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DESCRIPCION
Tejido microvascular alogénico para tratamientos de tejidos blandos
CAMPO TECNICO

[0001] Esta solicitud se dirige a composiciones relacionadas con la reparacion tisular mediante el uso de
tejidos o células microvasculares alogénicos.

ANTECEDENTES

[0002] Las lesiones de los tendones son muy corrientes. Los esguinces cicatrizan espontaneamente, pero los
desgarros totales resultan a menudo en discapacidad si no se tratan quirirgicamente. A pesar de las reparaciones
mediante cirugia, aproximadamente el 15 % de las reparaciones de tendones de Aquiles y el 40 % de las
reparaciones del manguito de los dos tendones rotadores fracasan posteriormente. Ademas, los tendones reparados
raramente recuperan los niveles de fuerza y funcionalidad anteriores a la lesién. Los intentos de mejorar la tasa de
éxito han supuesto mejores anclajes de las suturas y el hueso, nuevos procedimientos quirurgicos y parches para
reforzar la reparacion y proporcionar un armazon para el crecimiento infiltrante del tejido para engrosar el tendén.
También hay informes sobre la mejora de la cicatrizacion de tendones con el uso de factores de crecimiento como
BMP-2, BMP-12, PDGF-BB y bFGF en modelos preclinicos.

[0003] Aunque algunos investigadores han indicado el tendén como un posible tejido para hacer crecer con el
uso de células madre mesenquimales (CMM), se ha realizado muy poco trabajo en esta linea. Todavia hay menos
trabajo descrito con células madre o progenitoras derivadas de tejido adiposo u otros tejidos microvasculares. Se ha
demostrado que las células frescas de tejido adiposo u otros tejidos microvasculares podrian usarse para la
regeneracion de tejidos ortopédicos. Otros investigadores han demostrado desde entonces que estas células
ayudan al tratamiento de lesiones de tendones en modelos de lesiones tendinosas en caballos, asi como otras
dolencias. Estas células siempre eran autélogas o singénicas.

[0004] Sin embargo, el uso de células madre de procedencia autdloga es poco practico. Requiere dos
procedimientos quirurgicos con el dolor, costes y morbilidad asociados. Ademas, existen riesgos en el envio del
tejido al laboratorio para su procesamiento y un retraso en el tratamiento de la lesién o la enfermedad.

[0005] Recientemente, se han lanzado productos para injertos 6seos que usan células de médula ésea no
cultivadas de donantes alogénicos adsorbidas sobre esquirlas dseas o matriz 6sea desmineralizada (MOD). Sin
embargo, este tipo de producto es inadecuado para la reparacion de tejidos blandos y requiere una manipulacion
especial para la conservacion de las células de médula dsea.

RESUMEN

[0006] La presente invencion es tal como se define en las reivindicaciones 1-13 y se refiere a una composicion
que comprende tejido microvascular minimamente procesado, alogénico, no cultivado, en la que la viabilidad de las
células madre o progenitoras incluidas es inferior al 50 % y en la que dicha composicion tiene actividad cicatrizante
de tejidos. También se refiere a una composicién que comprende tejido microvascular disociado y seco, en la que
dicho tejido microvascular comprende células madre o progenitoras no cultivadas con una viabilidad inferior al 50 %,
y en la que el tejido microvascular tiene actividad cicatrizante de tejidos, siendo dicha composicién adecuada para la
administracion a un sujeto que es alogénico o xenogénico con respecto a la fuente del tejido microvascular.

[0007] Las realizaciones de la invencidon descrita pueden incluir realizaciones con una o mas de las
caracteristicas siguientes:

[0008] Uso de células madre o progenitoras alogénicas para la reparacion o regeneracion de tendones,
ligamentos o piel.

[0009] Uso de tejido microvascular procesado para la reparacion o regeneracion de tendones, ligamentos o
piel.
[0010] Uso de tejido microvascular minimamente procesado, alogénico, no procesado para la regeneracion de

tendones, ligamentos o piel.

[0011] Uso de células madre o progenitoras alogénicas desecadas y no cultivadas para la reparaciéon o
regeneracion de tendones, ligamentos o piel.

[0012] Un producto de tejido microvascular procesado que no contiene hueso ni matriz 6sea adecuado para
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su implantacién en un receptor alogénico o xenogénico.

[0013] Produccion de tejido microvascular procesado de donantes en un proceso validado para prevenir la
contaminacion virica entre lotes.

[0014] Produccion de tejido microvascular procesado de donantes en un proceso que usa una Unica enzima,
elimina las células sanguineas o no usa ninguna enzima.

[0015] Un producto adecuado para su implantacion en un paciente que contiene tejido microvascular
procesado que es estable a temperatura ambiente durante mas de un mes.

[0016] Una formulacién desecada o liofilizada de tejido microvascular procesado.
[0017] Una formulacién que comprende tejido microvascular procesado desecado a presiones hiperbaricas.
[0018] El uso de células madre o progenitoras no viables para la reparacion o regeneraciéon de cartilago,

ligamentos o piel.

[0019] El uso de células madre o progenitoras alogénicas o xenogénicas no viables para la reparacion o
regeneracion de cartilago, ligamentos o piel.

[0020] El uso de productos de células madre o progenitoras con menos del 50 % de viabilidad para la
reparacion o regeneracion de cartilago, ligamentos o piel.

[0021] El uso de tejido microvascular alogénico crioconservado para la reparacion o regeneracion de tendones
o ligamentos.

[0022] Un producto adecuado para su implantacion en un paciente humano que comprende tejido
microvascular procesado con menos del 50 % de viabilidad.

[0023] Un producto adecuado para su implantacion en un paciente humano que comprende células madre con
membranas estabilizadas.

[0024] Combinacioén de un tejido microvascular procesado alogénico con un implante ortopédico; un armazon
implantable flexible y poroso; un implante quirtrgico; agua pura; un implante recubierto poroso; una disolucion de
polimero; disolventes como DMSO, N-metilpirrolidona (NMP) y alcoholes; hidrogel; acido hialurénico u otros
glucosaminoglucanos o proteoglucanos; colageno; fibrina; trombina, un coagulo sanguineo; plaquetas; plasma rico
en plaquetas; matriz 6sea desmineralizada; o hueso canceloso para su implantacién en un paciente.

[0025] Combinacion de un tejido microvascular procesado alogénico con uno de los excipientes siguientes:
trehalosa, sacarosa, manitol u otros azucares; glicoles; DMSO, aldehidos; albumina.

[0026] Tejido microvascular procesado alogénico o xenogénico para la reparacion o regeneracion de tejidos
microvasculares distintos del hueso en pacientes.

[0027] Se describe un procedimiento para la reparacion o regeneracion de un tejido (por ejemplo, tendon,
ligamento o piel) que comprende la aplicacion de una pluralidad de células madre o progenitoras alogénicas no
cultivadas al tejido, con lo que se efectua la reparacion o regeneracion del tejido, en comparacion con un tejido de
control al que no se aplican las células madre o progenitoras alogénicas no cultivadas. La pluralidad de células
madre o progenitoras alogénicas no cultivadas puede estar incluida en un tejido microvascular procesado o
crioconservado. La pluralidad de células madre o progenitoras alogénicas no cultivadas puede incluir células
xenogenicas.

[0028] En algunas realizaciones, la pluralidad de células madre o progenitoras alogénicas no cultivadas para
uso en un procedimiento descrito puede tener menos del 50 % de viabilidad o no incluir sustancialmente células
viables.

[0029] Se describe un procedimiento para la reparacion o regeneracion de un tejido (por ejemplo, tendon,
ligamento, hueso o piel) que comprende la aplicacion de una composicién que comprende membranas celulares
sustancialmente intactas de células madre o progenitoras no viables al tejido, con lo que se efectua la reparacion o
regeneracion del tejido, en comparacion con un tejido de control al que no se aplica la composicién. Las células
madre o progenitoras no viables pueden estar incluidas en un tejido microvascular procesado o crioconservado.

[0030] En algunas realizaciones, una composicién para uso en un procedimiento descrito comprende menos
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del 50 % de células viables o puede incluir sustancialmente células no viables.

[0031] Una composicién para uso en un procedimiento descrito puede ser estable a temperatura ambiente y
mantener la actividad cicatrizante de tejidos durante al menos un mes.

[0032] En algunas realizaciones, una composicion para uso en un procedimiento descrito puede incluir células
madre o progenitoras no viables que han sido desecadas o liofilizadas.

[0033] En algunas realizaciones, una composicion para uso en un procedimiento descrito puede incluir células
madre o progenitoras no viables que han sido tratadas para prevenir la contaminacion microbiana.

[0034] En algunas realizaciones, una composicién para uso en un procedimiento descrito puede incluir
ademas un excipiente o un armazon implantable.

[0035] En algunas realizaciones, la actividad cicatrizante de tejidos en un procedimiento descrito comprende
la mejora de la cicatrizacién de un tejido blando o duro expuesto a la composicidon, en comparacion con un tejido
analogo tratado de forma similar pero sin exposicion a la composicion.

[0036] En una realizacion, se proporciona una composicién que comprende una pluralidad de células madre o
progenitoras no cultivadas formulada para su implantacion en un receptor alégenico o xenogénico, en que la
composicion tiene actividad cicatrizante de tejidos y no incluye hueso ni matriz derivada de hueso.

[0037] En otra realizacion, se proporciona una composicion que comprende membranas celulares
sustancialmente intactas de células madre o progenitoras no viables formulada para su implantacién en un receptor
alégenico o xenogénico, en que la composicion tiene actividad cicatrizante de tejidos. En algunas realizaciones, un
componente interno de las células madre o progenitoras no viables puede estar incluido en la composicion.

[0038] En algunas realizaciones, una composicion proporcionada en este documento puede constar de
células madre o progenitoras que estan incluidas en un tejido microvascular procesado o crioconservado.

[0039] La composicidon proporcionada en este documento incluye menos del 50 % de células viables. En
algunas realizaciones, una composicién proporcionada en este documento puede no incluir sustancialmente células
viables.

[0040] En algunas realizaciones, una composicion proporcionada en este documento puede ser estable a
temperatura ambiente y mantener la capacidad cicatrizante de tejidos durante al menos un mes.

[0041] En algunas realizaciones, la actividad cicatrizante de tejidos de una composicion proporcionada en este
documento comprende la mejora de la cicatrizacion de un tejido blando o duro expuesto a la composicién, en
comparacion con un tejido analogo tratado de forma similar pero sin exposicién a la composicion.

[0042] En algunas realizaciones, una composicion proporcionada en este documento puede incluir células
madre o progenitoras que han sido desecadas o liofilizadas.

[0043] En algunas realizaciones, una composicion proporcionada en este documento puede incluir ademas un
excipiente o un armazén implantable.

[0044] En algunas realizaciones, una composicion proporcionada en este documento puede incluir células
madre o progenitoras que han sido tratadas para prevenir la contaminacion microbiana.

[0045] Aunque se desvelan multiples realizaciones, otras realizaciones mas de la presente invencion seran
evidentes para los expertos en la materia a partir de la descripcion detallada que muestra y describe realizaciones
ilustrativas de la invencion. Por consiguiente, los dibujos y la descripcion detallada han de considerarse como de
naturaleza ilustrativa y no restrictiva.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0046]
La figura 1 muestra tinciones de hematoxilina y eosina (H+E) del tendén de Aquiles y el tejido asociado
en secciones de muestras del control quirurgico, el control con armazon y el armazon mas células de
tejido microvascular (mVasc).
La figura 2 muestra tinciones tricromicas del tendon de Aquiles y el tejido asociado en secciones de
muestras del control quirurgico, el control con armazén y el armazéon mas células de tejido
microvascular (mVasc).
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La figura 3 muestra tinciones de H+E del tendon de Aquiles y el tejido asociado en secciones de
muestras del armazén mas células de tejido microvascular, que muestran el crecimiento de estructuras
similares a la piel en el armazon.

La figura 4 muestra una tincion tricromica del tendon de Aquiles y el tejido asociado en una seccion de
una muestra del armazén mas células de tejido microvascular, que muestra el crecimiento de una
estructura similar al hueso en el armazoén donde estaba unido al calcaneo.

La figura 5 muestra una tincién inmunohistoquimica de la expresién de tenascina en el tendén de
Aquiles y el tejido asociado en secciones de muestras del control quirurgico, el control con armazon y
el armazén mas células de tejido microvascular (mVasc).

DESCRIPCION DETALLADA
[0047] En este documento se describe una composicion tal como se define en las reivindicaciones 1-13.

[0048] Se describe un proceso que genera tejido microvascular procesado o crioconservado alogénico (es
decir, alogénico o xenogénico), que esta disponible listo para usar cuando se necesita. También se describe el uso
del tejido microvascular alogénico procesado o crioconservado para la cicatrizaciéon de tejidos blandos (por ejemplo,
tendon, ligamento, piel) y tejidos duros. El tejido microvascular procesado o crioconservado proporcionado en este
documento es un tejido microvascular no cultivado, procesado minimamente que incluye una mezcla de células
madre y/o progenitoras producidas a partir de la disociacion (por ejemplo, por digestién enzimatica) de un tejido
microvascular (por ejemplo, tejido adiposo, tendinoso o muscular). El tejido microvascular procesado o
crioconservado puede incluir moléculas adicionales (por ejemplo, moléculas de la matriz extracelular enteras o
fragmentadas, factores de crecimiento o moléculas de la superficie celular).

[0049] El término “tejido microvascular procesado”, segin se usa en este documento, se refiere a tejido
microvascular que se disocia segun se describe en este documento y después se deseca, por ejemplo, mediante
una técnica de liofilizacion o de desecacion por pulverizacion. El término “tejido microvascular crioconservado”,
segun se usa en este documento, se refiere a tejido microvascular que se disocia segun se describe en este
documento y después se crioconserva mediante técnicas conocidas. El tejido microvascular procesado y el tejido
microvascular crioconservado tienen actividad cicatrizante (por ejemplo, de reparacion o regeneracion) de tejidos
blandos y duros.

[0050] Segun se usa en este documento, la “actividad cicatrizante de tejidos” de un tejido microvascular
procesado es la capacidad que tiene el tejido microvascular proporcionado de facilitar una mejora de la cicatrizacion
(por ejemplo, reparacién o regeneracion) de un tejido (por ejemplo, tejido duro o blando) expuesto al tejido
microvascular procesado proporcionado, en comparacion con un tejido analogo tratado de forma similar pero sin
exposicién a un tejido microvascular procesado. La mejora de la cicatrizacién se mide por cualquier medio
apropiado, como el tiempo hasta la cicatrizaciéon completa, la cantidad generada de tejido nuevo, la resistencia del
tejido cicatrizado resultante o la funcionalidad del tejido cicatrizado resultante. Los tejidos blandos incluyen tendones,
ligamentos, aponeurosis, piel, tejidos fibrosos, grasa, membranas sinoviales, musculo, nervios y vasos sanguineos.
Las lesiones de tejidos blandos que pueden beneficiarse de la actividad cicatrizante de tejidos blandos de los tejidos
microvasculares procesados proporcionados incluyen, sin limitacion, lesiones como los desgarros de tendones y/o
ligamentos y lesiones resultantes de eventos isquémicos.

[0051] Las células madre alogénicas y xenogénicas no se han usado previamente para facilitar la reparacion
de los tejidos blandos como ligamentos o tendones, debido a la dificultad de producir nuevo tejido blando con células
madre autdlogas y por la apreciacion de que las células madre alogénicas y xenogénicas serian rechazadas.
Ademas, la investigacion sobre la conservacion de células madre por liofilizacion se ha llevado a cabo en células
madre hematopoyéticas purificadas con el fin de aumentar la viabilidad. En contraste, el proceso y la composicion
descritos en este documento no dependen de células madre purificadas o de la viabilidad celular. Mas bien, el
proceso proporcionado se usa para producir un tejido microvascular procesado o crioconservado que contiene una
mezcla de células, incluidas células no viables, células madre mesenquimales y células progenitoras, y otras
moléculas secretadas por dichas células (por ejemplo, citocinas, factores de crecimiento, moléculas quimiotacticas y
similares). En algunas realizaciones, el tejido microvascular procesado o crioconservado contiene una mezcla de
células viables y no viables.

[0052] Al igual que las infusiones de células madre autélogas, las células madre y/o progenitoras alogénicas
en el tejido microvascular procesado o crioconservado proporcionado no persisten en el paciente durante largo
tiempo, sino que desencadenan una cascada de respuestas en dicho paciente que conducen a una mejora de la
cicatrizacion. El tejido microvascular procesado o crioconservado descrito en este documento no necesita incluir
células madre viables o enteras para inducir la mejora de la cicatrizacion de los tejidos blandos.

[0053] El tejido microvascular procesado o crioconservado descrito en este documento puede producirse por
disociacion de un tejido microvascular. En algunas realizaciones, el tejido microvascular se digiere enzimaticamente
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con una o mas enzimas. Las enzimas adecuadas incluyen aquellas que contribuyen a la disociacion celular, como
colagenasas y proteasas neutras. Los procesos de digestion enzimatica pueden ajustarse para aumentar o disminuir
la disociacién celular. Por ejemplo, si se desea una disociacion celular mas completa, puede incluirse mas de una
enzima o puede aumentarse el tiempo de digestion. Aunque no es necesario mantener la viabilidad celular, en
algunas realizaciones se desea generalmente que las membranas celulares se mantengan generalmente intactas,
para preservar las membranas que contienen moléculas de unién y sefalizacion, incluso aunque se produzca algo
de lisis celular durante la digestién enzimatica. Por lo tanto, el uso de enzimas como las lipidasas puede no ser util
en un proceso semejante, de acuerdo con una realizacion de la presente invencion.

[0054] Alternativamente, el tejido microvascular puede disociarse sin el uso de enzimas. Mas bien, el tejido
microvascular puede disociarse por medios fisicos o quimicos, incluido el uso de quelantes, agitacion ultrasénica o
disociacion celular mecanica.

[0055] La obtencion de tejido microvascular donante y su subsiguiente tratamiento puede incluir etapas para
prevenir la contaminacién microbiana (por ejemplo, bacteriana, fungica o virica). Por ejemplo, los donantes pueden
analizarse para determinar la presencia de una lista predeterminada de microorganismos (por ejemplo, VIH, VPH,
VEB, TB, etc.) antes del procesamiento. Este analisis puede llevarse a cabo con el uso de técnicas conocidas, como
la deteccion de la presencia de un acido nucleico microbiano mediante la reaccién en cadena de la polimerasa o la
deteccion de la presencia de una molécula asociada con un microorganismo concreto mediante ELISA. El tejido
microvascular contaminado puede excluirse del uso, de acuerdo con algunas realizaciones de la presente invencion.
Adicionalmente, el tejido microvascular procesado o crioconservado puede producirse usando técnicas asépticas o
estériles.

[0056] Después de la disociacion, el tejido microvascular puede tratarse posteriormente para eliminar las
células o moléculas indeseadas, como células sanguineas, lipidos o adipocitos. El tratamiento adicional dependera
de la fuente de tejido microvascular. Por ejemplo, si la fuente de tejido microvascular es tejido adiposo, el tejido
microvascular disociado puede centrifugarse con una fuerza relativamente baja para separar los lipidos, adipocitos y
algunos preadipocitos del resto del tejido microvascular. En otras realizaciones, pueden usarse protocolos de
aislamiento de células musculares conocidos, como el uso de centrifugacion en gradiente de densidad, para tratar
posteriormente el tejido muscular después de la digestion enzimatica para eliminacion de las células musculares y
enriquecimiento de las células deseadas.

[0057] Una vez que se ha preparado el tejido microvascular, se conserva desecado mediante una técnica de
liofilizacion o de desecacion por pulverizacion para producir el tejido microvascular procesado, o se crioconserva. Al
conservar el tejido microvascular, puede usarse cualquier excipiente apropiado, incluidos azucares (por ejemplo,
trehalosa, manitol, sacarosa), polialcoholes (por ejemplo, polietilenglicol), aldehidos, proteinas (por ejemplo,
albumina), aminoacidos (por ejemplo, glicina), tensioactivos (por ejemplo, Tween 20), DMSO y/o permanganatos.

[0058] Tipicamente, la liofilizacion supone cuatro etapas: pretratamiento, congelaciéon, desecacion primaria y
desecacion secundaria. El pretratamiento puede incluir el ajuste de la concentracién o la adicion de uno o mas
excipientes. Después del pretratamiento, el tejido microvascular se congela. La etapa de congelaciéon se realiza
tipicamente de forma cuidadosamente controlada (por ejemplo, con una velocidad de enfriamiento de
aproximadamente -0,5 °C por minuto a aproximadamente -50 °C por minuto) para conservar la estructura celular,
aunque la viabilidad celular no necesite conservarse. En algunas realizaciones, el tejido microvascular se congela a
una velocidad de enfriamiento de aproximadamente -10 °C por minuto. La velocidad de enfriamiento puede ajustarse
de acuerdo con el tejido microvascular concreto y los excipientes usados. El tejido microvascular puede congelarse
usando cualquier medio apropiado, incluido el uso de refrigeracion mecanica y/o la exposicidon de un recipiente que
contiene el tejido microvascular a hielo seco o nitrégeno liquido hasta que alcanza una temperatura adecuada para
la liofilizacion.

[0059] Durante la etapa de desecacion primaria, la temperatura y la presion se ajustan para suministrar
condiciones adecuadas para que se produzca la sublimacién del agua del tejido microvascular. La temperatura y
presion especificas pueden ajustarse para acomodarse al excipiente usado y/o a la concentraciéon del tejido
microvascular.

[0060] Durante la etapa de desecacidon secundaria, la temperatura y la presién pueden ajustarse
adicionalmente para facilitar la eliminacién del agua no congelada del tejido microvascular. El contenido final de
agua después de la etapa de desecacion secundaria esta preferentemente entre el 1 % y el 4 % en peso, pero
puede ajustarse con el fin de maximizar el tiempo de conservacion o la actividad cicatrizante de tejidos blandos.

[0061] En algunas realizaciones, el tejido microvascular se deseca por pulverizacion. Antes de la desecacion
por pulverizacion, el tejido microvascular puede pretratarse de manera similar al tejido microvascular que va a
liofilizarse, con los excipientes elegidos como apropiados para la desecacion por pulverizacion, mas que para
liofilizacion. Durante la desecacion por pulverizacion, el tejido microvascular se atomiza en pequefas gotas y se
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somete a aire caliente en una camara de desecacion.

[0062] En algunas realizaciones, el tejido microvascular no se procesa por desecacidon sino que se
crioconserva. Los procedimientos para la crioconservacién de tejidos son conocidos. Por ejemplo, el tejido
microvascular se mezcla con uno o mas excipientes (por ejemplo, DMSO) y se enfria de forma cuidadosamente
controlada. En algunas realizaciones, el enfriamiento se lleva a cabo en dos o mas etapas en que la primera etapa
se lleva a cabo de forma controlada (por ejemplo, reduciendo la temperatura a razén de 1 °C por minuto) hasta una
temperatura intermedia (por ejemplo, -30 °C) y en la segunda etapa se transfieren las células a la temperatura
intermedia a una temperatura de almacenamiento inferior (por ejemplo, -196 °C).

[0063] El tejido microvascular crioconservado se almacena a una temperatura adecuada para mantener el
estado de crioconservacion (por ejemplo, de aproximadamente -30 °C a -196 °C). El tejido microvascular procesado,
liofilizado o desecado por pulverizacién, puede almacenarse en condiciones mas diversas que las células
crioconservadas, las células vivas o el tejido fresco. Las temperaturas adecuadas para el almacenamiento del tejido
microvascular procesado incluyen temperaturas de aproximadamente -100 °C a aproximadamente 45 °C. En
algunas realizaciones, el tejido microvascular procesado, liofilizado o desecado por pulverizacion, puede
almacenarse a temperatura ambiente. El tiempo de conservacion del tejido microvascular procesado proporcionado
es de al menos una semana y, preferentemente, de al menos un mes, mientras se mantiene la actividad cicatrizante
de tejidos.

[0064] Adicionalmente, dado que no se requiere viabilidad para la adecuacion del tejido microvascular
procesado o crioconservado para su uso en la reparacion de tejidos blandos, el proceso de conservacion y el
almacenamiento no necesitan ajustarse para el mantenimiento de la viabilidad. El porcentaje de células viables en el
tejido microvascular proporcionado antes de su procesamiento o crioconservacion puede ser de hasta el 100 %.
Después del procesamiento o la crioconservacion, es inferior al 50 %, por ejemplo, inferior al 40 %, inferior al 30 %,
inferior al 20 % o inferior al 10 %. En algunas realizaciones, el tejido microvascular procesado proporcionado no
contiene células viables después del procesamiento o la crioconservacion.

[0065] Ademas, se describen procedimientos de uso del tejido microvascular procesado. El tejido
microvascular procesado puede aplicarse directamente a un tejido que necesita reparacion o puede aplicarse al
tejido alrededor de un tejido tal que necesita reparacion. En algunas realizaciones, un tejido microvascular
procesado desecado se reconstituye en un vehiculo adecuado (por ejemplo, agua o disolucion salina) y se aplica
directamente a un tejido que necesita reparacion. En algunas realizaciones, el tejido microvascular procesado
reconstituido se aplica a un armazén, como una matriz de colageno o una tela biocompatible, antes de su aplicaciéon
a un tejido. En otras realizaciones, un tejido microvascular procesado se usa para recubrir un material, como un
armazoén biocompatible flexible (por ejemplo, laminas de tela tejida o no tejida o hebras), microesferas o particulas
biocompatibles o un dispositivo médico implantable. El tejido microvascular procesado desecado por pulverizacion
es especialmente adecuado para el recubrimiento de un material que comprende microesferas o particulas, sin
requerir su reconstitucion antes del recubrimiento, ya que el recubrimiento puede llevarse a cabo durante el proceso
de desecacion por pulverizacion.

[0066] El tejido microvascular procesado o crioconservado puede combinarse con cualquier dispositivo o
material adecuado antes de implantarlo en un paciente. El tejido microvascular procesado o crioconservado puede
combinarse con un implante ortopédico; un armazén implantable flexible poroso; un implante quirdrgico; agua pura;
disolucién salina; un implante recubierto poroso; una disolucion de polimero; disolventes como DMSO, N-
metilpirrolidona (NMP) y alcoholes; hidrogel, acido hialurénico u otros glucosaminoglucanos o proteoglucanos;
colageno; fibrina; trombina; coagulos sanguineos; plaquetas, plasma rico en plaquetas; matriz é6sea desmineralizada;
células autdlogas y/o hueso canceloso.

[0067] El tejido microvascular procesado o crioconservado puede envasarse solo, por ejemplo, en un vial, o
en combinacion con otros productos como aquellos citados como adecuados para su combinacién con tejido
microvascular procesado o crioconservado. Cuando se envasa con otro material, el tejido microvascular procesado o
crioconservado puede envasarse por separado o premezclado o asociado con el otro material. En algunas
realizaciones, el tejido microvascular procesado se envasa como recubrimiento sobre un material biocompatible.

[0068] Los siguientes ejemplos tienen como objetivo ilustrar realizaciones especificas y no pretenden limitar el
alcance de la invencion.

EJEMPLOS
Ejemplo 1. Preparacion de tejido microvascular liofilizado.

Preparacion de células de tejido microvascular
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[0069] Se preparé tejido microvascular de rata a partir de almohadillas de grasa epididimaria o almohadillas de
grasa inguinal. Brevemente, se puso colagenasa de Worthington (lote #4145) en una disolucion de tampon de
fosfato salino a 1 mg/ml, lo que resultd en una disolucién con una actividad especifica de 40 U/ml. Esta disolucién de
colagenasa se aplicd a la grasa (las almohadillas inguinales y epididimarias se procesaron por separado) en la
misma relacion de volumen y peso y se incubd a 4 °C durante 45 minutos mientras se mezclaba. La actividad de la
colagenasa se detuvo con albumina de suero bovino al 25 % y las células se sedimentaron por centrifugaron. Segun
se evalud por exclusiéon de azul de tripano, las células recogidas de las almohadillas de grasa epididimaria tenian
una viabilidad de aproximadamente el 75 %, mientras que las células recogidas de las almohadillas de grasa
inguinal tenian una viabilidad de aproximadamente el 80 %. Las células se resuspendieron y se contaron. La grasa
epididimaria produjo aproximadamente 720.000 células por ml y la grasa inguinal produjo aproximadamente 215.000
células por ml.

[0070] El tejido microvascular humano puede preparase usando material procedente de liposuccion, tratado
enzimaticamente de manera similar al tejido microvascular de rata.

Liofilizacion de células de tejido microvascular

[0071] Las células recogidas se prepararon para liofilizacion en el medio de conservacion (6,8 % de trehalosa,
2 % de hidroxietilalmidon, 5 % de albumina y 1 unidad/ml de heparina) y se pusieron en viales de vidrio con cierres
de tapodn y precintos plegables adecuados para liofilizacion. Para liofilizar las células, la temperatura del liofilizador
se hizo descender de 23 °C a -45 °C a una velocidad de 2,5 °C por minuto. La temperatura se mantuvo a -45 °C
durante 3 horas, a lo que siguié una primera etapa de desecacion. Durante la primera etapa de desecacion, la
temperatura se aumento de -45 °C a -35 °C a una velocidad de 2,5 °C por minuto y la presion se redujo a 10,67 kPa
(80 torr) y la temperatura y la presion se mantuvieron durante 36 horas. Después se llevd a cabo una etapa de
desecacion secundaria aumentando la temperatura de -35 °C a -5 °C a una velocidad de 0,2 °C por minuto y
entonces se mantuvo a 5 °C durante 6 horas. Después de la segunda etapa de desecacion, los viales se taponaron
y precintaron en atmoésfera de nitrogeno.

Evaluacién de la viabilidad de las células del tejido microvascular

[0072] Dos dias después de la liofilizacion, las células se rehidrataron y la viabilidad celular inicial se evalué
por exclusion de azul de tripano. La funcionalidad metabdlica celular se evalué por medicién del metabolismo de
alamarBlue® (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células
rehidratadas se incubaron en el medio M3:10™ (Incell, San Antonio, TX, EE. UU.) enriquecido con suero bovino fetal
al 10 % en un frasco T-25 a 37 °C durante siete dias para evaluar su capacidad de proliferacion.

[0073] Después de la rehidratacion, la estructura general de las células se mantuvo en el 5-25 % de las
células, siendo un calculo mas exacto dificil debido a la aparicion de numerosas células rotas. La viabilidad inicial de
las células fue inferior al 1-2 %, con pocas células que retenian la capacidad de excluir el azul de tripano. La
morfologia de aquellas células que mantenian la capacidad de exclusion del azul de tripano sugirid que
experimentaban apoptosis, mostrando nucleos engrosados y protrusiones nucleares y citoplasmicas. No se observo
una capacidad significativa de metabolizaciéon de alamarBlue®, lo que indica que la integridad metabdlica de las
células liofilizadas no se mantuvo. Ninguna de las células fue capaz de establecer un cultivo en el medio M3:10™, lo
que confirma la baja viabilidad/inviabilidad de las células liofilizadas.

Ejemplo 2. Tratamiento de lesiones tendinosas mediante tejido microvascular crioconservado.
Preparacion de células de tejido microvascular

[0074] Las células de tejido microvascular se prepararon a partir de almohadillas de grasa epididimaria de rata
segun se describe en el ejemplo 1. Las células se crioconservaron mediante su resuspension en el medio definido
M3DEF sin complementos (Incell) y la adicion de un volumen igual de EZ-CPZ (Incell), con una concentracion final
de DMSO del 5 %. A continuacidn, las células se congelaron lentamente en viales en una caja de enfriamiento lento
durante la noche a -80 °C y después se transfirieron a -130 °C. Se determind que la viabilidad de las células
crioconservadas era inferior al 50 % mediante exclusion de azul de tripano. Antes de la preparacion, la viabilidad era
tipicamente del 90 %.

Preparacién de material de armazdén impregnado con células de tejido microvascular.
[0075] El material de armazoén recubierto de colageno BioFiber® (Tornier) se puso en la parte superior de un
grueso material de gasa colocado en PBS. El material de armazén se prehumedecié con PBS antes de la adicion de

las células de tejido microvascular.

[0076] Las células se descongelaron rapidamente a 37 °C, se centrifugaron a 400 x g durante 5 minutos y se
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resuspendieron a 1 x 10°% células por ml en tampdn de fosfato salino (PBS). Las células resuspendidas se aplicaron
al material de armazon prehumedecido a razon de 100 ul de las células suspendidas por cm? del material de
armazon y se les permitio absorberse en el material de armazén con la gasa debajo de dicho material de armazon
actuando como mecha.

[0077] El material de armazon se mantuvo humedo con PBS y se dejo incubar durante 15-20 minutos a 37 °C
y con el 5 % de COz en una camara humeda. El material de armazén impregnado con las células de tejido
microvascular se mantuvo humedo y en condiciones asépticas hasta su uso en un modelo de tendon de Aquiles.

Modelo de lesién del tendén de Aquiles

[0078] Antes del tratamiento, se pesaron 32 animales y se asignaron al azar a cuatro grupos de tratamiento.
La pata trasera derecha de los animales se afeité un dia antes del comienzo de la prueba. Antes de la intervencion
quirdrgica el dia 1, los animales se pesaron y se anestesiaron con una inyeccién intramuscular de 100 mg/ml (40-90
mg/kg) de clorhidrato de ketamina y 100 mg/ml (5-10 mg/kg) de xilacina. También se usé induccién con mascara o
en camara con isoflurano. La piel se prepard quirdrgicamente restregando con povidona yodada y alcohol y se
entallé de acuerdo con técnicas quirurgicas asépticas.

[0079] El material de armazon impregnado con células de tejido microvascular se preparé inmediatamente
antes de la implantacion. El injerto se recortd a 10 mm x 11 mm y se hicieron muescas en dos de las esquinas. Se
pusieron dos suturas de polipropileno 5-0 en el injerto para fijarlo. Después, el injerto se enroll6 para formar una
estructura cilindrica para envolver alrededor del tendén de Aquiles. El injerto se dejé aparte en la placa Petri con
disolucion salina y se cubri6 hasta su uso.

[0080] Se hizo una incision lateral y recta en la piel desde la tibia caudal (distal) de la pata trasera derecha
hasta el nivel de la tibia media. La piel se disecciond y se retrajo para permitir una exposicion lateral del tendén de
Aquiles desde el calcaneo hasta la union musculotendinosa. El tendén de Aquiles expuesto se erosiono ligeramente
con unas pinzas de diente de ratén antes de la colocacion del articulo de prueba como injerto. Se hizo un orificio
perforado de 0,5 mm en direccion lateral a medial a través del calcaneo para permitir el paso de la sutura para la
fijacion del injerto. La zona del implante se irrigé con disolucién salina para eliminar cualquier residuo y se secé con
material absorbente.

[0081] El injerto se retird de la disolucion salina y seguidamente se envolvio alrededor del talon de Aquiles con
los extremos con muescas adyacentes al calcaneo. El extremo del injerto se cerrd con suturas interrumpidas de
polipropileno 5-0. La sutura de fijacion del injerto craneal se colocd en el gastrocnemio craneal con respecto a la
uniéon musculotendinosa mediante un patrén de sutura de Mason-Allen modificado. La sutura de fijacién del injerto
caudal se paso entonces a través del orificio perforado en el calcaneo, se tensé con el pie en una posicion neutra y
se atd. Para todas las suturas de fijacion se ataron seis nudos de sutura. La incision se cerrd en capas usando
material de sutura apropiado. El sitio de la incision se observo y evalud diariamente hasta el dia 10 tras la operacion.

[0082] Las ratas se agruparon en los grupos de tratamiento resumidos en la tabla 1.

Tabla 1. Grupos de tratamiento

Grupo N.° Tratamiento

Control quirurgico 8 Tenddn de Aquiles ligeramente erosionado con pinzas de diente de raton

Tendén de Aquiles ligeramente erosionado con pinzas de diente de raton +

ntrol con armazon Py X : .
Control con armaz6 8 armazoén BioFiber de Tornier recubierto con colageno

Tenddn de Aquiles ligeramente erosionado con pinzas de diente de raton +
8 armazoén BioFiber de Tornier recubierto con colageno + células de tejido
microvascular de rata (descongeladas)

Armazon + células de tejido
microvascular (mVasc)

45

50

55

Procesamiento del tejido

[0083] Las ratas se sacrificaron el dia 42 + 1. Inmediatamente después del sacrificio se recogieron de cada
animal por escision los sitios de los articulos de prueba o control implantados y el tejido tendinoso circundante.
Todas las muestras recogidas se dividieron a la mitad. Una mitad del tejido recogido se almacend en formol
tamponado neutro al 10 % para una evaluacién histopatoldgica e inmunohistoquimica rutinaria. La mitad restante se
congelé instantaneamente a -70 °C en nitrogeno liquido para el analisis de la expresion génica. También se recogi6
una seccion del tendén y del higado de cada animal como controles de tincion y se almacenaron en formol
tamponado neutro al 10 % para su evaluacién inmunohistoquimica.

[0084] El analisis histopatolégico, inmunohistoquimico y de expresion génica fue llevado a cabo por BioModels
(Watertown, MA, EE. UU.). Brevemente, se realizaron tinciones con hematoxilina y eosina y tricromicas de los tejidos
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almacenados en formol tamponado neutro al 10 %. También se llevé a cabo un andlisis inmunohistoquimico con
anticuerpos dirigidos contra tenascina en los tejidos almacenados en formol tamponado neutro al 10 % y en los
tejidos recogidos como controles de tincion. Los tejidos congelados instantaneamente a < -70 °C se utilizaron para
aislamiento de ARN y gPCR de tenascina. La tenascina es un marcador para células progenitoras de tenocitos.

Resultados

[0085] Los controles quirurgicos mostraron una histologia normal en todos los animales menos uno, que
mostré invasion celular y pérdida de la estructura fascicular. Esto se observa normalmente en tendones que han sido
tratados quirargicamente. Algunos ejemplos de tinciones H+E de tendén y tejido asociado en secciones de muestras
del control quirdrgico se muestran en la columna izquierda de la figura 1. Los ejemplos de tinciones tricromicas de
tendon y tejido asociado en secciones de muestras del control quirdrgico se muestran en la columna izquierda de la
figura 2.

[0086] Las ratas que recibieron armazones sin células de tejido microvascular mostraron invasion de tejido en
los armazones. Los tendones asociados en los controles con armazon mostraron una estructura normal en seis de
ocho animales. Dos de los animales de control con armazon mostraron inflamacion, que podria ser el resultado de
infecciones y/o dehiscencia de la herida. Algunos ejemplos de tinciones H+E de tenddn y tejido asociado en
secciones de muestras del control con armazén se muestran en la columna del centro de la figura 1. Los ejemplos
de tinciones tricromicas de tendon y tejido asociado en secciones de muestras del control con armazén se muestran
en la columna del centro de la figura 2.

[0087] Las ratas que recibieron el armazén mas células de tejido microvascular también mostraron invasion de
tejido en los armazones. Los tendones asociados mostraron una estructura normal en seis de siete animales e
invasion celular en uno de siete. En cinco de siete de los animales el tendén se aproximé a los armazones cargados
de células y la formacion de nuevo tenddn fue evidente en cuatro de siete animales. Algunos ejemplos de tinciones
H+E de tenddn y tejido asociado en secciones de muestras con armazén mas células de tejido microvascular se
muestran en la columna derecha de la figura 1. Los ejemplos de tinciones tricromicas de Masson de tendon y tejido
asociado en secciones de muestras de células de tejido microvascular se muestran en la columna derecha de la
figura 2. Una de las ratas presentd inflamacion y uno de los animales mostrd crecimiento dseo infiltrante en el
armazon (figura 4). En dos de las ratas con armazon mas células de tejido microvascular, la piel parecidé haber
crecido en la vecindad del armazén (figura 3), lo que sugiere una estimulacion de la regeneracion de la piel.

[0088] Un analisis mediante PCR cuantitativa de la tenascina permitié determinar que los niveles de expresion
de tenascina eran 3,9 y 7,4 veces mayores en el control con armazén y con el armazén mas células de tejido
microvascular, respectivamente, que en los controles quirargicos (valores absolutos de 2,3, 8,9 y 17,0 para los
controles quirdrgicos, los controles con armazén y con el armazén mas células de tejido microvascular,
respectivamente). La tincion inmunohistoquimica también demostré un aumento de la expresién de tenascina en el
grupo con armazon mas células de tejido microvascular (figura 5, columna derecha).

[0089] Es posible llevar a cabo diversas modificaciones y adiciones a las realizaciones ejemplares discutidas
sin salirse del alcance de la presente invencién. Por ejemplo, aunque las realizaciones descritas anteriormente se
refieren a caracteristicas concretas, el alcance de esta invencién también incluye realizaciones con diferentes
combinaciones de caracteristicas y realizaciones que no incluyen todas las caracteristicas descritas anteriormente.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion que comprende tejido microvascular minimamente procesado, no cultivado, en la que el tejido se ha
disociado y, a continuacién, se ha secado o crioconservado, en la que el tejido se ha disociado utilizando digestion
enzimatica, en la que el tejido incluye una mezcla de células madre y/o progenitoras producidas a partir de la
disociacion, en la que la viabilidad de las células madre o progenitoras incluidas es inferior al 50 %, y en la que dicha
composicion tiene actividad cicatrizante de tejidos, en la que la actividad cicatrizante de tejidos comprende una
mejora en la reparacién o regeneracion de un tejido.

2. Composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dichas células madre o progenitoras son
sustancialmente todas no viables.

3. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicha composicion es estable a temperatura ambiente
y mantiene dicha actividad cicatrizante de tejidos durante al menos un mes.

4. Composicion que comprende tejido microvascular disociado y seco, en la que dicho tejido microvascular
comprende células madre o progenitoras no cultivadas con una viabilidad inferior al 50 %, y en la que el tejido
microvascular tiene actividad cicatrizante de tejidos, siendo dicha composicién adecuada para la administracion a un
sujeto que es alogénico o xenogénico con respecto a la fuente del tejido microvascular.

5. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que dicho tejido microvascular se seca mediante
liofilizacion o secado por pulverizacion.

6. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que las células madre o progenitoras no cultivadas
contienen menos del 10 % de células viables.

7. Composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicho tejido microvascular
esta disociado de tejido adiposo o tejido muscular.

8. Composicién de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que dicho tejido microvascular se disocia utilizando
digestion enzimatica.

9. Composiciéon de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4-8, en la que el tejido microvascular secado es
estable a temperatura ambiente y mantiene actividad cicatrizante de tejidos durante al menos un mes.

10. Composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4-9, en la que el tejido microvascular procesado
comprende ademas un excipiente.

11. Composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicho tejido microvascular
ha sido tratado para prevenir contaminacion microbiana.

12. Composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha actividad cicatrizante
de tejidos comprende una cicatrizacion mejorada de tendén, ligamento o piel expuestos a la composicién en
comparacion con un tejido analogo tratado de manera similar, pero sin exposicion a la composicion.

13. Composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores para uso en la reparacion o
regeneracion de tendon, ligamento o piel.
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