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ES 2716993 T3

DESCRIPCION
Matrices de colageno y tejido activadas por enzimas

La presente descripcion se refiere a matrices de tejido, y mas particularmente, a métodos de preparar matrices de
tejido activadas por enzimas y a matrices de tejido preparadas segun esos métodos.

Las matriquinas son péptidos liberados mediante escisidn proteolitica de matrices extracelulares de tejido. Estos
péptidos bioactivos de colageno, elastina, decorina, laminina, fibronectina y otras proteinas de la matriz pueden
constituir sefiales quimicas para las células circundantes. Se sabe que las matriquinas regulan las actividades
celulares de una forma similar a las citoquinas y los factores de crecimiento. Las funciones de las matriquinas
incluyen la regulacion de la quimiotaxis, la mitogénesis, la angiogénesis y otros procesos.

Se sabe que las matrix metalloproteinases (metaloproteinasas de la matriz - MMP) son enzimas que escinden las matrices
de tejido extracelulares, lo que provoca la liberacién de matriquinas. La presente invencion describe un método de
desactivar MMP e incorporarlas en matrices de tejido. Las MMP desactivadas se pueden reactivar automaticamente tras
su implantacion en pacientes animales o humanos, lo que provoca la liberacion de matriquinas. Tales matrices de tejido
activadas por enzimas pueden ser Utiles para facilitar la cicatrizacion activa, la integracion tisular y la regeneracion tisular.

F.X. Maquart y col. describen las matriquinas en la regulacion de la degradacion de la matriz extracelular. El
documento US 2005/0013870 describe una matriz extracelular descelularizada de tejidos corporales
acondicionados y usos de la misma. El documento W0O2009/149224 describe el tratamiento con elastasa de
matrices de tejido acelulares. Wei H-J y col. describen la construccion de diversas estructuras porosas en
pericardios bovinos acelulares como una matriz extracelular disefiada mediante ingenieria de tejido.

La invencion esté definida por las reivindicaciones.

Segun ciertas realizaciones, se proporciona un método para preparar una composicion de matriz de tejido. El
método comprende seleccionar una matriz de tejido a base de coldgeno y poner en contacto la matriz con una
composicion que contiene una enzima, en donde la composicién que contiene una enzima contiene ademas un
agente desactivador para reducir la actividad de la enzima.

En ciertas realizaciones, se proporciona una composicion de matriz de tejido. La composicion comprende una
matriz de tejido a base de colageno, en donde la matriz se ha puesto en contacto con una composicion que
contiene una enzima, y en donde la composicion que contiene la enzima contiene ademas un agente desactivador
para reducir la actividad de la enzima.

En ciertas realizaciones, se proporciona una matriz de tejido a base de colageno para usar en un método. El método
comprende seleccionar un sitio anatémico para el tratamiento, seleccionar una matriz de tejido a base de colageno, en
donde la matriz se ha puesto en contacto con una composicion que contiene una enzima, y en donde la composicion
gue contiene la enzima contiene ademas un agente desactivador para reducir la actividad de dicha enzima.

Descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un diagrama de flujo que resume las diversas etapas que se pueden usar para producir matrices de
tejido de la presente descripcion, segln ciertas realizaciones.

La Fig. 2 es un gréfico que muestra la concentracion de aminas libres liberadas debido a la degeneracion de la
matriz de tejido, segun ciertas realizaciones y descrita en el Ejemplo 2.

Las Fig. 3A y 3B son gréaficos que muestran los cambios en la concentracién de aminas libres debido a la
degradacion de la matriz de tejido a lo largo de dos periodos de tiempo independientes, segun ciertas
realizaciones de la invencidn y descritas en el Ejemplo 2.

Las Fig. 4A y 4B son graficos que muestran la inhibicion de la actividad de la MMP-1 por el EDTA en una
concentracion fijla de MMP-1 y en diversas concentraciones de MMP-1, respectivamente, segun ciertas
realizaciones y descritas en el Ejemplo 3.

La Fig. 5 es un grafico que muestra la restauracion de la actividad suprimida de la MMP-1 mediante la adicién de
iones calcio, segun ciertas realizaciones y descrita en el Ejemplo 4.

Las Fig. 6A y 6B son graficos que muestran la concentracién de aminas libres liberadas de human acellular
dermis matrix (matriz dérmica acelular humana - hADM) después de la degradacion inducida por MMP-1 y la
restauracion de la actividad de la MMP-1, respectivamente, segln ciertas realizaciones y descritas en el
Ejemplo 6.
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Las Fig. 7TA y 7B son graficos que muestran la concentracion de aminas libres liberadas de porcine acellular
dermal matrix (matriz dérmica acelular porcina - pADM) después de la degradacion inducida por MMP-1 y el
efecto de la MMP-1 sobre las propiedades mecanicas de la pADM, respectivamente, segun ciertas realizaciones y
descritas en el Ejemplo 7.

La Fig. 8 es un grafico que muestra la concentracion de aminas libres liberadas en funcién del tiempo después del
tratamiento con MMP-1, seguUn ciertas realizaciones y descrita en el Ejemplo 8.

Las Fig. 9A y 9B son graficos que muestran el efecto del tratamiento con MMP-1 sobre la estabilidad térmica de la
pADM en funcion del tiempo y la concentracién de MMP-1, respectivamente, segun ciertas realizaciones y
descritas en el Ejemplo 8.

Las Fig. 10A y 10B son graficos que muestran los efectos de la implantacion subcutanea sobre las matrices de
tejido, segun ciertas realizaciones y descritas en el Ejemplo 10.

Descripcion de algunas realizaciones ilustrativas

A continuacion, se hara referencia con detalle a ciertas realizaciones ilustrativas segun la presente descripcion,
algunos ejemplos de las cuales se ilustran en los dibujos que se acompafian. Siempre que sea posible, los mismos
numeros de referencia se utilizardn en todos los dibujos en referencia a las mismas partes o a partes similares.

En esta solicitud, el uso del singular incluye el plural, salvo que se indique lo contrario de forma especifica. En
esta solicitud, el uso de “0” significa “y/0”, salvo que se indique lo contrario. Ademas, el uso del término “que
incluye”, asi como otras formas, tales como “incluye” e “incluido”, no es limitativo. Debe entenderse que
cualquier intervalo descrito aqui incluye los valores extremos y todos los valores entre los valores extremos.

Como se usa en la presente memoria, “matriz de tejido” se referira a material procedente de tejido animal que
incluye una matriz que contiene colageno. Dichas matrices de tejido pueden incluir tejidos intactos, tejidos que
han sido parcial o completamente descelularizados, o matrices colaginosas sintéticas (p. ej., matrices
tridimensionales formadas a partir de tejidos suspendidos o procesados de cualquier otra manera). Como se
describe ademas mas adelante, las matrices de tejido adecuadas pueden ser acelulares. Se puede usar cualquier
matriz de tejido adecuada, dependiendo del sitio de implantacién previsto, siempre y cuando el tejido sea
susceptible de usar con los métodos descritos en la presente memoria.

La matriz de tejido activada por enzimas descrita en la presente memoria posee varias propiedades que la hacen
adecuada para usar en el tratamiento de tejidos. La matriz de tejido es regenerativa, lo que permite la repoblacion
y revascularizacion de las células huésped. La adicién de matrix metalloproteinases (metaloproteinasas de la matriz -
MMP) a la matriz de tejido potencia ademas la cicatrizacion activa.

Las MMP son enzimas dependientes de los iones de metal que son capaces de degradar las proteinas de la
matriz extracelular. Las MMP incluyen colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, matrilisinas, MMP de tipo
membrana y otros tipos de MMP. La degradacion de la matriz extracelular por las MMP libera moléculas
bioactivas procedentes de la matriz. A través de la liberacion de estas moléculas bioactivas, las MMP pueden
modular los procesos celulares y fisioldgicos, incluyendo la morfogénesis, la angiogénesis y la reparacion tisular.

La degradacion mediada por MMP de la matriz extracelular provoca la liberacion de matriquinas, péptidos
bioactivos con capacidad para regular la actividad celular. Se sabe que las matriquinas modulan aspectos de la
actividad celular, incluyendo la proliferacion, adhesién, migraciéon y apoptosis. Las matriquinas también se han
visto implicadas en la sintesis y degradacion de proteinas. El GHK (tripéptido de glicina-histidina-lisina), por
ejemplo, es una matriquina procedente del colageno que se ha descubierto que influye en la sintesis de colageno,
la proliferacion celular y la reparacién tisular. Ademas del colageno, las fuentes proteicas de matriquinas incluyen,
por ejemplo, la elastina y las glicoproteinas del tejido conjuntivo.

En diversas realizaciones de la presente descripcion, las MMP se cargan en una matriz de tejido para crear una
composicion de matriz de tejido con mejor capacidad para la regeneracion tisular. Se usa un agente desactivador
para inhibir la actividad de las MMP hasta que la composicién de matriz de tejido se coloca en el cuerpo, lo que
impide la degradacion de las proteinas de la matriz extracelular hasta el momento apropiado. Una vez colocada
en el interior del cuerpo, las MMP se reactivan automaticamente, lo que provoca la liberacion de matriquinas y la
consiguiente potenciacion del proceso de cicatrizacion. En resumen, incorporando enzimas degradadoras de la
matriz especificas en las matrices de tejido, se puede influir en la cinética de degradacion de la matriz para
facilitar la cicatrizacion activa, la integracion tisular y la regeneracion tisular.

Segun ciertas realizaciones, se proporciona un método para preparar una composicion de matriz de tejido. El
método comprende seleccionar una matriz de tejido a base de colageno y poner en contacto la matriz con una
composicion que contiene una enzima, en donde la composicién que contiene una enzima contiene ademas un
agente desactivador para reducir la actividad de la enzima. En ciertas realizaciones, se proporciona una composicion
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de matriz de tejido. La composicién comprende una matriz de tejido a base de colageno, en donde la matriz se ha
puesto en contacto con una composicion que contiene una enzima, y en donde la composicion para contener una
enzima contiene ademas un agente desactivador para reducir la actividad de la enzima. En ciertas realizaciones, se
proporciona una matriz de tejido a base de colageno para usar en un método. El método comprende seleccionar un
sitio anatdomico para el tratamiento, seleccionar una matriz de tejido a base de colageno, en donde la matriz se ha
puesto en contacto con una composicion que contiene una enzima, y en donde la composicién que contiene una
enzima contiene ademas un agente desactivador para desactivar la actividad de la enzima.

En la Fig. 1 se proporciona un protocolo de muestra segiin los métodos descritos. El orden de ciertas etapas se puede
maodificar segun sea necesario. También se pueden afiadir ciertas etapas segun sea necesario, mientras que otras etapas
se pueden omitir. Los detalles especificos en lo que respecta a cada etapa se proporcionan a lo largo de la presente
descripcion. Se adquiere una matriz de tejido de colageno procedente de una fuente adecuada 101. Se prepara una
solucion que contiene las MMP deseadas y los desactivadores 102 de MMP deseados. También se pueden incorporar en
la solucion estabilizadores de proteinas y radioprotectores. A continuacion, se incuba la matriz de colageno en la solucion
de MMP para permitir la incorporacion de las MMP en la matriz 103. En este caso, las MMP se han desactivado antes de
la incorporaciéon en la matriz. De forma alternativa, las MMP, el agente desactivador de MMP y la matriz a base de
coladgeno se pueden afiadir simultaneamente a una solucion y dejar que incuben 104. Después de cualquiera de los
métodos, la matriz, ahora cargada con MMP desactivadas, se envasa y esteriliza posteriormente mediante irradiacion 105.
El envasado de la matriz antes de la esterilizacion reduce la manipulacion y mantiene la esterilidad después de la
esterilizacion. El envase esterilizado se almacena a continuacion hasta la implantacion. La matriz se puede almacenar en
un estado hidratado, es decir, en una cantidad adecuada del tampdn apropiado 106. En la alternativa, la matriz también se
puede almacenar en un estado seco, es decir, liofilizado, hasta su uso posterior 107. En cualquiera de los estados, la
matriz se almacena adecuadamente hasta la implantacion en un sujeto humano o animal. Tras la implantacién, las MMP
desactivadas en las matrices seran reactivadas automaticamente por los iones de metal presentes en el sujeto, lo que
provocara la liberacién de matriquinas que facilitan la reparacion tisular.

Los métodos descritos en la presente memoria se pueden usar para producir matrices de tejido activadas por
enzimas que utilizan una diversidad de tipos de tejidos, siempre y cuando el tejido incluya una matriz que contiene
colageno susceptible de usar con los métodos descritos en la presente memoria. Dichas matrices pueden incluir
tejidos intactos, tejidos que han sido parcial o completamente descelularizados, o matrices colaginosas sintéticas
(p. €j., matrices tridimensionales formadas a partir de tejidos suspendidos o procesados de cualquier otra manera).

En diversas realizaciones, la matriz de tejido se puede producir a partir de un abanico de tipos de tejidos. Por
ejemplo, la matriz de tejido puede proceder de fascia, tejido pericardico, duramadre, tejido umbilical, tejido
placentario, tejido de valvula cardiaca, ligamentos, tendones, tejido arterial, tejido venoso, tejido conjuntivo neural,
tejido de la vejiga urinaria, tejido de uréter y tejido intestinal. En algunas realizaciones, la matriz de tejido comprende
una matriz de tejido dérmico. En ciertas realizaciones, la matriz de tejido comprende matriz dérmica porcina.

En ciertas realizaciones, los tejidos pueden incluir un tejido blando de mamifero. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, el tejido puede incluir dermis de mamifero. En ciertas realizaciones, la dermis puede separarse de
la epidermis y/u otros tejidos circundantes, tales como grasa subcutanea. En ciertas realizaciones, la muestra de
tejido puede incluir submucosa del intestino delgado. En ciertas realizaciones, las muestras de tejido pueden
incluir fuentes humanas o no humanas. Las fuentes de tejido no humanas ilustrativas adecuadas incluyen, pero
no se limitan a, cerdos, ovejas, cabras, conejos, monos y/u otros mamiferos no humanos.

En algunas realizaciones, la matriz a base de colageno comprende una matriz de tejido acelular. En ciertas realizaciones,
las matrices se pueden descelularizar completamente a matrices de tejido acelulares para uso en pacientes. Por ejemplo,
se pueden descelularizar completamente diversos tejidos, tales como piel, intestino, hueso, cartilago, tejido nervioso (p. €j.,
fibras nerviosas o duramadre), tendones, ligamentos, u otros tejidos para producir matrices de tejido Utiles para pacientes.
En la presente memoria se describen procesos adecuados para producir matrices de tejido acelulares.

Aunque una matriz de tejido acelular se puede fabricar a partir de la misma especie que el receptor del injerto de
matriz de tejido acelular, también pueden servir como fuentes de tejido especies diferentes. Por tanto, por
ejemplo, una matriz de tejido acelular se puede fabricar a partir de tejido porcino e implantar en un paciente
humano. Las especies que pueden servir como receptores de una matriz de tejido acelular y como donantes de
tejidos u 6rganos para la produccién de la matriz de tejido acelular incluyen, sin limitacién, mamiferos, tales como
humanos, primates no humanos (p. €j., monos, babuinos o chimpancés), cerdos, vacas, caballos, cabras, ovejas,
perros, gatos, conejos, cobayas, jerbos, hamsteres, ratas, o ratones.

Generalmente, las etapas implicadas en la produccion de una matriz de tejido acelular incluyen recoger el tejido
de un donante (p. €j., un cadaver humano o una fuente animal) y retirar las células en condiciones que conserven
la funcién bioldgica y estructural. En ciertas realizaciones, el proceso incluye un tratamiento quimico para
estabilizar el tejido y evitar la degradacion bioquimica y estructural simultaneamente a, o antes de, la retirada de
las células. En diversas realizaciones, la solucion estabilizadora detiene o impide la degradacién osmédtica,
hipoxica y proteolitica, protege frente a la contaminacién microbiana y reduce el dafio mecanico que puede
producirse con tejidos que contienen, por ejemplo, componentes del muisculo liso (p. €j., vasos sanguineos). La
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solucion estabilizadora puede contener un tampo6n apropiado, uno 0 mas antioxidantes, uno o mas agentes
oncéticos, uno 0 mas antibiéticos, uno o mas inhibidores de proteasas y/o uno o mas relajantes del musculo liso.

El tejido se coloca a continuacion en una solucién de descelularizacion para retirar las células viables (p. gj., células
epiteliales, células endoteliales, células del musculo liso y fibroblastos) de la matriz estructural sin dafiar la integridad
biolégica y estructural de la matriz de colageno. La solucion de descelularizacién puede contener un tampén, una sal,
un antibiético, uno o més detergentes (p. ej., TRITON X-100™, desoxicolato de sodio, monooleato de polioxietileno (20)
sorbitano, uno 0 mas agentes para impedir la reticulacion, uno o mas inhibidores de proteasas, y/o una 0 mas enzimas.
En algunas realizaciones, la solucion de descelularizacion comprende del 0,1 % al 10 % (p/v) de TRITON-X-100™. En
otras realizaciones, la solucion de descelularizacion comprende del 0,5 % al 5 % (p/v) de TRITON-TRITON-X-100™. En
algunas realizaciones, la solucion de descelularizacion comprende un 1% de TRITON-X-100™ en medio RPMI con
gentamicina y EDTA (acido etilendiaminotetraacético) 25 mM. En algunas realizaciones, el tejido se incuba en la
solucion de descelularizacién durante la noche a 37 °C con agitacion suave a 90 rpm. En ciertas realizaciones,
detergentes adicionales, la solucién de descelularizacion comprende del 0,1 % al 10 % de desoxicolato de sodio. En
otras realizaciones, se aflade un 2 % de desoxicolato de sodio a la solucién de descelularizacién.

Se entiende que se pueden realizar variaciones en el protocolo anterior sin que deje de estar dentro del alcance
de la presente invencion. Por ejemplo, se pueden utilizar otros tampones fisioldgicos, siempre y cuando no
impidan el proceso de descelularizacion. En algunas realizaciones, los detergentes adecuados pueden incluir,
pero no se limitan a, SDS, colato de sodio, desoxicolato de sodio, TRITON-X-100™ y NP40™. Los detergentes
seleccionados se pueden usar en un intervalo de concentraciones, por ejemplo, del 0,1 al 10 % (p/v), 0,5a2 %, 1
a2%,0,1a2%,05a5%,0,5a10 %, 0,1a2 %, oen cualquier valor dentro de esos intervalos.

Después del proceso de descelularizacion, la muestra de tejido se lava concienzudamente con solucion salina. En
algunas realizaciones ilustrativas, p. ej., cuando se usa material xenogénico, el tejido descelularizado se trata durante la
noche a temperatura ambiente con una solucién de desoxirribonucleasa (DNasa). En algunas realizaciones, la muestra
de tejido se trata con una solucién de DNasa preparada en tampon DNasa (HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfénico) 20 mM, CaClz 20 mM y MgCl. 20 mM). En algunas realizaciones, la solucion de DNasa
comprende 30 unidades/ml de DNasa. Opcionalmente, se puede afiadir una solucion de antibiotico (p. €j., gentamicina)
a la solucién de DNasa. En algunas realizaciones, la solucion comprende 50 pg/ml de gentamicina. Puede usarse
cualquier tampén adecuado, siempre y cuando el tampdn proporcione una actividad de DNasa adecuada.

La eliminacion de los epitopos de a-gal del material que contiene colageno puede reducir la respuesta inmune contra el
material que contiene colageno. El epitopo de a-gal se expresa en mamiferos no primates y en monos del Nuevo Mundo
(monos de América del Sur), asi como sobre macromoléculas tales como los proteoglicanos de los componentes
extracelulares. U. Galili y col., J. Biol. Chem. 263:17755 (1988). Sin embargo, este epitopo esta ausente en los primates
del Viejo Mundo (monos de Asia y Africa y simios) y los humanos. Id., los anticuerpos anti-gal se producen en humanos y
primates como resultado de una respuesta inmune a las estructuras de carbohidrato del epitopo de a-gal en las bacterias
gastrointestinales. U. Galili y col., Infect. Immun. 56:1730 (1988); R.M. Hamadeh y col., J. Clin. Invest. 89:1223 (1992).

Puesto que los mamiferos no primates (p. €j., los cerdos) producen epitopos de a-gal, el xenotrasplante de material que
contiene colageno de estos mamiferos en primates con frecuencia provoca rechazo debido a la unién de a-gal de primate
a estos epitopos sobre la matriz que contiene coldgeno. La unién provoca la destruccion del material que contiene
colageno mediante fijacién del complemento y mediante citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. U. Galili y col.,
Immunology Today 14:480 (1993); M. Sanrin y col.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:11391 (1993); H. Good y caol.,
Transplant. Proc. 24:559 (1992); B.H. Collins y col., J. Immunol. 154:550 (1995). Ademas, el xenotrasplante provoca una
activacion importante del sistema inmune para producir mayores cantidades de anticuerpos contra a-gal de alta afinidad.
En consecuencia, en algunas realizaciones, cuando se usan animales que producen anticuerpos contra a-gal como fuente
de tejido, la eliminacién sustancial de los epitopos de a-gal de las células y de los componentes extracelulares del material
que contiene colageno, y la prevenciéon de la reexpresion de epitopos de a-gal celulares pueden reducir la respuesta
inmune contra el material que contiene colageno asociada a la unién de anticuerpo contra a-gal a los epitopos de a-gal.

Para eliminar los epitopos de a-gal, después de lavar el tejido concienzudamente con solucion salina para retirar la
solucién de DNasa, la muestra de tejido puede someterse a uno 0 mas tratamientos enzimaticos para retirar ciertos
antigenos inmunogénicos, si estan presentes en la muestra. En algunas realizaciones, la muestra de tejido puede tratarse
con la enzima a-galactosidasa para eliminar los epitopos de a-gal, si estan presentes en el tejido. En algunas
realizaciones, el tratamiento enzimatico puede comprender de 50 a 500 U/L de a-galactosidasa preparada en un tampoén
adecuado. En algunas realizaciones, la muestra de tejido se trata con a-galactosidasa en una concentracion de 200 o
300 U/L preparada en tampon fosfato 100 mM a pH 6,0. En otras realizaciones, la concentracion de a-galactosidasa se
aumenta a 400 U/L para la retirada efectiva de los epitopos de a-gal del tejido recogido. Se puede usar cualquier
concentracion de enzima y cualquier tampon adecuados, siempre que se consiga una retirada de los antigenos adecuada.

De forma alternativa, en lugar de tratar el tejido con enzimas, se pueden seleccionar como fuente de tejido
animales que hayan sido modificados genéticamente para que carezcan de uno o mas epitopos antigénicos. Por
ejemplo, se pueden seleccionar como fuente de tejido animales (p. ej., cerdos) que hayan sido modificados
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genéticamente para que carezcan del resto a-galactosa terminal. Para consultar las descripciones de los animales
apropiados, véase la solicitud codependiente de EE. UU. con n.° de serie 10/896.594 y la patente US-6.166.288.
Después de la seleccion y preparacion de la matriz de tejido a base de colageno, se selecciona una enzima para su
incorporacion en la matriz. En ciertas realizaciones, la enzima es una matrix metalloproteinase (metaloproteinasa de
la matriz - MMP). Las clases de MMP adecuadas incluyen colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, matrilisinas,
MMP de tipo membrana, asi como otros tipos de MMP. Las MMP especificas adecuadas para usar con la presente
invencién incluyen, pero no se limitan a, MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-10, MMP-11,
MMP-12, MMP-13, MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-18, MMP-19, MMP-20, MMP-21, MMP-23, MMP-24,
MMP-25, MMP-26, MMP-27 y MMP-28. La MMP concreta seleccionada puede depender de las matriquinas
deseadas tras la degradacién de la matriz extracelular o del proceso celular concreto sobre el que se vaya a influir.
En ciertas realizaciones, la MMP comprende MMP-1, MMP-3, o MMP-9, que son colagenasas, estromelisinas y
gelatinasas, respectivamente. En ciertas realizaciones, se puede incorporar mas de un tipo de MMP en la matriz.
Incorporando varios tipos de MMP en la matriz de tejido se pueden regular una diversidad de procesos para facilitar
ademas la cicatrizacion.

También se pueden incorporar enzimas adicionales en la matriz junto con las MMP. Estas enzimas que no son
MMP pueden actuar para facilitar la reparacion tisular en mayor grado que afiadiendo solo MMP. En ciertas
realizaciones, las enzimas adicionales incluyen elastasa y dispasa. La elastasa degrada la elastina, otro
componente que se encuentra en las matrices extracelulares. La dispasa hidroliza la fibronectina y el colageno 1V,
que generalmente no son degradables por las MMP colagenasas.

Como se ha comentado anteriormente, la MMP concreta seleccionada puede serlo en funcidn de la matriquina deseada
como resultado de la degradacion de la matriz extracelular. El GHK (tripéptido de glicil-histidil-lisina), por ejemplo, es
una matriquina procedente del colageno que es un potente activador de la sintesis y el remodelado de la matriz
extracelular. El CNYYSNS (heptapéptido de cisteinil-asparaginil-tirosil-tirosil-seril-asparaginil-serina) inhibe la activacion
de los leucocitos polimorfonucleares y reduce la capacidad invasiva de las células cancerosas. En ciertas realizaciones
de la invencion, las matriquinas deseadas pueden incluir GHK, CNYYSNS, VGPVG, VGVAPG, KKGHK y DGGRYY.

Se utiliza un agente desactivador para inhibir la actividad de las MMP, lo que impide de este modo la degradacion de la
matriz extracelular hasta el momento apropiado. Por ejemplo, con el agente desactivador correcto, se puede inhibir la
degradacion de la matriz de tejido hasta la implantacion en un sujeto. Los inhibidores de MMP incluyen inhibidores
enddgenos, tales como TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4, e inhibidores sintéticos, tales como fosforamidon y bestatina.
En ciertas realizaciones, el agente de desactivacion de MMP es un quelante. La actividad de las MMP es dependiente de
los iones de metal. El agente quelante retira los iones de metal del sitio activo de la MMP, lo que desactiva de este modo la
enzima. Sin cefiiros a la teoria, se cree que las concentraciones de iones de metal presentes de forma natural en el
cuerpo son capaces de reemplazar a los iones que han sido secuestrados por el agente quelante, lo que restaura
automéaticamente de este modo la actividad de la MMP tras la implantacion en el cuerpo. Los fluidos del cuerpo también
pueden servir para lavar o diluir el agente desactivador, lo que restaura de este modo la actividad de las MMP. En ciertas
realizaciones, el agente quelante puede incluir EDTA, EGTA y ortofenantrolina.

El agente desactivador también permite la regulacion de la degradacion de la matriz de tejido. Se ha descubierto
que ciertos tisulares, tales como la submucosa del intestino delgado, se degradan rapidamente cuando se usan in
vivo, lo que provoca una inflamacién inmediata y significativa. A su vez, esto conduce a un remodelado pobre del
tejido y a una revascularizacion inferior a la esperada. El uso de un agente desactivador permite la regulacion de
la degradacién tisular modulando la actividad de las MMP, lo que mitiga tales efectos no deseables.

Para incorporar las enzimas desactivadas en la matriz de tejido seleccionada, se prepara una composicion que
contiene tanto la enzima, tal como la MMP deseada, como el agente desactivador apropiado, tal como EDTA. En
algunas realizaciones, la composicion que contiene tanto la enzima como el agente desactivador es una solucion.
Se puede usar cualquier tampén para preparar la solucion, siempre y cuando este permita la desactivacion de la
enzima por el agente desactivador. En ciertas realizaciones, el tampén comprende tampén HEPES. Otros
tampones adecuados incluyen PBS, TBS, MOPS, o cualquier otro tampdn biocompatible conocido en la técnica y
combinaciones de los mismos. El tampdn se puede encontrar en concentraciones que varian de 1 a 100 mM
(p. €j., 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 0 100 mM) en la solucién.

Se puede ajustar la cantidad de enzima en la solucion para controlar la velocidad a la que se digieren las
proteinas de la matriz de tejido, en algunas realizaciones, las concentraciones adecuadas de enzima en solucion
varian de 0,2 U/mL a 2,0 U/mL (p. €j., 0,2; 0,5; 0,8; 1,0; 1,2; 1,5; 1,8 0 2 U/mL).

También se puede ajustar la cantidad de agente desactivador en la soluciéon para modular la velocidad de
digestion de las proteinas. En ciertas realizaciones, las concentraciones adecuadas de agente quelante, por
ejemplo, EDTA, en solucién varian de 4 a 20 mM de EDTA (p. €j., EDTA 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 mM).

En algunas realizaciones, la solucién también puede contener una sal. En ciertas realizaciones, la cantidad de sal presente

en la solucion sirve para reactivar la actividad enzimatica proporcionando iones metdlicos. Controlando las cantidades
relativas de sal, agente desactivador y enzima presentes en la solucién, se puede modular ademas la velocidad de
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degradacion tisular. Las sales adecuadas incluyen, pero no se limitan a, dihidrogenofosfato de calcio, sulfato de calcio,
cloruro de calcio, cloruro de magnesio, sulfato de magnesio, cloruro de manganeso, sulfato de manganeso. La
concentracion de sal en la solucién puede variar de 2 a 10 mM (p. €., 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 mM) en la solucién.

La composicion que contiene la enzima y el agente desactivador también puede incluir estabilizadores de proteinas y
radioprotectores. En ciertas realizaciones, los estabilizadores de proteinas adecuados incluyen glicerol, propilenglicol,
etilenglicol, manitol, sucrosa, trehalosa o cualquier combinacién de los mismos. En algunas realizaciones, la
concentracion de estabilizadores de proteinas en solucién puede variar de 5 a 250 mM (p. €j., 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170,
175, 180, 185, 190, 195, 200, 205, 210, 215, 220, 225, 230, 235, 240, 245 y 250 mM). En ciertas realizaciones, los
radioprotectores adecuados incluyen glicerol, propilenglicol, manitol, trehalosa o cualquier combinacién de los mismos.
Los radioprotectores pueden variar en su concentracion de 5 a 250 mM (p. €j., 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185,
190, 195, 200, 205, 210, 215, 220, 225, 230, 235, 240, 245 y 250 mM) en solucion.

A continuacion, la matriz de tejido se pone en contacto con la composicidon que contiene la enzima y el agente
desactivador. En ciertas realizaciones, la matriz de tejido se coloca en la soluciéon que contiene la enzima y el
agente desactivador. En este caso, las enzimas se han desactivado antes de colocar la matriz de tejido en la
solucion. Las enzimas desactivadas se incorporan a continuacion en la matriz de tejido a medida que esta se
incuba dentro de la solucion. En otras realizaciones, la matriz de tejido, la enzima deseada y el agente
desactivador apropiado se colocan en un tampon adecuado al mismo tiempo y se deja que incuben.

En diversas realizaciones, los métodos descritos pueden comprender el procesamiento adicional de la matriz de
tejido. Tal procesamiento puede incluir la desinfeccion o esterilizacion de la matriz de tejido. En algunas
realizaciones, la matriz de tejido se esteriliza con alcohol isopropilico (IPA) (p. €j., IPA a aproximadamente el 70 %).

La matriz de tejido descrita se puede tratar ademas para producir materiales asépticos o estériles. En consecuencia,
en diversas realizaciones, las matrices se pueden esterilizar después de la preparacion y junto con el envasado de
las matrices. Como se usa en la presente memoria, un “proceso de esterilizacion” puede incluir cualquier proceso
que reduzca la carga bioldgica en una muestra, pero no necesita volver la muestra absolutamente estéril.

Ciertos procesos ilustrativos incluyen un proceso de irradiacion gamma, un proceso de irradiacion con haz de
electrones, tratamiento con 6xido de etileno y tratamiento con 6xido de propileno. Los procesos de esterilizacion
adecuados incluyen los descritos en, por ejemplo, la patente de EE. UU. con n.° de publicacion 2006/0073592A1,
de Sun y col.; la patente US-5.460.962 de Kemp; la patente de EE. UU. con n.° de publicacion 2008/0171092A1,
de Cook y col. En algunas realizaciones, la esterilizacion se realiza junto con el envasado del dispositivo, mientras
que, en otras realizaciones, la esterilizacion puede producirse después del envasado.

Después de que las matrices se han preparado mediante los métodos descritos, se pueden almacenar durante
algin tiempo antes de la implantacion en, o sobre, un paciente. En ciertas realizaciones, la matriz se puede
envasar en una bolsa de TYVEK® para su almacenamiento. La matriz también se puede almacenar en diferentes
estados, por ejemplo, en un estado hiimedo o un estado liofilizado.

En algunas realizaciones, la matriz se liofiliza después de su preparacion. La esterilizacion terminal mediante
radiacion ionizante después de la liofilizacion, sin embargo, puede dafiar potencialmente el tejido liofilizado. Para
minimizar este dafio, el material procesado puede envasarse primero himedo en bolsas de TYVEK® permeables a
la humedad. A continuacion, se irradia el tejido en un estado himedo. Después de la irradiacion, las muestras
hdamedas pueden liofilizarse para su almacenamiento.

La matriz de tejido preparada mediante los métodos descritos anteriormente puede usarse de diversas maneras para
facilitar la reparacion, el recrecimiento y la regeneracion tisular. En consecuencia, se proporciona una matriz de tejido a
base de colageno para usar en un método. El método comprende seleccionar un sitio anatémico para el tratamiento,
seleccionar una matriz de tejido a base de colageno, en donde la matriz se ha puesto en contacto con una composicién
que contiene una enzima, y en donde la composicién que contiene una enzima contiene ademas un agente desactivador
para desactivar la actividad de dicha enzima, e implantar la matriz de tejido a base de colageno en el sitio de tratamiento.
“En”, como se usa en la presente memoria, también significa “sobre.” Como se ha comentado anteriormente, la actividad
enzimatica de las matrices de tejido descritas se ha inhibido antes de la implantacién en un sujeto, es decir, un paciente
humano o animal. Una vez implantadas, los iones de metal presentes en el sujeto son capaces de restaurar la actividad de
las MMP suprimida por el agente quelante. Con la actividad de las MMP restaurada, comienza la degradacion de la matriz
de tejido, se liberan matriquinas y se facilita el proceso de cicatrizacion.

Los expertos en la técnica pueden identificar facilmente un sitio anatémico para el tratamiento, es decir, un sitio de
tratamiento. Los ejemplos incluyen, tejido tenso o desgarrado, o tejido que tiene un hueco, agujero o algun otro
defecto. Las circunstancias en las que se puede usar la matriz de tejido descrita incluyen en un método de utilizacion
en el tratamiento de lumpectomias, Ulceras por presion, Ulceras del pie diabético, o defectos del hueso peridstico. La
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matriz de tejido también se puede usar en un método de utilizacion en el tratamiento de defectos faciales, incluyendo
arrugas, pérdida de piel o atrofodermia. Los expertos en la técnica pueden identificar facilmente usos adicionales.

Las matrices de tejido se pueden implantar en, o sobre, una diversidad de sitios anatomicos diferentes. Por
ejemplo, las matrices de tejido se pueden implantar alrededor de implantes de mama; alrededor de, o
sustituyendo, estructuras vasculares; alrededor de, o sustituyendo, estructuras luminales (p. €j., uréteres, nervios,
tejidos linfaticos, estructuras gastrointestinales); sobre, o sustituyendo, valvulas cardiacas, pericardio u otras
estructuras cardiacas; en, o sobre, materiales dseos o cartilaginosos (p. €j., oidos, narices, superficies articulares,
alrededor de estructuras dentales, o a lo largo de cualquier hueso corto o largo); y/o circundando, revistiendo,
soportando o sustituyendo cualquier cavidad corporal (p. €j., vejiga, estbmago).

En ciertas realizaciones, se afiade una sustancia bioactiva a la matriz de tejido que facilita ademas la reparacion,
el recrecimiento o la regeneracion tisular. La sustancia bioactiva puede afiadirse a la matriz de tejido en cualquier
momento previo al implante de la matriz de tejido en un sujeto. Por ejemplo, puede afiadirse una sustancia
bioactiva durante la preparacion de la matriz, pero antes de su almacenamiento. En otras realizaciones, puede
afiadirse una sustancia bioactiva al dispositivo después de su almacenamiento, pero inmediatamente antes de la
implantacion en un sujeto. Las sustancias bioactivas incluyen agentes antimicrobianos, citoquinas, factores de
crecimiento, agentes antiinflamatorios, esteroides, corticoesteroides. En algunas realizaciones, las sustancias
bioactivas pueden incluir diversos tipos de tejido, por ejemplo, tejido adiposo.

En algunas realizaciones, las sustancias bioactivas comprenden células que facilitan la reparacién el recrecimiento o la
regeneracion tisular. En ciertas realizaciones, las matrices de tejido pueden sembrarse con células madre, tales como
células madre mesenquimales, incluyendo células madre embrionarias y células madre adultas recogidas de la médula
espinal, tejido adiposo y células neuronales. En otras realizaciones, se pueden usar células madre autélogas. En algunas
realizaciones, se pueden presembrar células alogénicas en los injertos, cultivar in vitro y lisar antes de la implantacion.

Ejemplo 1: Preparacion de porcine acellular dermis matrix (matriz dérmica acelular porcina - pADM)

Se recogieron pieles de porcino frescas y se retird el pelo. Se obtuvo tejido dérmico de 1,5 mm de espesor a partir
de estas pieles retirando la capa de epidermis y la capa de grasa subcutdnea (hipodermis). El tejido dérmico se
descontamind a continuacion en PBS que contenia 50 unidades/ml de penicilina, 1,25 pg/ml de anfotericina B y
50 pg/ml de estreptomicina durante 24 horas a 37 °C.

El procesamiento posterior del tejido se realiz6 en condiciones asépticas. La dermis separada se descelularizé incubando
el tejido en tampén HEPES 10 mM (pH 8,0) que contenia un 2 % de desoxicolato de sodio y EDTA 10 mM durante
24 horas a temperatura ambiente y con agitacion leve. La dermis porcina descelularizada se lavd dos veces incubando el
tejido en tamp6n HEPES 10 mM que contenia EDTA 5 mM (pH 7,3) durante 60 minutos por lavado. La dermis se incubd a
continuacion durante 24 horas en tampon HEPES que contenia MgClz 2 mM, CaClz 2 mM, 1,0 mg/L de DNasa y 1 mg/L
de a-galactosidasa para retirar los epitopos de a-gal y otros restos no deseables. Los residuos celulares y los productos
quimicos residuales se retiraron lavando en PBS (pH 7,5) con agitacion suave 5 veces a lo largo de un periodo de
48 horas. La densidad de la porcine acellular dermis matrix (matriz dérmica acelular porcina - pADM) fue de
aproximadamente 0,28 g de tejido seco por centimetro cubico. Las laminas de pADM tuvieron un espesor final de
aproximadamente 2,0 mm debido al hinchamiento del tejido después del procesamiento. Las laminas de pADM se
congelaron a continuacion a -20 °C hasta su uso posterior.

Ejemplo 2: Degradacion in vitro de pADM por MMP-1

Las laminas de pADM se descongelaron a 37 °C en bafio de agua. Después de descongelar, se prepararon discos
de tejido a partir de las laminas usando una aguja de biopsia de 8 mm. A continuacién, se colocaron uno o tres
discos de pADM en tubos de microcentrifuga de 2 ml. La degradacion in vitro de pADM por MMP-1 se realizd
incubando los discos a 37 °C en 1,5 ml de tampén HEPES 20 mM (pH 7,4) que contenia CaCl25 mMy 0,01, 0,1, 1,0
0 10 unidades/ml de MMP-1. También se afiadid6 azida de sodio (NaNsz) a la solucion de reaccién en una
concentracion final del 0,01 % como antimicrobiano.

El contenido de amina libre en la solucién de reaccion se us6 para medir la degradacién in vitro de pADM
resultante de la actividad de la MMP-1. Después de 16 horas, se retir6 una alicuota de 25 uL de la solucion de
reaccion a un tubo de microcentrifuga de 2 ml y, posteriormente, se diluy6 con 475 pL de solucién de bicarbonato
de sodio 100 mM que contenia EDTA 5 mM. A continuacion, se afiadieron 250 pl de &acido picrilsulfonico (PSA) al
0,05 % y se mezclaron en la muestra, que se incubd a continuacion durante 45 minutos a 37 °C. Después de la
incubacion, se afiadieron 250 pl de SDS al 10 % y 125 pl de HCI 1 N en cada muestra.

El contenido de amina libre se midié a 345 nm mediante espectrofotdmetro, usando glicina como patron. Los experimentos
se repitieron por triplicado y se registraron los resultados como media * desviacion estandar. La cantidad de aminas libres
liberadas de la pADM a diferentes concentraciones de MMP-1 se muestra en la Fig. 2. Incluso a concentraciones de MMP-
1 bajas, préximas a las condiciones fisioldgicas (0,01 y 0,1 unidades/ml), se detecté un aumento considerable de aminas
libres en la solucién de reaccion, lo que demuestra la idoneidad del ensayo para pruebas in vitro.
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La cinética de la degradacién de pADM por MMP-1 a lo largo de un periodo de 144 horas se muestra en la Fig. 3A.
Como se determina mediante la liberacion de aminas libres, no se observd degradacion de la pADM con el grupo de
control (O unidades/ml de MMP-1). Sin embargo, a medida que la concentracion de MMP-1 aumentaba, la velocidad de
degradacion de la pADM también aumentaba proporcionalmente. El ensayé siguié demostrando una sensibilidad
significativa. A una concentracion de MMP-1 de 0,1 unidades/ml, por ejemplo, se detecté un aumento pequefio, pero
estable, en el contenido de aminas libres, que correspondia a una degradacién de aproximadamente el 3 % de pADM.
En la Fig. 3B, se muestra la cinética de degradacion a lo largo de un periodo de 44 horas con resultados similares.

Ejemplo 3: Desactivacion de la MMP-1

Se us6 EDTA como “conmutador reversible” para controlar la actividad de la MMP-1 en la pADM. Como quelante,
el EDTA puede secuestrar iones de calcio y magnesio dentro de la pADM, lo que inhibe de este modo la actividad
de la MMP-1. Se incubaron discos de tejido a 37 °C en 1,5 ml de solucién de reaccioén (pH 7,4) que contenia
HEPES 20 mM, CaCl2 5 mM y 10 unidades/ml de MMP-1. También se afiadi6 EDTA a la solucién de reaccién
para detener la degradacion. Después de 72 horas de incubacion, se midié el contenido de aminas libres en la
solucion de reaccion usando el ensayo con PSA descrito en el Ejemplo 2.

La adicién de EDTA a la solucién de reaccién provoco la supresion de la actividad de la MMP-1. Como se muestra
en la Fig. 4A, ya no se detectaba actividad de MMP-1 cuando la concentracion de EDTA era superior a la
concentracion de CaClz. El efecto del EDTA (10 mM) sobre la actividad de la MMP-1 también se probd en otras
concentraciones de MMP-1. Como se muestra en la Fig. 4B, el EDTA 10 mM inhibié la actividad de la MMP-1 a
concentraciones de MMP-1 de 1,0 unidades/ml e inferiores.

Ejemplo 4: Reactivacion de la MMP-1 desactivada

Se cargaron muestras de matriz pADM con MMP-1 preparada a concentraciones de 1, 5 o 30 unidades/ml en tampén
HEPES (pH 7,4). Se afiadi6 EDTA a cada muestra en una concentracion final de 2,0 mM para desactivar la MMP-1.
Las muestras se incubaron a continuaciéon a 4 °C durante la noche para permitir que la MMP-1 se infiltrara en la matriz
de tejido. A continuacion, se midié la actividad de la MMP-1 en los discos de tejido a 37 °C en solucién de HEPES
(pH 7,4) 20 mM fresca, con y sin CaCl. 2 mM. Como se muestra en la Fig. 5, la adicion de iones de calcio restauro la
actividad de la MMP-1 suprimida, lo que fue indicado por el mayor contenido de aminas libres en la solucién de HEPES.

Ejemplo 5: Preparacion de human acellular dermis matrix (matriz dérmica acelular humana - hADM)

Se obtuvo piel de donante humano a partir de un banco de tejidos estadounidense certificado y con el
consentimiento apropiado. La piel adquirida se envid al lugar de ensayo en solucién de RPMI 1640 que contenia
antibidticos (penicilina y estreptomicina) en presencia de hielo. Tras su llegada, la piel se criopreservé a -80 °C.

El tejido cutdneo se proces6 en condiciones asépticas. La piel congelada se descongel6 a 37 °C, retirando toda
traza visible de hielo. La epidermis se separé de la dermis incubando el tejido cutaneo en cloruro de sodio 1,0 M con
TRITON X-100™ al 0,5 % (p/v) durante 24 horas a temperatura ambiente. Los elementos celulares de la dermis se
retiraron incubando el material de dermis en tampén HEPES 10 mM (pH 8,0) que contenia desoxicolato de sodio al
2% (p/v) y EDTA 10 mM durante 18 horas y, a continuacion, lavando el material en PBS (pH 7,5) con agitacién
suave 5 veces a lo largo de un periodo de 48 horas. Las laminas de human acellular dermis matrix (matriz dérmica
acelular humana - hADM) tenian una densidad de aproximadamente 0,15 g de masa de tejido seco por centimetro
cubico y eran de aproximadamente 2,0 mm de espesor. Las laminas de hADM se congelaron posteriormente a -
20 °C hasta su uso.

Ejemplo 6: Degradacion in vitro de hADM por MMP-1

Las laminas de hADM se descongelaron a 37 °C en bafio de agua. Después de descongelar, se prepararon
discos de tejido a partir de las laminas usando una aguja de biopsia de 8 mm y se incubaron en 1,5 ml de solucién
de reaccion (HEPES 20 mM, CaCl2 5 mM, pH 7,4). Las muestras de ensayo se prepararon afiadiendo MMP-1 a
las soluciones de reaccién en concentraciones finales de 0, 0,1 y 1,0 unidades/ml. Después de incubar las
muestras a 37 °C durante 40 horas, se midid el contenido de aminas libres en las muestras usando el ensayo con
PSA descrito anteriormente. La cantidad de aminas libres que fueron liberadas de la hADM se muestra en la
Fig. 6A. No se detectaron aminas libres en la solucion de muestra de control (0 unidades/ml de MMP-1). Se
observé un aumento en la cantidad de aminas libres a concentraciones superiores de MMP-1.

Para el estudio de reactivacion, se incubaron discos de tejido de hADM en 2,0 ml de tamp6n HEPES que contenia
5 unidades/ml de MMP-1 y EDTA 2 mM a 4 °C durante la noche. Después de la incubacion, los discos de hADM que
contenian MMP-1 desactivada se dividieron en dos grupos. En el primer grupo, los discos de tejido se colocaron en 1,5 ml
de HEPES 20 mM (pH 7,4) con CaCl. 2 mM. En el segundo grupo, los discos de tejido se colocaron en 1,5 ml de HEPES
20mM (pH 7,4) sin CaClz. Los viales que contenian las muestras se incubaron a 37 °C con agitacion suave. Las
concentraciones de amina libre en las soluciones de muestra se midieron después de 24, 48 y 96 horas. Como se muestra
en la Fig. 6B, la actividad se restaurd con la adicion de CaCl. 2 mM y aumentd de una manera dependiente del tiempo.
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Ejemplo 7: Efecto del tratamiento con MMP-1 sobre las propiedades mecanicas de la pADM

Se cort6 una lamina de pADM preparada segun el Ejemplo 1 en tiras de 0,8 cm x 6,0 cm con un bisturi. Para reducir
el error experimental, todas las tiras de tejido se cortaron en la misma direccién. Las tiras se agruparon en conjuntos
de tres y se colocaron en tubos cénicos de 15 mL individuales. El tratamiento in vitro se realizé a 37 °C en tampoén
HEPES 20 mM (pH 7,4) que contenia CaCl2 5 mM. Las tiras de pADM se sumergieron en 12 mL de la solucién de
HEPES con 1 unidad/ml de MMP-1. Se afiadi6 azida de sodio (NaNs) a la solucion de reaccion en una concentracion
final del 0,01 % como antimicrobiano. El tratamiento con MMP-1 se terminé transfiriendo las tiras de pADM a tampén
HEPES 20 mM que contenia EDTA 10 mM a las 48 horas, 96 horas y 144 horas, respectivamente. Tras retirar las
tiras, se recogid el tampon y se determinaron los niveles de amina libre usando el procedimiento de ensayo descrito
en el Ejemplo 2. Se realizaron ensayos de traccion sobre las tiras de tejido de pADM en las condiciones de ensayo
siguientes: célula de carga de 1 KN, longitud de referencia de 4 mm y velocidad de la cruceta de 1,0 mm/min.

Como se muestra en la Fig. 7A, la cantidad de amina libre en la solucién aumenté con la duracion del tratamiento
con MMP-1, lo que demuestra la degradacion continua de la pADM a lo largo del tiempo. Como se muestra en la
Fig. 7B, las propiedades mecéanicas de la pADM no cambiaron tras la degradacion de la pADM. Después de un
tratamiento de 96 horas con 1 unidad/ml de MMP-1, no se observo un cambio significativo para los tres parametros
medidos, elasticidad, tension ultima de rotura y deformacién ultima de rotura. Sin embargo, cuando se aumenté el
tiempo de tratamiento a 144 horas, se descubrié una caida significativa en la elasticidad y la tension Gltima de rotura
en comparacion con la pADM sin tratamiento con MMP-1. Como se muestra en la Fig. 7B, no se observé un cambio
significativo en la deformacion ultima de rotura tras el tratamiento con MMP-1 como resultado del tiempo.

Ejemplo 8: Efecto del tratamiento con MMP-1 sobre la estabilidad térmica de la pADM

Se prepararon discos de pADM usando una aguja de biopsia de 5,0 mm. Los discos se incubaron a continuacion
en grupos de tres en 1,5 ml de tampdn de reaccién (HEPES 20 mM, CaCl2 5 mM, 0,01 NaNs, pH 7,4) que
contenia 0, 0,5 0 1,5 unidades/ml de MMP-1. A las 0, 48, 96 y 144 horas de la incubacion, los discos de tejido en
un tubo de cada nivel de concentracion se transfirieron a tampén HEPES 20 mM que contenia EDTA 10 mM para
extinguir la actividad de la MMP-1. El tampdn de reaccién restante se usé para la determinacion de amina libre
como se describe en el Ejemplo 2. La Fig. 8 muestra la degradacion de la pADM en base a la liberacion de amina
libre tras la adicion de MMP-1 en concentraciones de 1,5 y 0,5 unidades/ml. La liberacién de aminas libres
aumento proporcionalmente con el tiempo de tratamiento, lo que indica que la degradacion de pADM mediada por
enzimas es un proceso estable. Se detectaron cantidades muy limitadas de amina libre en el grupo sin MMP -1.

El efecto de la degradacion por MMP-1 sobre la estabilidad de la matriz de tejido se investigd usando un differential
scanning calorimenter (calorimetro diferencial de barrido - “DSC”) (Q100, TA Instruments, New Castle, DE). Los discos de
tejido descritos anteriormente se equilibraron en PBS durante al menos 3 horas. A continuacion, los discos de tejido se
secaron con papel Kimwipe®. Después, los discos de tejido secados con papel se sellaron herméticamente en un crisol de
aluminio para DSC. Todas las muestras se sometieron a barrido a una velocidad de calentamiento de 2 °C min-1 de 2 °C a
120 °C con nitrogeno como gas de purga. Después de la medicion por DSC, se crearon pequefios agujeros sobre las
tapas de los crisoles sellados, los cuales se secaron a continuacion entre 105 °C y 110 °C al vacio durante la noche. La
masa seca de las muestras se midié a continuacion en base a la masa del crisol. Los termogramas se analizaron usando
el programa Universal Analysis para determinar la temperatura de inicio (Tq) y la entalpia de la desnaturalizacion del
coldgeno. Como se muestra en la Fig. 9A, no se observd una diferencia significativa de los termogramas de DSC
obtenidos a partir de pADM tratada con 1,5 unidades/ml de MMP-1 para los diferentes periodos de tiempo. Ni la
temperatura de inicio de la desnaturalizacion ni la entalpia de la desnaturalizacién del colageno mostraron un cambio
sustancial. Como se muestra en la Fig. 9B, no se observaron diferencias significativas usando DSC para pADM tratadas
con diferentes concentraciones de MMP-1 a las 144 horas. Estos resultados indican que lo mas probable es que la
degradacion de pADM mediada por MMP-1 sea una degradacion general de las fibras de colageno, en lugar de la de
componentes especificos de la matriz de tejido.

Ejemplo 9: Degradacién de pADM usando MMP-3 y MMP-9

Primero, se incubaron MMP-3 y MMP-9 recombinantes (Sigma, EE. UU.) con acetato 4-aminofenilmercurico (“APMA”)
1 mM durante 4 horas a 37 °C para activar las MMP. De nuevo, se usaron discos de pADM de 8 mm para ensayar la
degradacion mediada por MMP. Los discos de tejido se incubaron en grupos de tres en 1,5 ml de tampén de reaccion
(HEPES 20 mM, CaCl. 5 mM, NaNs al 0,01 %, pH 7,4) que contenia 0,5 pg/ml de MMP-3 0 MMP-9. Después de 24 y
48 horas de incubacién a 37 °C, se tomaron alicuotas de 25 pl de cada tubo para determinar los niveles de amina libre
resultantes de la degradacién mediada por MMP-3 0 MMP-9. Los resultados de amina libre para ambos periodos de
incubacién, de 24 y 48 horas, muestran que no se encontré amina libre detectable en los tampones de reaccién de MMP-3
0 MMP-9. Ni la MMP-3 ni la MMP-9 digieren el colageno tipo I, que es el componente primario de la pADM. Por lo tanto,
cabe esperar que no se observara un aumento sustancial en la amina libre después del tratamiento con estas enzimas.
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Ejemplo 10: Cambio en la estabilidad térmica de la pADM después de la implantacién subcutanea

Se fabricaron tres preparaciones de pADM y se implantaron subcutaneamente en ratas: TA1, tejido firme procedente de
la regién espinal de cerdo; TA2, tejido firme procedente de la regién espinal de cerdo que se seco y posteriormente se
rehidrato; y TA3, tejido flexible procedente de vientre de cerdo. Después de 20 dias, se recogieron las preparaciones de
pADM y se limpié cuidadosamente el tejido animal que circundaba la pADM usando férceps. A continuacion, se
obtuvieron discos de 5 mm de la pADM explantada usando una aguja de biopsia y se secaron con papel Kimwipe®.
Una vez secos, los discos de tejido se sellaron herméticamente en un crisol de aluminio para DSC. Se llevaron a cabo
mediciones por DSC para todos los explantes usando los mismos parametros descritos en el Ejemplo 8. Los
termogramas se analizaron usando el programa Universal Analysis para determinar la temperatura de inicio (To), la
temperatura de desnaturalizacion (Td) y la entalpia de la desnaturalizacion del colageno(AH). El andlisis térmico
posterior indicé que no se producia ningdn cambio significativo en base a cualquier cambio en la composicion. Se cree
gue la mayor parte de pADM no se remodel6 en las ratas, ya que las curvas de DSC mostraron solo ligeras diferencias
entre los diferentes grupos, como se muestra en la Fig. 10A. Ademas, la Fig. 10B muestra que, a pesar de que las
diferencias de temperatura de inicio y temperatura de desnaturalizaciéon entre los tres grupos fueron leves en general,
las temperaturas de inicio y desnaturalizacion eran estadisticamente superiores para TA3. No se observaron diferencias
significativas entre los tres grupos con respecto a la entalpia. En conjunto, esto indica que el remodelado tisular puede
ser muy lento in vivo, lo que plantea una necesidad de remodelado répido a través de la activacion enzimatica.
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REIVINDICACIONES
Un método para preparar una matriz de tejido que comprende:
seleccionar una matriz de tejido a base de colageno intacto; y
poner en contacto la matriz intacta con una composicién para incorporar una 0 mas enzimas desactivadas en
la matriz de tejido intacto, dicha composicién que contiene al menos una enzima seleccionada de MMP-1,

MMP-2 y MMP-9 y un agente quelante que desactiva cada una de la al menos una enzima seleccionada.

El método de la reivindicacion 1, en donde la matriz de tejido intacto comprende una matriz de tejido
acelular intacto.

El método de la reivindicacion 2, en donde la matriz de tejido acelular intacto comprende una matriz
dérmica acelular intacta.

El método de la reivindicacion 2, en donde la matriz de tejido acelular intacto comprende una matriz
dérmica porcina acelular intacta.

El método de la reivindicacion 1, en donde la composicién comprende una enzima adicional.

El método de la reivindicacion 5, en donde la enzima adicional comprende una MMP, una elastasa, 0 una
dispasa.

El método de la reivindicacion 1, en donde el agente quelante comprende EDTA, EGTA, u ortofenantrolina.
El método de la reivindicacion 1, que ademéas comprende exponer la matriz de tejido intacto a un desinfectante.
El método de la reivindicacion 8, en donde el desinfectante es alcohol isopropilico.

El método de la reivindicacion 1, que ademas comprende esterilizar la matriz de tejido intacto.

El método de la reivindicacion 10, en donde la esterilizacion de la matriz de tejido intacto comprende la
aplicacion de oxido de etileno, 6xido de propileno, irradiacion gamma, o irradiacion con haz de
electrones.

El método de la reivindicacion 1, que comprende afiadir una sustancia bioactiva a la matriz de tejido intacto.

El método de la reivindicacion 12, en donde la sustancia bioactiva comprende un agente antibacteriano,
una citoquina, un factor de crecimiento, tejido no colaginoso, o células.
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