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DESCRIPCION
Métodos para la modificacién localizada de productos tisulares

La presente descripcion se refiere a matrices de tejidos, y mas particularmente, a métodos para la modificacién localizada
de propiedades mecanicas y/o bioldgicas de matrices de tejidos.

Se utilizan diversos productos derivados de tejidos para regenerar, reparar o tratar tejidos y 6rganos enfermos o dafiados.
Dichos productos pueden incluir injertos de tejido intactos y/o tejidos acelulares o acelulares reconstituidos (por ejemplo,
matrices de tejido acelular de piel, intestino u otros tejidos, con o sin siembra celular). Dichos productos generalmente
tienen propiedades mecanicas determinadas por la fuente de tejido (es decir, el tipo de tejido y el animal del que se origind)
y los parametros de procesamiento utilizados para producir los productos tisulares. Dado que los productos tisulares a
menudo se usan para aplicaciones quirurgicas y/o reemplazo o aumento de tejido, las propiedades mecanicas y biolégicas
de los productos tisulares son importantes. Por ejemplo, los productos tisulares deben ser capaces de proporcionar un
soporte mecanico adecuado (por ejemplo, para cerrar un defecto del tejido), al tiempo que permiten el crecimiento y la
regeneracion del tejido. En algunos casos, sin embargo, puede ser deseable modificar las propiedades mecanicas y/o
bioldgicas de los productos tisulares. Ademas, para mejorar el rendimiento de los productos tisulares para aplicaciones
especificas, puede ser deseable producir productos tisulares que tengan propiedades mecanicas y/o bioldgicas variables.
Por consiguiente, la presente descripcion proporciona dispositivos y métodos para la modificacion localizada de
propiedades mecanicas y/o bioldgicas de productos tisulares, incluidas las matrices de tejido acelular. EI documento WO
2013/016571 describe el control de un proceso de reticulacion de coldgeno para crear productos reticulados con tasas de
degradacion personalizables para fines médicos.

Resumen

De acuerdo con diversas modalidades, se proporciona un método para tratar una matriz de tejido. El método comprende
seleccionar una matriz de tejido que contiene colageno, que proporciona una superficie sélida que tiene uno o mas canales
configurados para permitir que el fluido fluya a través de esta, poniendo en contacto la matriz de tejido con la superficie y
haciendo que un fluido que contiene un agente de reticulacion fluya a través de los canales para reticular las porciones
seleccionadas de la matriz de tejido para producir una matriz de tejido que tiene propiedades mecanicas o bioldgicas que
varian a través de la matriz de tejido. En algunas modalidades, la matriz de tejido es una matriz de tejido acelular. En
ciertas modalidades, la matriz de tejido comprende una matriz de tejido dérmico. En otras modalidades, la matriz de tejido
se deriva de un tejido seleccionado de fascia, tejido pericardico, duramadre, tejido de corddn umbilical, tejido placentario,
tejido de valvula cardiaca, tejido de ligamento, tejido de tenddn, tejido arterial, tejido venoso, tejido conectivo neural, tejido
de vejiga urinaria, tejido del uréter y tejido intestinal.

En algunas modalidades, el método incluye ademas tratar la matriz de tejido para eliminar al menos algunas de las células
y componentes celulares de la matriz de tejido. En algunas modalidades, el método incluye eliminar todas las células y
componentes celulares de la matriz de tejido.

En diversas modalidades, se proporcionan productos tisulares producidos de acuerdo con cualquiera de los métodos
descritos.

En ciertas modalidades, se proporciona un producto tisular. El producto tisular puede comprender una matriz de tejido
acelular derivada de un tejido que contiene colageno, en donde la matriz de tejido comprende una lamina flexible, y en
donde la matriz de tejido comprende regiones seleccionadas de material reticulado, las regiones seleccionadas de la
matriz de tejido han sido reticuladas proporcionando una superficie sélida que tiene uno o mas canales configurados para
permitir que el fluido fluya a través de estos, poniendo en contacto la matriz de tejido con la superficie, y haciendo que el
fluido que contiene un agente de reticulacién fluya a través de los canales, y en donde las propiedades mecanicas o
bioldgicas de la matriz de tejido varian a través de la lamina flexible.

Descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A-1B ilustran un dispositivo para la modificacion microfluidica de un producto tisular, de acuerdo con
ciertas modalidades.

La Figura 2 ilustra un dispositivo para la modificacion microfluidica de un producto tisular, de acuerdo con ciertas
modalidades.

La Figura 3 ilustra una matriz de tejido acelular que ha sido tratada para proporcionar modificacion localizada de
propiedades mecanicas y/o bioldgicas, de acuerdo con ciertas modalidades.

La Figura 4 ilustra una matriz de tejido acelular que ha sido tratada para proporcionar modificacion localizada de
propiedades mecanicas y/o propiedades bioldgicas, de acuerdo con ciertas modalidades.

La Figura 5 ilustra una matriz de tejido acelular que ha sido tratada para proporcionar modificacion localizada de
propiedades mecanicas y/o propiedades bioldgicas, de acuerdo con ciertas modalidades.

La Figura 6 ilustra una matriz de tejido acelular que ha sido tratada para proporcionar modificacion localizada de
propiedades mecanicas y/o propiedades bioldgicas, de acuerdo con ciertas modalidades.

La Figura 7 ilustra una matriz de tejido acelular que ha sido tratada para proporcionar una modificacion localizada de
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propiedades mecanicas y/o propiedades bioldgicas, de acuerdo con ciertas modalidades.

La Figura 8 ilustra una matriz de tejido acelular que ha sido tratada para proporcionar modificacion localizada de
propiedades mecanicas y/o propiedades bioldgicas, de acuerdo con ciertas modalidades.

La Figura 9 ilustra una matriz de tejido acelular que ha sido tratada para proporcionar modificacion localizada de
propiedades mecanicas y/o propiedades bioldgicas, de acuerdo con ciertas modalidades.

La Figura 10 ilustra una matriz de tejido acelular que ha sido tratada para proporcionar una modificacion localizada
de propiedades mecanicas y/o propiedades bioldgicas, de acuerdo con ciertas modalidades.

La Figura 11 ilustra una matriz de tejido acelular que ha sido tratada para proporcionar modificacidon localizada de
propiedades mecanicas y/o propiedades bioldgicas, de acuerdo con ciertas modalidades.

Descripcion de ciertas modalidades ilustrativas

Ahora se hara referencia en detalle a ciertas modalidades ilustrativas de acuerdo con la presente divulgacion, cuyos
ejemplos se ilustran en los dibujos adjuntos. Siempre que sea posible, se utilizaran los mismos numeros de referencia en
todos los dibujos para hacer referencia a las mismas partes o a partes similares.

En esta solicitud, el uso de la forma singular incluye el plural a menos que se indique especificamente lo contrario. En
esta solicitud, el uso de "0" significa "y/0" a menos que se indique lo contrario. Ademas, el uso del término "que incluye”,
asi como otras formas, tales como "incluye" e "incluido”, no es limitante. Se entendera que cualquier intervalo descrito en
el presente documento incluye los puntos finales y todos los valores entre los puntos finales.

Los encabezados de seccion utilizados en este documento son solo para fines organizativos y no deben interpretarse
como limitantes del tema descrito.

Como se usa en el presente documento, "producto tisular" se referira a cualquier tejido humano o animal que contenga
proteinas de matriz extracelular. Los "productos tisulares" pueden incluir matrices tisulares acelulares o parcialmente
descelularizadas, asi como matrices tisulares descelularizadas que se han repoblado con células exdgenas.

Se pueden utilizar diversos tejidos humanos y animales para producir productos para el tratamiento de pacientes. Por
ejemplo, varios productos tisulares estan disponibles para la regeneracion, reparacién, aumento, refuerzo y/o tratamiento
de tejidos humanos que se han dafiado o perdido debido a diversas enfermedades y/o dafios estructurales (por ejemplo,
por traumatismo, cirugia, atrofia y/o desgaste y degeneracion a largo plazo). Dichos productos pueden incluir, por ejemplo,
matrices de tejido acelular, aloinjertos de tejido o xenoinjertos, y/o tejidos reconstituidos (es decir, tejidos al menos
parcialmente descelularizados que se han cultivado con células para producir materiales viables).

Para aplicaciones quirurgicas, a menudo es deseable producir productos tisulares que tengan ciertas propiedades
mecanicas. Por ejemplo, el producto tisular, que puede incluir una lamina de material, debe poseer suficiente resistencia
para resistir tensiones durante el uso previsto. Ciertos productos tisulares pueden usarse para reparar defectos (por
ejemplo, hernias), para soportar tejidos o implantes circundantes (por ejemplo, para aumento y/o reconstruccion mamaria),
o para reemplazar tejido dafiado o perdido (por ejemplo, después de un trauma o reseccion quirirgica). Cualquiera que
sea el uso particular, el producto tisular debe tener suficiente resistencia, elasticidad y/u otras propiedades mecanicas
para funcionar hasta que ocurra la regeneracion y/o reparacion del tejido.

Sin embargo, algunos productos tisulares pueden mejorarse funcionalmente alterando las propiedades mecanicas de los
productos. Por ejemplo, hay varios productos de matriz de tejido acelular disponibles y, a menudo, tales matrices de tejido
tienen la forma de una lamina flexible de material que tiene propiedades mecanicas y/o bioldgicas sustancialmente
uniformes en toda su &rea superficial. Sin embargo, para algunas indicaciones, puede ser deseable alterar las propiedades
mecanicas y/o biolégicas de tales matrices de tejidos de modo que las propiedades varien a través del material. Por
ejemplo, en algunas modalidades, puede ser deseable fortalecer, endurecer, debilitar 0 hacer mas flexibles las regiones
de seleccion de un producto tisular para producir un producto que tenga propiedades mecanicas variables. Ademas, en
algunas modalidades, puede ser deseable modificar ciertas propiedades elasticas o viscoelasticas de una matriz de tejido,
que incluye, por ejemplo, la resistencia al estiramiento a bajos niveles de deformacién (por ejemplo, mecanica de la region
del dedo del pie).

Puede ser deseable tratar regiones seleccionadas de los productos tisulares para controlar la velocidad de degradacion,
crecimiento celular y/o vascularizacion después de la implantacion. Se conoce que la reticulacion puede aumentar la
resistencia de las matrices de tejidos a la degradacion por células inflamatorias dentro del cuerpo, y tal resistencia
aumentada puede disminuir la velocidad de debilitamiento después de la implantacion. Por consiguiente, en algunas
modalidades, puede ser deseable proporcionar reticulacion localizada para proporcionar areas de la matriz de tejido que
mantengan su capacidad de proporcionar soporte mecanico a un sitio de implantaciéon durante mas tiempo después de la
implantacion, mientras que simultdneamente proporcionan suficiente masa de matriz de tejido para soportar la
regeneracion tisular normal dentro de porciones no reticuladas de la matriz tisular.

La presente descripcion proporciona métodos para tratar tejidos para proporcionar propiedades mecanicas y/o biologicas

variables a lo largo de la longitud, ancho, o grosor de una matriz de tejido de acuerdo con las reivindicaciones. La
divulgacion también proporciona productos tisulares producidos usando los métodos de tratamientos de acuerdo con las
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reivindicaciones.

De acuerdo con diversas modalidades, se proporciona un método para tratar una matriz de tejido. EI método puede
comprender seleccionar una matriz de tejido que contenga colageno, proporcionar una superficie sélida que tenga uno o
mas canales configurados para permitir que el fluido fluya a través de estos, poniendo en contacto la matriz de tejido con
la superficie, y haciendo que fluya un fluido que contiene un agente de reticulacion a través de los canales para reticular
porciones de la matriz de tejido seleccionadas para producir una matriz de tejido que tiene propiedades mecanicas y/o
bioldgicas que varian a través de la matriz de tejido. En algunas modalidades, la matriz de tejido es una matriz de tejido
acelular. En ciertas modalidades, la matriz de tejido comprende una matriz de tejido dérmico.

Los productos tisulares de acuerdo con la presente descripcion pueden seleccionarse para proporcionar una variedad de
propiedades bioldgicas y/o mecanicas diferentes. Por ejemplo, se puede seleccionar una matriz de tejido acelular u otro
producto tisular para permitir el crecimiento y la remodelacion del tejido para ayudar en la regeneracion del tejido que
normalmente se encuentra en el sitio donde se implanta la matriz. Por ejemplo, una matriz de tejido acelular, cuando se
implanta sobre o dentro de la fascia u otro tejido blando, puede seleccionarse para permitir la regeneracion de la fascia u
otro tejido blando sin fibrosis excesiva o formacion de cicatrices. En ciertas modalidades, el producto tisular puede
formarse a partir de ALLODERM® o STRATTICE™ (LIFE-CELL CORPORATION, Branchburg, NJ), que son matrices
dérmicas acelulares humanas y porcinas, respectivamente. Alternativamente, se pueden usar otras matrices de tejido
acelular adecuadas, como se describe mas adelante. Los tejidos pueden seleccionarse de una variedad de fuentes de
tejido que incluyen piel (dermis o piel completa), fascia, tejido pericardico, duramadre, tejido de cordén umbilical, tejido
placentario, tejido de valvula cardiaca, tejido de ligamento, tejido de tenddn, tejido arterial, tejido venoso, tejido conectivo
neural, tejido de vejiga urinaria, tejido del uréter y tejido intestinal. Los métodos descritos en este documento pueden
usarse para procesar cualquier tipo de tejido colageno y para cualquier producto de matriz de tejido. Por ejemplo, Badylak
y otros describen una serie de materiales de armazoén bioldgicos, y los métodos de la presente descripcidon pueden usarse
para tratar esos u otros productos tisulares conocidos en la técnica. Badylak y otros, "Extracellular Matrix as a Biological
Scaffold Material: Structure and Function", Acta Biomaterialia (2008), doi:10.1016/j.act-bio.2008.09.013.

En algunos casos, la matriz de tejido puede proporcionarse como una matriz de tejido descelularizada. Las matrices de
tejido acelular adecuadas se describen mas adelante. En otros casos, el método puede incluir ademas procesar tejido
intacto para eliminar células u otros materiales antes, después o antes y después de la reticulacion o el tratamiento
proteolitico de acuerdo con la presente solicitud. Los tejidos pueden descelularizarse total o parcialmente para producir
matrices de tejido acelular o materiales de tejido extracelular para ser utilizados por los pacientes. Por ejemplo, varios
tejidos, tales como piel, intestino, hueso, cartilago, tejido nervioso (por ejemplo, fibras nerviosas o duramadre), tendones,
ligamentos u otros tejidos pueden descelularizarse total o parcialmente para producir productos tisulares utiles para los
pacientes. En algunos casos, estos productos descelularizados pueden usarse sin la adicién de materiales celulares
exogenos (por ejemplo, células madre). En ciertos casos, estos productos descelularizados pueden cultivarse con células
de fuentes autdlogas u otras fuentes para facilitar el tratamiento. Los procesos adecuados para producir matrices de tejido
acelular se describen a continuacion.

En ciertas modalidades, las matrices de tejidos pueden tratarse para proporcionar una variaciéon localizada en las
propiedades mecanicas y/o bioldgicas poniendo en contacto las matrices de tejidos con uno o mas agentes de reticulacion,
y opcionalmente enzimas proteoliticas. En general, las matrices se pueden tratar poniendo en contacto porciones
seleccionadas de las matrices de tejido con un fluido que contiene el agente y, opcionalmente, una enzima y en
condiciones (por ejemplo, temperatura y/o pH) y durante un tiempo suficiente para producir un grado de reticulacion
deseado, y opcionalmente protedlisis.

El fluido que contiene enzimas o agentes de reticulacion se puede aplicar a regiones seleccionadas de la matriz de tejido
de varias maneras. En ciertas modalidades, el fluido se hace fluir en contacto con la matriz de tejido para permitir el
contacto con solo aquellas regiones de la matriz de tejido que se seleccionan para la modificacion. Las Figuras 1A-1B
ilustran un dispositivo 10 para la modificacion microfluidica de productos tisulares, de acuerdo con ciertas modalidades.
Como se muestra en la Figura 1A, el dispositivo 10 puede incluir un cuerpo rigido con una superficie inferior 12 y una
superficie superior 14, asi como una serie de canales 16. Cuando esta en uso, el dispositivo 10 puede colocarse con la
superficie inferior 12 y los canales 16 orientados hacia abajo hacia una superficie rigida 15 (Figura 1B). Se puede colocar
una matriz de tejido 19 entre la superficie inferior 12 y la superficie rigida 15 con presién suficiente para evitar
sustancialmente el flujo de fluido a través de la matriz de tejido 19 que no sea en las regiones rodeadas por los canales
16. Se puede hacer que el fluido que contiene agentes de reticulacion o enzimas fluya a través de los canales 16 a través
de los tubos de suministro de fluido de entrada y salida 18, 20. En algunas modalidades, cada canal 16 puede conectarse
a un tubo de suministro individual 18, 20, o uno o mas de los canales pueden conectarse al tubo de suministro a través
de colectores, siempre que se logre un grado deseado de flujo de fluido.

Los canales 16 pueden tener una variedad de formas, tamafos y configuraciones. En general, los canales 16 deben estar
lo suficientemente separados como para permitir que se forme un sello entre los canales cuando se ponen en contacto
con una matriz de tejido. Ademas, los anchos adecuados de los canales pueden variar de 1 micrén a 5 cm, y las alturas
adecuadas de los canales pueden variar de 1 micron a 2 mm. Ademas, los bordes del canal deben estar redondeados o
romos para evitar dafios en el tejido.
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Se pueden usar varios agentes de reticulacion diferentes, y opcionalmente enzimas para tratar las matrices de tejidos.
Por ejemplo, los agentes de reticulacion adecuados pueden incluir gluturaldehido, EDC, genepin, aldehidos y/o lisil
oxidasa; y enzimas adecuadas pueden incluir sulfhidrilo proteasas tales como bromelina. Ademas, las enzimas pueden
incluir bromelina, papaina, ficina, actinidina o combinaciones de las mismas. Las enzimas y los agentes de reticulacion se
pueden adquirir comercialmente; o se pueden extraer enzimas de fuentes de fruta. Por ejemplo, una fuente de bromelina
es MCCORMICK MEAT TENDERIZER, pero las enzimas también se pueden extraer de la pifia y/o comprar en una
formulacion de grado médico.

Las enzimas pueden ponerse en contacto con los tejidos para aumentar la flexibilidad del tejido sin provocar una
degradacion indeseable en otras propiedades mecanicas y/o bioldgicas. Por ejemplo, cuando se produce un lote de
materiales con o sin los tratamientos enzimaticos analizados en la presente, los tratamientos enzimaticos no produciran
un cambio indeseable en al menos uno de la resistencia a la traccion, la resistencia al desgarre, la resistencia a la sutura,
la resistencia a la fluencia, la susceptibilidad a la colagenasa, el contenido de glucosaminoglicanos, el contenido de lectina,
la resistencia al reventamiento, la temperatura de transicién térmica, o combinaciones de los mismos. En algunos casos,
un cambio no deseado es una reduccion estadisticamente significativa de la resistencia a la traccion, la resistencia al
desgarre, la resistencia a la sutura, la resistencia a la fluencia, el contenido de glicosaminoglicanos, el contenido de lectina,
la resistencia al reventamiento; un aumento en la susceptibilidad a la colagenasa; o un cambio (hacia arriba o hacia abajo)
en la temperatura de transiciéon térmica (como medida usando calorimetria diferencial de barrido).

En algunos casos, las enzimas se seleccionan de modo que provocan la escision sitio especifica de las proteinas dentro
de los tejidos. Por ejemplo, se ha encontrado que el tratamiento de materiales dérmicos de porcinos con bromelina no
provoca alteraciones adicionales en la estructura de la matriz después de una cierta cantidad de tratamiento. Por lo tanto,
el tratamiento de la dermis con bromelina no provoca mas cambios en la matriz con la exposiciéon prolongada o después
de periodos de tiempo prolongados.

Ademas, las enzimas y los agentes de reticulacién se pueden aplicar a los tejidos en una variedad de soluciones
adecuadas. Por ejemplo, se ha encontrado que la bromelina es efectiva cuando se aplica a tejidos en solucion salina
normal, pero se pueden usar otros tampones adecuados (por ejemplo, PBS).

El dispositivo 10 usado para entrar en contacto con la matriz de tejido 19 con enzimas y/o agentes de reticulacion puede
tener una variedad de configuraciones diferentes. Por ejemplo, como se describe con mas detalle a continuacion con
respecto a las Figuras 3-10, la matriz de tejido 19 puede tratarse mediante reticulacion, y opcionalmente mediante el
tratamiento con enzimas proteoliticas, en una serie de ubicaciones adecuadas para producir un patrén que proporciona
variaciones deseadas en las propiedades mecanicas y/o biolégicas. La Figura 2 ilustra un dispositivo 10' para la
modificacién microfluidica de productos tisulares, de acuerdo con ciertas modalidades. Como se muestra, el dispositivo
10" incluye nuevamente una estructura rigida con canales 16'. Sin embargo, en la modalidad de la Figura 2, los canales
16' tienen una forma o patron que es diferente al de la Figura 1, permitiendo asi el contacto del agente de reticulacién, y
opcionalmente la enzima proteolitica, para producir una matriz de tejido modificada con una configuracion diferente.
Ademas, el dispositivo 10' tiene dos aberturas 18'y 20", que proporcionan pasajes para el flujo de fluido dentro y fuera de
los canales 16', en lugar de tener multiples aberturas separadas 18, 20, como con el dispositivo de la Figura 1. Se puede
usar cualquier numero adecuado de aberturas para proporcionar un flujo adecuado de fluido a través de los canales 16,
16'".

Los métodos de la presente divulgacion se pueden usar para modificar las propiedades mecanicas y/o biolégicas en varias
ubicaciones diferentes. Las Figuras 3-10 ilustran matrices de tejido acelular que han sido tratadas para proporcionar una
modificacion localizada de las propiedades mecanicas y/o bioldgicas, de acuerdo con ciertas modalidades. En diversas
modalidades, las matrices de tejido se pueden tratar para modificar las regiones seleccionadas de una matriz de tejido en
forma de lamina sobre regiones que tienen un patrén de serpentina 32 (Figura 3), un patron en espiral 42 (Figura 4),
patrones lineales 52, 62 (Figuras 5 y 6), patrones curvos 72 (Figura 7), a lo largo de patrones lineales o alineados
longitudinalmente 82 en una lamina envuelta cilindricamente 80 (Figura 8), en un patrén circular 92 (Figura 9), en patrén
de tipo red 102 (Figura 10), o en un patrén de cuadricula 110 (Figura 11).

El patron especifico de la region seleccionada para la reticulacion localizada o el tratamiento proteolitico se puede
seleccionar por una variedad de razones. Se conoce que la reticulacion puede aumentar la resistencia de las matrices de
tejidos a la degradacién por las células inflamatorias dentro del cuerpo, y tal resistencia aumentada puede disminuir la
velocidad del debilitamiento después de la implantacion. Sin embargo, la reticulacion excesiva puede tener efectos
adversos sobre la infiltracion celular y la regeneracion de tejido normal dentro de la matriz de tejido. Por consiguiente, en
algunas modalidades, puede ser deseable proporcionar reticulacion localizada para proporcionar areas de la matriz de
tejido que mantengan su capacidad de proporcionar soporte mecanico a un sitio de implantacion durante mas tiempo
después de la implantacion, mientras que simultaneamente proporcionan suficiente masa de matriz de tejido para soportar
la regeneracion tisular normal dentro de porciones no reticuladas de la matriz tisular.

El tratamiento de proteasa localizado puede usarse por una variedad de razones. Por ejemplo, el tratamiento de proteasa
localizado puede permitir la produccion de diferentes resistencias u otras propiedades mecanicas que tratan el tejido para
hacer que el nativo sea mas fuerte. Ademas, la produccién de matrices de tejido con flexibilidad localizada puede permitir
gue un cirujano coloque tejido en pequefas aberturas, incluyendo el paso de una matriz de tejido a través de una incision
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laparoscoépica o un trocar. Ademas, la produccion de tejido con flexibilidad localizada puede ser beneficiosa para permitir
la correspondencia de la elasticidad con los tejidos naturales o para igualar las propiedades mecanicas anisotropicas de
los tejidos.

El patron especifico de tratamiento localizado puede seleccionarse en funcién de un sitio de implantacién o método de
tratamiento deseado. Por ejemplo, en diversas modalidades, el patréon puede seleccionarse para proporcionar una matriz
de tejido tratada que tenga propiedades mecanicas mejoradas (por ejemplo, mayor resistencia a la fluencia) a lo largo de
dimensiones que pueden ser mas propensas a experimentar mayores cargas durante el uso. Por ejemplo, en las
modalidades de las Figuras 3-6 y 9-10, el patron puede seleccionarse para aumentar la resistencia de la lamina de matriz
de tejido a lo largo de uno o mas ejes paralelos a la lamina de matriz de tejido. De manera similar, la Figura 7 ilustra una
lamina de matriz de tejido 70 que puede incluir una superficie convexa superior 74 y una superficie convexa inferior 76,
que puede ser adecuada para su uso en el soporte de un implante mamario después de la reconstruccion o el aumento
mamario, y la matriz 70 puede tratarse a lo largo de las lineas 72 seleccionadas para aumentar la resistencia o el médulo
elastico de la matriz en la direccién que es mas probable que falle durante el uso. De manera similar, la Figura 8 ilustra
una matriz con forma cilindrica 80 que tiene un patrén de tratamiento 82 a lo largo de lineas paralelas a un eje de la matriz
80. La matriz con forma cilindrica 80 se puede usar como un reemplazo de tejido conectivo (por ejemplo, para un
ligamento, tenddn o linea alba), y el patron 82 se puede seleccionar para proporcionar la resistencia, flexibilidad o
propiedades elasticas deseadas para imitar los sitios de tejido natural y/o para minimizar las tasas de fracaso después de
la implantacion.

La concentracion, la velocidad de flujo, y la enzima o sustancia quimica especifica utilizada para la reticulacion v,
opcionalmente, la protedlisis, se pueden seleccionar por una variedad de razones. Por ejemplo, en general, la
concentracion y la velocidad de flujo/tiempo de exposicion especificos se seleccionan en base al grado deseado de
reticulacion, y opcionalmente a la protedlisis. Ademas, dado que diferentes agentes de reticulacion, y opcionalmente
enzimas, pueden tener efectos proteoliticos o de reticulacion sobre diferentes aminoacidos, se pueden usar
combinaciones de dos 0 mas agentes de reticulacion y opcionalmente enzimas.

Matrices de tejido acelular

Los métodos de la presente descripcién pueden usarse para proporcionar la modificacion localizada de propiedades de
cualquier matriz de tejido, incluyendo la matriz de tejido de tejidos celularizados, tejido parcialmente descelularizado o
matrices fabricadas artificialmente. Sin embargo, en algunas modalidades, las matrices de tejido incluyen una matriz de
tejido acelular. El término "matriz de tejido acelular”, como se usa en el presente documento, se refiere generalmente a
cualquier matriz de tejido que esté sustancialmente libre de células y/o componentes celulares.

Las matrices de tejidos pueden procesarse de varias maneras, como se describe a continuacién para producir tejidos
descelularizados o parcialmente descelularizados. Las etapas de procesamiento descritas a continuacién se pueden usar
junto con y (tanto antes o después) de los procesos descritos en este documento para producir matrices de tejidos que
tienen variaciones mecanicas y/o propiedades bioldgicas.

En general, las etapas involucradas en la produccion de una matriz de tejido acelular incluyen la recoleccién del tejido de
un donante (por ejemplo, un cadaver humano o una fuente animal) y la extraccion de células en condiciones que preserven
la funcion bioldgica y estructural. En ciertas modalidades, el proceso incluye tratamiento quimico para estabilizar el tejido
y evitar la degradacion bioquimica y estructural junto con o antes de la extracciéon de células. En diversas modalidades,
la solucioén estabilizadora detiene y previene la degradacion osmética, hipdxica, autolitica y proteolitica, protege contra la
contaminacion microbiana y reduce el dafio mecanico que puede ocurrir con tejidos que contienen, por ejemplo,
componentes del musculo liso (por ejemplo, vasos sanguineos). La solucién estabilizadora puede contener un tampoén
apropiado, uno o mas antioxidantes, uno o mas agentes oncéticos, uno o mas antibiéticos, uno o mas inhibidores de la
proteasa, y/o uno o mas relajantes del muasculo liso.

Luego, el tejido se coloca en una solucién de descelularizacién para eliminar células viables (por ejemplo, células
epiteliales, células endoteliales, células de musculo liso y fibroblastos) de la matriz estructural sin dafiar la integridad
bioldgica y estructural de la matriz de colageno. La solucién de descelularizacién puede contener un tampén apropiado,
sal, un antibidtico, uno o mas detergentes (por ejemplo, TRITON X-100™, desoxicolato de sodio, monooleato de
polioxietileno sorbitan (20)), uno o mas agentes para evitar la reticulacién, uno o mas inhibidores de proteasa y/o una o
mas enzimas. En algunas modalidades, la solucion de descelularizacion comprende 1 % de TRITON X-100™ en medio
RPMI con Gentamicina y 25 mM de EDTA (acido etilendiaminotetraacético). En algunas modalidades, el tejido se incuba
en la solucién de descelularizacion durante la noche a 37 °C con agitacion suave a 90 rpm. En ciertas modalidades, se
pueden usar detergentes adicionales para eliminar la grasa de la muestra de tejido. Por ejemplo, en algunas modalidades,
se agrega desoxicolato de sodio al 2 % a la solucién de descelularizacion.

La piel, partes de la piel (por ejemplo, la dermis) y otros tejidos tales como vasos sanguineos, valvulas cardiacas, fascia,
cartilago, hueso, y tejido conectivo nervioso pueden usarse para crear matrices acelulares dentro del alcance de la
presente divulgacion. Las matrices de tejido acelular se pueden probar o evaluar para determinar si estan sustancialmente
libres de células y/o componentes celulares de varias maneras. Por ejemplo, los tejidos procesados se pueden
inspeccionar con microscopia 6ptica para determinar si quedan células (vivas o muertas) y/o componentes celulares.
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Ademas, ciertos ensayos pueden usarse para identificar la presencia de células o componentes celulares. Por ejemplo,
se pueden usar ensayos de ADN u otros acidos nucleicos para cuantificar los materiales nucleares restantes dentro de
las matrices de tejidos. En general, la ausencia de ADN restante u otros acidos nucleicos sera indicativo de una
descelularizacion completa (es decir, eliminacién de células y/o componentes celulares). Finalmente, se pueden usar
otros ensayos que identifiquen componentes especificos de la célula (por ejemplo, antigenos de superficie) para
determinar si las matrices de tejido son acelulares. La piel, partes de la piel (por ejemplo, la dermis) y otros tejidos tales
como vasos sanguineos, valvulas cardiacas, fascia, cartilago, hueso, y tejido conectivo nervioso pueden usarse para crear
matrices acelulares dentro del alcance de la presente divulgacion.

Después del proceso de descelularizacion, la muestra de tejido se lava minuciosamente con solucién salina. En algunas
modalidades ilustrativas, por ejemplo, cuando se usa material xenogénico, el tejido descelularizado se trata durante la
noche a temperatura ambiente con una solucion de desoxirribonucleasa (DNasa). En algunas modalidades, la muestra
de tejido se trata con una solucién de DNasa preparada en tampdn de DNasa (20 mM de HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)-
1-piperazinaetano sulfénico), 20 mM de CaCl: y 20 mM de MgClz). Opcionalmente, se puede agregar una solucion
antibiodtica (por ejemplo, gentamicina) a la solucion de DNasa. Se puede usar cualquier tampon adecuado siempre que el
tampon proporcione una actividad DNasa adecuada.

Mientras que una matriz de tejido acelular puede hacerse a partir de uno o mas individuos de la misma especie que el
receptor del injerto de matriz de tejido acelular, este no es necesariamente el caso. Asi, por ejemplo, una matriz de tejido
acelular puede hacerse de tejido porcino e implantarse en un paciente humano. Las especies que pueden servir como
receptores de matriz de tejido acelular y donantes de tejidos u 6rganos para la produccién de la matriz de tejido acelular
incluyen, sin limitacion, mamiferos, tales como humanos, primates no humanos (por ejemplo, monos, babuinos o
chimpanceés), cerdos, vacas, caballos, cabras, ovejas, perros, gatos, conejos, conejillos de indias, jerbos, hamsteres, ratas
o ratones.

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

Dado que los mamiferos no primates (por ejemplo, los cerdos) producen epitopos a-gal, el xenotrasplante de material que
contiene colageno de estos mamiferos en primates a menudo resulta en rechazo debido a la union anti-Gal de los primates
a estos epitopos en el material que contiene colageno. La unién da como resultado la destruccién del material que contiene
colageno por fijacion del complemento y por citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. U. Galili y otros, Immunology
Today 14: 480 (1993); M. Sandrin y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 11391 (1993); H. Good y otros, Transplant. Proc.
24: 559 (1992); B. H. Collins y otros, J. Immunol. 154: 5500 (1995). Ademas, el xenotrasplante da como resultado una
activacion importante del sistema inmune para producir mayores cantidades de anticuerpos anti-gal de alta afinidad. Por
consiguiente, en algunas modalidades, cuando los animales que producen epitopos a-gal se utilizan como fuente de
tejido, la eliminacién sustancial de los epitopos a-gal de las células y de los componentes extracelulares del material que
contiene colageno, y la prevencién de la reexpresion de los epitopos a-gal celulares pueden disminuir la respuesta inmune
contra el material que contiene colageno asociado con la unioén del anticuerpo anti-gal a los epitopos a-gal.

Para eliminar los epitopos a-gal, después de lavar el tejido minuciosamente con solucion salina para eliminar la solucién
de DNasa, la muestra de tejido puede someterse a uno o mas tratamientos enzimaticos para eliminar ciertos antigenos
inmunogénicos, si estan presentes en la muestra. En algunas modalidades, la muestra de tejido puede tratarse con una
enzima a-galactosidasa para eliminar los epitopos a-gal si estan presentes en el tejido. En algunas modalidades, la
muestra de tejido se trata con a-galactosidasa a una concentracion de 300 U/L preparada en 100 mM de tampdn fosfato
a pH 6,0. En otras modalidades, la concentracién de a-galactosidasa se incrementa a 400 U/L para la eliminacion
adecuada de los epitopos a-gal del tejido cultivado. Se puede usar cualquier concentracion de enzima y tampon
adecuados siempre que se logre una eliminacion suficiente de antigenos.

Alternativamente, en lugar de tratar el tejido con enzimas, los animales que han sido modificados genéticamente para
carecer de uno o mas epitopos antigénicos pueden seleccionarse como la fuente de tejido. Por ejemplo, los animales (por
ejemplo, los cerdos) que han sido modificados genéticamente para carecer del resto de a-galactosa terminal pueden
seleccionarse como la fuente de tejido. Para las descripciones de los animales apropiados, véase la solicitud de Estados
Unidos pendiente nim. de serie 10/896,594 y la patente de Estados Unidos nim. 6,166,288. Ademas, se describen ciertos
métodos ilustrativos de procesamiento de tejidos para producir matrices acelulares con o sin cantidades reducidas o que
carecen de restos alfa-1,3-galactosa en Xu, Hui y otros, "A Porcine-Derived Acellular Dermal Scaffold that Supports Soft
Tissue Regeneration: Removal of Terminal Galactose-a-(1,3)-Galactose and Retention of Matrix Structure," Tissue
Engineering, Vol. 15, 1-13 (2009.

Después que se forma la matriz de tejido acelular, se pueden cultivar opcionalmente células viables histocompatibles en
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la matriz de tejido acelular para producir un injerto que puede ser remodelado adicionalmente por el huésped. En algunas
modalidades, se pueden agregar células viables histocompatibles a las matrices mediante técnicas de cocultivo de células
in vitro estandar antes del trasplante, o mediante repoblacion in vivo después del trasplante. La repoblacion in vivo puede
ser por las propias células del receptor que migran hacia la matriz de tejido acelular o por infusion o inyeccidn de células
obtenidas del receptor o células histocompatibles de otro donante en la matriz de tejido acelular in situ. Se pueden usar
varios tipos de células, incluidas las células madre embrionarias, las células madre adultas (por ejemplo, las células madre
mesenquimales), y/o las células neuronales. En diversas modalidades, las células se pueden aplicar directamente a la
porcién interna de la matriz de tejido acelular justo antes o después de la implantacion. En ciertas modalidades, las células
pueden colocarse dentro de la matriz de tejido acelular a implantar, y cultivarse antes de la implantacion.
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REIVINDICACIONES

Un método para tratar una matriz de tejido, que comprende:

seleccionar una matriz de tejido que contiene colageno;

proporcionar una superficie sélida que tiene uno o mas canales configurados para permitir que el fluido fluya a
través de estos;

poner en contacto la matriz de tejido con la superficie; y

hacer que un fluido que contiene un agente de reticulacion fluya a través de los canales para reticular las porciones
seleccionadas de la matriz de tejido para producir una matriz de tejido que tiene propiedades mecanicas o
biolégicas que varian a través de la matriz de tejido.

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

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde la matriz de tejido comprende una matriz de tejido
dérmico.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde la matriz de tejido se deriva de un tejido
seleccionado de fascia, tejido pericardico, duramadre, tejido del cordén umbilical, tejido placentario, tejido de la
valvula cardiaca, tejido del ligamento, tejido del tenddn, tejido arterial, tejido venoso, tejido conectivo neural, tejido
de vejiga urinaria, tejido del uréter y tejido intestinal.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4, en donde el uno o mas canales tienen al menos uno de
un patrén de serpentina, un patrén similar a una red, un patrén circular, un patrén de cuadricula, y un patrén lineal.

El método de la reivindicacién 5, en donde el agente de reticulacién comprende al menos uno de gluteraldehido y
1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida hidrocloruro (EDC).

Un producto tisular, que comprende:

una matriz de tejido acelular derivada de un tejido que contiene colageno, en donde la matriz de tejido comprende
una lamina flexible, y en donde la matriz de tejido comprende regiones seleccionadas de material reticulado, las
regiones seleccionadas de la matriz de tejido se han reticulado proporcionando una superficie sélida que tiene uno
0 mas canales configurados para permitir que el fluido fluya a través de estos, poniendo en contacto la matriz de
tejido con la superficie, y haciendo que el fluido que contiene un agente de reticulacion fluya a través de los canales,

en donde las propiedades mecanicas o biologicas de la matriz de tejido varian a través de la [amina flexible.
El producto de la reivindicacion 7, en donde la matriz de tejido comprende una matriz de tejido dérmico.

El producto de la reivindicacion 7, en donde la matriz de tejido se deriva de un tejido seleccionado de fascia, tejido
pericardico, duramadre, tejido de cordén umbilical, tejido placentario, tejido de valvula cardiaca, tejido de ligamento,
tejido de tenddn, tejido arterial, tejido venoso, tejido conectivo neural, tejido de vejiga urinaria, tejido del uréter y
tejido intestinal.

El producto de cualquiera de las reivindicaciones 7 a la 9, en donde las porciones seleccionadas de la matriz de
tejido tienen al menos uno de un patrén de serpentina, un patréon similar a una red, un patrén circular, un patrén de
cuadricula y un patrén lineal.
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