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DESCRIPCION
Armazones de colageno estabilizados y esterilizados con aditivos activos unidos
Antecedentes de la invencion

Los bioimplantes de tejidos naturales estan ganando aceptacién como alternativas ventajosas a los implantes
sintéticos en muchos procedimientos quirdrgicos. Entre otras ventajas, los bioimplantes se parecen mas en tamafio,
forma y rendimiento a las estructuras biolégicas para las que estan disefiados para reemplazar que los implantes
sintéticos. Por lo tanto, los bioimplantes se consideran, en muchas circunstancias, los dispositivos de eleccién para
el reemplazo o el aumento estructural de los tejidos y 6rganos internos.

Las fuentes de bioimplantes incluyen donantes no humanos y humanos. En general, la eleccién del donante
depende de varios factores, incluidos los tamanos relativos del donante y el receptor. Por ejemplo, como alternativa
a un cadaver humano, una oveja, cerdo, vaca o caballo pueden servir como un donante. En algunos casos, el
donante y el receptor pueden ser el mismo. Las limitaciones inmunogénicas se superan mediante la reticulacion de
los tejidos para enmascarar moléculas antigénicas en el tejido. La esterilizacidn generalmente se efectia poniendo
en contacto el tejido con un agente quimico esterilizante. En muchos casos, los bioimplantes reticulados y
esterilizados proporcionan muchas de las caracteristicas del tejido natural, al tiempo que evitan en gran medida el
problema del rechazo del xeno-tejido que es caracteristico de la implantacion de tejido vivo.

En muchos casos, los bioimplantes ofrecen ventajas adicionales respecto a los implantes sintéticos. Por ejemplo,
muchos bioimplantes permiten la infiltracion de las propias células del receptor en el bioimplante. En particular, las
células infiltrantes pueden usar el bioimplante como plantilla o armazén para reconstruir estructuras de érganos o
tejidos que comprenden las propias células del receptor. En algunos casos, todo o parte del bioimplante puede ser
reemplazado por las propias células del cuerpo receptor. Este proceso, que se conoce como remodelacion, es
ventajoso porque puede mejorar la integracién del bioimplante en el sitio del implante. Debido a estas ventajas, se
considera ventajoso promover la remodelacién del tejido del bioimplante.

Si bien algunos bioimplantes pueden estimular la remodelaciéon por si mismos debido a su origen natural y a la
posesion de una matriz de colageno que actia como un andamiaje para el crecimiento del tejido, a veces se
considera ventajoso estimular la remodelacion administrando a un receptor del bioimplante uno o mas agentes que
estimulan el crecimiento del tejido. Por ejemplo, las proteinas morfogénicas 6seas (BMP) se han utilizado
experimentalmente para promover el crecimiento éseo en la cirugia de fusion vertebral. Por ejemplo, una esponja de
colageno reabsorbible perfundida con proteina morfogénica 6sea recombinante-2 (rhBMP-2) ha sido aprobada para
Su uso en cirugia vertebral. Se cree que la liberacion de rhBMP-2 de la esponja estimula la infiltracién, la
proliferacién y la organizacion de los osteoblastos. Como la esponja de colageno es reabsorbible, finalmente el tejido
hospedador regenerado reemplaza a la esponja. El uso de la esponja de colageno perfundida con rhBMP-2 en la
cirugia vertebral ha quedado acreditado con una tasa muy reducida de fracaso de la cirugia vertebral.

A pesar de las mejoras en los resultados quirirgicos que ya han sido proporcionados por los biocimplantes
perfundidos con factor de crecimiento, ain quedan muchos desafios por superar. Por ejemplo, la perfusion de
bioimplantes solo es util cuando el bioimplante es absorbente, es decir, cuando el remojo del tejido en una solucién
que contiene el factor de crecimiento hace que haya suficiente factor de crecimiento perfundido en el tejido para
estimular el crecimiento del tejido después de haber sido implantado en un receptor. Asi, el método de perfusion no
se considera efectivo para dispositivos de bioimplante menos porosos como valvulas cardiacas, injertos de piel,
tejidos de reparacion de tendones, huesos y ligamentos, etc. Otra limitacion es que la liberacion del factor de
crecimiento es por difusion. Si bien la difusion puede ser en algunos casos un método util de liberacién, en otras
circunstancias la difusion puede dar como resultado una tasa de liberacion inicial demasiado alta y, por lo tanto, una
tasa de liberaciéon posterior demasiado baja. Asi, una desventaja de la liberacién difusiva es que el periodo de
liberacion efectivo puede ser més corto de lo deseado, a menos que al comienzo se perfunda un exceso de factor de
crecimiento en el bioimplante. Sin embargo, esto puede no ser siempre factible o incluso posible. Ademas, incluso si
fuera posible perfundir un exceso de factor de crecimiento en el bioimplante, una desventaja que surge de este
enfoque puede ser que la concentracion local del factor de crecimiento puede causar la difusion del factor de
crecimiento en el tejido circundante, incluidos los capilares, las venas y las arterias, donde puede provocar efectos
nocivos locales o sistémicos. En algunos casos, tal difusién puede incluso dar lugar a un nuevo crecimiento de tejido
en un area distal al &rea donde se desea un nuevo crecimiento.

Por lo tanto, existe la necesidad de un dispositivo que supere las limitaciones de la esponja de colageno perfundida
con factor de crecimiento de la técnica anterior. Existe la necesidad de un dispositivo de bioimplante que sea capaz
de administrar el factor de crecimiento a un area deseada, en el que el factor de crecimiento se libere del dispositivo
de bioimplante a una velocidad menor que la velocidad de liberacién difusiva de la esponja de colageno perfundida
con factor de crecimiento de la técnica anterior. Asimismo, existe la necesidad de un dispositivo de bicimplante que
tenga asociado un factor de crecimiento que esté sujeto a la degradacién del factor de crecimiento en menor grado
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que la esponja de colageno perfundida con factor de crecimiento de la técnica anterior. También existe la necesidad
de un dispositivo de bioimplante que tenga asociado un factor de crecimiento que esté unido covalentemente al
bioimplante. También existe la necesidad de procesos para fabricar tales dispositivos de bioimplante. Estas y otras
necesidades se satisfacen mediante realizaciones de la invencion.

También existe la necesidad de un dispositivo de bioimplante que lleve un aditivo. También existe la necesidad de
un dispositivo de bioimplante que sea capaz de administrar un aditivo a un area deseada, en el que el aditivo se
libera del bioimplante a una velocidad menor que la tasa de liberacién difusiva del aditivo desde una esponja de
colageno perfundida. También existe la necesidad de un dispositivo de biocimplante que tenga asociado un aditivo
que esté sujeto a degradacién en menor grado que un aditivo en una esponja de colageno perfundida con aditivo.
También existe la necesidad de un dispositivo de bioimplante que tenga asociado una molécula de aditivo que esté
unido a covalentemente al bioimplante. También existe la necesidad de procesos para fabricar tales dispositivos de
bioimplante. Estas y otras necesidades se satisfacen mediante realizaciones de la invencién. EI documento
WQ098/46288 se refiere a métodos para la unién activa de heparina para reticular tejidos biolégicos. El documento
WO96/31157 se refiere a injertos de ICL no antigénicos reticulados con acido peracético.

Sumario de la invencion

Las necesidades anteriores y adicionales se satisfacen mediante realizaciones de la invencién, que proporcionan un
proceso de acuerdo con la reivindicacion 1. En algunas realizaciones, el bioimplante se esteriliza quimicamente con
una carbodiimida soluble en agua, tal como EDC. En algunas realizaciones, la esterilizacién se lleva a cabo en
presencia de un potenciador de la penetracion, especialmente un potenciador de la penetracion soluble en agua que
tiene de 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono y al menos un grupo polar. En realizaciones preferidas, el
potenciador de la penetracién es un alcohol, tal como un alcanol C+1-Cs, especialmente un alcanol C2-C4, y lo mas
particularmente isopropanol.

En algunas realizaciones, el tejido biolégico comprende tejido nativo, tejido procesado en forma nativa, tejido
procesado en forma no nativa, un composite o0 un complejo de composite. En algunas realizaciones, (1) dicho tejido
nativo comprende hueso, tendones, ligamentos, dermis, fascia, pericardio y combinaciones de los mismos,
incluyendo combinaciones de hueso-tejido conjuntivo, tales como combinaciones hueso-tenddn y combinaciones
hueso-ligamento-hueso; (2) dicho tejido procesado en forma nativa comprende tejido reticulado, fragmentos de
hueso triturado descelularizado, colageno descelularizado u otro hueso descelularizado y/o desgrasado, tendones,
ligamentos, fascia o combinaciones de hueso-tejido conjuntivo, tales como combinaciones de hueso-ligamento-
hueso o hueso-tendon; (3) dicho tejido procesado en forma no nativa, comprende colageno solubilizado o purificado
de tejido conjuntivo, gelatina de mamiferos o pescado o hueso desmineralizado; (4) dichos composites comprenden
combinaciones de tejidos nativos, tejidos procesados en forma nativa y/o tejidos procesados en forma no nativa,
tales como pericardio con gelatina, hueso con gelatina, colageno purificado con gelatina o hueso desmineralizado
con colageno solubilizado o purificado; y (5) dicho composite complejo comprende tejido nativo, tejido procesado en
forma nativa, tejido procesado en forma no nativa o un composite de tejido nativo, tejido procesado en forma nativa
y/o tejido procesado en forma no nativa con un material biocompatible tal como un hidrogel, un alginato y/o
quitosano.

En algunas realizaciones, el método incluye dar forma o formar el tejido biolégico en forma de sutura, una lamina,
una valvula implantable, una esponja implantable o una pasta implantable.

Breve descripcion de los dibujos

Las nuevas caracteristicas de la invencion se exponen con particularidad en las reivindicaciones adjuntas. Se
obtendra una mejor comprensién de las caracteristicas y ventajas de las realizaciones de la presente invencion
haciendo referencia a la siguiente descripcidon detallada que expone realizaciones ilustrativas, en la que se utilizan
los principios de la invencién y los dibujos adjuntos de los cuales:

La FIG. 1 muestra tres esquemas de reaccion quimica diferentes para preparar un bioimplante de la presente
invencion.

La FIG. 2 muestra dos esquemas de reaccién quimica alternativos para preparar un bioimplante de la presente
invencion.

La FIG. 3 muestra tres esquemas de reaccion adicionales de acuerdo con la presente invencion.
La FIG.4 muestra dos esquemas de reaccion alternativos adicionales de acuerdo con la presente invencion.

Las FIG. 5A-5C son imagenes de microscopia éptica de pericardio Control (FIG. 5A), modificado con GAG parcial
(FIG. 5B) y modificado con GAG completo (FIG. 5C). Los cortes de tejido se tifieron con PAS-azul alcian; Los GAG
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se tifien de azul y el colageno se tifie de rosa. Estas figuras muestran la union exitosa de GAG al tejido pericardico
reticulado y esterilizado por métodos de acuerdo con un ejemplo de referencia.

Las FIG. 6A y 6B son imagenes a pequefio y gran aumento de la esponja de colageno Tipo 1 en la que el GAG se
ha unido a la esponja de colageno durante la esterilizacion. Como puede observarse en la FIG. 6A y 6B, la unién del
GAG a la esponja de coldgeno durante la esterilizacion conduce a la unién difusa del GAG a la esponja de colageno.

La FIG. 7A es una imagen de un corte histolégico de hueso esponjoso que tiene GAG unido a la misma.

La FIG. 7B es una imagen de un corte histolégico de una esponja de colageno Tipo | que tiene GAG unido a la
misma durante la reticulacién mediante un método de acuerdo con un ejemplo de referencia.

Las FIG. 8A y 8B son imagenes de cortes histoldgicos de esponja de colageno que tienen acido hialurénico unido a
ellas mediante un método de acuerdo con un ejemplo de referencia.

La FIG. 8C es una imagen de un corte histol6gico de pericardio que tiene acido hialurénico unido al mismo por un
método de acuerdo con un ejemplo de referencia.

La FIG. 8D es un grafico de resultados de un ensayo ELISA inverso de IGF-I unido a una esponja de colageno
mediante un método de acuerdo con un ejemplo de referencia. La sefial ELISA disminuida en el ensayo IGF
FX/STER frente al ensayo de control indica que el anticuerpo anti-IGF se ha unido al IGF en la muestra IGF
FX/STER, produciendo asi una sefal ELISA deprimida en la solucién de anticuerpo anti-IGF que ha contactado con
la muestra IGF FX/STER en comparacion con la sefial en la solucion de anticuerpo anti-IGF que ha contactado con
la muestra de control.

La FIG. 9 es un gréfico de los resultados de un ensayo de viabilidad celular. Las esponjas de control y de colageno
con sulfato de condroitina unido se sembraron con condrocitos primarios y se incubaron. La esponja de colageno
sembrada en condrocitos humanos se evalu6 el dia 7, mientras que la esponja de coldgeno sembrada en
condrocitos bovinos se evaluo el dia 14. Los resultados de un ensayo de viabilidad celular (MTT) demuestran el
aumento de la viabilidad celular en la esponja de coldgeno con sulfato de condroitina unido (rojo) frente a la esponja
de colageno control (no tratada) (azul).

Las FIG. 10A, 10B y 10C son imagenes de ensayos de MTT de cortes histolégicos de esponja de colageno con GAG
unido sembrada en condrocitos de acuerdo con un ejemplo de referencia. Las FIG. 10A y 10B son imagenes a
pequeno y gran aumento de una esponja de colageno con GAG unido tratada con MTT sembrada con condrocitos.
Las células viables se tifien de purpura y la presencia de una matriz recién sintetizada se ve alrededor de las células
como una delgada capa fibrinosa. La FIG. 10C es una imagen de gran aumento de la esponja de colageno con GAG
unido sembrada en condrocitos que muestra la apariencia de una matriz recién sintetizada.

Las FIG. 11A y 11B son cortes histolégicos de esponja de celulosa con GAG unido. Se implantaron muestras
seleccionadas de esponja de colageno con GAG unido por via subcutanea en ratas. Los explantes se recuperaron 4
semanas después y los cortes se tifieron con PAS-azul alcian (FIG. 11A) o hematoxilina y eosina (H&E; La FIG.
11B). Como puede observarse en la FIG. 11A, el GAG permanece unido a la matriz de celulosa incluso después de
4 semanas, como lo demuestra la tincion azul. La ausencia de inflamacion abierta y activa y la aparicion de nuevas
matrices y vasos sanguineos entre las cadenas de colageno de los tejidos (FIG. 11B) indican una respuesta
biocompatible del hospedador.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion proporciona procesos de fabricacién de biocimplantes. En términos generales, los bioimplantes
comprenden tejidos biolégicos que estan esterilizados, preferiblemente esterilizados quimicamente, y que tienen
moléculas adjuntas unidas covalentemente (conjugadas) a los mismos. De acuerdo con la presente invencion, la
molécula adjunta es la heparina. Tales bioimplantes tienen ventajas notables sobre los tejidos bioldgicos de la
técnica anterior, tales como la curacién de heridas mejorada, la remodelacién de tejidos, el crecimiento de tejidos y
la regeneracién de tejidos. Ademas, debido a que los aditivos se conjugan con los tejidos bioldgicos, en algunas
realizaciones se liberan a una velocidad que generalmente es menor que la velocidad de difusién del aditivo desde
tejidos biologicos similares en los que los aditivos se perfunden simplemente en los tejidos bioldgicos. Esto es
especialmente ventajoso para los factores de crecimiento y otros aditivos que tienen actividad a concentraciones
muy bajas, pero que se administran de manera ventajosa durante un largo periodo de tiempo. Esto también es
ventajoso para las moléculas pequefias, que al ser de bajo peso molecular, se difunden relativamente rapido fuera
de los tejidos cuando simplemente se perfunden en los mismos. La conjugacién covalente de las moléculas
pequenas al tejido biolégico permite una liberacién mas lenta, mas regulada del aditivo, proporcionando asi una
actividad local efectiva del aditivo durante un periodo de tiempo mas largo. En algunas realizaciones, las moléculas
de aditivo retienen la actividad nativa cuando se conjugan con el tejido biolégico; y en algunas realizaciones, las
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moléculas de aditivo recuperan la actividad nativa cuando se liberan del tejido biolégico. Otras ventajas del
bioimplante de la presente invencion seran evidentes para la persona experta en la materia al considerar la
divulgacion en el presente documento.

Tal como se usa en el presente documento, el término "bioimplante" se refiere a un dispositivo que comprende un
tejido bioldgico que ha sido sometido a una o méas etapas del proceso para que sea susceptible de implantacién. En
general, el bioimplante es un biocimplante esterilizado quimicamente que tiene conjugado al menos un aditivo. En
realizaciones particulares, el bioimplante se esteriliza quimicamente con una carbodiimida soluble en agua, tal como
clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC). En algunas realizaciones, el tejido bioldgico se
reticula con un agente de reticulacion adecuado, tal como una diamina u otro reactivo de reticulacion bifuncional,
opcionalmente en presencia de un agente de acoplamiento y/o un potenciador del acoplamiento. La reticulacion
mediada por carbodiimida se describe en detalle en la patente de los EE. UU. N.? 5.733.339 y en la Solicitud de
Patente de los EE. UU. N.2 US2004253291. En algunas realizaciones particulares, la invencion excluye
especificamente los bioimplantes que comprenden tejido biolégico que han sido tratados con glutaraldehido,
especialmente solucion o vapor de glutaraldehido.

Los bioimplantes de la presente invencion comprenden un tejido biolégico que esta esterilizado, especialmente
esterilizado quimicamente. En particular, la presente invencién proporciona un bioimplante que comprende un tejido
bioldgico que se ha esterilizado con un agente quimico capaz de reducir la poblacién de bacterias y/o esporas en el
tejido bioldgico en al menos 3 log, especialmente al menos aproximadamente 4 log, mas especialmente al menos 5
log, y particularmente al menos aproximadamente 6 log. Los ejemplos de agentes esterilizantes incluyen una
carbodiimida tal como clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetil aminopropil)carbodiimida (EDC). El uso de EDC como agente
esterilizante se describe en detalle por ejemplo, en la patente de los EE. UU. N.25.911.951. En algunas
realizaciones particulares, la invencién excluye especificamente aquellos bioimplantes esterilizados con radiacion .
En otras realizaciones particulares, la invencién excluye tejidos esterilizados Unicamente con radiacién y.

Los bioimplantes de la presente invencion tienen unido covalentemente a ellos al menos una "molécula de aditivo”,
también denominada en el presente documento simplemente como "aditivo". De acuerdo con la presente invencion,
esta al menos una molécula de aditivo es la heparina. La molécula de aditivo es una molécula no endégena que
promueve la cicatrizacion, la remodelacion, el crecimiento o la regeneraciéon de tejidos en el cuerpo receptor. La
molécula de aditivo ejercer esta actividad de cicatrizacién, la remodelacidn, el crecimiento o regeneracion del tejido
en el estado conjugado (es decir, mientras esta unida al bioimplante) o al liberarse en el entorno inmediato del
bioimplante. La molécula de aditivo no es enddégena en el sentido de que esta fuera del cuerpo del receptor del
bioimplante cuando se conjuga con y se convierte en parte de, el bioimplante. Por lo tanto, las moléculas de aditivo
excluyen especificamente los factores de crecimiento y otras moléculas que estan dentro del cuerpo del receptor del
bioimplante en el momento de la implantacién y se unen covalentemente al bioimplante solo de manera incidental y
solo durante o después de la implantacién del bioimplante. Sin embargo, las moléculas de aditivo incluyen
especificamente moléculas del interior del cuerpo del receptor previsto que se aislan, purifican o se tratan de otra
manera para mejorar su concentracién, pureza, actividad o una combinacién de las mismas, antes de ser
conjugadas con el tejido bioldgico fuera del cuerpo del receptor.

Tal como se usa en el presente documento, los términos "conjugado” y "unido" y sus diversas formas lingliisticas,
significan que el aditivo esta unido covalentemente al tejido biolégico, ya sea directa o indirectamente. Una union
covalente directa entre el aditivo y el tejido biolégico es un enlace covalente formado entre una cadena lateral del
tejido bioldgico y una cadena lateral del aditivo. Un enlace covalente indirecto se forma a través de un "enlazador”
intermedio. El enlazador es un resto, que es el resto de una molécula multifuncional (por ejemplo, bifuncional) capaz
de formar enlaces covalentes con cadenas laterales tanto del tejido biol6gico como del aditivo. Asi, un enlace
covalente indirecto entre el aditivo y el tejido biolégico es un enlace covalente que comprende un primer enlace
covalente entre una cadena lateral del aditivo y un grupo reactivo en un resto de enlace y un segundo enlace
covalente entre el resto de enlace y una cadena lateral del tejido biolodgico. Los enlaces covalentes adecuados se
forman como amidas, ésteres, éteres, ureas, carbamatos, carbonatos, anhidridos y otros enlaces covalentes. Los
enlaces covalentes especialmente adecuados son las amidas. Una amida se puede formar directamente entre un
grupo acido de un aditivo y una amina de una proteina o glicosamina del tejido biolégico o entre una amina de un
aditivo y un grupo acido de una proteina en el tejido bioldgico. Se puede formar un enlace covalente indirecto que
comprende, por ejemplo, a través de un conector diacido, un enlazador de aminoacidos o un enlazador de diamina
usando un agente de conjugacion.

En algunos ejemplos de referencia, los aditivos son proteinas, péptidos pequefios, acido ribonucleico (ARN), acido
desoxirribonucleico (ADN), polisacaridos, proteoglucanos, glucosaminoglucanos (GAG)s tal como hialuronano,
sulfato de condroitina, queratin sulfato, dermatan sulfato, heparina o sulfato de heparan o antibiéticos, como se
describe con mayor detalle a continuacion. La fuente de tales aditivos puede ser tejidos biolégicos (especialmente en
el caso de proteinas, péptidos pequefios, ARN y ADN), cultivos celulares (especialmente en el caso de proteinas
recombinantes, péptidos pequefios, ARN, ADN y antibiéticos) o fuentes sintéticas (especialmente en el caso de
ciertos antibidticos y ARN pequero, ADN y péptidos). Los aditivos promueven la cicatrizacion, la remodelacion, el
crecimiento o la regeneracién de tejidos mientras estan unidos al bioimplante (estado conjugado), después de la



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2751911 T3

liberacion del bioimplante o ambos.

En algunos ejemplos de referencia, el bioimplante comprende un aditivo que es una proteina, especialmente un
factor de crecimiento o un proteoglucano. Los factores de crecimiento adecuados que se pueden mencionar incluyen
todos los miembros de la superfamilia del factor de crecimiento transformante (TGF), incluyendo BMP-2, BMP-4,
BMP-7 y BMP-13, etc. Otras proteinas adecuadas incluyen los proteoglucanos, incluidos los proteoglucanos que
tienen asociados glucosaminoglucanos (GAG), tales como hialuronano, sulfato de condroitina, queratin sulfato,
dermatan sulfato, heparina (presente invencion) o sulfato de heparan.

En algunos ejemplos de referencia, la molécula de aditivo es un &cido desoxirribonucleico (ADN), un &cido
ribonucleico (ARN) o un imitador de ADN o ARN. Los &cidos desoxirribonucleicos incluyen genes y fragmentos de
genes, asi como moléculas antisentido capaces de unirse y silenciar y/o regular uno 0 mas genes, como un gen
bacteriano o viral. Los acidos ribonucleicos incluyen ARN pequefios de interferencia (ARNpi) y microARN, asi como
versiones estructuralmente modificadas de ARNpi y microARN, como un gen bacteriano o viral, que son capaces de
silenciar un gen, como un gen bacteriano o viral. EIl ARN y el ADN también incluyen uno o mas plasmidos capaces
de invadir una bacteria y expresar un producto génico que es bacteriostatico o que es letal para la bacteria o un
virus. EI ADN y el ARN también incluyen plasmidos capaces de expresar ARNip o microARN que silencian y/o
regulan uno o mas genes en una bacteria 0 en un virus, una bacteria coinfectante u otro microbio patégeno. En
ejemplos de referencia particulares, los aditivos ADN y ARN se activan in vivo después de que se rompen las
conjugaciones entre el ADN o ARN y el bioimplante, p.ej., por hidrélisis de uno o mas enlaces covalentes entre el
ADN o ARN vy el tejido biolégico. En algunos ejemplos de referencia, el ADN o ARN esta activo mientras esta
conjugado con el tejido bioldgico.

En algunos ejemplos de referencia, la molécula de aditivo es un antibiético. Debido a que los aditivos estan
covalentemente conjugados con los tejidos biolégicos, se liberan al medio ambiente solo tras la escisién del enlace
covalente, p.ej., por hidrélisis. Esto proporciona la liberacion del antibiético a una velocidad que en algunos casos es
mas lenta que la velocidad de liberacion difusiva de una cantidad similar de antibiético libre o antibiético perfundido
en un tejido. Los aditivos antibidticos adecuados incluyen aminoglucésidos, los anfenicoles, las ansamicinas, las f3-
lactamas, las lincosamidas, los macrdlidos, los antibidticos polipéptidos, las tetraciclinas, cicloserina, mupirocina,
tuberina, 2,4-diaminopiridinas, los nitrofuranos, las quinolonas, las sulfonamidas, las sulfonas, clofoctol, hexedina,
metenamina, nitroxolina, taurolidina y xibernol. Los antibi6ticos ejercen su accién de cicatrizacién, remodelacion,
crecimiento o regeneracion de tejidos al interferir con el crecimiento bacteriano en las proximidades del bioimplante
después de que se haya implantado en el cuerpo receptor. En particular, Los antibiéticos ejercen su accion de
cicatrizacion, remodelacion, al ejercer efectos bactericidas o bacteriostaticos sobre las bacterias en la vecindad del
bioimplante. Algunos de estos antibidticos son bactericidas o bacteriostaticos mientras estan conjugados con el
bioimplante. Otros antibi6ticos de este tipo se activan a un estado bactericida o bacteriostatico después de que se
rompen las conjugaciones entre los antibiéticos y el tejido, p.ej. hidrolizando uno o méas enlaces amida, éster, urea o
anhidrido entre los antibiéticos y el bioimplante. Algunas ventajas de usar tejidos biolégicos conjugados con
antibiéticos como bioimplantes incluyen las siguientes: la concentracion local de antibiético puede ser alta, mientras
que la concentracién sistémica permanece baja, localizando asi el efecto antibacteriano del antibiético y reduciendo
la toxicidad sistémica; la liberacion lenta de antibiético del tejido biolégico conserva la actividad antibacteriana
durante un largo periodo de tiempo; efecto nocivo reducido sobre las bacterias comensales no patdgenas,
especialmente en el intestino; y la induccién potencialmente reducida de resistencia a antibidticos en bacterias.

Tejidos bioldgicos

La presente invencion proporciona bioimplantes que comprenden tejidos bioldgicos esterilizados que se han
conjugado una o mas moléculas de aditivo. Los tejidos biol6gicos adecuados son aquellos tejidos susceptibles de
implantacion en un cuerpo hospedador para reparar o reemplazar tejido huésped danado o extirpado o para
promover la cicatrizacién, la remodelacion, el crecimiento o la regeneracién del tejido hospedador. En algunas
realizaciones, el tejido bioldgico es tejido nativo, un tejido procesado en forma nativa, un tejido procesado en forma
no nativa, un composite o un complejo de composite. Los tejidos pueden ser de origen autdégeno, alégeno o
xenogeno. La expresion "tejido nativo" significa que el tejido a partir del cual se prepara el implante ("tejido inicial")
no se procesa antes de conjugar el aditivo al mismo. En particular, el "tejido nativo" no esta desgrasado,
descelularizado o reticulado antes de conjugar el aditivo al mismo. Los tejidos nativos adecuados incluyen hueso,
tendones, ligamentos, dermis, fascia, pericardio y combinaciones de los mismos, tales como combinaciones hueso-
tejido conjuntivo, que incluyen combinaciones hueso-tendén y hueso-ligamento-hueso. La expresion "tejido
procesado en forma nativa" significa que el tejido de partida se somete a una o mas etapas de procesamiento, tales
como descelularizacién, desgrasado o reticulacion antes de la conjugacion del aditivo al tejido, pero por lo demas
permanece sustancialmente en la misma forma que en el tejido nativo. Los tejidos procesados adecuados en forma
nativa incluyen tejido reticulado, fragmentos de hueso triturado descelularizado, coldgeno descelularizado u otro
hueso descelularizado y/o desgrasado, tendones, ligamentos, fascia y combinaciones de los mismos, tales como
combinaciones hueso-tejido conjuntivo, p.ej., combinaciones hueso-tendén o hueso-ligamento-hueso. La expresion
"tejido procesado en forma no nativa" significa tejido que ha sido procesado de tal manera que el tejido ya no esta en
su forma nativa, p.ej., mediante solubilizacion, reconstitucion o algin otro proceso que cambia su forma de su forma
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nativa. Los tejidos procesados adecuados en forma no nativa incluyen colageno solubilizado o purificado de tejido
conjuntivo, gelatina de mamiferos o peces o hueso desmineralizado. Un "composite" es una combinacién de dos o
mas miembros del grupo de tejidos nativos, tejidos procesados en forma nativa y tejidos procesados en forma no
nativa. Composites adecuados incluyen combinaciones de tejidos nativos, tejidos procesados en forma nativa y/o
tejidos procesados en forma no nativa, tales como pericardio, con gelatina, hueso con gelatina, colageno purificado
con gelatina o hueso desmineralizado con colageno solubilizado o purificado. Un "composite complejo" es una
combinacién de uno o mas tejidos nativos, tejidos procesados en forma nativa, tejidos procesados en forma no
nativa y composites con un material biocompatible, como un material sintético o un material biocompatible que no es
de mamifero (por ejemplo, crustaceos o derivados de plantas). EI composite complejo adecuado comprende tejido
nativo, tejido procesado en forma nativa, tejido procesado en forma no nativa o un composite de tejido nativo, tejido
procesado en forma nativa y/o tejido procesado en forma no nativa con un material biocompatible tal como un
hidrogel, un alginato y/o quitosano.

El tejido puede descelularizarse mediante un método reconocido en la técnica, como el tratamiento con tripsina o
dodecilsulfato de sodio (SDS). Rieder et al., "Decellularization protocols of porcine heart valves differ importantly in
efficiency of cell removal and susceptibility of the matrix to recellularization with human vascular cells", J. Thorac.
Cardiovasc. Surg., 127, 399-405 (2004); Kasimir et al., "Comparison of different decellularization procedures of
porcine heart valves", Int. J. Artif. Organs, 26(5), 421-427 (2003). En algunas realizaciones, el tratamiento con SDS
deja algunas células en el armazén. Reider et al.,, 2003. En algunas realizaciones, tales células residuales o
fragmentos de células pueden no ser perjudiciales, ya que se esperaria que la reticulacién y/o la esterilizacion
neutralizaran tales estructuras residuales. En cualquier caso, si el tratamiento con tripsina y/o SDS no produce un
material de partida adecuado, la descelularizacién se puede efectuar con otro método de descelularizacién conocido,
tal como el tratamiento con una combinacion de terc-octilfenilpolioxietileno y desoxicolato de sodio (Rieder et al.,
2003 ) o un detergente no ionico, tal como Triton-X 100 (Kasimir, 2003). El experto en la materia reconocera que
pueden emplearse otros métodos de descelularizacién y, por lo tanto, estan dentro del alcance de la presente
invencion.

El tejido 6seo, como el hueso solido y los fragmentos déseos, se pueden desmineralizar mediante un método
reconocido en la técnica. Tal desmineralizacion puede realizarse conjuntamente con, o independientemente de, la
descelularizacién como se describié anteriormente. Dicha desmineralizacion puede ser parcial o completa. La
desmineralizacion parcial a menudo se usa para modificar los injertos de hueso cortical para mejorar sus
propiedades osteoinductoras. Danilchenko et al.,, "X-ray diffraction studies of bone apatite under acid
demineralization", Cryst. Res. Technol., 39(1), 71-77 (2004). El tejido 6seo también puede desmineralizarse
mediante el tratamiento con un &cido débil, tal como &cido acético. La desmineralizacion elimina el contenido mineral
(como el carbonato de calcio) del hueso, dejando agentes osteoinductores intactos en la matriz ésea
desmineralizada. Laurencin, "Bone Graft Substitute Materials”, eMedicine (disponible solo a través de Internet),
http://www.emedicine.com/orthop/topic611.htm, actualizado el 15 de marzo de 2005. Se ha demostrado que la matriz
6sea desmineralizada induce la formacién de hueso nuevo in vivo. Salih et al., "Natural variation in the extent of
phosphorylation of bone phosphoproteins as a function of in vivo new bone formation induced by demineralized bone
matrix in soft tissue and bony environments", Biochemical Journal, 364, 465-474 (2002), entrada
athttp://www.biochemj.org/364/0465/bj3640465.htm. Asi, el tejido 6seo, como el hueso entero o los fragmentos
Oseos, pueden desmineralizarse en presencia de una solucion de acido débil, como HCI 0,05 a 0,5 M u otro acido
mineral, o en presencia de un acido débil como el &cido acético. El hueso resultante parcialmente desmineralizado o
la matriz 6sea completamente desmineralizada (DBM) puede conjugarse con una molécula de aditivo y esterilizarse
y reticularse opcionalmente como se describe con mas detalle a continuacion.

Bioimplantes

La invencion proporciona un bioimplante que comprende un tejido biolégico esterilizado quimicamente y al menos un
aditivo, en el que el aditivo se conjuga covalentemente al tejido biolégico. En algunas realizaciones, el bioimplante se
esteriliza quimicamente con una carbodiimida soluble en agua, tal como EDC. En algunas realizaciones, la
esterilizacion se lleva a cabo en presencia de un potenciador de la penetracién, especialmente un potenciador de la
penetracion soluble en agua que tiene de 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono y al menos un grupo polar. En
realizaciones preferidas, el potenciador de la penetracion es un alcohol, tal como un alcanol C1-Ce, especialmente un
alcanol C2-Cs4, y lo mas particularmente isopropanol. Otros alcoholes que se pueden mencionar en este sentido
incluyen metanol, etanol, n-propanol, n-butanol, i-butanol, t-butanol, y s-butanol, asi como n-pentanol, n-hexanol,
ciclopropanol, ciclobutanol, ciclopentanol y ciclohexanol. En algunas realizaciones, el tejido bioldgico esterilizado
quimicamente también se reticula con una carbodiimida, en presencia de un agente de reticulacién divalente y/o un
potenciador del acoplamiento, tal como N-hidroxisuccinimida (NHS) o N-hidroxi-2-sulfosuccinimida (Sulfo-NHS).

El tejido biolégico utilizado en los bioimplantes puede comprender tejido nativo, tejido procesado en forma nativa,
tejido procesado en forma no nativa, un composite o un complejo de composite. En realizaciones preferidas, el tejido
bioldgico es un tejido nativo, un tejido procesado en forma no nativa o un composite. En realizaciones particulares, el
tejido bioldgico es un tejido nativo, que comprende hueso, tendones, ligamentos, dermis, fascia, pericardio o
combinaciones de los mismos, incluyendo combinaciones de hueso-tejido conjuntivo, tales como combinaciones
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hueso-tend6n y combinaciones hueso-ligamento-hueso. En otras realizaciones, el tejido biolégico es un tejido
procesado en forma nativa, que comprende tejido reticulado, fragmentos de hueso triturado descelularizado,
colageno descelularizado u otro hueso descelularizado y/o desgrasado, tendones, ligamentos, fascia y
combinaciones de hueso-tejido conjuntivo, tales como combinaciones de hueso-ligamento-hueso o hueso-tendon.
En otras realizaciones, el tejido biolégico es tejido procesado en forma no nativa, que comprende colageno
solubilizado o purificado de tejido conjuntivo, gelatina de mamiferos o peces o hueso desmineralizado. En otras
realizaciones adicionales, dicho tejido comprende un material composite, que comprende combinaciones de tejidos
nativos, tejidos procesados en forma nativa y/o tejidos procesados en forma no nativa, tales como pericardio con
gelatina, hueso con gelatina, colageno purificado con gelatina o hueso desmineralizado, con colageno solubilizado o
purificado. En otras realizaciones adicionales, el tejido biolégico es un tejido composite complejo, que comprende
tejido nativo, tejido procesado en forma nativa, tejido procesado en forma no nativa o un composite de tejido nativo,
tejido procesado en forma nativa y/o tejido procesado en forma no nativa con un material biocompatible tal como un
hidrogel, un alginato y/o quitosano. En realizaciones preferidas, la invencién proporciona un bioimplante, en el que el
tejido biolégico comprende colageno, colageno purificado o colageno solubilizado.

En algunos ejemplos de referencia, el aditivo es una proteina, un péptido pequefio, un acido ribonucleico, un acido
desoxirribonucleico, un polisacarido, glucosaminoglucano (GAG), glucosaminoglucano (GAG) o un antibiético. En
realizaciones particulares, el aditivo comprende: (1) uno o mas proteoglucanos, glucosaminoglucanos, factores de
crecimiento, que incluyen cualquier miembro de la superfamilia del factor de crecimiento transformante (TGF) y
proteoglucanos; (3) un &acido desoxirribonucleico; (4) acido ribonucleico, tal como un ARN pequefio de interferencia o
microARN; (3) un antibiético seleccionado de aminoglucésidos, los anfenicoles, las ansamicinas, las B-lactamas, las
lincosamidas, los macrélidos, los antibiéticos polipéptidos, las tetraciclinas, cicloserina, mupirocina, tuberina, 2,4-
diaminopiridinas, los nitrofuranos, las quinolonas, las sulfonamidas, las sulfonas, clofoctol, hexedina, metenamina,
nitroxolina, taurolidina y xibernol. En realizaciones particulares, la invencion proporciona un biocimplante, en el que el
aditivo comprende: (1) uno o mas proteoglucanos o glucosaminoglucanos, (2) una o mas proteinas, tales como: (a)
cualquier miembro de la superfamilia del factor de crecimiento transformante (TGF), tales como BMP-2, BMP-4 y
BMP-7, el factor de crecimiento transformante B (TGF-B); (b) factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF);
(c) factor de crecimiento de fibroblastos (FGF); (d) factores de crecimiento similares a la insulina (IGF); (e) factores
de crecimiento derivados del cartilago (CDGF); (3) un &cido desoxirribonucleico seleccionado de genes, fragmentos
de genes y ADN antisentido; (4) acido ribonucleico tal como un ARN pequefio de interferencia (ARNpi) o un
microARN; o (5) un antibiético, tales como uno o mas aminoglucosidos, anfenicoles, ansamicinas, B-lactamas,
lincosamidas, macroélidos, antibidticos polipéptidos, tetraciclinas, cicloserina, mupirocina, tuberina, 2,4-
diaminopiridinas, nitrofuranos, quinolonas, sulfonamidas, sulfonas, clofoctol, hexedina, metenamina, nitroxolina,
taurolidina y xibernol. En las realizaciones particularmente preferidas, el bioimplante esta en forma de una sutura,
una lamina, una valvula implantable, una esponja implantable o una pasta implantable.

En realizaciones preferidas de la invencion, el aditivo retiene al menos algo de su actividad nativa cuando se conjuga
con el tejido biolégico. En otras realizaciones preferidas, el aditivo se libera en condiciones in vivo o in vitro
disefiadas para imitar las condiciones in vivo. En dichas realizaciones preferidas, el aditivo liberado tiene al menos
algo de su actividad nativa. Tal como se usa en el presente documento, la expresion "al menos algo de" significa al
menos aproximadamente 5 %. Asi, en realizaciones de la invencion, el aditivo conjugado tiene al menos el 5 %, al
menos el 10 %, al menos el 15 %, al menos el 20 %, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos el 50 %, al
menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, en particular aproximadamente del 5 a aproximadamente el
100 %, de aproximadamente el 10 a aproximadamente el 95 %, de aproximadamente el 15 a aproximadamente el
90 %, o de aproximadamente el 20 a aproximadamente el 80 % de su actividad nativa, ya sea unido al tejido
bioldgico o cuando se libera del tejido bioldgico en el tejido circundante in vivo o en un entorno in vitro disefiado para
simular el entorno in vivo. Como se usa en el presente documento, la expresion "actividad nativa" significa la
actividad que posee el aditivo antes de ser conjugado con el tejido biolégico. En general, la actividad nativa se
ensaya en condiciones in vivo o en condiciones in vitro disefiadas para simular las condiciones in vivo.

Proceso general

En algunas realizaciones, el bioimplante se esteriliza quimicamente con una carbodiimida soluble en agua, tal como
EDC. En algunas realizaciones, la esterilizacion se lleva a cabo en presencia de un potenciador de la penetracion,
especialmente un potenciador de la penetracidn soluble en agua que tiene de 1 a aproximadamente 6 atomos de
carbono y al menos un grupo polar. En realizaciones preferidas, el potenciador de la penetracion es un alcohol, tal
como un alcanol Ci -Cs, especialmente un alcanol C2-C4, y lo més particularmente isopropanol. Otros alcoholes que
se pueden mencionar en este sentido incluyen metanol, etanol, n-propanol, n-butanol, i-butanol, t-butanol, y s-
butanol, asi como n-pentanol, n-hexanol, ciclopropanol, ciclobutanol, ciclopentanol y ciclohexanol. En algunas
realizaciones, el tejido biolégico esterilizado quimicamente también se reticula con una carbodiimida, opcionalmente
en presencia de un agente de reticulacion divalente y/o un potenciador del acoplamiento, tal como N-
hidroxisuccinimida (NHS) o N-hidroxi-2-sulfosuccinimida (Sulfo-NHS).

El tejido bioldgico puede comprender tejido nativo, tejido procesado en forma nativa, tejido procesado en forma no
nativa, un composite o un complejo de composite. En realizaciones particulares, el tejido biolégico es un tejido
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nativo, que comprende hueso, tendones, ligamentos, dermis, fascia, pericardio o combinaciones de los mismos,
incluyendo combinaciones de hueso-tejido conjuntivo, tales como combinaciones hueso-tenddn y combinaciones
hueso-ligamento-hueso. En otras realizaciones, el tejido biolégico es un tejido procesado en forma nativa, que
comprende tejido reticulado, fragmentos de hueso triturado descelularizado, colageno descelularizado u otro hueso
descelularizado y/o desgrasado, tendones, ligamentos, fascia y combinaciones de hueso-tejido conjuntivo, tales
como combinaciones de hueso-ligamento-hueso o hueso-tendén. En otras realizaciones, el tejido bioldgico es tejido
procesado en forma no nativa, que comprende colageno solubilizado o purificado de tejido conjuntivo, gelatina de
mamiferos o peces o hueso desmineralizado. En otras realizaciones adicionales, dicho tejido comprende un material
composite, que comprende combinaciones de tejidos nativos, tejidos procesados en forma nativa y/o tejidos
procesados en forma no nativa, tales como pericardio con gelatina, hueso con gelatina, colageno purificado con
gelatina o hueso desmineralizado, con colageno solubilizado o purificado. En otras realizaciones adicionales, el
tejido biolégico es un tejido composite complejo, que comprende tejido nativo, tejido procesado en forma nativa,
tejido procesado en forma no nativa o un composite de tejido nativo, tejido procesado en forma nativa y/o tejido
procesado en forma no nativa con un material biocompatible tal como un hidrogel, un alginato y/o quitosano. En
realizaciones preferidas, el tejido biolégico comprende colageno, colageno purificado o colageno solubilizado.

En algunos ejemplos de referencia, el aditivo es una proteina, un péptido pequefio, un acido ribonucleico, un acido
desoxirribonucleico, un polisacéarido, glucosaminoglucano (GAG) o un antibidtico. En ejemplos de referencia
particulares, el aditivo comprende: (1) uno o mas proteoglucanos, glucosaminoglucanos, factores de crecimiento,
que incluyen cualquier miembro de la superfamilia del factor de crecimiento transformante (TGF) y proteoglucanos;
(3) un acido desoxirribonucleico; (4) acido ribonucleico, tal como un ARN pequenio de interferencia o microARN; (3)
un antibiético seleccionado de aminoglucésidos, los anfenicoles, las ansamicinas, las B-lactamas, las lincosamidas,
los macrdlidos, los antibiéticos polipéptidos, las tetraciclinas, cicloserina, mupirocina, tuberina, 2,4-diaminopiridinas,
los nitrofuranos, las quinolonas, las sulfonamidas, las sulfonas, clofoctol, hexedina, metenamina, nitroxolina,
taurolidina y xibernol. En ejemplos de referencia particulares, la invencion proporciona un bioimplante, en el que el
aditivo comprende: (1) uno o mas proteoglucanos o glucosaminoglucanos, (2) una o mas proteinas, tales como: (a)
cualquier miembro de la superfamilia del factor de crecimiento transformante (TGF), tales como BMP-2, BMP-4 y
BMP-7, el factor de crecimiento transformante B (TGF-B); (b) factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF);
(c) factor de crecimiento de fibroblastos (FGF); (d) factores de crecimiento similares a la insulina (IGF); (e) factores
de crecimiento derivados del cartilago (CDGF); (3) un &cido desoxirribonucleico seleccionado de genes, fragmentos
de genes y ADN antisentido; (4) acido ribonucleico tal como un ARN pequefio de interferencia (ARNpi) o un
microARN; o (5) un antibiético, tales como uno o mas aminoglucosidos, anfenicoles, ansamicinas, B-lactamas,
lincosamidas, macroélidos, antibidticos polipéptidos, tetraciclinas, cicloserina, mupirocina, tuberina, 2,4-
diaminopiridinas, nitrofuranos, quinolonas, sulfonamidas, sulfonas, clofoctol, hexedina, metenamina, nitroxolina,
taurolidina y xibernol. En las realizaciones particularmente preferidas, el bioimplante esta en forma de una sutura,
una lamina, una valvula implantable, una esponja implantable o una pasta implantable. En algunas realizaciones, el
proceso comprende ademas conformar o formar el tejido bioldgico en forma de una sutura, una lamina, una valvula
implantable, una esponja implantable o una pasta implantable.

En realizaciones preferidas de la invencion, el aditivo retiene al menos algo de su actividad nativa cuando se conjuga
con el tejido biolégico. En otras realizaciones preferidas, el aditivo se libera en condiciones in vivo o in vitro
disefiadas para imitar las condiciones in vivo. En dichas realizaciones preferidas, el aditivo liberado tiene al menos
algo de su actividad nativa. En algunas realizaciones del presente proceso, el aditivo conjugado tiene al menos el
5 %, al menos el 10 %, al menos el 15 %, al menos el 20 %, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos el 50 %,
al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, en particular aproximadamente del 5 a aproximadamente el
100 %, de aproximadamente el 10 a aproximadamente el 95 %, de aproximadamente el 15 a aproximadamente el
90 %, o de aproximadamente el 20 a aproximadamente el 80 % de su actividad nativa, ya sea unido al tejido
bioldgico o cuando se libera del tejido biolégico en el tejido circundante in vivo o en un entorno in vitro disefiado para
simular el entorno in vivo.

Liofilizacién - Variante 1: Adicién del aditivo antes de la congelacién

En algunas realizaciones, el aditivo (heparina) se afade antes de la congelaciéon. En algunas realizaciones, el
bioimplante se esteriliza quimicamente con una carbodiimida soluble en agua, tal como EDC. En algunas
realizaciones, la esterilizacion se lleva a cabo en presencia de un potenciador de la penetracion, especialmente un
potenciador de la penetracion soluble en agua que tiene de 1 a aproximadamente 6 a&tomos de carbono y al menos
un grupo polar. En realizaciones preferidas, el potenciador de la penetracion es un alcohol, tal como un alcanol Cs-
Cs, especialmente un alcanol C2-Cg4, y lo mas particularmente isopropanol. Otros alcoholes que se pueden mencionar
en este sentido incluyen metanol, etanol, n-propanol, n-butanol, i-butanol, t-butanol, y s-butanol, asi como n-
pentanol, n-hexanol, ciclopropanol, ciclobutanol, ciclopentanol y ciclohexanol. El tejido biolégico esterilizado
quimicamente también se reticula con una carbodiimida, opcionalmente en presencia de un agente de reticulacion
divalente y/o un potenciador del acoplamiento, tal como N-hidroxisuccinimida (NHS) o N-hidroxi-2-sulfosuccinimida
(Sulfo-NHS).

El tejido bioldgico puede comprender tejido nativo, tejido procesado en forma nativa, tejido procesado en forma no
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nativa, un composite o un complejo de composite. En realizaciones preferidas, el tejido biolégico es un tejido nativo o
un composite. En realizaciones particulares, el tejido bioldgico es un tejido nativo, que comprende hueso, tendones,
ligamentos, dermis, fascia, pericardio o combinaciones de los mismos, incluyendo combinaciones de hueso-tejido
conjuntivo, tales como combinaciones hueso-tend6n y combinaciones hueso-ligamento-hueso. En otras
realizaciones, dicho tejido comprende un material composite, que comprende combinaciones de tejidos nativos,
tejidos procesados en forma nativa y/o tejidos procesados en forma no nativa, tales como pericardio con gelatina,
hueso con gelatina, colageno purificado con gelatina o hueso desmineralizado, con colageno solubilizado o
purificado. En algunas realizaciones preferidas, la invencién proporciona un bioimplante, en el que el tejido biolégico
comprende colageno, colageno purificado o colageno solubilizado.

En algunos ejemplos de referencia, el aditivo es una proteina, un péptido pequefio, un acido ribonucleico, un acido
desoxirribonucleico, un polisacéarido, glucosaminoglucano (GAG) o un antibidtico. En ejemplos de referencia
particulares, el aditivo comprende: (1) uno o mas proteoglucanos, glucosaminoglucanos, factores de crecimiento,
que incluyen cualquier miembro de la superfamilia del factor de crecimiento transformante (TGF) y proteoglucanos;
(3) un acido desoxirribonucleico; (4) acido ribonucleico, tal como un ARN pequefio de interferencia o microARN; (3)
un antibiético seleccionado de aminoglucésidos, los anfenicoles, las ansamicinas, las B-lactamas, las lincosamidas,
los macrdlidos, los antibiéticos polipéptidos, las tetraciclinas, cicloserina, mupirocina, tuberina, 2,4-diaminopiridinas,
los nitrofuranos, las quinolonas, las sulfonamidas, las sulfonas, clofoctol, hexedina, metenamina, nitroxolina,
taurolidina y xibernol. En particular un ejemplo de referencia proporciona un biocimplante, en el que el aditivo
comprende: (1) uno o mas proteoglucanos o glucosaminoglucanos, (2) una o mas proteinas, tales como: (a)
cualquier miembro de la superfamilia del factor de crecimiento transformante (TGF), tales como BMP-2, BMP-4 y
BMP-7, el factor de crecimiento transformante B (TGF-B); (b) factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF);
(c) factor de crecimiento de fibroblastos (FGF); (d) factores de crecimiento similares a la insulina (IGF); (e) factores
de crecimiento derivados del cartilago (CDGF); (3) un acido desoxirribonucleico seleccionado de genes, fragmentos
de genes y ADN antisentido; (4) acido ribonucleico tal como un ARN pequefio de interferencia (ARNpi) o un
microARN; o (5) un antibiético, tales como uno o mas aminoglucosidos, anfenicoles, ansamicinas, B-lactamas,
lincosamidas, macroélidos, antibidticos polipéptidos, tetraciclinas, cicloserina, mupirocina, tuberina, 2,4-
diaminopiridinas, nitrofuranos, quinolonas, sulfonamidas, sulfonas, clofoctol, hexedina, metenamina, nitroxolina,
taurolidina y xibernol.

En las realizaciones particularmente preferidas, el bioimplante estd en forma de una sutura, una lamina, una valvula
implantable, una esponja implantable o una pasta implantable. En algunas realizaciones, el proceso comprende
ademas conformar o formar el tejido biolégico en forma de una sutura, una lamina, una valvula implantable, una
esponja implantable o una pasta implantable.

En realizaciones preferidas de la invencion, el aditivo retiene al menos algo de su actividad nativa cuando se conjuga
con el tejido biolégico. En otras realizaciones preferidas, el aditivo se libera en condiciones in vivo o in vitro
disefiadas para imitar las condiciones in vivo. En dichas realizaciones preferidas, el aditivo liberado tiene al menos
algo de su actividad nativa. En algunas realizaciones de la invencion, el aditivo conjugado tiene al menos el 5 %, al
menos el 10 %, al menos el 15 %, al menos el 20 %, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos el 50 %, al
menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, en particular aproximadamente del 5 a aproximadamente el
100 %, de aproximadamente el 10 a aproximadamente el 95 %, de aproximadamente el 15 a aproximadamente el
90 %, o de aproximadamente el 20 a aproximadamente el 80 % de su actividad nativa, ya sea unido al tejido
bioldgico o cuando se libera del tejido bioldgico en el tejido circundante in vivo o en un entorno in vitro disefiado para
simular el entorno in vivo.

Liofilizacién - Variante 2: Adicién del aditivo con agente esterilizante

En algunas realizaciones, el aditivo (heparina) se anade con agente esterilizante (después de la
congelacién/liofilizacion). En algunas realizaciones, el bioimplante se esteriliza quimicamente con una carbodiimida
soluble en agua, tal como EDC. En algunas realizaciones, la esterilizacién se lleva a cabo en presencia de un
potenciador de la penetracion, especialmente un potenciador de la penetracién soluble en agua que tiene de 1 a
aproximadamente 6 atomos de carbono y al menos un grupo polar. En realizaciones preferidas, el potenciador de la
penetracion es un alcohol, tal como un alcanol C1-Cs, especialmente un alcanol C2-Cs, y lo més particularmente
isopropanol. Otros alcoholes que se pueden mencionar en este sentido incluyen metanol, etanol, n-propanol, n-
butanol, i-butanol, t-butanol, y s-butanol, asi como n-pentanol, n-hexanol, ciclopropanol, ciclobutanol, ciclopentanol y
ciclohexanol. En algunas realizaciones, el tejido biologico esterilizado quimicamente también se reticula con una
carbodiimida, opcionalmente en presencia de un agente de reticulacion divalente y/o un potenciador del
acoplamiento, tal como N-hidroxisuccinimida (NHS) o N-hidroxi-2-sulfosuccinimida (Sulfo-NHS).

El tejido bioldgico puede comprender tejido nativo, tejido procesado en forma nativa, tejido procesado en forma no
nativa, un composite o un complejo de composite. En realizaciones preferidas, el tejido biolégico es un tejido
procesado en forma nativa o un composite complejo. En algunas realizaciones, el tejido biolégico es un tejido
procesado en forma nativa, que comprende tejido reticulado, fragmentos de hueso triturado descelularizado,
colageno descelularizado u otro hueso descelularizado y/o desgrasado, tendones, ligamentos, fascia y
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combinaciones de hueso-tejido conjuntivo, tales como combinaciones de hueso-ligamento-hueso o hueso-tendon.
En otras realizaciones, el tejido biolégico es un tejido composite complejo, que comprende tejido nativo, tejido
procesado en forma nativa, tejido procesado en forma no nativa o un composite de tejido nativo, tejido procesado en
forma nativa y/o tejido procesado en forma no nativa con un material biocompatible tal como un hidrogel, un alginato
y/o quitosano. En realizaciones preferidas, la invencién proporciona un bioimplante, en el que el tejido bioldgico
comprende colageno, colageno purificado o colageno solubilizado.

En algunos ejemplos de referencia, el aditivo es una proteina, un péptido pequefio, un acido ribonucleico, un acido
desoxirribonucleico, un polisacarido, glucosaminoglucano (GAG) o un antibidtico. En ejemplos de referencia
particulares, el aditivo comprende: (1) uno o mas proteoglucanos, glucosaminoglucanos, factores de crecimiento,
que incluyen cualquier miembro de la superfamilia del factor de crecimiento transformante (TGF) y proteoglucanos;
(3) un acido desoxirribonucleico; (4) acido ribonucleico, tal como un ARN pequenio de interferencia o microARN; (3)
un antibiético seleccionado de aminoglucésidos, los anfenicoles, las ansamicinas, las B-lactamas, las lincosamidas,
los macrdlidos, los antibidticos polipéptidos, las tetraciclinas, cicloserina, mupirocina, tuberina, 2,4-diaminopiridinas,
los nitrofuranos, las quinolonas, las sulfonamidas, las sulfonas, clofoctol, hexedina, metenamina, nitroxolina,
taurolidina y xibernol. En ejemplos de referencia particulares, la invencion proporciona un bioimplante, en el que el
aditivo comprende: (1) uno o mas proteoglucanos o glucosaminoglucanos, (2) una o mas proteinas, tales como: (a)
cualquier miembro de la superfamilia del factor de crecimiento transformante (TGF), tales como BMP-2, BMP-4 y
BMP-7, el factor de crecimiento transformante B (TGF-B); (b) factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF);
(c) factor de crecimiento de fibroblastos (FGF); (d) factores de crecimiento similares a la insulina (IGF); (e) factores
de crecimiento derivados del cartilago (CDGF); (3) un &cido desoxirribonucleico seleccionado de genes, fragmentos
de genes y ADN antisentido; (4) acido ribonucleico tal como un ARN pequefio de interferencia (ARNpi) o un
microARN; o (5) un antibiético, tales como uno o mas aminoglucosidos, anfenicoles, ansamicinas, B-lactamas,
lincosamidas, macroélidos, antibidticos polipéptidos, tetraciclinas, cicloserina, mupirocina, tuberina, 2,4-
diaminopiridinas, nitrofuranos, quinolonas, sulfonamidas, sulfonas, clofoctol, hexedina, metenamina, nitroxolina,
taurolidina y xibernol. En las realizaciones particularmente preferidas, el bioimplante esta en forma de una sutura,
una lamina, una vélvula implantable, una esponja implantable o una pasta implantable. En algunas realizaciones, el
proceso comprende ademas conformar o formar el tejido bioldégico en forma de una sutura, una lamina, una valvula
implantable, una esponja implantable o una pasta implantable. En realizaciones preferidas de la invencidn, el aditivo
retiene al menos algo de su actividad nativa cuando se conjuga con el tejido bioldgico. En otras realizaciones
preferidas, el aditivo se libera en condiciones in vivo o in vitro disefiadas para imitar las condiciones in vivo. En
dichas realizaciones preferidas, el aditivo liberado tiene al menos algo de su actividad nativa. En algunas
realizaciones de la invencidn, el aditivo conjugado tiene al menos el 5 %, al menos el 10 %, al menos el 15 %, al
menos el 20 %, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al
menos el 80 %, en particular aproximadamente del 5 a aproximadamente el 100 %, de aproximadamente el 10 a
aproximadamente el 95 %, de aproximadamente el 15 a aproximadamente el 90 %, o de aproximadamente el 20 a
aproximadamente el 80 % de su actividad nativa, ya sea unido al tejido biol6gico o cuando se libera del tejido
bioldgico en el tejido circundante in vivo o en un entorno in vitro disefiado para simular el entorno in vivo.

Proceso usando tejido biolégico reticulado

En algunas realizaciones, se usa un tejido biolégico reticulado, y el proceso comprende ademas poner en contacto
un tejido inicial con un agente reticulante para reticular al menos parcialmente el tejido inicial para producir un tejido
reticulado. En algunas realizaciones, el bioimplante se esteriliza quimicamente con una carbodiimida soluble en
agua, tal como EDC. En algunas realizaciones, la esterilizacién se lleva a cabo en presencia de un potenciador de la
penetracion, especialmente un potenciador de la penetracion soluble en agua que tiene de 1 a aproximadamente 6
atomos de carbono y al menos un grupo polar. En realizaciones preferidas, el potenciador de la penetracion es un
alcohol, tal como un alcanol Ci-Ce, especialmente un alcanol C2-C4, y lo méas particularmente isopropanol. Otros
alcoholes que se pueden mencionar en este sentido incluyen metanol, etanol, n-propanol, n-butanol, i-butanol, t-
butanol, y s-butanol, asi como n-pentanol, n-hexanol, ciclopropanol, ciclobutanol, ciclopentanol y ciclohexanol. En
algunas realizaciones, el tejido biolégico esterilizado quimicamente también se reticula con una carbodiimida,
opcionalmente en presencia de un agente de reticulacion divalente y/o un potenciador del acoplamiento, tal como N-
hidroxisuccinimida (NHS) o N-hidroxi-2-sulfosuccinimida (Sulfo-NHS).

El tejido bioldgico puede comprender tejido nativo, tejido procesado en forma nativa, tejido procesado en forma no
nativa, un composite o un complejo de composite. En realizaciones preferidas, el tejido bioldgico comprende tejido
nativo, o tejido procesado en forma nativa. En realizaciones particulares, el tejido biol6gico es un tejido nativo, que
comprende hueso, tendones, ligamentos, dermis, fascia, pericardio 0 combinaciones de los mismos, incluyendo
combinaciones de hueso-tejido conjuntivo, tales como combinaciones hueso-tendén y combinaciones hueso-
ligamento-hueso. En otras realizaciones, el tejido bioldgico es un tejido procesado en forma nativa, que comprende
tejido reticulado, fragmentos de hueso ftriturado descelularizado, colageno descelularizado u otro hueso
descelularizado y/o desgrasado, tendones, ligamentos, fascia y combinaciones de hueso-tejido conjuntivo, tales
como combinaciones de hueso-ligamento-hueso o hueso-tendon.

En algunos ejemplos de referencia, el aditivo es una proteina, un péptido pequefio, un acido ribonucleico, un acido
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desoxirribonucleico, un polisacéarido, glucosaminoglucano (GAG) o un antibidtico. En ejemplos de referencia
particulares, el aditivo comprende: (1) uno o mas proteoglucanos, glucosaminoglucanos, factores de crecimiento,
que incluyen cualquier miembro de la superfamilia del factor de crecimiento transformante (TGF) y proteoglucanos;
(3) un &cido desoxirribonucleico; (4) acido ribonucleico, tal como un ARN pequerio de interferencia o microARN; (3)
un antibiético seleccionado de aminoglucésidos, los anfenicoles, las ansamicinas, las B-lactamas, las lincosamidas,
los macrdlidos, los antibiéticos polipéptidos, las tetraciclinas, cicloserina, mupirocina, tuberina, 2,4-diaminopiridinas,
los nitrofuranos, las quinolonas, las sulfonamidas, las sulfonas, clofoctol, hexedina, metenamina, nitroxolina,
taurolidina y xibernol. En ejemplos de referencia particulares, la invencion proporciona un bioimplante, en el que el
aditivo comprende: (1) uno o mas proteoglucanos o glucosaminoglucanos, (2) una o mas proteinas, tales como: (a)
cualquier miembro de la superfamilia del factor de crecimiento transformante (TGF), tales como BMP-2, BMP-4 y
BMP-7, el factor de crecimiento transformante B (TGF-B); (b) factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF);
(c) factor de crecimiento de fibroblastos (FGF); (d) factores de crecimiento similares a la insulina (IGF); (e) factores
de crecimiento derivados del cartilago (CDGF); (3) un acido desoxirribonucleico seleccionado de genes, fragmentos
de genes y ADN antisentido; (4) acido ribonucleico tal como un ARN pequefio de interferencia (ARNpi) o un
microARN; o (5) un antibiético, tales como uno o mas aminoglucosidos, anfenicoles, ansamicinas, B-lactamas,
lincosamidas, macroélidos, antibidticos polipéptidos, tetraciclinas, cicloserina, mupirocina, tuberina, 2,4-
diaminopiridinas, nitrofuranos, quinolonas, sulfonamidas, sulfonas, clofoctol, hexedina, metenamina, nitroxolina,
taurolidina y xibernol. En las realizaciones particularmente preferidas, el bioimplante estd en forma de una sutura,
una lamina, una valvula implantable, una esponja implantable o una pasta implantable. En algunas realizaciones, el
proceso comprende ademas conformar o formar el tejido biolégico en forma de una sutura, una lamina, una valvula
implantable, una esponja implantable o una pasta implantable.

En realizaciones preferidas de la invencion, el aditivo retiene al menos algo de su actividad nativa cuando se conjuga
con el tejido biolégico. En otras realizaciones preferidas, el aditivo se libera en condiciones in vivo o in vitro
disefiadas para imitar las condiciones in vivo. En dichas realizaciones preferidas, el aditivo liberado tiene al menos
algo de su actividad nativa. En algunas realizaciones de la invencion, el aditivo conjugado tiene al menos el 5 %, al
menos el 10 %, al menos el 15 %, al menos el 20 %, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos el 50 %, al
menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, en particular aproximadamente del 5 a aproximadamente el
100 %, de aproximadamente el 10 a aproximadamente el 95 %, de aproximadamente el 15 a aproximadamente el
90 %, o de aproximadamente el 20 a aproximadamente el 80 % de su actividad nativa, ya sea unido al tejido
bioldgico o cuando se libera del tejido biolégico en el tejido circundante in vivo o en un entorno in vitro disefiado para
simular el entorno in vivo.

Moléculas de aditivo

La molécula de aditivo (heparina) promueve la cicatrizacion, la remodelacién, el crecimiento y/o la regeneracion del
tejido bioldgico.

Procesos para fabricar un bioimplante A de la invencion

La presente invencién proporciona métodos para fabricar bioimplantes esterilizados que tienen moléculas de aditivo
unidas a los mismos. Los métodos comprenden conjugar una molécula de aditivo con un tejido bioldgico y esterilizar
el tejido bioldgico. Se prefiere que una etapa de esterilizacién sea la Ultima etapa antes de envasar el bioimplante,
p.€j., en una bolsa de polimero sellada.

La esterilizacion se lleva a cabo en presencia de un agente quimico esterilizante, opcionalmente en presencia de un
potenciador de la esterilizacion y/o un potenciador de la penetracién. En algunas realizaciones, el agente de
esterilizacion preferido es una carbodiimida hidrosoluble, tal como EDC. El agente esterilizante se utiliza
preferiblemente en una concentracion de al menos aproximadamente 1 mM, especialmente de aproximadamente
5 mM a aproximadamente 100 mM, mas especificamente de aproximadamente 15 mM a aproximadamente 50 mM,
y lo més preferiblemente de aproximadamente 20 mM a aproximadamente 40 mM.

En algunas realizaciones, el agente esterilizante va acompafado de un potenciador de la esterilizacion, tal como N-
hidroxi-succinimida (NHS) o 2-sulfo-N-hidroxisuccinimida (Sulfo-NHS). En algunas realizaciones, la relacion entre
potenciador de la esterilizacién y el agente esterilizante estd en el intervalo de aproximadamente 1:100 a
aproximadamente 1:1, especialmente de aproximadamente 1:50 a 1:1, preferiblemente en el intervalo de
aproximadamente 1:20 a 1:1 y mas preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 1:10 a 1:1. En particular, el
potenciador de la esterilizacion esta en una concentracion de aproximadamente 0.5 mM a aproximadamente 30 mM,
preferiblemente de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 5 mM.

En algunas realizaciones, se considera preferible usar un potenciador de la penetracion en el proceso de
esterilizaciéon para mejorar la penetracion del agente esterilizante en los microbios a destruir. Los potenciadores de la
penetracion adecuados son alcanoles, tales como alcanoles de cadena corta o de anillo pequefio, p.ej., metanol,
etanol, isopropanol, n-propanol, isobutanol, n-butanol, s-butanol, t-butanol, n-pentanol, n-hexanol, ciclopropanol,
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ciclobutanol, ciclopentanol, ciclohexanol, cicloheptanol, ciclopropanol o combinaciones de cualquiera de los
anteriores. En este sentido, el isopropanol es especialmente preferido. En algunas realizaciones, las
concentraciones preferidas del potenciador de la penetracion son de aproximadamente 1% (vol/vol) a
aproximadamente 50 % (vol/vol), especialmente de aproximadamente 5 % (vol/vol) a aproximadamente 40 %
(vol/vol) e incluso méas preferiblemente aproximadamente 10 %, aproximadamente 15 %, aproximadamente 20 %,
aproximadamente 30 %, aproximadamente 35 % o0 aproximadamente 40 % (vol/vol). Un potenciador de la
penetracion particularmente preferido es aproximadamente 20 % (vol/vol) de isopropanol.

En la presente invencion, la esterilizacion y la conjugacion se llevan a cabo simultdneamente en presencia de un
agente esterilizante, y preferiblemente en presencia de un potenciador de la esterilizacién y/o un potenciador de la
penetracion. Aunque en algunas realizaciones de la invenciéon puede usarse una molécula de enlace bifuncional
como un agente de conjugacion, en algunas realizaciones preferidas el agente de esterilizacién y opcionalmente el
potenciador de la esterilizacion y/o el potenciador de la penetracion se consideran suficientes para conjugar el aditivo
al tejido bioldgico, esterilizar el tejido combinado y el aditivo y opcionalmente reticular el tejido bioldgico. En algunas
realizaciones preferidas, el tejido biologico y el aditivo se combinan para formar un intermedio, que posteriormente
se congela y se liofiliza. El producto intermedio liofilizado resultante se pone en contacto a continuacién con el
agente esterilizante y opcionalmente un potenciador de la esterilizaciéon y/o un potenciador de la penetracién (con o,
preferiblemente sin, un agente conjugante). En algunas realizaciones, el tejido bioldgico se congela y se liofiliza. El
intermediario liofilizado se pone a continuaciéon en contacto con una solucién que contiene una molécula de aditivo y
un agente esterilizante y, opcionalmente, uno o0 mas miembros del grupo de potenciadores de la esterilizacion,
potenciadores de la penetracion y/o agentes conjugados bifuncionales.

En algunas realizaciones, el aditivo se conjuga con el tejido bioldégico antes de la esterilizacion. En tales
realizaciones, el tejido biolégico y el aditivo se ponen en contacto con una solucién de conjugacién para afectar la
conjugacion. La solucion de conjugacion comprende un agente conjugante, como una carbodiimida soluble en agua
o NHS. La solucién de conjugacién también comprende opcionalmente un potenciador de la conjugacion, tal como
Sulfo-NHS. Ademas, la solucion de conjugacion también comprende opcionalmente un agente conjugante
bifuncional, como una alcano diamina inferior, diacido o aminoécido.

Usos de los bioimplantes de la invencion

Los bioimplantes de la invencién son especialmente ventajosos porque promueven la cicatrizacion, la remodelacion,
el crecimiento y/o la regeneracion del tejido posoperatorios. En algunas realizaciones, los bioimplantes presentan en
su superficie o liberan aditivos que estimulan directamente la cicatrizacion, la remodelacién, el crecimiento y/o la
regeneracion del tejido posoperatorios. En algunas realizaciones, los bioimplantes presentan en su superficie o
liberan aditivos, que promueven directamente la cicatrizacion, la remodelacion, el crecimiento y/o la regeneracién del
tejido al inhibir la bioactividad de uno o mas microbios en la vecindad del bioimplante, permitiendo asi que el cuerpo
del receptor cicatrice, remodele, crezca o regenere tejido sin, o con interferencia atenuada, de uno 0 méas microbios.

En otras realizaciones particulares, el bioimplante libera la molécula de aditivo en la vecindad del bioimplante
mediante escision, p.ej., por hidrélisis (ya sea mediada por enzimas o no mediada por enzimas), de uno o mas
enlaces covalentes que conjugan el aditivo con el tejido bioldgico. Los enlaces covalentes escindidos de este modo
pueden ser enlaces amida, éster, anhidrido o urea, dependiendo del agente conjugante utilizado para conjugar la
molécula de aditivo al tejido biolégico. En realizaciones particulares, en las que el agente conjugante es una diamina,
los enlaces covalentes son enlaces amida, que se escinden por hidrdlisis para formar una cadena de amina libre y
un grupo carboxilo.

Los bioimplantes de la invencion son utiles en una variedad de procedimientos quirtrgicos. En algunas realizaciones,
los bioimplantes son tejidos blandos que pueden usarse para aumentar la reparacién, tal como la sutura, cierre de
heridas quirdrgicas o reparacién o reemplazo de tendones, ligamentos, piel, etc. En algunas realizaciones, los
bioimplantes son valvulas cardiacas Uutiles en el alivio de la oclusion de las vélvulas vasculares o arteriales
(estenosis) u otro mal funcionamiento de las valvulas. En algunas realizaciones, los bioimplantes son hueso o
fragmentos de hueso parcial o completamente desmineralizados Utiles en la reparacion 6sea, bioimplantacién (por
ejemplo, implante de cadera, rodilla u otra articulacién) o cirugia de fusion vertebral. El experto en la materia
reconocera que otros métodos de bioimplantaciéon estan incluidos en la presente invencion y estan dentro de la
habilidad de la persona experta en la materia quirtrgica relevante.

Métodos de preparacion

Las siguientes secciones describen con mas detalle la esterilizacion del tejido bioldgico, la conjugacion de moléculas
de aditivo al tejido biol6gico y los procedimientos opcionales de reticulacion de tejidos.

Reticulacion del tejido bioldgico
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Los bioimplantes de la invencidn comprenden tejidos biolégicos de fuentes naturales. En el caso de los composites
complejos, también comprenden otros materiales de fuentes no naturales. En algunas realizaciones, los tipos de
tejido que se usan incluyen dermis, pericardio, tendones, ligamentos, fascia y armazén de colageno reconstituido,
asi como fragmentos 6seos y hueso desmineralizado. En algunas realizaciones, los tejidos blandos incluyen
multiples componentes, tales como células vivas y colageno. El colageno es un biopolimero fibroso proteico
(andamiaje) que forma la matriz que proporciona integridad estructural a los tejidos blandos. El colageno es también
el componente proteico fibroso del cartilago y el hueso. Los tejidos blandos pueden descelularizarse para
proporcionar un andamiaje descelularizado que se compone principalmente de colageno. El tejido mineralizado
(hueso) se puede desmineralizar para proporcionar un armazén de colageno que se descelulariza opcionalmente. En
cualquier caso, el colageno y otras proteinas en los tejidos blandos tienen numerosos grupos funcionales que
pueden hacer que reaccionen para formar enlaces con otros grupos funcionales.

Los bioimplantes que comprenden tejidos biolégicos naturales, tales como tejidos extraidos de una fuente humana,
porcina, ovina, bovina, caprina, murina, canina, felina u otra fuente, son generalmente inestables si se dejan en su
estado natural. Habiendo sido extraidos del entorno vivo dentro del cuerpo, tales tejidos pronto se degradaran a
menos que se estabilicen. Los microbios que existen de manera natural dentro de los tejidos biologicos, o que
infestan los tejidos biolégicos después de haber sido extirpados, pronto comenzaran a descomponer el tejido
biolégico como alimento. También, los antigenos presentes de forma natural en el tejido, especialmente en la parte
del tejido que estd expuesta al liquido intersticial que rodea el bicimplante, atraen componentes del sistema
inmunitario del cuerpo receptor, que gradualmente descomponen el tejido y eventualmente dan lugar al rechazo del
tejido. También, la proteina en la superficie del tejido biolégico no tratado (fresco) se desnaturaliza facilmente, lo que
puede conducir a su erosion gradual dentro del cuerpo receptor. En los tejidos blandos no descelularizados, las
células dentro del tejido pueden sufrir lisis (ruptura de la membrana celular), perturbando asi la integridad estructural
del tejido y exponiendo potencialmente varios antigenos a la superficie del bioimplante. Asi, es deseable esterilizar el
tejido bioldgico durante el transcurso de la preparacion del bioimplante de la presente invencion. Dicha esterilizacion
destruye los microbios asociados con el material biolégico y en algunas realizaciones enmascara los sitios
antigénicos, proporciona integridad estructural al bioimplante y/o retiene el bioimplante en su forma natural.

En realizaciones de la invencion, el bioimplante es un 6rgano o tejido derivado total o parcialmente de un ser
humano o un animal, o que se produce a partir de otro tejido organico, y que se implantard, ya sea por si mismo o
como parte de una bioprétesis, en un ser humano o en un animal. Asi, los bioimplantes generalmente incluyen
corazones, valvulas cardiacas y otros componentes cardiacos, pericardio, injertos vasculares, componentes del
tracto urinario y de la vejiga, tendones, intestino y tejidos blandos en general, tales como piel, colageno y similares.
En realizaciones particulares, los bioimplantes incluyen matriz de colageno descelularizada, matriz de colageno
purificada y matriz de colageno no purificada. En algunas realizaciones, un bioimplante puede ser un xenoinjerto, un
aloinjerto o un autoinjerto. En algunas realizaciones, los bioimplantes también incluyen tejido 6seo, especialmente
fragmentos 6seos y tejido éseo desmineralizado. Aunque el bioimplante con frecuencia sera uno que esté hecho de
tejidos naturales, que incluyen pero no se limitan a tejidos bovinos, ovinos, porcinos, caprinos, caninos, felinos y
posiblemente incluso tejido humano, otros materiales naturales, bien conocidos por los expertos en la materia,
también se pueden usar. Dichos materiales adicionales incluyen hidrogeles (por ejemplo, hidrogeles de acido
hialurénico), alginatos y quitosano.

El término "reticulacién”, como se usa en el presente documento, se refiere a la formacién de enlaces de varias
longitudes dentro del tejido, es decir, dentro y/o entre las moléculas (especialmente las proteinas) del tejido,
resultando tales enlaces de la formacién de enlaces (a) entre dos restos reactivos del tejido, formando asi enlaces
covalentes cortos dentro y entre las moléculas del tejido, o (b) entre restos reactivos en el tejido y un agente de
reticulacion bifuncional unido covalentemente. Aunque la reticulacion y la "conjugacion” son sucesos diversos
(formando la primera enlaces dentro del tejido biol6gico, formando la segunda enlaces entre el tejido bioldgico y una
molécula de aditivo), en muchos casos la reticulacion y la conjugacién pueden llevarse a cabo en la misma etapa del
proceso, como se analiza con mas detalle en el presente documento.

La expresién "agente de reticulacion" se usa en el presente documento para describir un reactivo bifuncional capaz
de reaccionar con dos 0 mas grupos funcionales en el tejido biolégico. Un reactivo bifuncional es un reactivo que
tiene al menos dos grupos funcionales capaces de reaccionar con grupos reactivos en el tejido biolégico. Dichos
grupos funcionales incluyen aminas, hidroxilos y tioles acidos (grupos sulfhidrilo). Asi, los reactivos bifuncionales
incluyen diaminas, diacidos o un B, y, 8, €-, {-aminodcido o un aminoacido de orden superior u otros agentes
bifuncionales, tales como anhidridos (p.ej., anhidrido succinico). Los reactivos bifuncionales se eligen de forma que
reaccionen con grupos reactivos en el tejido biolégico. Dichos grupos reactivos incluyen aminas (p.ej. aminas N-
terminales y grupos de lisina generalmente ubicuos), diferentes a los grupos -NHz (como los de los grupos guaninilo
de los restos de arginina), grupos carboxilo libres (p. €j., los del extremo C y los grupos acido aspartico y glutamico),
grupos hidroxilo (p.ej. los encontrados en serina, treonina y tirosina) y tioles (p.ej. encontrado en restos de cisteina).
Asi, en algunas realizaciones, los enlaces cruzados comprenden enlaces covalentes, tales como amidas (formadas
entre aminas reactivas bifuncionales y grupos carboxilo en el tejido biolégico, o entre acidos o anhidridos reactivos
bifuncionales y aminas proteicas). En algunas realizaciones, los enlaces cruzados comprenden ésteres, tales como
los formados entre grupos carboxilo del reactivo bifuncional y grupos hidroxilo de la proteina o los formados entre

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2751911 T3

grupos hidroxilo del reactivo bifuncional y grupos carboxilo de la proteina. En otras realizaciones adicionales, los
enlaces cruzados comprenden enlaces disulfuro, p.ej. entre tioles en el reactivo bifuncional y cisteina en la proteina.
De los tipos de enlaces que se pueden formar, las amidas son particularmente ventajosas ya que se pueden formar
facilmente usando los métodos descritos en el presente documento usando un agente de acoplamiento,
opcionalmente junto con un potenciador del acoplamiento, como se describe con mas detalle en el presente
documento.

En algunas realizaciones, el agente de reticulacion es una cadena lineal o un compuesto ramificado que tiene de 4 a
12 atomos de carbono. En algunas realizaciones, el agente de reticulacién es un compuesto carbociclico en el que
los grupos funcionales reactivos estan en el anillo carbociclico o estan unidos al anillo carbociclico por una cadena
de carbono intermedia. En algunas realizaciones, los grupos funcionales reactivos pueden incluir aminas, grupos
hidroxilo, &cidos carboxilicos, anhidridos, cloruros é&cidos, tioles, etc. En realizaciones particulares, el agente de
reticulacion, es una alcanodiamina C4-C12, alquenodiamina, alquinodiaminoalcano, acido aminoalcanoico, acido
aminoalquenoico o acido aminoalquinoico. En realizaciones especificas, el agente de reticulacion es 1,6-
diaminohexano, 1,7-diaminoheptano, acido succinico (Ca4), acido glutarico (Cs), acido adipico (Ce) o acido
pimélico(C7), o uno de los anhidrido seleccionados de: anhidrido succinico, glutarico, adipico y pimélico. En otras
realizaciones particulares, el agentes de reticulacion, es 2,4,6-triaminobenceno, 1,4-diaminobenceno, acido o-ftalico,
acido p-ftalico, acido 4-aminobenzoico y anhidrido ftalico. En algunas realizaciones, un agente de reticulacion di- o
triamino que tiene un peso molecular de aproximadamente 190 o menos, y aproximadamente 150 o menos, se
emplea para asegurar una penetracion adecuada en el tejido fresco. En realizaciones particulares, el agente de
reticulacion es una cadena lineal de 6 a 8 atomos de carbono de longitud con una amina reactiva ubicada en cada
extremo. Aunque el agente de reticulacion puede tener sustituciones opcionales a lo largo de su longitud, en
realizaciones especificas, es un hidrocarburo que esta sustituido solo con las aminas reactivas, p.ej. un alcano de
cadena recta que tiene aminas en cada extremidad. Ejemplos de agentes de reticulacion son 1,6-hexanodiamina y
1,7-heptanodiamina.

Las expresiones "agente de acoplamiento" y "potenciador del acoplamiento”, como se usa en el presente
documento, se refieren a reactivos que promueven y potencian respectivamente la formacién de enlaces,
especialmente enlaces amida, entre proteinas dentro del tejido de bicimplante o entre grupos funcionales (por
ejemplo, aminas o carboxilos) y el agente de reticulacion. Estos enlaces pueden formarse entre una amina reactiva y
un carboxilo reactivo (COOH o COO-) del tejido (uniendo asi dos grupos reactivos tan cercanos), o entre una amina
o carboxilo reactivo en un agente de reticulacion y un carboxilo o amina reactivo sobre o dentro del tejido. Los
expertos en la sintesis de péptidos y la técnica relacionada estaran familiarizados con dichos reactivos, p.€j.
carbodiimidas y succinimidas, especialmente sus variedades solubles en agua.

En algunas realizaciones, la reaccion de reticulacion se facilita mediante el uso de un agente de acoplamiento. En
algunas realizaciones mas particulares, el agente de acoplamiento es clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetil
aminopropil)carbodiimida (EDC), aunque también pueden usarse otros agentes de acoplamiento adecuados tales
como N-hidroxisuccinimida (NHS). En realizaciones particulares, el agente de acoplamiento se usa junto con un
potenciador del acoplamiento, tal como N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS) aunque otros potenciadores del
acoplamiento adecuados, tales como 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) y dimetilaminopiridina (DMAP), también se
pueden usar. La concentracién del agente de acoplamiento y del potenciador del acoplamiento puede variar. Sin
embargo, Sin embargo, las concentraciones apropiadas son facilmente determinables por los expertos en la materia.
En algunas realizaciones, el agente de acoplamiento se usa en una concentracioén entre aproximadamente 10 mM y
500 mM, a una concentracion de 100 mM o menos, especialmente a una concentracion entre aproximadamente
20 mM y 50 mM. En algunas realizaciones, el potenciador del acoplamiento se emplea a una concentracion de entre
0.5 mM y aproximadamente 50 mM, especialmente a una concentracion de aproximadamente 10 mM o menos.

En algunas realizaciones de la presente invencion, los agentes de reticulacién, el agente de acoplamiento y el
potenciador del acoplamiento, asi como sus productos de reaccion, son solubles en agua. En realizaciones
particulares, el agente de reticulacién seleccionado, el agente de acoplamiento y el potenciador del acoplamiento
optimizan la reticulacién del tejido, a la vez que se minimizan los riesgos de dafo al tejido biolégico durante el
proceso de reticulacion, y de toxicidad, inflamacion, calcificacion, etc., después de la implantacion. En realizaciones
especificas, todas las soluciones utilizadas para la reticulacion se filiran antes de su uso, p.ej. a través de filtros de
0.45 um o menos para eliminar contaminantes microbianos y, por lo tanto, reducir el riesgo de contaminar el tejido
durante la reticulacion y/o la esterilizacion.

Las condiciones de reaccion para la reticulacion del tejido biolégico pueden variar, dependiendo de los agentes de
reticulacion, acoplamiento y potenciadores utilizados. En general, el proceso de reticulacién se lleva a cabo en un
tampdn acuoso seleccionado entre los conocidos por los expertos en esta técnica para proporcionar la reaccion de
reticulacion mas eficaz, a la vez que se minimizan los riesgos de calcificacién. Los ejemplos de tampones adecuados
incluyen, pero no se limitan a, &cido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-etanosulfénico (HEPES) y acido 3-(N-
morfolino)propanosulfénico (MOPS), y similares.

El pH y la concentracion de la solucion tamponada pueden variar, nuevamente dependiendo de los agentes de
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reticulacion, acoplamiento y potenciadores utilizados. La concentracion del tampén y el pH se eligen para
proporcionar la reaccion de reticulacion mas efectiva siendo al mismo tiempo los menos perjudiciales para el tejido
bioldgico. Por ejemplo, con EDC como agente de acoplamiento y sulfo-NHS como potenciador del acoplamiento, el
pH de la solucion de tratamiento se mantiene entre aproximadamente 6,0 y aproximadamente 7,4. La temperatura
de reaccion puede estar entre aproximadamente 40 °C y 0 °C; p.ej. entre aproximadamente 21 °C y 25 °C. Los
tampones de pH aceptables para su uso en realizaciones de la invencién incluyen los tampones de pH HEPES,
TRIS y MOPS comUnmente conocidos.

En general, un tejido biolégico fresco o conjugado con aditivo a reticular segun la presente invencién se mantiene en
hielo hasta que se puede enjuagar varias veces en solucién salina al 0,85 % enfriada con hielo o alguna otra
solucién adecuada. En general, dicho lavado o enjuague se lleva a cabo inmediatamente después de que se haya
extirpado tejido biolégico fresco del animal donante o dentro de las 48 horas posteriores. En el caso del tejido
bioldgico conjugado con aditivo, la etapa de enjuague puede omitirse si el tejido se reticula inmediatamente después
de que el aditivo se haya conjugado con el tejido bioldgico. Si se necesita un tiempo de almacenamiento adicional, el
tejido enjuagado puede almacenarse durante no mas de 24 horas, en un tampo6n apropiado a baja temperatura,
como aproximadamente 4 °C.

En algunas realizaciones, la concentracion del agente de reticulacién de diamina esta entre aproximadamente 80 y
aproximadamente 135 milimolar, entre aproximadamente 90 y 130 milimolar, entre aproximadamente 95 y 125
milimolar, o entre aproximadamente 100 y 125 milimolar. En realizaciones particulares, el agente de reticulacion de
diamina tiene una longitud de cadena de carbono no mayor que 12 atomos de carbono, p.ej. entre 4 y 8 atomos de
carbono. En realizaciones especificas, el agente de reticulacion es un alcano de cadena lineal que tiene grupos
amina en sus respectivos extremos, especialmente 1,6-hexanodiamina. El tratamiento del tejido biolégico se lleva a
cabo poniendo en contacto el tejido con una solucién, especialmente una solucién acuosa, que contiene el agente de
acoplamiento, el potenciador del acoplamiento y la diamina reticulante. Las concentraciones del agente de
acoplamiento, EDC y el potenciador del acoplamiento, Sulfo-NHS, son como se discutié previamente, p.ej. entre
aproximadamente 10mM y aproximadamente 100 MM de EDC vy entre aproximadamente 0.5mM vy
aproximadamente 10 mM de sulfo-NHS.

Conjugacion de moléculas de aditivo con el tejido bioldgico

Como se ha analizado anteriormente, los bioimplantes de la invencion estan hechos de tejido bioldgico natural, tal
como dermis, pericardio, tendones, ligamentos, fascia y colageno, tal como colageno purificado, colageno
reconstituido y colageno solubilizado, asi como fragmentos éseos y hueso desmineralizado. Todos los tejidos
contemplados dentro del alcance de la invencion tienen una o més proteinas, tales como coldgeno. Los tejidos no
descelularizados también comprenden otros componentes, como células vivas, que tienen varias proteinas en la
superficie celular, tales como receptores, canales i6nicos y otras proteinas que tienen numerosos grupos funcionales
que pueden reaccionar con diversos reactivos para formar enlaces covalentes.

Varias moléculas de aditivo también tienen uno o méas grupos funcionales que pueden reaccionar con un reactivo
para formar enlaces covalentes. Ejemplos de moléculas de aditivo incluyen proteinas, péptidos pequerios, acidos
ribonucleicos, acidos desoxirribonucleicos, polisacaridos, glucosaminoglucanos (GAG) y antibidticos. Cada una de
estas clases de moléculas de aditivo posee miembros que tienen al menos un grupo reactivo capaz de formar una
unién covalente intermolecular (conjugacién) entre las moléculas de aditivo y las proteinas del tejido biolégico.
Dichos grupos reactivos incluyen grupos carboxilo, sulfonatos, aminas, ureas, carbamatos, guanidilos, tioles
(sulfhidrilos) e hidroxilos. De estos grupos reactivos, los mas favorables para preparar bioimplantes de la invencion
se consideran grupos carboxilo y grupos amina, ya que pueden usarse para formar grupos amida labiles in vivo con
carboxilo sobre proteina o agente de reticulacion bifuncional.

Se entendera que un grupo funcional de un tipo particular puede transformarse en un tipo diferente mediante
métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, un grupo amina se puede convertir en un grupo carboxilo haciendo
reaccionar la amina con, por ejemplo, un didcido o anhidrido diacido. La reaccion de la amina con un grupo carboxilo
del diacido, o la apertura del anillo del anhidrido del anhidrido diacido, da como resultado que se forme un enlace
amida entre la molécula de reactivo y la amina, asi como un grupo acido libre que puede reaccionar con otro
reactivo. Como otro ejemplo, un grupo cisteina puede transformarse en un sitio reactivo de é&cido carboxilico
mediante el acoplamiento de un &cido tiolacanoano al grupo cisteina, formando asi un puente disulfuro entre la
molécula de aditivo y el reactivo, al mismo tiempo que proporciona un grupo acido como grupo funcional en la
molécula de aditivo. En algunas realizaciones, una molécula de aditivo puede tener un grupo funcional que es un
éster de un acido que puede liberarse por hidrélisis del enlace éster para producir un &cido libre, que después puede
conjugarse a través de un agente conjugante de amina. Este enfoque es especialmente util cuando el &cido libre
representa el metabolito activo in vivo. Asi, como se usa en el presente documento, la expresién "molécula de
aditivo” incluye tales moléculas derivatizadas, especialmente cuando la liberacién de la molécula de aditivo después
de la implantacion se efectla mediante la escision de los enlaces formados por los reactivos y los aditivos in vivo,
liberando asi una molécula activa.
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En general, la conjugacién implica poner en contacto un aditivo con al menos un reactivo de conjugacion. Dichos
reactivos de conjugacion incluyen uno o mas de los siguientes: agentes de reticulacion, agentes de acoplamiento y/o
potenciadores del acoplamiento. En algunas realizaciones, el reactivo de conjugacion incluye solo agente de
reticulacion. En otras realizaciones preferidas, el reactivo de conjugacioén incluye agente de acoplamiento (tal como
EDC). En realizaciones mas preferidas, el reactivo de conjugacion incluye un agente de acoplamiento (tal como
EDC) y un potenciador del acoplamiento (tal como NHS o Sulfo-NHS). En algunas realizaciones, el reactivo de
conjugacion incluye agente de acoplamiento y potenciador del acoplamiento pero no agente de reticulacion. En otras
realizaciones, el reactivo de conjugacién incluye agente de acoplamiento, potenciador del acoplamiento y agente de
reticulacion. En algunas realizaciones, el agente de reticulacién, el agente de acoplamiento y el potenciador del
acoplamiento son los mismos que los descritos anteriormente con respecto a la reticulacion del tejido bioldgico.

En algunas realizaciones preferidas, el reactivo de conjugacién comprende un agente de acoplamiento y
opcionalmente un potenciador del acoplamiento. En algunas realizaciones particularmente preferentes, el agente de
acoplamiento es una carbodiimida, tal como EDC. En algunas realizaciones particularmente preferentes, el
potenciador del acoplamiento es NHS o Sulfo-NHS. Los agentes de acoplamiento y los potenciadores del
acoplamiento se han descrito con mas detalle anteriormente. El uso de agentes de acoplamiento solos o en
combinacién con potenciadores de acoplamiento da como resultado enlaces amida directos entre las moléculas de
aditivo y las proteinas del tejido bioldgico.

El experto en la materia reconocera que el reactivo de acoplamiento y el potenciador del acoplamiento divulgados en
el presente documento para acoplar el aditivo al tejido biolégico son, de acuerdo con la presente invencion, los
mismos que el agente esterilizantes y el potenciador del esterilizante, respectivamente, como se ha divulgado
anteriormente. Un experto en la materia reconocera que la presente invencion implica la esterilizacion y la
conjugacién en la misma etapa, usando un agente esterilizante como agente de acoplamiento y opcionalmente un
potenciador de la esterilizacién como potenciador del acoplamiento. En algunas realizaciones preferidas, entonces, e
acoplamiento también se lleva a cabo en presencia de un potenciador de la penetracién, como se ha divulgado
anteriormente. En algunas realizaciones preferidas, el tejido y el aditivo se combinan y luego se ponen en contacto
con una solucion de esterilizacion que comprende un agente esterilizante y opcionalmente un potenciador de la
esterilizacion y/o potenciador de la penetracion. En las realizaciones particularmente preferidas, el tejido y el aditivo
se combinan, congelan, liofilizan y luego se ponen en contacto con dicha solucién de esterilizacion. En otras
realizaciones preferidas, el tejido se pone en contacto con una solucién de esterilizacion que comprende una
molécula de aditivo y un agente esterilizante y opcionalmente un potenciador de la esterilizacién y/o potenciador de
la penetracion. En las realizaciones particularmente preferidas, el tejido se congela y liofiliza primero y luego se pone
en contacto con una solucién de esterilizacién que comprende una molécula de aditivo y un agente esterilizante y
opcionalmente un potenciador de la esterilizacion y/o potenciador de la penetracion.

En algunas realizaciones, se usa un agente de reticulacién. En dichos casos, al menos un grupo funcional en el
agente de reticulacion es capaz de formar un enlace covalente con un grupo funcional en la molécula de aditivo. Al
menos otro grupo funcional es capaz de formar un enlace covalente con un grupo funcional en la proteina del tejido
biolégico. En dichos casos, el grupo activo en la molécula de aditivo es uno que forma facilimente un enlace
covalente con un grupo funcional en el agente de reticulaciéon. Ejemplos de grupos activos que se pueden encontrar
en las moléculas de aditivo incluyen grupos carboxilo, sulfonatos, aminas, guaninas, ureas, carbamatos, amidas,
imidas vy tioles (por ejemplo, grupos cisteina en proteinas, como proteinas de factor de crecimiento). Los grupos
activos especialmente adecuados incluyen grupos carboxilo y aminas.

En algunas realizaciones, los grupos funcionales del agente de reticulacion adecuados incluyen grupos funcionales
que forman enlaces amida o éster con al menos un grupo carboxilo del aditivo. Dichos grupos funcionales incluyen
aminas e hidroxilos. En algunas realizaciones, los grupos funcionales de agente de conjugacién adecuados incluyen
grupos funcionales que forman enlaces amida o éster con al menos una amina o hidroxilo de la molécula de aditivo.
Dichos grupos funcionales incluyen grupos carboxilo y anhidridos de &cido.

Algunos agentes de reticulacion que pueden usarse para conjugar un aditivo a una proteina en un tejido biolégico
incluyen los reactivos homobifuncionales, solubles en agua: bis(sulfosuccinimidil)suberato, tartrato de
disulfosuccinimidilo y etilenglicol-bis-(sulfosuccinimidil succinato). Otros agentes de conjugacion incluyen los
reactivos heterobifuncionales, solubles en agua: N-sulfosuccinimidil(4-yodoacetil)aminobenzoato, sulfosuccinimidil-4-
(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato, sulfosuccinimidil-4-(p-maleimidofenil)butirato, 3-maleimidobenzo-N-
hidroxisulfosuccinimida éster. Si bien los reactivos solubles en agua se consideran superiores a los reactivos no
solubles en agua, también es posible utilizar agentes de reticulacién bifuncionales no solubles en agua, como el bis-
(succinimidil)suberato, tartrato de disuccinimidilo y etilenglicol-bis-(succinimidil succinato). Otros agentes de
reticulacion que se pueden mencionar incluyen: dimetil-3,3"-ditiobispropionimidato, dimetil-4,4'-ditiobisbutirimidato y
dimetil-6-6'-ditiobiscaproimidato.

Algunos agentes de reticulacion bifuncionales especialmente adecuados incluyen diaminas, diacidos y aminoacidos,
y en particular diaminas, diacidos y aminoacidos que tienen de 4 a 12 carbonos entre los grupos funcionales.
Cuando se usan diaminas, diacidos o aminoacidos como agentes de conjugacion, es ventajoso usar un agente de
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acoplamiento (como una carbodiimida o una imida ciclica) y/o un potenciador del acoplamiento (como una imida
ciclica, HOBt o DMAP), como se describe con mas detalle en el presente documento.

Esterilizacion

Antes de implantar el bioimplante en un mamifero; especialmente un ser humano, debe realizarse la esterilizacién, y
esto normalmente se realiza antes del envasado. Las condiciones para la esterilizacién se han analizado en detalle
anteriormente. La esterilizacion y la conjugacién tienen lugar en la misma etapa del proceso, y en particular usando
la misma solucién de reactivo que comprende un agente esterilizante y opcionalmente un potenciador de la
esterilizacién y/o un potenciador de la penetracion. En algunas realizaciones particularmente preferentes, la solucién
de esterilizacion comprende agente esterilizante y potenciador de la penetracion y opcionalmente un potenciador de
la esterilizacién. En algunas otras realizaciones preferidas, la solucion de esterilizacion comprende agente
esterilizante, potenciador de la esterilizacion y potenciador de la penetracion. En otras realizaciones, la solucién de
esterilizacion comprende agente esterilizante, un agente de reticulacion y opcionalmente un potenciador de la
esterilizacion y/o potenciador de la penetracion.

ESQUEMAS DE PREPARACION

A continuaciéon se presentan descripciones de esquemas particulares para preparar un bioimplante reticulado
conjugado con un aditivo y esterilizado de la invencion. El experto en la materia reconocera que otras realizaciones
pueden desarrollarse dentro del alcance de la presente invencién y no se pretende una exencion de responsabilidad
de dicha invencion mas amplia mediante la presentacion de estos ejemplos ilustrativos.

RETICULACION/CONJUGACION ASISTIDA POR EDC

Como se ha analizado anteriormente, la reticulacion del tejido biolégico y la conjugacién de moléculas de aditivo con
tejido bioldgico se pueden llevar a cabo en presencia de una variedad de agentes de reticulacion. En algunas
realizaciones, la presente invencion comprende la reticulacion de tejido bioldégico con una diamina, tal como una
diamina Cs-Ci2 lineal que tiene grupos amina con al menos aproximadamente cuatro carbonos entre ellos. En
realizaciones particulares, la diamina es soluble en agua, aunque se pueden usar diaminas no solubles en agua o
ligeramente solubles en agua en algunas realizaciones si se usa un detergente, especialmente un detergente no
iénico, para favorecer la solubilizacién de la diamina. Ejemplos de diaminas solubles en agua contempladas dentro
del alcance de la presente invencién incluyen la 1,5-pentano diamina, 1,6-hexano diamina y 1,7-heptano diamina.

En algunas realizaciones, la presente invencion comprende la reticulacion de tejido biolégico con un diacido, tal
como un diacido lineal C4-C]2 que tiene grupos carboxilos con al menos cuatro carbonos entre ellos. En realizaciones
particulares, el diacido es soluble en agua, aunque se pueden usar diacidos no solubles en agua o ligeramente
solubles en agua en algunas realizaciones si se usa un detergente, especialmente un detergente no ionico, para
favorecer la solubilizacién del diacido. Ejemplos de diacidos solubles en agua contempladas dentro del alcance de la
presente invencion incluyen el acido 1,5-pentano dicarboxilico, acido 1,6-hexano dicarboxilico y acido 1,7-heptano
dicarboxilico.

En lugar de un diacido, puede sustituirse por un anhidrido diacido, tal como un anhidrido diacido Cs-C2 que tiene
grupos carboxilos con al menos cuatro carbonos entre ellos. En realizaciones particulares, el anhidrido diacido es
soluble en agua, aunque se pueden usar anhidridos diacidos no solubles en agua o ligeramente solubles en agua en
algunas realizaciones si se usa un detergente, especialmente un detergente no idnico, para facilitar la solubilizacién
del anhidrido diacido. Ejemplos de anhidridos diacidos solubles en agua contemplados dentro del alcance de la
presente invencion incluyen el anhidrido del &cido 1,5-pentano dicarboxilico, anhidrido del &cido 1,6-hexano-
dicarboxilico y anhidrido del acido 1,7-heptano-dicarboxilico.

En lugar de un diacido o diamina, puede sustituirse un aminoacido, tal como un aminoacido Cs4-C12 que tiene un
grupo carboxilo y una amina con al menos cuatro carbonos entre ellos. En realizaciones particulares, el aminoacido
es soluble en agua, aunque se pueden usar aminoacidos no solubles en agua o ligeramente solubles en agua en
algunas realizaciones si se usa un detergente, especialmente un detergente no ibnico, para favorecer la
solubilizacién del aminoacido. Ejemplos de aminoacidos solubles en agua contemplados dentro del alcance de la
presente invencion incluyen acido 5-aminopentan-1-oico, acido 6-aminohexan-1-oico y acido 7-amino-heptan-1-oico.
Se pueden usar otros aminoacidos como se ha descrito anteriormente.

Las diaminas forman enlaces amida entre grupos carboxilo dentro del tejido bioldégico, uniendo asi los grupos
carboxilo a través de un enlazador alquileno. Los diacidos y los anhidridos diacidos forman enlaces amida con
grupos amina (incluida la guanina) de las proteinas dentro del tejido bioldgico. De forma analoga, las funciones
amina de los aminoacidos forman enlaces amida con grupos carboxilo proteicos, mientras que los grupos carboxilo
de los aminoéacidos forman enlaces amida con grupos amina en el tejido biolégico.
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Se considera ventajoso usar un agente de acoplamiento para favorecer la formacién de enlaces amida dentro del
tejido biologico y entre el tejido biolégico y el. Los agentes de acoplamiento adecuados incluyen EDC o N-
hidroxisuccinimida (NHS), que potencian la formacion de enlaces amida cuando se usan junto con diamina, diacido o
aminoacido. Se cree que el potenciador del acoplamiento EDC aumenta la velocidad de reaccién entre una amina y
un grupo carboxilo formando un intermediario activo, que disminuye la barrera de energia de reaccion de la
formacion del enlace amida. La formaciéon de un enlace amida usando EDC se muestra en el Esquema 1, a
continuacion.

Esquema 1

Formacion de enlace amida mediada por EDC

CHj R*—COQH
cr | \\’
+ Cy

NH*
A /\/\

EDC \/

Ra
CH3 Rb___.N .__/‘
[
/
HaC N/C/ HS

O=O

P / / Intermedio activo
H

Enlace amida

CHj % "
ol
HaC c— CHy
H N
Subproducto isourea

Como se puede observar en el Esquema 1, la formacién de un enlace amida se efectla a través de un intermedio
activo. En particular, un resto de acido carboxilico en una molécula representado por R&-COOH ataca al carbén de la
diimida, formando un intermedio o-acilisourea relativamente inestable. El ataque del carbono del carbonilo por un
grupo libre de electrones del grupo funcional amina de RP-NH2 da como resultado la formacion del enlace amida
entre R2 y Rb. Ademas, se forma como un subproducto, una isourea soluble en agua, que se lava del tejido bioldgico
después de la conjugacion y/o reticulacion.

En algunas realizaciones, R? representa una proteina de un tejido biolégico y R° representa un aditivo con amina. En
algunas realizaciones especificas, R? representa una proteina de un tejido biolégico que tiene uno o méas carboxilos
libres (COOH, o COO-), mientras que RP representa una proteina, péptido, un antibiético, ADN o ARN que tiene una
amina libre o un polisacarido, glucosaminoglucano (GAG) o derivado que tiene una amina libre. En algunas
realizaciones, R representa un grupo carboxilo u otro grupo acido de un aditivo y RP representa una amina libre (tal
como una cadena lateral de lisina) de una proteina en el tejido biologico. En algunas realizaciones particulares, R? es
un carboxilo libre de una proteina, un péptido, un antibiético o un ADN, ARN o un polisacéarido, glucosaminoglucano
(GAG), derivatizado para tener un carboxilo libre y R° representa una amina libre de una cadena lateral de lisina de
una proteina del tejido bioldgico.

En algunas realizaciones, el tejido bioldgico se acopla al aditivo mediante un agente de reticulaciéon. En algunas de
dichas realizaciones, el acido R? es una proteina, especialmente una proteina del tejido biolégico que tiene uno o
mas restos de acido carboxilico (p.ej. COOH C-terminal o grupos carboxilo de restos de acido aspartico y/o
glutamico) disponibles para la reaccion. En algunas de dichas realizaciones, R? es el resto de un aditivo que lleva
acido, tal como una proteina, un péptido o un antibidtico; o puede ser un polisacarido derivatizado,
glucosaminoglucano (GAG), ADN o ARN. También, en algunas de dichas realizaciones, R? también puede ser un
agentes de reticulacion, acido, tal como un diacido, un anhidrido diacido o un aminoacido. Donde R? es una proteina,
RP es, en algunas realizaciones, un agente de reticulacion amino, tal como un agente de reticulacion diamina. Donde
Ra es un agente de reticulacion, RP es, en algunas realizaciones, una proteina que tiene grupos amina expuestos
(p-ej. amina N-terminal o aminas de cadena lateral de restos de lisina). Donde R? representa el resto de un aditivo
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que lleva acido, RP es, en algunas realizaciones, un reticulante o reactivo de acoplamiento que lleva amina o ® puede
ser una proteina que lleva amina.

En general, la reticulacién y conjugacion mediadas por EDC son conceptualmente muy similares, ya que la
reticulacion, la conjugacion o ambas se pueden llevar a cabo utilizando un agente bifuncional
(reticulacién/conjugacion) capaz de formar enlaces amida con los materiales deseados.

En algunas realizaciones, se considera ventajoso reticular un tejido biolégico en una etapa y conjugar la molécula de
aditivo al tejido biolégico en otra etapa. En algunas de dichas realizaciones, se considera ventajoso usar un agente
enlazador homobifuncional, tal como una diamina, un didcido o un anhidrido diacido como el agente de reticulacion.
En algunas realizaciones particulares, el agente de enlace homobifuncional es una diamina, que se usa junto con
EDC y opcionalmente un potenciador del acoplamiento, tal como sulfo-NHS o NHS. En dichos casos, la reticulacion
del tejido bioldgico con una diamina bloquea los grupos &cido carboxilico de las proteinas del tejido, dejando grupos
amina de las proteinas del tejido disponibles para la conjugacion con una molécula de aditivo a través de un
enlazador de conjugacion adecuado. Dicha conjugacion se lleva a cabo con un agente de conjugacion que tiene al
menos dos grupos funcionales. El primer grupo funcional debe ser un grupo funcional capaz de reaccionar con las
aminas de las proteinas del tejido para formar enlaces amida. Los agentes de conjugacién adecuados incluyen
diacidos, anhidridos diacidos y aminodacidos, especialmente tales agentes de conjugacion que tienen 4-12 carbonos
en los que los dos grupos funcionales estan separados por al menos cuatro dtomos de carbono. Cuando el agente
de conjugacion es un diacido o un anhidrido diacido, el aditivo debe ser uno que tenga, o haya sido modificado para
tener, al menos una amina libre para la formacién de un enlace amida con el agente de conjugacion. Cuando el
agente de conjugacion es un amino&cido, el aditivo debe ser uno que tenga, o haya sido modificado para tener, al
menos un resto de &cido carboxilico disponible para la formacion de un enlace amida con el agente de conjugacion.
En cualquier caso, la conjugacion puede tener lugar favorablemente al poner en contacto el aditivo, el material
bioldgico reticulado y el agente de conjugacién, opcionalmente junto con un agente de acoplamiento (p.ej. EDC o
NHS) y/o un potenciador del acoplamiento (p.ej. NHS o sulfo-NHS).

Los Esquemas 2 y 2A, mostrados en las FIG. 1 y 2, muestran como se efectla la reticulacion seguida de
conjugacioén del aditivo, en un tejido bioldgico. Con referencia al Esquema 2 de la FIG. 1; en la primera etapa, se
muestra la proteina Pr, que tiene multiples restos carboxilo y al menos un resto amina. La proteina se reticula
poniéndola en contacto con el agente de reticulacién diam, que es una diamina, en presencia de un agente de
acoplamiento (EDC) y un potenciador del acoplamiento (sulfo-NHS), que produce la proteina reticulada XLPr.

En una primera reaccion alternativa (A) mostrada en el Esquema 2, la proteina reticulada XLPr reacciona con una
molécula de aditivo a-adi (R'CO2’), que tiene un grupo carboxilo libre, en presencia de un agente de acoplamiento
(EDC) y un potenciador del acoplamiento (sulfo-NHS), que produce la proteina reticulada conjugada con el aditivo 1.
El experto en la materia reconocera que, aunque R'CO2 puede ser una molécula de aditivo que tiene un carboxilo
libre en su estado nativo (como una proteina, un péptido o un antibidético como una de las penicilinas o
cefalosporinas), también puede representar una molécula de aditivo que se ha modificado para tener un grupo
carboxilo, p.ej. haciendo reaccionar un aditivo que contiene amina con un didcido, anhidrido diacido, etc., como se
ha descrito anteriormente. En algunas realizaciones, el aditivo puede tener un grupo sulfonato (SOs’) en lugar de un
grupo carboxilo, en cuyo caso el resultado esperado sera un enlace sulfonamida entre la proteina y el aditivo.

En otra reaccion alternativa (B1) mostrada en el Esquema 2, la proteina reticulada XLPr reacciona con un agente de
conjugaciéon aminoéacido aa (H2N-R2-CO2°) en presencia de un agente de acoplamiento (EDC) y un potenciador del
acoplamiento (sulfo-NHS), que produce la proteina reticulada intermedia 2. Este intermedio 2 reacciona a
continuacion (B2) con una molécula de aditivo que lleva un grupo carboxilo a-adi (R3-COz2’), para formar la proteina
reticulada conjugada 3. El experto en la materia reconocera que las dos etapas de reaccion pueden unirse en una
sola etapa, como se ilustra en la primera secuencia de reaccion (B) ilustrada en el Esquema 2A de la FIG. 2, en la
que la proteina reticulada XLPr reacciona con el aminodcido aa y el aditivo que lleva carboxilo a-adi en presencia de
EDC y sulfo-NHS para formar la proteina reticulada conjugada con el aditivo 3.

En otra reaccion alternativa mas mostrada en el Esquema 2, la proteina reticulada XLPr reacciona (C1) con un
diacido dia o anhidrido diacido diaan en presencia de EDC y sulfo-NHS para formar el intermedio 4, que tiene un
grupo carboxilo libre disponible para una posterior reaccion. Este grupo carboxilo libre puede formar un enlace amida
(C2) con la amina en una molécula de aditivo b-adi (R%-NHz), p.ej. en presencia de EDC y sulfo-NHS para formar la
proteina reticulada conjugada 5. El experto en la materia reconocera que estas dos etapas pueden llevarse a cabo
en la misma mezcla de reaccién, como se representa en la segunda secuencia de reaccién (C) mostrada en el
Esquema 2A de la FIG. 2.

Los Esquemas 3 y 3A, mostrados en las FIG. 3 y 4, respectivamente, muestran como se efectda la reticulacién
seguida de conjugacién del aditivo, en un tejido biolégico. Haciendo referencia primero al Esquema 3 de la FIG. 3, en
la primera etapa, se muestra la proteina Pr, que tiene multiples restos amina y al menos un resto carboxilo. La
proteina se reticula a continuacion poniéndola en contacto con el agente de reticulacion diacido, que es un diacido
(o, como podra apreciar el experto en la materia, un dianhidrido), en presencia de un agente de acoplamiento (EDC)
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y un potenciador del acoplamiento (sulfo-NHS), que produce la proteina reticulada XLPr.

En una primera reaccién alternativa (A) mostrada en el Esquema 3, la proteina reticulada XLPr reacciona con una
molécula de aditivo b-adi (R'-NH2), en presencia de un agente de acoplamiento (EDC) y un potenciador del
acoplamiento (sulfo-NHS), que produce la proteina reticulada conjugada con el aditivo 6. El experto en la materia
reconocera que, aunque R'-NHz puede ser una molécula de aditivo que tienen una amina libre en su estado nativo
(tal como una proteina o un péptido), también puede representar una molécula de aditivo que se ha modificado para
tener un grupo amina, p.ej. haciendo reaccionar un aditivo que lleva carboxilo (como una penicilina o cefalosporina)
con una diamina como se describié anteriormente.

En otra reaccion alternativa mostrada en el Esquema 3, la proteina reticulada XLPr reacciona (B1) con un agente de
conjugacién aminoacido (HaN-R2-CO27), en presencia de un agente de acoplamiento (EDC) y un potenciador del
acoplamiento (sulfo-NHS), que produce la proteina reticulada intermedia 7. Este intermedio 7 reacciona a
continuacién (B2) con una molécula de aditivo b-adi (R3-CO2’), para formar la proteina reticulada conjugada con
aditivo 8. El experto en la materia reconocera que las dos etapas de reaccién pueden unirse en una sola etapa,
como se ilustra en la primera secuencia de reaccion (B) ilustrada en el Esquema 3A de la FIG. 4.

En otra reaccion alternativa mostrada en el Esquema 3, la proteina reticulada XLPr reacciona (C1) con una diamina
diam en presencia de EDC y sulfo-NHS para formar el intermedio 9, que tiene un grupo amina libre disponible para
una posterior reaccion. Este grupo amina libre puede formar un enlace amida (C2) con el grupo carboxilo en una
molécula de aditivo a-adi (R%-NH), p.ej. en presencia de EDC y sulfo-NHS para formar la proteina reticulada
conjugada con aditivo 10.. El experto en la materia reconocera que estas dos etapas pueden llevarse a cabo en la
misma mezcla de reaccién, como se representa en la segunda secuencia de reaccion (C) mostrada en el Esquema
3A de la FIG. 4.

De acuerdo con la presente invencién, la reticulacion del tejido y la conjugacion del aditivo con el tejido tienen lugar
en la misma etapa. Si bien se puede usar un reticulante en tales procesos, en algunas realizaciones se considera
preferiblemente conjugar directamente el aditivo con la proteina. Como las proteinas de los tejidos tienden a tener
grupos carboxilo libres y aminas libres, se considera posible conjugar adyuvantes que tienen al menos un carboxilo,
al menos una amina, o ambos al menos un carboxilo y al menos una amina como cadenas laterales.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se presentan como realizaciones ilustrativas, no limitantes de la presente invencion. Aunque
estos ejemplos se refieren a aditivos, tipos de tejidos y métodos especificos para unir los aditivos a los tejidos, el
experto en la materia reconocera que la presente invencion no se limita a estos ejemplos ilustrativos, y se puede
poner en practica con aditivos, tipos de tejido y métodos de unién adicionales como se describe en el presente
documento.

Ejemplo de referencia 1: Union de glucosaminoglucanos a tejidos pericardicos

El tejido pericardico se estabilizd (reticuld) utilizando las técnicas definidas en la Patente de los EE. UU. N.2
5.447.536 y en la Solicitud de Patente de los EE. UU. 11/276.398, presentada el lunes 27 de febrero de 2006.
Después de la etapa de reticulacion, los tejidos pericardicos se expusieron a una solucion del glucosaminoglucano
(GAG) sulfato de condroitina 0,5 %-2,0 %) en presencia de EDC durante periodos de tiempo (2h durante la noche).
Los tejidos se enjuagaron posteriormente y se esterilizaron usando los métodos descritos en las patentes de EE. UU.
ndameros 6.521.179; 6.506.339; y 5.911.951. Los niveles de fijacion de GAG (glucosaminoglucano) en los tejidos se
evaluaron por medios histologicos (tincion diferencial de cortes con PAS-azul alcian, donde los GAG se tifien de
azul, mientras que el coladgeno se tifie de rosa). Las imagenes de las FIG. 5A-5C, indican la unién de los GAG a
través de la membrana pericardica. La FIG. 5A muestra esencialmente la ausencia de tincién azul, que concuerda
con la ausencia de union de GAG al pericardio. La FIG. 5B muestra la tincién azul y rosa mixta, que concuerda con
la unién parcial de GAG al pericardio. La FIG. 5C muestra una tincién azul casi completa, que es indicativa de la
unién completa de GAG al pericardio.

Ejemplo de referencia 2: Evaluacion de las etapas de union

A continuacion se evaluaron las diferentes etapas de procesamiento (reticulacién, esterilizacién, etc.) para
determinar las etapas de procesamiento del tejido durante las cuales se podrian unir los aditivos a los tejidos.
Especificamente, este ejemplo indica los diversos métodos para generar un tejido estéril con aditivos unidos de
forma estable. Una esponja de colageno Tipo 1 que habia sido sometida a varias etapas intermedias de
procesamiento se puso en contacto con una solucién de sulfato de condroitina (como un ejemplo de aditivo) y EDC.
Las FIG. 6A y 6B, muestran cortes histolégicos a pequefio y gran aumento de una esponja de colageno Tipo 1 unida
a GAG, en la que la union a GAG se llevo a cabo durante la esterilizacion del tejido. La FIG. 7B muestra la esponja
de colageno Tipo 1 unida a GAG, en la que GAG se uni6 al tejido durante la reticulacién. Como se aprecia a partir de
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las FIG. 6A, 6B y 7B, la union de GAG a la esponja de colageno durante la esterilizacion dio como resultado una
union difusiva, mientras que la union del GAG al tejido durante la reticulacion produjo una unién ajustada.

Ejemplo de referencia 3: Union de aditivos a diferentes tipos de tejido

Para demostrar la aplicabilidad de los métodos de la presente invencién a diversos tipos de tejidos a base de
colageno, se trataron tres tipos diferentes de tejidos de acuerdo con la presente invencién. Primero se reticularon
tres tipos diferentes de tejidos (pericardio, hueso esponjoso desmineralizado y una esponja de colageno hecha de
colageno tipo | solubilizado) y a continuaciéon se expusieron a sulfato de condroitina en presencia de EDC. Los
tejidos se enjuagaron posteriormente y se esterilizaron usando los métodos descritos en las patentes de EE. UU.
6.521.179; 6.506.339; y 5.911.951. Los niveles de fijacion de GAG en los tejidos se evaluaron por medios
histoldgicos (tincion diferencial de cortes con PAS-azul alcian). Las imagenes de las FIG. 7A y 7B indican una unién
uniforme de GAG en tejidos de hueso esponjoso y esponja de colageno.

Ejemplo de referencia 4: Union de acido hialurénico a tejidos biologicos

Para demostrar que los métodos de acuerdo con la invencidén pueden usarse para unir diversos aditivos a los tejidos,
se unieron sulfato de condroitina y acido hialurénico (HA) a la matriz de colageno estabilizada. Los resultados de la
unién de sulfato de condroitina a la matriz de colageno se han analizado anteriormente en referencia a las FIG. 5A-
7B. El acido hialurénico se uni6é a la matriz de colageno esencialmente como se describid anteriormente en los
Ejemplos 1-3 para el sulfato de condroitina, sustituyendo el acido hialurénico por sulfato de condroitina en la etapa
de unién. Los cortes histoldgicos que muestran acido hialurénico unido a la esponja de colageno se muestran en las
FIG. 8 A y 8B, representando la FIG. 8B una imagen de gran aumento del resultado mostrado en la FIG. 8A. Un
corte histolégico de acido hialurdnico unido al pericardio se muestra en la FIG. 8C.

Ejemplo de referencia 5: Union de IGF-1 a una esponja de colageno

Como otro ejemplo mas de unién de un aditivo a una matriz de colageno, IGF-1, que se considera representativo de
los factores de crecimiento, se uni6 a una esponja de colageno, esencialmente por los métodos descritos
anteriormente con referencia al sulfato de condroitina en los Ejemplos 1-3. El éxito de la unién de IGF a la esponja
de colageno se midié usando un ensayo ELISA inverso. En este modelo, se incubd una solucién de anticuerpo anti-
IGF-1 en contacto con una esponja de colageno no unida a IGF-1 (control) y una esponja de colageno unida a IGF-1.
El éxito de la unién de IGF-1 a la esponja de colageno venia indicada por una reduccion de la sefal del ELISA para
la solucién de anticuerpo anti-IGF-1 después del periodo de incubacion. Como puede observarse en la FIG. 8D, el
ensayo ELISA inverso demuestra una sefal deprimida de IGF-1 para la esponja unida a IGF-1 en comparacion con
la esponja de control. Asi, los resultados mostrados en la FIG. 8D demuestran que IGF-1 se uni6é con éxito a la
esponja de colageno en presencia de EDC.

Ejemplo de referencia 6: Estabilidad de los tejidos modificados con aditivo

Con el fin de demostrar la estabilidad de los tejidos de colageno modificados con aditivo de acuerdo con la presente
invencion, se evalué la estabilidad del sulfato de condroitina unido al pericardio reticulado y esterilizado (preparado
esencialmente como en el Ejemplo 1 anterior) después de 2 meses de almacenamiento a temperatura ambiente. Las
tinciones histologicas especificas de los GAG (es decir PAS-azul alcian) indican el éxito de la retencion de los GAG
unidos a la membrana reticulada y esterilizada. Esto demuestra que los métodos del método de acuerdo con un
ejemplo de referencia permiten preparar, esterilizar y almacenar tejidos de colageno con aditivos unidos que son
estables en forma hidratada a temperatura ambiente. Estos resultados se muestran en las FIG. 5A-5C.

Ejemplo de referencia 7: Biocompatibilidad de los tejidos modificados con aditivo

Se llevo a cabo el siguiente experimento para demostrar la biocompatibilidad de un tejido preparado por los métodos
de acuerdo con un ejemplo de referencia. En particular, se evalué la biocompatibilidad para la esponja de colageno
esterilizada que tiene aditivo unido a la misma mediante los métodos de acuerdo con un ejemplo de referencia. La
esponja de colageno reticulada y esterilizada que tenia sulfato de condroitina unida a la misma se elabor6 mediante
métodos de un ejemplo de referencia y se sometié a evaluaciones a base de cultivos celulares. Los condrocitos
primarios se sembraron sobre esponjas de colageno esterilizadas con o sin un aditivo (sulfato de condroitina) unido.
Las esponjas de colageno sembradas se incubaron a continuacion en un incubador humidificado (37 °C, con CO:2 al
5 %, medio MEM basal con suero fetal de ternera al 10 %). La viabilidad y la actividad metabdlica de las células
sembradas se evalué mediante el ensayo MTT en los puntos temporales definidos a continuacion. La FIG. 9 muestra
los resultados de un ensayo MTT, que mide la actividad mitética (y, por tanto, la viabilidad) de las células unidas. Los
resultados de la FIG. 9 demuestran una ventaja reconocible en el crecimiento celular, que se confiere por la
presencia de sulfato de condroitina (con condrocitos humanos y bovinos, a los 7 dias y 14 dias de cultivo,
respectivamente).
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Las Figuras 10A y 10B muestran imagenes de microscopia a pequefio y gran aumento, respectivamente, de los
cultivos tras la adicion de MTT. Las células viables se tifien de puarpura y la presencia de una matriz recién
sintetizada se ve alrededor de las células como una delgada capa fibrinosa. La Figura 10C es una imagen de gran
aumento de la esponja que muestra la apariencia de una matriz recién sintetizada, que ha sido producida por los
condrocitos sembrados.

Ejemplo de referencia 8: Implantacion de tejidos modificados con aditivo en animales vivos

La estabilidad y compatibilidad de los tejidos con aditivos afiadidos también se probaron después de la implantacion
en animales pequefios. En resumen, muestras seleccionadas de los ejemplos anteriores se implantaron por via
subcuténea en ratas. Los explantes fueron recuperados 4 semanas después, y se prepararon cortes a partir de los
explantes. Estos cortes se procesaron histoldgicamente y se tifieron para evaluar la presencia de los aditivos, asi
como la naturaleza de los infilirados celulares. La FIG. 11A demuestra la respuesta de una esponja de colageno
modificada con sulfato de condroitina. La tincion diferencial con PAS-azul alcian indica la presencia continua de GAG
incluso a las 4 semanas después de la implantacion. La liberacién lenta de GAG es evidente por la apariencia difusa
de la mancha azul en areas seleccionadas (FIG. 11A). La naturaleza de los infiltrados celulares en las muestras
indica una respuesta biocompatible del hospedador (es decir, ausencia de una inflamacion patente y activa,
aparicion de una nueva matriz y vasos sanguineos entre los soportes de colageno de los tejidos (Fig. 11B).

La presente invencién permite el enlace covalente (unién) de varios aditivos a diversos tipos de tejidos bioldgicos.
Los tejidos biol6gicos pueden estar totalmente, parcialmente reticulados o sin reticular. Los tejidos biolégicos unidos
al aditivo son estables en el tiempo y son biocompatibles. Los tejidos bioloégicos unidos al aditivo estimulan la
remodelacion, la regeneracion y la cicatrizacion de los tejidos. Asi, los tejidos bioldgicos unidos a aditivos de acuerdo
con la presente invencion son Utiles como implantes para una variedad de usos terapéuticos. Los métodos para unir
aditivos a tejidos bioldgicos de acuerdo con la invencién se pueden usar por tanto en una variedad de entornos
terapéuticos.

Aunque las realizaciones preferidas de la presente invencién se han mostrado y descrito en el presente documento,
serd obvio para los expertos en la materia que tales realizaciones se proporcionan solo a modo de ejemplo.
Numerosas variaciones, cambios y sustituciones se les ocurrirdn ahora a los expertos en la materia sin apartarse de
la invencién. Deberia entenderse que se pueden emplear varias alternativas a las realizaciones de la invencién
descritas en el presente documento para llevar a la préctica la invencién.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para fabricar un bioimplante esterilizado quimicamente que comprende un tejido biolégico y heparina,
en el que la heparina se conjuga covalentemente directamente con el tejido bioldgico, y el bioimplante se esteriliza
usando una carbodiimida, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto un tejido bioldgico con heparina para formar una combinacion; y
(b) esterilizar simultaneamente la combinacién usando una carbodiimida y conjugar directamente heparina con el
tejido bioldgico usando la carbodiimida.

2. El proceso de la reivindicaciéon 1, que comprende congelar y luego liofilizar la combinacién entre las etapas (a)
y (b).

3. El proceso de las reivindicaciones 1-2, en el que el tejido biol6gico comprende tejido procesado en forma nativa,
tejido procesado en forma no nativa, un composite o un complejo de composite.

4. El proceso de las reivindicaciones 1-3, en el que la carbodiimida es EDC.
5. El proceso de las reivindicaciones 1-4, en el que dicha esterilizacion se realiza en presencia de un alcohol.
6. El proceso de la reivindicacion 5, en el que el alcanol es un alcanol C2-Ca.

7. El proceso de la reivindicacion 5, en el que el alcanol es isopropanol.
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FIG. 1 Esquema 2
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FIG. 2

Esquema 2A
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FIG. 3 Esquema 3
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FIG. 4 Esquema 3A
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FIG. 5A Pericardio control FIG. 5B Pericardio GAG parcial
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FIG. 68
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FIG. 8C AH-Pericardio
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FIG, 8D Esponja de IGF-1 Colageno
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FIG. 108 GAG-Esponja+Células (Gran aum)

FIG, 1IB GAG-Esponja 1 mes (H-E)
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