la solucion
de gelatina a una temperatura igual o menor que la temperatura de formacidon de cristales de hielo es
preferentemente de 1 hora a 6 horas.

El producto intermedio que contiene gelatina tiene una estructura de malla que se puede obtener realizando el
tratamiento a la temperatura de formacion de cristales de hielo. La expresion "estructura de malla”, en la presente
memoria descriptiva, se refiere a una estructura que incluye muchos espacios internos, y no esta limitada a
estructuras planas. Por otra parte, el alcance de la estructura de malla incluye estructuras en las que el marco tiene
forma de pared, asi como estructuras en las que el marco es fibroso. Por otra parte, el alcance de la estructura de
malla se refiere a la estructura del marco formado por el material que contiene gelatina, pero no abarca estructuras a
nivel molecular, tales como las fibras de colageno.

"Tener una estructura de malla" denota que se forman espacios del orden de micrometros o mayores debido a la
estructura en forma de pared formada en un material que contiene gelatina, concretamente, que la estructura tiene
un diametro de orificio de 1 um o mas.

Aunque sin ninguna limitaciéon en particular, la forma de la malla en el producto intermedio que contiene gelatina
puede ser una estructura bidimensional tal como un panal de abeja, o0 puede ser una estructura tridimensional como
la del hueso trabecular. La forma de la seccidn transversal de la malla puede ser poligonal, circular, o eliptica. La
forma tridimensional de la malla en el producto intermedio que contiene gelatina puede ser una forma de pilar o una
forma globular.

En el producto intermedio que contiene gelatina pueden estar presentes orificios comunicantes formados por
espacios continuos. Cuando hay orificios comunicantes, se forman espacios continuos que se extienden desde el
exterior del producto intermedio que contiene gelatina hacia el interior profundo del producto intermedio que contiene
gelatina. cuando dichas conexiones entre orificios estan presentes, las células pueden dispersarse o difundirse hacia
el interior del material poroso cuando las células entran en contacto con el exterior del material para reparaciéon de
tejidos formado a partir del producto intermedio que contiene gelatina. Los orificios comunicantes tienen
preferentemente un diametro de orificio de 10 um o mas, para que dicha funcionalidad esté presente.

El diametro de orificio de la malla del producto intermedio que contiene gelatina se evalia como el diametro
promedio a lo largo de la direccion del eje mayor (diametro segun el eje mayor). El diametro segin el eje mayor
promedio se evalla de la siguiente forma.

En primer lugar, un producto intermedio seco obtenido una vez que el producto intermedio que contiene gelatina se
ha secado se corta segun las direcciones horizontal y vertical. A continuacion, cada cara de la seccion transversal se
tifie poniéndola en contacto cercano con una almohadilla de tincién, y una region de 2,0 mm x 2,0 mm de la misma
se examina usando un microscopio 6ptico. De entre los rectangulos que circunscriben un area de la region
observada rodeada por el material tefiido (una abertura de malla), se selecciona el rectangulo circunscriptor cuya
distancia entre dos caras opuestas del rectdngulo sea mas grande. Se realizan 50 mediciones en el area observada
para cada seccion transversal en direccién horizontal y seccién transversal en direccion vertical, con respecto a la
longitud de la cara larga del rectangulo circunscriptor para el cual la distancia entre dos caras opuestas es la mas
grande, y el valor promedio de la misma se toma como el valor promedio del diametro segln el eje mayor de la malla
del producto intermedio que contiene gelatina.

El valor promedio del diametro segun el eje mayor en la seccién transversal en direccién horizontal y el valor
promedio del diametro segun el eje mayor en la seccion transversal en direccion vertical se obtienen a partir de
mediciones de las aberturas de malla individuales, y el valor mas pequefio de las mismas se denota como d1 y el
otro valor se denota como d2, y el cociente d2/d1 se denomina relacion de aspecto de la malla. Una relacion de
aspecto de la malla de 1 a 3 representa una forma "globular”, y una relacion de aspecto de la malla fuera de este
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intervalo representa una "forma de pilar".

Cuando la forma de la malla es una forma de pilar (cuando la relacién de aspecto de la malla esta fuera del intervalo
de 1 a 3), la relacién de aspecto de la malla es preferentemente 4 o 5 desde el punto de vista de la adhesion del
hueso. La adhesion del hueso tiende a aumentar cuando la relacion de aspecto de la malla es 5 0 menos.

La forma de la malla es preferentemente globular (una relacién de aspecto de la malla de 1 a 3) desde el punto de
vista de la capacidad de reparacion de tejidos.

Cuando la forma de la malla es una forma de pilar, el diametro de orificio de la malla en el producto intermedio que
contiene gelatina es preferentemente 10 um o mas, es mas preferentemente 50 um o0 mas, y es adn mas
preferentemente 100 um o mas, desde el punto de vista de la adhesion del hueso. Aunque sin ninguna limitacion en
particular, el limite superior del diametro de orificio en la malla del producto intermedio que contiene gelatina es
preferentemente 2500 pm o menos, y es mas preferentemente 1000 um o menos, desde el punto de vista de la
estabilizacion de la resistencia del material.

Las células tienden a invadir facilmente el interior de la estructura de la malla cuando el diametro a lo largo de la
direccién del eje mayor es 10 um o0 mas, y la afinidad con los cuerpos biol6gicos tiende a aumentar cuando el
diametro a lo largo del la direccion del eje mayor es 2500 um 0 menos.

Cuando la malla tiene forma globular, el diametro de orificio en la malla del producto intermedio que contiene
gelatina es preferentemente 10 um o mas, es mas preferentemente 50 um o mas, y es aun mas preferentemente
100 um o mas, desde el punto de vista de la adhesion del hueso. Aunque sin ninguna limitacién en particular, el
limite superior del diametro de orificio en la malla del producto intermedio que contiene gelatina es preferentemente,
por lo general, de 2500 um o menos Yy, desde el punto de vista de la adhesion del hueso, el limite superior del
diametro de orificio en la malla del producto intermedio que contiene gelatina es preferentemente 1000 pm o menos.
Cuando la forma de la malla es globular, las células tienden a invadir facilmente el interior de la estructura de la
malla cuando el diametro de orificio de la malla (e diametro en la direcciéon del eje mayor cuando la relacién de
aspecto es mayor de 1) es 10 um o mas, y la afinidad con los cuerpos biol6gicos tiende a ser mayor cuando el
diametro de orificio de la malla es 2500 um o menos.

La relacion de huecos en el producto intermedio que contiene gelatina es preferentemente de 80 % al 99,99 %, y es
mas preferentemente de 95,01 % al 99,9 %. La relacion de huecos se obtiene como relacion de huecos (P= (1 -p/
pc) x 100 (%)) a partir de la densidad aparente (p) y la densidad verdadera (pc). La densidad aparente (p) se calcula
a partir de la masa seca y el volumen, y la densidad verdadera (pc) se obtiene segun el método del picnémetro
usando un picnémetro de tipo Guy-Lussac.

En el proceso de criodesecacion, se obtiene un producto criodesecado mediante criodesecacion de la solucion de
gelatina. Cuando se lleva a cabo el proceso de formacion de cristales de hielo en la solucién de gelatina, el producto
intermedio que contiene gelatina se puede someter a criodesecacion tal cual.

Las condiciones habitualmente utilizadas en la criodesecacion de proteinas se pueden aplicar como condiciones de
criodesecacién. La duracion de la criodesecacién puede ser, por ejemplo, de 0,5 horas a 300 horas. No existen
limitaciones especificas para los aparatos de criodesecacién que se pueden utilizar.

En el proceso de pulverizacién, se obtiene un producto pulverizado por pulverizaciéon del producto de gelatina
criodesecado. El producto pulverizado obtenido se puede incluir como granulos de gelatina en el material para
reparacion de tejidos. En la pulverizacion, se puede usar una maquina de pulverizacion tal como un molino de
martillos o un molino de tamiz, y se prefiere un molino de tamiz (por ejemplo, un COMIL, fabricado por Quadro
Engineering Corp.), teniendo en cuenta que el uso de un molino de tamiz proporciona pequefas variaciones en el
tamafio de particula entre los ensayos, porque se recogen los productos pulverizados que se han pulverizado hasta
un grano dado. Para mantener la estructura de la superficie del producto pulverizado, un método de corte es mas
preferible que un método de trituracion para las condiciones de pulverizacién. Para mantener la estructura interna de
los granulos, es preferible un método que no aplique compresién fuerte durante la pulverizacién.

Se puede incluir un proceso de clasificacion después del proceso de pulverizacion, de forma que se regulen los
tamafios de grano. Cuando se incluye el proceso de clasificacion, se puede obtener un producto de gelatina
pulverizada que tenga diametros de particula uniformes. En la clasificacion, se utiliza preferentemente un tamiz que
tiene aberturas de, por ejemplo, de 300 pm a 710 pm.

Un proceso de reticulacion en el que la gelatina del producto pulverizado obtenido se reticula se incluye
preferentemente después del proceso de pulverizacion. Puede utilizarse un método de reticulacion preferido para la
reticulacion, tal como la reticulacion térmica, reticulacion mediante enzimas, reticulacion usando varios agentes de
reticulacion quimicos, o reticulacion mediante UV. La reticulacion usando un agente de reticulaciéon quimica, o la
reticulacion térmica, es preferible como método de reticulacion. Un producto con una estructura de orden superior
debido a al menos uno de interaccion hidréfoba, enlace de hidrégeno, o interacciones ionicas, es preferible ademas
de las reticulaciones (enlaces covalentes).
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Cuando la reticulacion se realiza mediante una enzima, la enzima no esta especialmente limitada siempre que la
enzima produzca la reticulacion entre materiales biodegradables. La reticulacion se realiza preferentemente usando
transglutaminasa o lacasa, lo mas preferentemente transglutaminasa.

En la invencién, la temperatura de mezclado cuando la gelatina se trata con un agente de reticulacién tal como un
aldehido o un agente de condensacion no esta especialmente limitada siempre que la solucién se pueda agitar de
manera uniforme, y la temperatura esta especialmente comprendida de 0 °C a 40 °C, mas preferentemente de 0 °C
a 30 °C, mas preferentemente de 3 °C a 25 °C, mas preferentemente de 3 °C a 15 °C, mas preferentemente de 3 °C
a 10 °C, y especialmente preferentemente de 3°C a 7 °C.

La temperatura se puede aumentar después de mezclar con el agente de reticulacion y la agitacion. Aunque la
temperatura de reaccién no esta especialmente limitada siempre que tenga lugar la reticulacion, al considerar la
desnaturalizacién o la descomposicion de la gelatina, la temperatura de reaccion puede ser de 0 °C a 60 °C en la
practica, es mas preferentemente de 0°C a 40°C, es mas preferentemente de 3°C a 25°C, es mas
preferentemente de 3 °C a 15 °C, es aun mas preferentemente de 3 °C a 10 °C, y es especialmente preferentemente
de3°Ca7-°C.

En el caso de un método de reticulacion usando un agente de reticulaciéon quimica, la reticulacion se llevar a cabo
mas preferentemente usando un glutaraldehido como agente de reticulacién quimica. En el caso de adoptar un
método de reticulacion usando un método de reticulaciéon quimica, la reticulacion se puede llevar a cabo antes del
proceso de secado, mediante la adicion del agente de reticulacion quimica a la solucion de gelatina.

La temperatura de reticulacion aplicada al método de reticulacién quimica es preferentemente de 100 °C a 200 °C,
es mas preferentemente de 120 °C a 170 °C, y es aun mas preferentemente de 130 °C a 160 °C. El uso de los
agentes de reticulacion se puede evitar mediante la aplicacion del método de reticulacion térmica.

La duracién del tratamiento de la reticulacién térmica varia dependiendo de la temperatura de reticulacion, el tipo de
gelatina, y el grado deseado de capacidad de descomposicién. Por ejemplo, las condiciones de reticulacion térmica,
cuando se utiliza CBE3 como gelatina recombinante derivada de ser humano, como en los ejemplos que se
describen posteriormente, son las siguientes. Cuando la temperatura real del tratamiento es de aproximadamente
136 °C, la duracion del tratamiento es preferentemente de 2 horas a 20 horas, mas preferentemente de 3 horas a 18
horas, y ain mas preferentemente de 5 horas a 8 horas. El proceso de reticulacion térmica se lleva a cabo
preferentemente a presion reducida, un vacio o en una atmdsfera de gas inerte desde la perspectiva de prevenir la
oxidacion. La presion se reduce preferentemente a 4 hPa o menos. El nitrégeno es preferible como el gas inerte, y la
reticulacién bajo una atmésfera de gas inerte es mas preferible que al vacio desde el punto de vista del
calentamiento uniforme. El medio de calentamiento no esta especialmente limitado, y los ejemplos de los mismos
incluyen un horno de vacio tal como un DP-43 fabricado por Yamato Scientific Co., Ltd.

El material para reparacion de tejidos puede incluir granulos de gelatina obtenidos segun el método de fabricacion
descrito en solitario, o se puede obtener por composicion con otros componentes con los granulos de gelatina.

Desde el punto de vista de una elevada capacidad para regenerar un tejido, por ejemplo, elevada capacidad para
regenerar hueso, el método para fabricar un material para reparacion de tejidos incluye preferentemente obtener un
producto criodesecado de gelatina realizando un tratamiento de criodesecacion tras enfriar la solucion de gelatina
gue incluye gelatina desde 7 % en masa al 9 % en masa hasta una temperatura de -40 °C a -60 °C durante de 1
hora a 6 horas, obteniendo un producto pulverizado mediante pulverizacion del producto criodesecado, y reticular
térmicamente el producto pulverizado de 140 °C a 160 °C bajo atmdsfera de nitrégeno durante de 3 horas a 7 horas,
en el caso del CBE3 anteriormente descrito, que es una gelatina recombinante derivada de ser humano, o
reticulando térmicamente el producto pulverizado de 140 °C a 160 °C bajo atmésfera de nitrégeno durante de 24
horas a 72 horas, en el caso de la gelatina de cerdo.

Método terapéutico y método de reparacion

La invencion puede proporcionar un material para reparacion de tejidos con elevada capacidad para regenerar un
tejido. Por lo tanto, el ambito de la invencién incluye un método para reparar un tejido, y un método para tratar una
enfermedad o similar acompafiado de dafio tisular.

Especificamente, un método para reparar un tejido de acuerdo con la invencién incluye aplicar el material para
reparacion de tejidos a un sitio en el que hay un defecto de tejido diana o esta dafiado, e incluye otros procesos en
caso necesario.

El tejido que el material para reparacion de tejidos de acuerdo con la invencion es capaz de reparar es hueso. El
material para reparacion de tejidos es bien adecuado como sustrato para la regeneracion del hueso. El material para
reparacion de tejidos de acuerdo con la invencién se puede utilizar como agente terapéutico por si mismo en la
regeneracion del hueso. La enfermedad a la que se aplica este agente terapéutico no esta especialmente limitada,
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siempre que la enfermedad requiera la regeneracion del hueso, u osteoneogénesis, para su tratamiento.

El método para tratar un tejido dafiado o el método para reparar un tejido dafiado de acuerdo con la invencion
incluye aplicar el material para reparacion de tejidos a un sitio en el que hay un defecto de tejido diana o esta
dafado, e incluye otros procesos en caso necesario. Los ejemplos de otros procesos incluyen aplicar una célula
para trasplante y/o un agente osteoinductor a un sitio de aplicacion del material para reparacién de tejidos, bien
antes, después, o simultaneamente con la aplicacidn del material para reparacién de tejidos.

El método de tratamiento o el método para reparacion se puede aplicar preferentemente a defectos periodontales,
defectos de implantes, y similares, en la regién maxilofacial, métodos GBR, métodos de aumento de arista, métodos
de elevacion de seno, y métodos de reserva de cavidades, que se utilizan como tratamientos suplementarios durante
la colocacion de implantes, y similares.

Material para reparacién de tejidos en forma de bloque

El material para reparacion de tejidos de acuerdo en forma de bloque con la invencién incluye gelatina, y es un
material para reparacion de tejidos que presenta una absortividad del agua del 800 % en masa o mas, y una relacion
residual del 60 % en masa o menos después de tres horas de tratamiento de descomposicion usando 1 mol/l de
acido clorhidrico. Este material para reparacion de tejidos permite una excelente regeneracion de la dermis.

Por consiguiente, el material para reparacion de tejidos de acuerdo en forma de bloque con la invencion se aplica a
la regeneracion de la dermis.

Las caracteristicas preferibles, intervalos numéricos, y similares para cada componente del material para reparacion
de tejidos en forma de blogue son los mismos que para el material para reparacion de tejidos que incluye granulos
de gelatina.

El material para reparacion de tejidos en forma de bloque se puede fabricar de la misma forma que en el método de
fabricacion de un material para reparacion de tejidos que incluye granulos de gelatina, salvo que el proceso de
pulverizacién no se realice.

La descripcion detallada sigue va seguida por ejemplos relativos a la invencion; sin embargo, la invencion no esta
limitada en forma alguna a estos ejemplos.

Ejemplo 1

Se fabricé un sustrato para regeneracion del hueso del Ejemplo 1 usando el péptido recombinante CBE3 como
gelatina recombinante.

Se empled lo siguiente como CBE3 (tal como se describe en el documento WO2008/103041A1).
CBE3

Peso molecular: 51,6 KD

Estructura: GAP [(GXY)e3]sG

NUmero de restos de aminoacidos: 571 unidades

Secuencia RGD: 12 unidades

Contenido en iminoacidos: 33 %

Aproximadamente el 100 % de los aminoacidos participan en las estructuras de repeticion GXY.
Los restos de serina, restos de treonina, restos de asparagina, restos de tirosina, y los restos de cisteina no estan
incluidos en la secuencia de aminoéacidos del CBE3.

El CBE3 incluye una secuencia ERGD.

Punto isoeléctrico: 9,34

Secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 1)

GAP(GAPGLQGAPGLQGMPGERGAAGLPGPKGERGDAGPKGADGAPGAPGLQGMP

GERGAAGLPGPKGERGDAGPKGADGAPGKDGVRGLAGPIGPPGERGAAGLPGPKGE
RGDAGPKGADGAPGKDGVRGLAGPIGPPGPAGAPGAPGLQGMPGERGAAGLPGPKG

ERGDAGPKGADGAPGKDGVRGLAGPP);G

Explicacion del recipiente utilizado durante la congelacion

Se prepard un recipiente de aluminio en forma de una taza cilindrica con un espesor de 1 mm y un diametro de
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47 mm. Cuando la cara curvada de la copa cilindrica se toma como la cara lateral, la cara lateral esta formada por
1 mm de aluminio, y la cara inferior (una placa circular plana) también estd4 formada por 1 mm de aluminio. Sin
embargo, la cara superior se deja abierta. Solamente la cara lateral de la cara interna esta uniformemente revestida
con TEFLON (marca comercial registrada) con un espesor de 1 mm, como resultado de lo cual, el diametro interno
del cilindro es de 45 mm. Este recipiente se denomina en lo sucesivo como recipiente cilindrico.

Aproximadamente 4 ml de una solucién acuosa de gelatina que incluia gelatina recombinante al 8 % en masa se
vertio dentro del recipiente cilindrico, y se dejo reposar en un congelador (un congelador de temperatura ultrabaja
RS-U30T fabricado por Hitachi Ltd.) a -50 °C durante 1 hora o mas, mediante lo cual se obtuvo una gelatina
congelada. Este bloque de gelatina se criodesecé (usando un TF5-85ATNNN fabricado por Takara Bio Inc.), se
pulverizé usando un pulverizador (un COMIL U5 fabricado por Quadro Engineering Corp.), y a continuaciéon una
fraccion del mismo que pasaba por un tamiz que tenia aberturas de 710 um, pero que no pasaba por un tamiz que
tenia aberturas de 500 um, se recogid. Estos granulos de gelatina obtenidos se trataron durante 3,5 horas a 130 °C
bajo atmosfera de nitrégeno (usando un DP-43 fabricado por Yamato Scientific Co., Ltd.), obteniendo de este modo
la Muestra 1.

La absortividad del agua, relacidon residual en presencia de acido, y relacion de regeneracion del hueso de la
Muestra 1 se evaluaron de la siguiente forma.

(1) Absortividad del agua
El siguiente ensayo se realizé a 25 °C en una humedad relativa del 30 %.

La masa (A) se midi6 en una bolsa de malla de 3 cm x 3 cm para medicion fabricada en nailon y que tiene un
espesor de 106 um, estando formada la bolsa de malla por una malla que tiene 150 hebras por 2,54 cm, un diametro
de hebra de 6 um, una abertura equivalente a 108 um, y un area de abertura del 41 %, y donde esta bolsa de malla
se denomina en lo sucesivo como "bolsa de malla". La Muestra 1 se pesé para dar 15,0 (£ 1,0) mg (B), y se introdujo
en la bolsa de malla para medicidn. Una bolsa de malla para medicion vacia, en la que no se introdujo la Muestra 1,
se us6 como la bolsa de malla de blanco, y se midié la masa de la misma (C). Se colocaron pinzas sobre las caras
superiores de ambas bolsas de malla, y las bolsas de malla se suspendieron en vasos de precipitados de 100 ml que
contenian 80 ml de agua ultrapura. Ambas bolsas de malla se sujetaron en la posicién en la que toda la Muestra 1
de la bolsa de malla queda humedecido con agua, y se dej6é durante dos horas o mas tiempo. A continuacion,
después de pasar dos horas o mas, se descarto el agua de los vasos de precipitados, y ambas bolsas de malla se
extrajeron y se colgaron con el mismo angulo de inclinacion, y se dejaron reposar durante 10 minutos para drenar el
exceso de agua. A continuacién, se midieron la masa (D) de la bolsa de malla blanco, y la masa (E) de la bolsa de
malla que contiene la Muestra 1, y se calculd la absortividad del agua usando la Ecuacion (1) y la Ecuacion (2)
siguientes. Los resultados se indican en la Tabla 1.

Absortividad del agua del blanco (F) = D/C .. (1)
Absortividad del agua = (E-A x F)/B x 100 (%) .. (2)
(2) Relacion residual en presencia de acido

El siguiente ensayo se realizé a 25 °C con una humedad relativa del 30 %. Se midié la masa (A) de un microtubo de
medicién (denominado en lo sucesivo como tubo). 5,0 (+ 0,2) mg (B) de Muestra 1 se pesaron y se introdujeron en el
tubo para su medicién. 1,0 ml de HCI a una concentracion de 1 mol/l se afiadieron a continuacién al tubo que
contenia la Muestra 1, y se agité en un agitador termostatico (un HB-80 fabricado por Taitec Corporation, con un
movimiento de vaivén con 60 movimientos alternativos por minuto) a 37 °C durante tres horas. Transcurrido el
tiempo estipulado, el tubo se guardd sobre hielo para detener las reacciones, y después se centrifuga a 10.000xg
durante un minuto en una centrifuga preconfigurada a 4 °C. La precipitacion de la Muestra 1 se confirmo, el
sobrenadante se elimind por succién, 1 ml de agua ultrapura, que se habia enfriado previamente sobre hielo, se
afiadio al anterior, y se repitié la centrifugacion en las mismas condiciones que se han descrito anteriormente. El
sobrenadante se elimind por succion, se volvié a afadir agua ultrapura, y se volvié a realizar la centrifugacion en las
mismas condiciones que se han descrito anteriormente. El sobrenadante se retir6 seguidamente por succion, y se
llevé a cabo la criodesecacion. El tapén del tubo se cerr6 rapidamente tras extraer el tubo del aparato de
criodesecado, para evitar que la Muestra 1 absorbiera humedad del aire. La masa (C) del tubo, incluido el contenido
del mismo, se determind, y se calcul6 la relacion residual en presencia del acido usando la Ecuacién de calculo (3)
siguiente. Los resultados se enumeran en la Tabla 1.

Relacion residual en presencia de acido = (C - A) / B x 100 (%)... (3)
(3) Evaluacion de la regeneracion del hueso
Una zona con pérdida de hueso en forma circular con un didmetro de 5 mm se practico en el hueso parietal de una

rata SD (macho, de 10 a 12 semanas de edad, de 0,3 a 0,5 kg), aproximadamente 3,6 mg de la Muestra 1 se
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introdujeron en la zona con pérdida de hueso producida, y después se realiz6 la sutura. La cantidad de hueso en el
hueso parietal de la rata se midi6 usando microCT dos semanas y cuatro semanas después de la intervencion. El
cociente entre el volumen 6seo en la zona con pérdida de hueso y el volumen de la zona con pérdida se tomé como
la relacién de regeneracion del hueso. Los resultados se enumeran en la Tabla 1.

Ejemplo 2

Aproximadamente 4 ml de una solucion acuosa de gelatina que incluia la gelatina recombinante descrita en el
Ejemplo 1 al 7,5 % en masa se verti6 dentro del recipiente cilindrico, y se dejoé reposar en un congelador (un
congelador de temperatura ultrabaja RS-U30T fabricado por Hitachi Ltd.) a -40 °C durante 1 hora o mas, mediante lo
cual se obtuvo una gelatina congelada. Este bloque de gelatina se criodesecé (usando un TF5-85ATNNN fabricado
por Takara Bio Inc.), se pulverizé usando un pulverizador (un COMIL U5 fabricado por Quadro Engineering Corp.), y
a continuacion una fraccion del mismo que pasaba por un tamiz que tenia aberturas de 1400 um, pero que no
pasaba por un tamiz que tenia aberturas de 300 um, se recogi6. La fraccion recogida se traté a 130 °C durante 6
horas bajo atmésfera de nitrégeno (usando un DP-43 fabricado por Yamato Scientific Co., Ltd ), obteniendo de este
modo la Muestra 2.

La absortividad del agua, relacion residual en presencia de acido, y relacion de regeneracion del hueso de la
Muestra 2 se evaluaron de la misma forma que en el Ejemplo 1. Los resultados se enumeran en la Tabla 1.

Ejemplo 3

Aproximadamente 4 ml de una solucion acuosa de gelatina que incluia la gelatina recombinante descrita en el
Ejemplo 1 al 8% en masa se verti6 dentro del recipiente cilindrico, y se dejo reposar en un congelador (un
congelador de temperatura ultrabaja RS-U30T fabricado por Hitachi Ltd.) a -50 °C durante 1 hora o méas, mediante lo
cual se obtuvo una gelatina congelada. Este bloque de gelatina se criodesecé (usando un TF5-85ATNNN fabricado
por Takara Bio Inc.), se pulverizé usando un pulverizador (un COMIL U5 fabricado por Quadro Engineering Corp.), y
a continuacion una fraccién del mismo que pasaba por un tamiz que tenia aberturas de 710 um, pero que no pasaba
por un tamiz que tenia aberturas de 500 um, se recogio. La fraccion recogida se traté a 130 °C durante 7 horas bajo
atmosfera de nitrégeno (usando un DP-43 fabricado por Yamato Scientific Co., Ltd.), obteniendo de este modo la
Muestra 3.

La absortividad del agua, relacion residual en presencia de acido, y relacion de regeneracion del hueso de la
Muestra 3 se evaluaron de la misma forma que en el Ejemplo 1. Los resultados se enumeran en la Tabla 1.

Ejemplo 4

Aproximadamente 4 ml de una solucién acuosa de gelatina que incluia gelatina de cerdo (Nippi High Grade Gelatin®
APAT fabricada por Nippi Inc.) al 7,5% en masa se verti6 en el recipiente cilindrico, y se dej6é reposar en un
congelador (un congelador de temperatura ultrabaja RS-U30T fabricado por Hitachi Ltd.) a -40 °C durante 1 hora o
mas, mediante lo cual se obtuvo una gelatina congelada. Este bloque de gelatina se criodesec6 (usando un TF5-
85ATNNN fabricado por Takara Bio Inc.), se pulverizé usando un pulverizador (un COMIL U5 fabricado por Quadro
Engineering Corp.), y a continuacién una fraccion del mismo que pasaba por un tamiz que tenia aberturas de
710 um, pero que no pasaba por un tamiz que tenia aberturas de 500 um, se recogid. Estos granulos de gelatina
obtenidos se trataron a 130 °C durante 72 horas bajo atmoésfera de nitrégeno (usando un DP-43 fabricado por
Yamato Scientific Co., Ltd.), obteniendo de este modo la Muestra 4.

La absortividad del agua, relacion residual en presencia de acido, y relacion de regeneracion del hueso de la
Muestra 4 se evaluaron de la misma forma que en el Ejemplo 1. Los resultados se enumeran en la Tabla 1.

Ejemplo comparativo 1

Aproximadamente 4 ml de una solucién de gelatina que incluia la gelatina recombinante descrita en el Ejemplo 1 al
7,5 % en masa se verti6 dentro del recipiente cilindrico, y se dejé reposar en un congelador (un congelador de
temperatura ultrabaja RS-U30T fabricado por Hitachi Ltd.) a -40 °C durante 1 hora o mas, mediante lo cual se obtuvo
una gelatina congelada. Este bloque de gelatina se criodesec6 (usando un TF5-85ATNNN fabricado por Takara Bio
Inc.), y posteriormente se tratd6 a una temperatura de 142 °C y una presién de 4 hPa o menos durante 5 horas
(usando un DP-43 fabricado por Yamato Scientific Co., Ltd.), obteniendo de este modo la Muestra 5.

La Muestra 5 se conform6 en formas especificas para los respectivos ensayos (véase a continuacion), y la
absortividad del agua, relacion residual en presencia de acido, y relacién de regeneracién del hueso se evaluaron de
la misma forma que en el Ejemplo 1, usando las muestras de ensayo obtenidas. Los resultados se enumeran en la
Tabla 1.

Absortividad del agua: un paralelepipedo rectangular de aproximadamente 1,5 mm x aproximadamente 2 mm x
aproximadamente 12 mm

Capacidad de descomposicion: un cilindro sélido de aproximadamente 6 mm (diametro) x aproximadamente 1 mm
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(espesor)
Relacion de regeneracion del hueso: un cilindro sélido de aproximadamente 5 mm (didmetro) x aproximadamente
1 mm (espesor)

Ejemplo comparativo 2

Aproximadamente 4 ml de una solucién acuosa de gelatina que incluia gelatina de cerdo (Nippi High Grade Gelatin®
APAT fabricada por Nippi Inc.) al 7,5% en masa se verti6 en el recipiente cilindrico, y se dej6é reposar en un
congelador (un congelador de temperatura ultrabaja RS-U30T fabricado por Hitachi Ltd.) a -40 °C durante 1 hora o
mas, mediante lo cual se obtuvo una gelatina congelada. Este bloque de gelatina se criodesecé (usando un TF5-
85ATNNN fabricado por Takara Bio Inc.), después se traté a una temperatura de 142 °C y una presion de 4 hPa o
menos durante 33 horas (usando un DP-43 fabricado por Yamato Scientific Co., Ltd.), obteniendo de este modo la
Muestra 6.

La Muestra 6 se conform6 en formas especificas para los respectivos ensayos (véase a continuacion), y la
absortividad del agua, relacion residual en presencia de acido, y relacion de regeneracion del hueso se evaluaron de
la misma forma que en el Ejemplo 1, usando las muestras de ensayo obtenidas. Los resultados se enumeran en la
Tabla 1.

Absortividad del agua: un paralelepipedo rectangular de aproximadamente 1,5 mm x aproximadamente 2 mm x
aproximadamente 12 mm

Capacidad de descomposicion: un cilindro sélido de aproximadamente 6 mm (diametro) x aproximadamente 1 mm
(espesor)

Relacion de regeneracion del hueso: un cilindro sélido de aproximadamente 5 mm (diametro) x aproximadamente
1 mm (espesor)

Ejemplo comparativo 3

Aproximadamente 4 ml de una soluciéon acuosa de gelatina que incluia la gelatina recombinante descrita en el
Ejemplo 1 al 8% en masa se verti6 dentro del recipiente cilindrico, y se dejo reposar en un congelador (un
congelador de temperatura ultrabaja RS-U30T fabricado por Hitachi Ltd.) a -50 °C durante 1 hora o0 méas, mediante lo
cual se obtuvo una gelatina congelada. Este bloque de gelatina se criodesec6 (usando un TF5-85ATNNN fabricado
por Takara Bio Inc.), se pulverizdé usando un pulverizador (un COMIL U5 fabricado por Quadro Engineering Corp.), y
a continuacion una fraccion del mismo que pasaba por un tamiz que tenia aberturas de 710 pm, pero que no pasaba
por un tamiz que tenia aberturas de 500 um, se recogi6. La fraccidon recogida se traté a 130 °C durante 18 horas
bajo atmdsfera de nitrdgeno (usando un DP-43 fabricado por Yamato Scientific Co., Ltd.), obteniendo de este modo
la Muestra 7.

La absortividad del agua, relacion residual en presencia de acido, y relacion de regeneracion del hueso de la
Muestra 7 se evaluaron de la misma forma que en el Ejemplo 1. Los resultados se enumeran en la Tabla 1.

Ejemplo comparativo 4

Aproximadamente 4 ml de una soluciéon acuosa de gelatina que incluia la gelatina recombinante descrita en el
Ejemplo 1 al 8% en masa se verti6 dentro del recipiente cilindrico, y se dejo reposar en un congelador (un
congelador de temperatura ultrabaja RS-U30T fabricado por Hitachi Ltd.) a -50 °C durante 1 hora o mas, mediante lo
cual se obtuvo una gelatina congelada. Este bloque de gelatina se criodesec6 (usando un TF5-85ATNNN fabricado
por Takara Bio Inc.), se pulverizdé usando un pulverizador (un COMIL U5 fabricado por Quadro Engineering Corp.), y
a continuacion una fraccion del mismo que pasaba por un tamiz que tenia aberturas de 710 pm, pero que no pasaba
por un tamiz que tenia aberturas de 500 um, se recogi6. La fraccién recogida se traté a 130 °C durante 15 horas
bajo atmodsfera de nitrdgeno (usando un DP-43 fabricado por Yamato Scientific Co., Ltd ), obteniendo de este modo
la Muestra 8.

La absortividad del agua, relacidon residual en presencia de acido, y relacion de regeneracion del hueso de la
Muestra 8 se evaluaron de la misma forma que en el Ejemplo 1. Los resultados se enumeran en la Tabla 1.

Ejemplo comparativo 5

En un recipiente enfriado a 9 °C, una solucidon acuosa de gelatina que incluia gelatina de cerdo (Nippi High Grade
Gelatin ® APAT fabricado por Nippi Inc.) a 12 % en masa se agité a 1400 rpm usando un T. K. HOMO DISPER
modelo 2.5, y se dejé reposar en un congelador a -50 °C durante 8 horas, mediante lo cual se obtuvo una gelatina
congelada. Las condiciones de agitacion correspondian a un nimero de agitacion de Froude Fr de 2,22, y un
nuamero de Reynolds de agitacion de 3700. El blogue de gelatina se criodesecd, y se pulverizé con un pulverizador
(un New Power Mill PM-2005 fabricado por Osaka Chemical Co. Ltd). Una fraccién del mismo que pasaba por un
tamiz que tenia aberturas de 710 um, pero que no pasaba por un tamiz que tenia aberturas de 500 pm, se recogio y
después se traté a una temperatura de 160 °C y una presion de 4 hPa o menos durante 19 horas (usando un DP-43
fabricado por Yamato Scientific Co., Ltd.) para dar la Muestra 9.
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La absortividad del agua, relacidon residual en presencia de acido, y relacion de regeneracion del hueso de la
Muestra 9 se evaluaron de la misma forma que en el Ejemplo 1. Los resultados se enumeran en la Tabla 1.

Ejemplo comparativo 6

Aproximadamente 20 ml de una solucién acuosa de gelatina que incluia la gelatina recombinante descrita en el
Ejemplo 1 al 7,5 % en masa se vertio en el recipiente cilindrico, se dej6é reposar a -2 °C, y después se enfri6 a -
30 °C. Tras confirmar la formacion de nucleos de hielo, la temperatura se aumenté a -4,5 °C. A continuacién, se llevé
a cabo el enfriamiento a una velocidad de 0,3 °C por minuto, mediante lo cual se obtuvo una gelatina congelada.
Este bloque de gelatina se criodesecd, y se pulverizé con un pulverizador (un New Power Mill PM-2005 fabricado por
Osaka Chemical Co. Ltd). A continuacién, una fraccion del mismo que pasaba por un tamiz que tenia aberturas de
710 um, pero que no pasaba por un tamiz que tenia aberturas de 500 um, se recogio y después se traté a una
temperatura de 142 °C y una presion de 4 hPa o menos durante 3,5 horas (usando un DP-43 fabricado por Yamato
Scientific Co., Ltd), obteniendo de este modo la Muestra 10.

La absortividad del agua, relacidon residual en presencia de acido, y relacion de regeneracion del hueso de la
Muestra 10 se evaluaron de la misma forma que en el Ejemplo 1. Los resultados se enumeran en la Tabla 1.

Ejemplo comparativo 7

Aproximadamente 20 ml de una soluciéon acuosa de gelatina que incluia la gelatina recombinante descrita en el
Ejemplo 1 al 7,5 % en masa se verti6 en el recipiente cilindrico, se dej6 reposar a -2 °C, después se enfri6 a -30 °C.
Tras confirmar la formacién de nucleos de hielo, la temperatura se aumenté a -6 °C. A continuacion, se llevé a cabo
el enfriamiento a una velocidad de 0,5 °C por minuto, mediante lo cual se obtuvo una gelatina congelada. Este
blogque de gelatina se criodesec6, y se pulverizé usando un pulverizador (un COMIL U5 fabricado por Quadro
Engineering Corp.). A continuacion, una fraccion del mismo que pasaba por un tamiz que tenia aberturas de 710 pm,
pero que no pasaba por un tamiz que tenia aberturas de 500 pum, se recogio y se traté a 130 °C durante 18 horas
bajo atmodsfera de nitrdgeno (usando un DP-43 fabricado por Yamato Scientific Co., Ltd ), obteniendo de este modo
la Muestra 11.

La absortividad del agua, relacion residual en presencia de acido, y relacion de regeneracion del hueso de la
Muestra 11 se evaluaron de la misma forma que en el Ejemplo 1. Los resultados se enumeran en la Tabla 1.

Tabla 1
Relacion residual en presencia de acido
<60 % > 60 %
Ejemplo 1 Ejemplo 3 Ejemplo comparativo 3
(1775 %, 8 %) (1463 %, 59 %) (1516 %, 84 %)
2 semanas 24 % 2 semanas 28 % 2 semanas 14 %
4 semanas 51 % 4 semanas 59 % 4 semanas 28 %
Ejemplo 2 Ejemplo 4 Ejemplo comparativo 4
> 800 % (2579 %, 30 %) (1208 %, 54 %) (931 %, 84 %)
- 2 semanas 17 % 2 semanas 18 % 2 semanas 17 %
4 semanas 48 % 4 semanas 51 % 4 semanas 33 %
Ejemplo comparativo 5
Absortividad del (1451 %, 90 %)
agua 2 semanas 19 %
4 semanas 40 %
Ejemplo comparativo 1 | Ejemplo comparativo 2 Ejemplo comparativo 7
(1169 %, 60 %) (2945 %, 55 %) (847 %, 68 %)
2 semanas 12 % 2 semanas 13 % 2 semanas 9 %
4 semanas 19 % 4 semanas 21 % 4 semanas 21 %
Ejemplo comparativo 6
(785 %, 47 %)
0,
<800 % 2 semanas 10 %
4 semanas 23 %

Ejemplo N.° (absortividad del agua, relacién residual en presencia de acido) relacién
de regeneracion del hueso (semanas)

En la Tabla 1, el material para reparacion de tejidoss de las Muestras 1 a 4, que incluia granulos de gelatina y
presentaba una absortividad del agua del 800 % en masa 0 mas y una relacion residual del 60 % en masa 0 menos
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en presencia de acido, presentd elevada capacidad para regenerar hueso y, en particular, sus relaciones de
regeneracion del hueso superaron el 45 % después de 4 semanas. Las capacidades de regeneracién del hueso para
las Muestras 7 a 11, que bien no tienen una absortividad del agua del 800 % en masa 0 mas, o tienen una relacion
residual superior al 60 % en masa en presencia de acido, fueron todas inferiores a las de las Muestras 1 a 4.

La relacion residual en presencia de acido de la Muestra 1, Muestra 3, y Muestra 7 fue del 8 % para la Muestra 1,
59 % para la Muestra 3, y 84 % para la Muestra 7 (véase la Tabla 1). Estos resultados demuestran que el
acortamiento de la duracion de la reticulacion da como resultado una mayor capacidad de descomposicion con acido
y menor relacion residual en presencia de acido. Esto demuestra que el tiempo de reticulacion contribuye a la
regulacion de la capacidad de descomposicién con acido del material para reparacién de tejidos.

Las absortividades del agua y las relaciones residuales en presencia de acido de las Muestras 3 y 4 granuladas, y de
las Muestras 5 y 6 en forma de bloque, demuestran que la relacion de regeneracion del hueso varia con la forma del
material para reparacion de tejidos, incluso cuando la absortividades del agua y las relaciones residuales en
presencia de acido fueron similares (véase la Tabla 1).

Se puede pensar que estos resultados se producen porque:

por ejemplo, cuando la resistencia para mantener los espacios en la zona con pérdida se transmite por regulacion de
la duracion de la reticulacion, el uso de un sustrato en forma de bloque obliga a que las células descompongan el
sustrato para proliferar, lo que dificulta que las células lleguen al interior de la zona con pérdida, por el contrario, el
uso de un sustrato granulado permite que las células alcancen el interior de la zona con pérdida pasando entre los
granulos, y esto por tanto permite que la regeneracion del hueso proceda sin problemas. Esto demuestra que la
granularidad del sustrato contribuye al control para proporcionar una excelente relacion de regeneracion del hueso
para un sustrato de regeneracion del hueso, y a mantener el volumen de la zona con pérdida.

Ejemplo 5

Preparacion Muestra

Se preparé una solucién acuosa de gelatina recombinante al 3 % usando la gelatina recombinante descrita en el
Ejemplo 1, y la solucion acuosa se vertio en el recipiente cilindrico. Posteriormente, el recipiente cilindrico se dejo
reposar a -80 °C durante 1 hora. A continuacion, la solucién acuosa se criodeseco, y se reticul6 térmicamente a una
temperatura de 160 °C y una presion de 4 hPa o menos durante tres horas, mediante lo cual se obtuvo un bloque de
gelatina que tenia una absortividad del agua del 2600 % y una relacion residual del 50 % en presencia de acido.
Ensayo de tejido de tipo dérmico (tejido tipo granulacién) en espalda de rata

Una rata Wistar (macho, al menos 10 semanas de edad) se anestesié mediante la administracion de 90 mg/kg de
clorhidrato ketamina y 10 mg/kg de clorhidrato de xilazina, en la cavidad abdominal. Se produjo una zona de pérdida
de dermis circular de 19 mm de diametro después de afeitar la espalda de la rata. El bloque de gelatina anterior, que
tenia un didmetro de 19 mm y un espesor de aproximadamente 1,5 mm, se fij6 a la zona con pérdida de dermis, y
una gasa impregnada con vaselina (ADAPTIC (marca comercial registrada) fabricada por Johnson & Johnson),
algodon humedo, y una gasa, se aplicaron y se fijaron en su sitio. En la segunda semana tras la fijacién, el tejido de
la espalda se retird junto con el apoésito bajo anestesia.

El tejido retirado se tifié con HE y se observé histolégicamente, como resultado de lo cual se observé la formacion de
un tejido de tipo dermis (tejido tipo granulacion).

Esto demuestra que la muestra es especialmente bien adecuada para la regeneracion de la dermis.

Como se ha demostrado en lo anterior, el material para reparacién de tejidoss de acuerdo con los ejemplos de la
invencion fueron sustratos para la regeneracion tejido que presenta un excelente comportamiento de regeneracion
del hueso.

Por tanto, de acuerdo con la invencién, se puede proporcionar un material para reparacion de tejidos que tiene una
excelente capacidad de regeneracion del tejido,.
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REIVINDICACIONES

1. Un sustrato que comprende granulos de gelatina para su uso en la regeneracién 6sea, presentando el sustrato
una absortividad de agua del 800 % en masa 0 mas, y una relacion residual del 60 % en masa 0 menos después de
tres horas de tratamiento de descomposiciéon usando 1 mol/l de acido clorhidrico.

2. Un sustrato de acuerdo con la Reivindicacion 1, en el que los granulos de gelatina comprenden una gelatina
granulada que atraviesa un tamiz que tiene aberturas de 1400 pm.

3. Un sustrato de acuerdo con la Reivindicacién 1 o la Reivindicacién 2, en el que los granulos de gelatina
comprenden un producto de gelatina reticulada.

4. Un sustrato de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones anteriores, en el que los granulos de gelatina
comprenden un producto de gelatina térmicamente reticulado.

5. Un sustrato de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones anteriores, en el que el material para reparacion de
tejidos es granulado.

6. Un sustrato de acuerdo con la Reivindicacion 1, en el que los granulos de gelatina tienen orificios comunicantes
con un diametro de orificio de 10 um a 2500 um.

7. Un sustrato de acuerdo con la Reivindicacion 1, en el que los granulos de gelatina comprende una gelatina
recombinante que no incluye restos de serina o restos de treonina.

8. Un sustrato de acuerdo con la Reivindicacion 1, en el que los granulos de gelatina comprenden una gelatina
recombinante que no incluye restos de serina, restos de treonina, restos de asparagina, restos de tirosina o restos
de cisteina.

9. Un sustrato de acuerdo con la Reivindicacion 1, en el que los granulos de gelatina comprenden una gelatina
recombinante que no incluye secuencias de aminoacidos representadas por Asp-Arg-Gly-Asp.

10. Un sustrato de acuerdo con la Reivindicacion 1, en el que los granulos de gelatina comprenden una gelatina
recombinante que tiene un punto isoeléctrico de 5 a 10.

11. Un sustrato de acuerdo con la Reivindicacion 1, que comprende ademas un agente osteoconductor.
12. Un material para reparacién de tejidos en forma de bloque que comprende gelatina para su uso en la
regeneracion de la dermis, presentando el material para reparacion de tejidos en forma de bloque una absortividad

de agua del 800 % en masa 0 mas, y una relacion residual del 60 % en masa o menos después de tres horas de
tratamiento de descomposicion usando 1 mol/l de acido clorhidrico.
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