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DESCRIPCION
Hidrogel esterilizado de modo terminal que proviene de matriz extracelular
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de la la solicitud de patente provisional de los Estados Unidos n. °
61/968.716, presentada el 21 de marzo de 2014.

Antecedentes

En el presente documento se describen procedimientos de esterilizacién de geles derivados de matriz extracelular
(ECM).

La esterilizacién terminal de los armazones de matriz extracelular (ECM) (por ejemplo, por exposicidn al gas de éxido
de etileno (EtO), irradiacion gamma o radiacién de haz de electrones) inhibe la formacién de un hidrogel que proviene
de ECM. Los resultados de los estudios preclinicos han demostrado y contindan mostrando marcados beneficios de
los productos de degradacién ECM, los cuales se concentran en hidrogeles ECM. Debe identificarse un procedimiento
de esterilizacién de hidrogeles de ECM antes de la traslacion clinica y la comercializacién generalizada de productos
de hidrogel.

El documento WO 2013/009595 A2 desvela un procedimiento de fabricacion de un material de matriz extracelular
(ECM) descelularizado del sistema nervioso central (SNC) que comprende congelar el tejido del SNC, descongelar el
tejido, digerir el tejido, incubar el tejido en una solucién que comprende un detergente, someter el tejido a choque
osmotico incubando el tejido, primero en una solucién hiperténica y luego en una solucién hipoténica incubando el
tejido en una solucién que comprende un emulsionante y esterilizar el tejido.

Resumen

El alcance de esta invencién se define en las reivindicaciones. Cualquier "realizaciéon" o "ejemplo" que se describa en
la descripcidn pero que no esté cubierto por las reivindicaciones debe considerarse presentado Unicamente a titulo
ilustrativo. Las realizaciones de la descripcién relativas a procedimientos de tratamiento no estan cubiertas por las
reivindicaciones.

En el presente documento se describen procedimientos para hacer geles de ECM (no son parte de la invencidon
reivindicada) y composiciones relacionadas. Los geles de ECM no suelen producir geles después de la digestion del
material de ECM esterilizado de modo terminal con una proteasa acida para producir una solucién de material digerido,
seguida de neutralizacién y aumento de la temperatura de la solucién a 37°C. Aqui se describe una solucién a este
problema, que permite la esterilizacién terminal, pero también da como resultado una gelificaciéon reproducible. Los
armazones de ECM esterilizados de modo terminal a través de EtO, haz de electrones y radiacién gamma en dosis
multiples en una lamina sélida no apoyan la formacién de hidrogel. Sin embargo, aqui se muestra que cambiar la forma
del material antes de la esterilizaciéon de la ldmina a un producto digerido liofilizado de ECM es propicio para la
formacién de hidrogel. Como se muestra en los ejemplos mas adelante, por ejemplo y sin limitacién, el secado por
congelacién (liofilizacién) de un producto digerido de ECM, la esterilizacién del digerido seco por exposicion al gas de
oxido de etileno y la reconstitucién del pre-gel seco en agua, produce un digerido que se gelifica de forma reproducible
cuando se neutraliza y se incuba a 37°C. En base a estos resultados, se espera que la esterilizaciéon terminal del
digerido seco mediante otras metodologias aceptadas (por ejemplo, radiacion de haz de electrones, radiacion gamma,
rayos X, diéxido de carbono supercritico) permita de manera similar la formacién de un hidrogel de ECM.

Se desvelan procedimientos para preparar composiciones de matriz extracelular (ECM) esterilizadas, gelificadas y
solubilizadas Utiles como armazones de crecimiento celular (que son parte de la invencién reivindicada). Las
composiciones pueden moldearse antes de la implantacién o administrarse a un paciente en una forma no gelificada
antes de la gelificacién donde la composicién gelifica in situ. También se proporcionan composiciones preparadas de
acuerdo con los procedimientos, asi como usos para las composiciones. En una forma de realizacién se proporciona
un dispositivo, tal como una prétesis, que comprende una matriz inorganica en la que se dispersa la ECM esterilizada,
gelificada y solubilizada para facilitar el crecimiento de células en la ECM vy, por lo tanto, la adaptacién y/o unién del
dispositivo a un paciente.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 muestra esqueméticamente una forma de realizacién de un implante femoral descrito en el presente
documento.

La figura 2 muestra esquematicamente una forma de realizacién de una prétesis de mano descrita en el presente
documento.

La figura 3 es un esquema de una vista en seccién transversal de la pared de la vejiga urinaria (no dibujada a
escala). Se muestran las siguientes estructuras: capa de células epiteliales (A), membrana basal (B), tlnica propia
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(C), muscularis mucosa (D), tlnica submucosa (E), tinica muscularis externa (F), tUnica serosa (G), tinica mucosa
(H) y el lumen de la vejiga (L).

La figura 4A es una fotografia de la lamina de matriz de vejiga urinaria (UBM) porcina liofilizada.
La figura 4B es una fotografia de polvo de matriz de vejiga urinaria (UBM) porcina liofilizada.
La figura 4C es una fotografia de una solucién digerida con pepsina a una concentracién de 10 mg/ml de UBM.

La figura 4D es una fotografia de geles a 4 mg/ml de UBM y a 8 mg/ml de UBM, donde se muestra un gel de
colageno | (Col I) a 4 mg/ml para la comparacion (D).

La figura 5 muestra los resultados de la electroforesis en gel de geles de UBM y Col I.

La figura 6A es una imagen de micrografia electrénica de barrido (SEM) de gel de UBM de 3 mg/ml a 5 000X.
La figura 6B es una imagen de micrografia electrénica de barrido (SEM) de gel de UBM de 3 mg/ml a 10 000X
La figura 6C es una imagen de micrografia electrénica de barrido (SEM) de gel de UBM de 6 mg/ml a 5 000X.
La figura 6D es una imagen de micrografia electrdnica de barrido (SEM) de gel de UBM de 6 mg/ml a 10 000X.
La figura 7A es una imagen de SEM de un gel de Col | de 4 mg/ml con un aumento de 5 000X.

La figura 7B es una imagen de SEM de un gel de UBM de 4 mg/ml con un aumento de 5 000X.

La figura 8A muestra la cinética de gelificacion turbidimétrica de geles de Col | y geles de UBM, que se determiné
espectrofotométricamente midiendo la absorbancia durante la gelificacion. Los resultados se muestran para los
valores medidos de absorbancia.

La figura 8B muestra la cinética de gelificacién turbidimétrica de geles de Col | y geles de UBM, que se determiné
espectrofotométricamente midiendo la absorbancia durante la gelificacion. Los resultados se muestran para
valores de absorbancia normalizados, lo que permite calcular pardmetros cinéticos como t1/2 (tiempo para alcanzar
el 50% de la turbidez méxima), tlag (tiempo de retraso de la gelificacién) y S (velocidad de gelificacién).

La figura 9 muestra la cinética de gelificacién turbidimétrica de geles de submucosa de intestino delgado (SIS) de
1 mg/ml.

La figura 10 muestra mediciones reolégicas durante la gelificacién de geles de UBM, donde la gelificacién se
determind mecanicamente monitoreando los médulos oscilatorios de la muestra a una frecuencia fija durante la
gelificacion. Se muestran los resultados del médulo elastico (G') y del mddulo de viscosidad (G") para gel de UBM
de 3 mg/mly para gel de UBM de 6 mg/ml.

La figura 11 A muestra mediciones reolégicas durante la gelificacién de los geles LS (estroma hepatico) y SIS. La
cinética de gelificacién se determin6é a 5% de tensién y 1 rad/s. Los resultados muestran el médulo eléstico (G')
para los geles LS, SISy UBM a 6 mg/ml.

La figura 11B muestra mediciones reoldgicas durante la gelificacién de los geles LS (estroma hepético) y SIS. La
cinética de gelificacion se determiné a 5% de tensién y 1 rad/s. Los resultados muestran que el médulo de
almacenamiento (G ') en funcién de la frecuencia angular también se determiné para los geles de LS, UBM y SIS
a 6 mg/ml.

La figura 12 muestra el efecto de la frecuencia sobre la viscosidad dinamica de gel de Col | de 3 mg/ml, gel de
UBM de 3 mg/ml y gel de UBM de 6 mg/ml.

La figura 13A muestra una fotografia digital de una fibra de titanio porosa penetrada con gel de UBM, donde la fibra
se trat6 sin ultrasonido. Las barras de escala son 2000 pum.

La figura 13B muestra una fotografia digital de una fibra de titanio porosa penetrada con gel de UBM, donde la
fibra se traté con ultrasonido. Las barras de escala son 2000 um.

La figura 14A muestra una imagen de SEM de un armazén de metal poroso que contiene cables de TiBAI4V en
una malla de fibra.

La figura 14B muestra una imagen de ESEM del armazén hibrido ECM/metal poroso, donde el gel de UBM reviste
ambos cables TiBAI4V.

La figura 14C muestra una imagen de SEM de un armazdn de metal poroso que contiene cuentas de titanio
comercialmente puro sinterizado (CP Ti).
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La figura 14D muestra una imagen de ESEM del armazdn hibrido ECM/metal poroso y las cuentas de CP Ti
después de la exposicién a ultrasonido.

La figura 15 muestra una observacién cualitativa de la formacién de hidrogel siguiente a la esterilizacién terminal.
En comparacién con los controles no esterilizados, se abolié la capacidad de la ECM dérmica para formar un
hidrogel siguiente a la esterilizaciéon terminal después de que se retiraron los moldes de anillo metélico (imagen
superior).

La figura 16A muestra pre-gel liofilizado no esterilizado.
La figura 16B muestra pre-gel liofilizado no esterilizado reconstituido en HCI
La figura 16C muestra un pre-gel liofilizado no esterilizado reconstituido en agua desionizada.

La figura 16D muestra un pre-gel liofilizado esterilizado con EtO y reconstituido en agua o HCI. La comparacién de
la figura 16B-C muestra que la reconstitucién fue completa para todas las muestras excepto aquellas después de
la esterilizacién en HCI (Figura 16D).

La figura 17 muestra la esterilizacién de pre-gel liofilizado de SIS-ECM en la formacién de hidrogel.
La figura 18 muestra la esterilizacién de pre-gel liofilizado de UBM en la formacién de hidrogel.
La figura 19A es una comparacion de diversos procedimientos de esterilizacion de UBM descelularizada.
La figura 19B es una comparacién cualitativa de la figura 19A.
Descripcion detallada

El uso de valores numéricos en los diversos intervalos especificados en esta solicitud, a menos que se indique
expresamente lo contrario, se indica como aproximaciones como si los valores minimos y méximos dentro de los
intervalos establecidos estén precedidos por la palabra "aproximadamente". De esta manera, se pueden usar ligeras
variaciones por encima y por debajo de los intervalos indicados para lograr sustancialmente los mismos resultados
que los valores dentro de los intervalos. Ademas, a menos que se indique lo contrario, la divulgacién de los intervalos
tiene como propdsito indicar un intervalo continuo que incluya todos los valores entre los valores minimo y maximo.
Como se usa en el presente documento, el articulo indefinido "un" se refiere a uno o més.

Como se usa en el presente documento, el término "que comprende" es no concluyente (con final abierto) y puede ser
sinénimo de "que incluye", "que contiene" o "caracterizado por". El término "que consiste esencialmente en" limita el
alcance de una reivindicacién a los materiales o etapas especificados y a aquellos que no afectan materialmente la(s)
caracteristica(s) basica(s) y nueva(s) de la invencién reivindicada. El término "que consiste en" excluye cualquier
elemento, etapa o ingrediente no especificados en la reivindicacién. Como se usa en el presente documento, las
formas de realizacién "que comprenden" uno o méas elementos o etapas indicados también incluyen, pero no se limitan

a formas de realizacién "que consisten esencialmente en" y "que consisten" en estos elementos o etapas indicados.

Los procedimientos (que no son parte de la invencién reivindicada) se describen en la presente memoria para preparar
composiciones derivadas de matriz extracelular (ECM) que comprenden matriz extracelular solubilizada obtenida de
cualquiera de una variedad de tejidos. Se describen composiciones relacionadas y dispositivos y procedimientos de
uso (que no forman parte de la invencién reivindicada). Las composiciones son de gelificacién inversa, lo que significa
que la viscosidad de la matriz aumenta cuando se calienta por encima de la temperatura de solucion critica mas baja
(LCST) de la composicion a temperaturas fisioldgicas cercanas a aproximadamente 37°C. Segln una forma de
realizacién no limitativa, la composicidén derivada de ECM es una solucién inyectable a temperaturas inferiores a 37°C,
pero un gel a una temperatura fisiolégica de 37°C. Segun ciertas formas de realizacién, el gel es bioactivo porque toda
la ECM intacta se solubiliza y no se dializa, reticula y/o trata de otra manera para eliminar o desactivar los componentes
estructurales o funcionales de la ECM, lo que da como resultado un armazén de gel altamente bioactivo. Se
proporciona un conjunto general de principios para preparar un gel que proviene de ECM junto con protocolos
especificos para preparar geles de numerosos tejidos, incluyendo vejiga urinaria, bazo, higado, corazén, pancreas,
ovario, intestino delgado, intestino grueso, colon, sistema nervioso central (SNC), tejido adiposo y hueso. Ejemplos no
limitativos de composiciones derivadas de ECM de gelificacién inversa se describen en la patente de Estados Unidos
No. 8,361,503, y en la publicacion de patente de Estados Unidos No0.2010-0226895, y en las publicaciones
internacionales de patente No. WO 2011/087743, WO 2013/009595 y WO 2013/009595.

Como se usa en el presente documento, "esterilizacién terminal" o "esterilizado de modo terminal" se refiere a la
esterilizacion esencialmente o practicamente completa de una composicién o dispositivo. Esto no incluye la
desinfeccién, por ejemplo, con acido peracético durante la preparacién de un producto de ECM como parte o
complemento de la descelularizacién. Por ejemplo, una composicién de ECM puede desinfectarse por inmersiéon en
acido peracético (o) al 0,1% (v/v), etanol al 4% (v/v) y agua estéril al 96% (v/v) durante 2 h. El material de ECM se
lava luego dos veces durante 15 minutos con PBS (pH = 7,4) y dos veces durante 15 minutos con agua desionizada.
Aunque esto se caracteriza como desinfeccidn, generalmente no es aceptable bajo la practica reguladora actual como
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procedimiento de esterilizacién terminal. Durante la esterilizacién terminal, los productos estan expuestos a un
procedimiento validado que mata a los microorganismos vivos. En el contexto de los productos de ECM, el material
de ECM des-celularizado puede exponerse a la esterilizacion terminal antes de la solubilizacién, almacenamiento y/o
distribucién comercial. En la técnica se conoce una variedad de procedimientos para la esterilizacién terminal, incluida
la exposicién a: éxido de etileno, éxido de propileno, radiacién gamma, radiacién de haz de electrones, esterilizacion
por plasma de gas y diéxido de carbono supercritico (véase, por ejemplo, White, A, et al, "Esterilizacién terminal
efectiva utilizando diéxido de carbono supercritico” (2006) J. Biotech. 123(4):504-515).

La composicién también se puede desinfectar por medio de tratamiento con glutaraldehido, lo que provoca la
reticulaciéon del material proteico, pero este tratamiento altera sustancialmente el material de forma que se reabsorbe
lentamente o no se reabsorbe en absoluto e incita un tipo diferente de remodelacién del huésped que se parece més
a la formacién de tejido cicatricial o encapsulaciéon que a la remodelacion constructiva. La reticulacion del material
proteico también puede inducirse con carbodiimida o procedimientos des-hidrotérmicos o de fotooxidacién. El material
de ECM reticulado no se considera ECM intacta para los fines del presente documento.

Como se indica en los ejemplos mas adelante, el momento de la esterilizacién terminal afecta sustancialmente la
capacidad de un material de ECM solubilizado y digerido para formar un hidrogel por medio de gelificacién inversa. La
esterilizacién se realiza en una composicién de ECM seca, digerida con proteasa acida. Por "seco" o "secado" se
entiende seco o liofilizado hasta el punto de que esencialmente toda el agua se elimina de una composicién,
reconociendo que, en la practica, uno no puede eliminar literalmente todas las moléculas de agua de ninguna
composicion. Asi, "seco" o "secado" se refiere a un contenido de agua de, por ejemplo y sin limitacién, menos de 5,0,
1,0, 0,5, 0,1, 0,01, 0,001 o 0,0001 % en peso de la composicion (% en peso). El material puede secarse mediante
cualquier procedimiento como, por ejemplo y sin limitacidén, por evaporacién simple a cualquier temperatura no dafiina,
como a temperatura ambiente, o por liofilizaciéon (secado por congelacién).

Ademas, se proporciona un procedimiento para preparar un gel derivado de matriz extracelular en el contexto de un
producto obtenible por dicho p. En el procedimiento, la matriz extracelular (ECM), por ejemplo, la ECM intacta, se
solubiliza por digestién con una proteasa acida como la tripsina o la pepsina en una solucién acida para producir una
solucién de material digerido. La solucidén de material digerido se seca, por ejemplo, mediante secado al aire o
liofilizacién. Una vez que la solucidn se seca, se esteriliza de modo terminal, por ejemplo, mediante haz de electrones
o radiacién gamma, exposicién al gas de 6xido de etileno o diéxido de carbono supercritico. La composicién puede
almacenarse, envasarse y/o distribuirse en este estado seco, por ejemplo, liofilizado. Luego, el material esterilizado
se hidrata, por ejemplo, por solubilizacién en agua o en una solucién acuosa como un regulador de pH TRIS o PBS, o
una solucién salina como una solucién de cloruro de sodio, tal como solucién salina (0,9%) para producir una solucién
de material digerido esterilizado. La solucién de material digerido esterilizado se lleva a un pH entre 7,2 y 7,8 para
producir una solucidén neutralizada de material digerido, por ejemplo, mezclando la solucién con un regulador de pH
isoténico o una base tal como, sin limitacién, NaOH. La solucién gelifica a una temperatura superior a 25°C. La
rehidratacion, neutralizacidén y opcionalmente la etapa de gelificacién se pueden combinar rehidratando la composicién
esterilizada y seca en un regulador de pH como PBS a pH 7,2-7,8, que llevara a cabo la etapa de rehidratacién y
neutralizacion al mismo tiempo; y si la solucién de rehidratacién es superior a 25°C, la solucién comienza a gelificarse.
Puede ser deseable mantener la temperatura a menos de 20-25°C para controlar el procedimiento de gelificacién y
rehidratar la composiciéon de manera mas uniforme.

Las composiciones descritas en la presente memoria encuentran uso como, sin limitacidén, un injerto inyectable (por
ejemplo, xenogénico, alogénico o autblogo) para tejidos; por ejemplo, tejidos 6seos o blandos, que necesitan
reparacién o aumento de forma mas tipica para corregir defectos de tejidos inducidos por traumas o por enfermedades.
Las composiciones también pueden usarse como un material de carga para construcciones de implantes que
comprenden, por ejemplo, una construccién moldeada que se ha llevado a una forma deseada para uso en
procedimientos quirirgicos cosméticos o de tratamiento de traumatismos.

Las composiciones pueden implantarse en un paciente, humano o animal, por medio de una cantidad de
procedimientos. Las composiciones pueden inyectarse en forma liquida en el lugar deseado del paciente. Como se
usa en el presente documento, el término "semilla", "siembra" o "sembrado" se refiere a la adicién, incorporacién,
propagacioén o difusion de un volumen definido de una suspensién celular o un nimero definido de células a una
composiciébn especifica. La composicibn se puede sembrar previamente con células, y luego inyectarse
preferentemente mediante el uso de un orificio mas grande, por ejemplo, de aguja calibre 16, para evitar el
cizallamiento de las células. En otra forma alternativa, la composicién se gelifica dentro de un molde, y el producto
moldeado gelificado se implanta luego en el paciente en un sitio deseado. El producto moldeado gelificado se puede
sembrar previamente (depositar sobre el gel moldeado o mezclar durante la gelificacién) con células, tales como
células del paciente.

Como se usa en el presente documento, los términos "matriz extracelular" y "ECM" se refieren a un armazén natural
para el crecimiento celular que se prepara por medio de la descelularizaciéon de tejido encontrado en organismos
multicelulares, tales como mamiferos y humanos. La ECM puede tratarse adicionalmente mediante, por ejemplo,
dialisis o reticulaciéon. La ECM es una mezcla compleja de biomoléculas estructurales y no estructurales que incluye,
entre otros, colagenos, elastinas, lamininas, glicosaminoglicanos, proteoglicanos, antimicrobianos, quimio-atrayentes,
citoquinas y/o factores de crecimiento. En los mamiferos, la ECM a menudo comprende alrededor del 90% de
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colageno, en sus diversas formas. La composicién y estructura de las ECM varian dependiendo de la fuente del tejido.
Por ejemplo, la ECM de la submucosa del intestino delgado (SIS), de la matriz de la vejiga urinaria (UBM) y del estroma
hepatico difieren, cada una en su estructura y composicién general debido al nicho celular GUnico necesario para cada
tejido.

Como se usa en este documento, los términos "matriz extracelular intacta" y "ECM intacta" se refieren a una matriz
extracelular que retiene la actividad de sus biomoléculas estructurales y no estructurales, que incluyen, pero no se
limitan a, colagenos, elastinas, lamininas, glicosaminoglicanos, proteoglicanos, antimicrobianos, quimio-atrayentes,
citoquinas y/o factores de crecimiento tales como, sin limitacién, ECM trituradas, como se describe en el presente
documento. La actividad de las biomoléculas dentro de la ECM puede eliminarse quimica o mecéanicamente, por
ejemplo, mediante reticulacién y/o dialisis de la ECM. La ECM intacta esencialmente no ha sido reticulada y/o dializada,
lo que significa que la ECM no se ha sometido a dialisis y/o un procedimiento de reticulacion, ni a otras condiciones
que no sean procedimientos que ocurren naturalmente durante el almacenamiento y manejo de ECM antes
solubilizacién, como se describe en el presente documento. Por lo tanto, la ECM que esté sustancialmente reticulada
y/o dializada (de cualquier forma, que no sea trivial y que no afecte sustancialmente la gelificacién y las caracteristicas
funcionales de la ECM en sus usos descritos aqui) no se considera "intacta".

Por "biocompatible" se entiende que un dispositivo, composicién de armazén, etc. es esencialmente, practicamente
(para su uso previsto) y/o sustancialmente no tdéxico, que no dafia o no inhibe, o no inhibidor de, células, tejidos,
organos y/o sistemas de érganos que entrarian en contacto con el dispositivo, armazén, composicién, etc.

En general, el procedimiento de preparacién de un gel que proviene de ECM requiere el aislamiento de ECM de un
animal de interés y de un tejido u érgano de interés. En ciertas formas de realizacién, la ECM se aisla del tejido de
mamifero. Como se usa en el presente documento, el término "tejido de mamifero" se refiere al tejido que proviene de
un mamifero, en donde el tejido comprende cualquier componente celular de un animal. Por ejemplo y sin limitacién,
el tejido puede provenir de agregados de células, un érgano, porciones de un érgano o combinaciones de 6rganos.
En ciertas formas de realizacién, la ECM se aisla de un animal vertebrado, por ejemplo y sin limitacién, humano, mono,
cerdo, ganado vacuno y ovino. En ciertas formas de realizacién, la ECM se aisla de cualquier tejido de un animal, por
ejemplo y sin limitacidén, vejiga urinaria, higado, SNC, tejido adiposo, intestino delgado, intestino grueso, colon,
eso6fago, pancreas, dermis y corazén. En una forma de realizacién, la ECM proviene de una vejiga urinaria. La ECM
puede o no incluir la porcién de membrana basal de la ECM. En ciertas formas de realizacion, la ECM incluye al menos
una porcidn de la membrana basal. La ECM puede retener o no algunos de los elementos celulares que componen el
tejido original, como las células endoteliales capilares o los fibrocitos.

Como se usa en el presente documento, el término "provenir' y cualquier otra forma de palabra de cognados de los
mismos, tales como, sin limitacién, "que proviene de" y "proveniente de" se refiere a un componente o componentes
obtenidos de cualquier fuente indicada por medio de cualquier procedimiento Gtil. Por ejemplo y sin limitacién, un gel
que proviene de ECM se refiere a un gel compuesto por componentes de ECM obtenidos de cualquier tejido mediante
cualquier niumero de procedimientos conocidos en la técnica para aislar ECM. En otro ejemplo, la ECM derivada de
tejido de mamifero se refiere a la ECM compuesta por componentes de tejido de mamifero obtenidos de un mamifero
mediante cualquier procedimiento (til.

Después del aislamiento del tejido de interés, la descelularizacién se realiza por medio de diversos procedimientos,
por ejemplo y sin limitacién, exposicién a solucidén salina hipertdnica, acido peracético, Triton-X u otros detergentes.
La ECM descelularizada se puede secar, liofilizar (secar por congelaciéon) o secar al aire. La ECM seca se puede
triturar mediante procedimientos que incluyen, entre otros, desgarro, molienda, corte, pulverizacién y cizallamiento. La
ECM triturada también puede convertirse en polvo mediante procedimientos, por ejemplo y sin limitacion, tales como
pulverizacién o molienda en un estado congelado o liofilizado.

Como se usa en el presente documento, el término "triturar" y cualquier otra forma de palabra o cognados de los
mismos como, sin limitacién, "trituraciéon" y "triturando"”, se refieren al procedimiento de reduccién de particulas méas
grandes en particulas mas pequefias, que incluye, sin limitacién, pulverizacién, mezcla, trozado, rebanado, molienda,
corte, trozado. La ECM se puede triturar en cualquier forma, incluidas, entre otras, formas hidratadas, congeladas,
secadas al aire, liofilizadas, pulverizadas, formas de lamina.

A fin de preparar el tejido de ECM solubilizado, la ECM ftriturada se digiere con una proteasa 4cida en una solucién
acida para formar una solucién de material digerido. Como se usa en el presente documento, el término "proteasa
acida" se refiere a una enzima que escinde enlaces peptidicos, en donde la enzima tiene una actividad aumentada de
escisién de enlaces peptidicos en un pH acido. Por ejemplo y sin limitacién, las proteasas acidas pueden incluir pepsina
y tripsina.

La solucién de material digerido de ECM generalmente se mantiene en agitacién constante durante un cierto tiempo
a temperatura ambiente. El digerido de ECM puede usarse inmediatamente o almacenarse a -20°C o congelarse a,
por ejemplo y sin limitacién, -20°C o -80°C, y en el contexto de los procedimientos y composiciones descritos en este
documento, puede secarse y esterilizarse. A continuacién, el pH de la solucién de material digerido se eleva a un pH
entre 7,2y 7,8 para producir una solucién de material digerido neutralizado. El pH puede elevarse agregando una o
més de una base o una solucién isoténica con pH regulado, por ejemplo y sin limitacion, NaOH o PBS a pH 7,4. El
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procedimiento tipicamente no incluye una etapa de dialisis antes de la gelificacién, lo cual da lugar a una matriz similar
a ECM mas completa que tipicamente gelifica a 37°C mas lentamente que las preparaciones de colageno o de ECM
dializadas comparables. Por lo tanto, el gel estd mas dispuesto para inyeccidén en un paciente, y también retiene mas
de las cualidades de la ECM nativa debido a la retencién de muchos factores solubles nativos tales como, sin limitacién,
las citoquinas. Es inesperada la capacidad de las preparaciones no dializadas (ECM completa), preparadas a partir
de una variedad de tejidos para gelificar con una cinética adecuada para su uso en moldes o in situ.

Como se usa en el presente documento, el término "solucién isoténica con pH regulado” se refiere a una solucién
isoténica que tiene pH regulado entre 7,2 y 7,8 y que tiene una concentracién equilibrada de sales para promover un
entorno isoténico. Como se usa en el presente documento, el término "base" se refiere a cualquier compuesto o una
solucién de un compuesto con un pH superior a 7. Por ejemplo y sin limitacién, la base es un hidréxido alcalino o una
solucién acuosa de un hidréxido alcalino. En ciertas formas de realizacion, la base es NaOH o NaOH en PBS.

Esta solucion de material digerido neutralizado puede, en ese momento, incubarse a una temperatura adecuadamente
céalida, por ejemplo y sin limitacién, a aproximadamente 37°C para gelificar. La solucién de material digerido
neutralizado se puede congelar y almacenar, por ejemplo y sin limitacién, a -20°C 0 -80°C. Como se usa en el presente
documento, el término "soluciéon de material digerido neutralizado" o "material digerido neutralizado" se refiere a un
material digerido o solucién de material digerido en el que el pH aumenta y puede estar en forma de una solucién o
de composicién seca. Por ejemplo y sin limitacién, un material digerido neutralizado tiene un pH entre 7,2y 7,8.

Puede usarse cualquier tipo de tejido de matriz extracelular en los procedimientos, composiciones y dispositivos como
se describen en el presente documento (véanse en general los documentos patente de los Estados Unidos nimero
4,902,508; 4,956,178; 5,281,422; 5,352,463; 5,372,821, 5,554,389; 5,573,784; 5,645,860; 5,711,969, 5,753,267,
5,762,966, 5,866,414, 6,099,567; 6,485,723, 6,576,265; 6,579,538, 6,696,270, 6,783,776; 6,793,939; 6,849,273,
6,852,339; 6,861,074, 6,887,495, 6,890,562; 6,890,563, 6,890,564, y 6,893,666), siempre y cuando el material no esté
esterilizado de modo terminal. En ciertas formas de realizacién, la ECM se aisla de un animal vertebrado, por ejemplo
y sin limitacién, de un animal vertebrado mamifero de sangre caliente que incluye, pero no se limita a, humano, mono,
cerdo, vaca y oveja. La ECM puede derivarse de cualquier 6rgano o tejido, que incluyen, entre otros, vejiga urinaria,
intestino, higado, eséfago y dermis. En una forma de realizacién, la ECM se aisla de una vejiga urinaria. En otra forma
de realizacién, la ECM se aisla del intestino, o una porcién del mismo. El intestino se extiende desde el esfinter pilérico
hasta el ano e incluye: el intestino delgado, que se extiende desde la vélvula pilérica hasta la valvula ileocecal; el
intestino grueso, que se extiende desde la valvula ileocecal; y porciones de los mismos, que incluyen el duodeno; el
yeyuno; el ileon; el ciego; el apéndice; el colon ascendente, transversal, descendente y sigmoideo; el recto y/o el canal
anal (véase, por ejemplo, Marieb, EN, Human Anatomy and Physiology, Segunda edicién, 1992, The
Benjamin/Cummings Publishing Company, Inc., Redwood City, California, pags. 792, 793, 802, y 803). La ECM puede
0 no incluir la porcién de membrana basal de la ECM. En ciertas formas de realizacién, la ECM incluye al menos una
porcién de la membrana basal.

El tipo de ECM utilizado en el armazén puede variar dependiendo de los tipos de células que se pretendan reclutar
durante la curacién de heridas o la regeneracién de tejidos, la arquitectura del tejido nativo del 6rgano de tejido a
reemplazar, la disponibilidad de la fuente de tejido de ECM u otros factores que afectan la calidad del armazdn final y
la posibilidad de fabricar el armazén. Por ejemplo y sin limitacién, la ECM puede contener tanto una superficie de
membrana basal, como una superficie de membrana no basal, lo que seria Util para promover la reconstruccién de
tejidos como la vejiga urinaria, el esdéfago o los vasos sanguineos, todos los cuales tienen un componente de
membrana basal y de membrana no basal.

En una forma de realizacién no limitante, la ECM se cosecha de vejigas urinarias porcinas (también conocida como
matriz de vejiga urinaria o UBM). Brevemente, la ECM se prepara retirando el tejido de la vejiga urinaria de un cerdo
y recortando los tejidos conectivos externos residuales, que incluye el tejido adiposo. Toda la orina residual se elimina
mediante lavados repetidos con agua corriente. El tejido se deslamina remojandolo primero en una solucidén de des-
epitelizacién, por ejemplo y sin limitacién, solucién salina hiperténica (por ejemplo, solucién salina de 1,0 N), por
periodos de tiempo que van desde diez minutos a cuatro horas. La exposicién a solucidn salina hipertnica elimina las
células epiteliales de la membrana basal subyacente. Opcionalmente, se puede agregar un agente quelante de calcio
a la solucién salina. El tejido que queda después del procedimiento de delaminaciédn inicial incluye la membrana basal
epitelial y las capas de tejido abluminales a la membrana basal epitelial. A continuacién, este tejido se somete a un
tratamiento adicional para eliminar la mayoria de los tejidos abluminales, pero mantienen la membrana basal epitelial
y la tinica propia. La serosa externa, la adventicia, la mucosa de tinica muscular, la tinica submucosa y la mayor
parte de la mucosa muscularis se eliminan del tejido des-epitelizado restante por abrasién mecanica o mediante una
combinacién de tratamiento enzimatico (por ejemplo, usando tripsina o colagenasa) seguido de hidratacién y abrasién.
La eliminacién mecénica de estos tejidos se logra mediante la eliminacién de los tejidos mesentéricos con, por ejemplo
y sin limitacién, férceps Adson-Brown vy tijeras Metzenbaum y limpiando la tdnica muscular y la tinica submucosa
utilizando un movimiento de limpieza longitudinal con un mango de bisturi u otro objeto rigido envuelto en gasa
humedecida. También se contemplan procedimientos robéticos automatizados que implican cuchillas de corte, laseres
y otros procedimientos de separacién de tejidos. Después de que se eliminan estos tejidos, la ECM resultante consiste
principalmente en la membrana basal epitelial y la tinica propia subyacente (capas B y C de la figura 3).
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En otra forma de realizacién, la ECM se prepara raspando el tejido de la vejiga porcina para eliminar las capas
externas, que incluyen la tdnica serosa y la tanica muscular (capas G y F en la figura 3) mediante el uso de un
movimiento de limpieza longitudinal con un mango de bisturi y una gasa humedecida. Después de la eversidén del
segmento de tejido, la porcién luminal de la tinica mucosa (capa H en la figura 3) se deslamina del tejido subyacente
utilizando el mismo movimiento de limpieza. Se debe tener cuidado para evitar la perforacién de la submucosa (capa
E de la figura 3). Después de que se eliminan estos tejidos, la ECM resultante consiste principalmente en la tdnica
submucosa (capa E de la figura 3).

Una gran cantidad de preparaciones de ECM estan disponibles comercialmente, preparadas por medio de numerosos
procedimientos. Las preparaciones de submucosa del intestino delgado (SIS) disponibles comercialmente incluyen,
entre otras, Surgisis™, Surgisis-ES™, Stratasis™ y Stratasis-ES™ (Cook Urological Inc.; Indianapolis, Indiana) y
GraftPatch™ (Organogenesis Inc.; Cantén Massachusetts). Las preparaciones para la dermis disponibles
comercialmente incluyen, entre otras, Pelvicol™ (vendido como Permacol™ en Europa; Bard, Covington, GA),
Repliform™ (Microvasive; Boston, Massachusetts) y Alloderm™ (LifeCell; Branchburg, Nueva Jersey). Las
preparaciones de vejiga urinaria disponibles comercialmente incluyen, entre otras, UBM (Acell Corporation; Jessup,
Maryland). Cualquiera de estas preparaciones de ECM puede proporcionarse potencialmente en una forma que no
esté esterilizada de modo terminal y, por lo tanto, pueden ser un precursor adecuado para los procedimientos y
composiciones descritos en este documento.

Las composiciones descritas en el presente documento pueden usarse de varias maneras o formas. Por ejemplo y sin
limitacién, de acuerdo con una primera realizacién, el material digerido neutralizado se coloca en un molde adecuado
para modelar un 6rgano o una porcién del mismo. Como ejemplo no limitativo, la composicién se moldea en una
porcién de higado para facilitar el nuevo crecimiento del tejido hepatico. En otro ejemplo no limitativo, la composicion
se moldea en forma de cartilago de la nariz o del oido, 0 una porciéon del mismo, para reemplazar el tejido cartilaginoso
dafiado o extirpado. En otro ejemplo no limitativo, la composicién se moldea en forma de herida para facilitar la curacién
de ese tejido sin cicatrices. Para preparar el gel moldeado, el material digerido neutralizado se coloca en un molde
biocompatible y preferiblemente estéril, como un molde de plastico, y se incuba a una temperatura y durante un tiempo
adecuado para la gelificacién de la composicién, por ejemplo y sin limitacién, a aproximadamente 37 °C. En una forma
de realizacion, la composiciéon y el molde se colocan en una incubadora a 37 °C para gelificar. Debido a que se ha
encontrado que el CO; ralentiza la gelificacién, en una forma de realizacién no limitante, no se inyecta CO; en la
incubadora, aunque en otra forma de realizacién, pueden usarse CO, y/o temperatura para controlar el procedimiento
de gelificacion.

Cualquier citoquina, quimio-atrayente o célula que sean Utiles se pueden mezclar en la composiciéon antes de la
gelificacién o pueden difundirse, absorberse y/o adsorberse en el gel después de gelificar. Por ejemplo y sin limitacién,
los componentes Utiles incluyen factores de crecimiento, interferones, interleucinas, quimiocinas, monocinas,
hormonas, factores angiogénicos, farmacos y antibidticos. Las células se pueden mezclar en el gel neutralizado y
solubilizado o se pueden colocar encima de la composicién moldeada una vez que se gelifica. En cualquier caso,
cuando el gel se siembra con células, las células pueden cultivarse y/o adaptarse al nicho creado por el gel de ECM
moldeado mediante incubacién en un medio adecuado en un biorreactor o incubadora durante un periodo de tiempo
adecuado para preparar de modo Optimo/favorable la composicién para la implantacién en un paciente. La
composicibn moldeada se puede sembrar con células para facilitar el crecimiento interno, la diferenciacién y/o la
adaptacién de las células. Por ejemplo y sin limitacién, las células pueden ser autblogas o alogénicas con respecto al
paciente para recibir la composicién/dispositivo que comprende el gel. Las células pueden ser células madre u otras
células progenitoras, o células diferenciadas. En un ejemplo, una capa de dermis obtenida del paciente se siembra en
un molde, para usar en la reparacién de piel dafiada y/o tejido subyacente.

Como se usa en este documento, el término "molde" se refiere a una cavidad o superficie usada para formar el gel en
una forma tridimensional. Por ejemplo y sin limitacién, el molde puede ser una placa de pozo, un plato de cultivo celular
o un tubo o puede tener una forma util cualquiera. En una determinada realizacién, el molde puede conformarse en
un determinado 6rgano o parte de un érgano. El gel puede administrarse al molde en una variedad de procedimientos
que incluyen, entre otros, inyeccién, deposicién.

Como se usa en el presente documento, los términos "farmaco" y "farmacos" se refieren a cualquier composicién que
tenga un efecto preventivo o terapéutico que incluyen sin limitacién, antibiéticos, péptidos, hormonas, moléculas
organicas, vitaminas, suplementos, factores, proteinas y quimio-atrayentes.

Como se usa en el presente documento, los términos "célula" y "células" se refieren a cualquier tipo de células de
cualquier animal, tales como, sin limitacién, ratas, ratones, monos y humanos. Por ejemplo y sin limitacién, las células
pueden ser células progenitoras, como las células madre, o células diferenciadas, como las células endoteliales, las
células del musculo liso. En ciertas formas de realizacidn, las células para procedimientos médicos pueden obtenerse
del paciente para procedimientos autélogos o de otros donantes para procedimientos alogénicos.

Un aspecto favorable del uso de tejido premoldeado es que se puede producir una composicién en capas. Por ejemplo,
una porcidén central de la composicién a implantar puede prepararse con un primer gel de la ECM, obtenido de una
primera fuente, y una capa circundante puede ser con un segundo gel de la ECM, obtenido de una segunda fuente
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diferente del primero, o la misma fuente que el primero, pero que contiene diferentes componentes, como las citoquinas
o las células.

En otra forma de realizacién de la composicién premoldeada, el gel de la ECM esté contenido dentro de una vaina
laminar de tejido ECM no triturado y no digerido, tal como SIS o UBM, para agregar fuerza fisica al gel. En esta forma
de realizacién, las laminas de tejido de ECM, preparadas de cualquier manera conocida en la técnica, se pueden
colocar en el molde antes de llenar el molde con el tejido de ECM solubilizado para producir el gel. Las laminas de
tejido de ECM pueden usarse como molde, siempre que estén formadas y cosidas o reticuladas en la forma deseada.
De esta manera, se puede producir una composicién sélida que tenga una mayor resistencia fisica que en el caso de
un gel, solo.

La composicién puede inyectarse como una solucién neutralizada de digestién en un paciente. La composicién se
inyecta en un lugar en el paciente donde se necesita la matriz para el crecimiento celular. Por ejemplo y sin limitacién,
cuando a un paciente se le ha extirpado tejido debido a un traumatismo, desbridamiento y/o extraccién de tejido
daflado, enfermo o canceroso, la composicién puede inyectarse en el sitio de extraccién de tejido para facilitar el
crecimiento del tejido. La viscosidad del pre-gel puede controlarse variando las cantidades de agua (por ejemplo,
variando las cantidades de agua, &cido, base, regulador de pH (como PBS) u otros diluyentes) utilizados para preparar
el pre-gel. En las aplicaciones en las que se usa una aguja de calibre pequefio, como en la endoscopia, se necesitaria
un pre-gel menos viscoso, lo que generalmente da lugar a un gel menos viscoso, una vez que el pre-gel esta gelificado.
En aplicaciones en las que hay disponible una aguja de mayor calibre, se puede usar un gel mas viscoso, con mayor
resistencia cuando se gelifica. Ademas, el uso de una aguja de mayor calibre, independientemente de la viscosidad
del pre-gel, favorece la mezcla de células vivas con el pre-gel inmediatamente antes de la implantacién con menos
riesgo de cizallamiento de las células.

En una forma de realizacion, se prepara una solucién de material digerido neutralizado elevando el pH de la solucién
de material digerido acida y la composicién se inyecta directamente en un paciente antes de que continle la gelificacién
significativa. En una forma de realizacién, la composicién esta en estado congelado y se descongela y calienta antes
de la inyeccién. En otra forma de realizacién, la solucién de material digerido acida se calienta a temperatura fisiolégica
y se mezcla durante la inyeccién en un mezclador estatico con cantidades adecuadas de una base y/o regulador de
pH, tal como PBS. Los mezcladores estéticos adecuados incluyen, sin limitacién, mezcladores estaticos helicoidales
o cuadrados, disponibles comercialmente de Cammda Corporation de Cobourg, Ontario, Canada o una jeringa mini-
dual con mezclador Micro Static, disponible comercialmente en Plas-Pak Industries, Inc. de Norwich, Connecticut.

Se desvela un kit comercial (que no forma parte de la invencién reivindicada) que comprende una composiciéon descrita
en el presente documento. Un kit comprende material de embalaje adecuado y la composicién. En una forma de
realizacidén no limitativa, el kit comprende una solucién de material digerido en un recipiente, que puede ser el envase,
0 que puede estar contenido dentro del envase. En esta forma de realizacién, si se neutraliza la solucién de material
digerido, puede congelarse, enfriarse; por ejemplo, se mantiene a temperaturas cercanas al punto de congelacién
como, sin limitacién, por debajo de aproximadamente 4°C o se mantiene a temperatura ambiente, por ejemplo, 20-
25°C. En otra forma de realizacién no limitante, el kit comprende un primer recipiente que contiene una solucién acida
que contiene un material digerido de pre-neutralizacién como se describe en el presente documento, y un segundo
recipiente que comprende una solucién neutralizante que comprende una base y/o regulador(es) de pH para llevar la
solucién acida del primer recipiente a la fuerza iénica fisiolégica y al pH para formar un material digerido neutralizado.
En otra forma de realizacidn, el primer recipiente contiene un digerido de pre-neutralizaciéon esterilizado de modo
terminal, liofilizado, que puede hidratarse usando agua o una solucién acuosa adecuada que opcionalmente neutraliza
el acido. En otra forma de realizacién, se proporciona opcionalmente un segundo recipiente que comprende una
solucién de neutralizacién como se describid anteriormente que es capaz de hidratar el producto liofilizado y
neutralizarlo, u opcionalmente un tercer recipiente que comprende agua o cualquier otra soluciéon adecuada Util para
hidratar el producto liofilizado antes de neutralizacién con la solucién de neutralizacién. Este kit también incluye
opcionalmente una aguja de mezcla y/o una compresa fria. El recipiente puede ser un vial, una jeringa, un tubo o
cualquier otro recipiente adecuado para el almacenamiento y la transferencia en las rutas de distribucién comercial
del kit.

La composicidn de gel se puede moldear y pregelificar antes de su envasado y distribucién. El gel moldeado se envasa
en un blister que comprende un recipiente de plastico y una porcién de sellado de papel, plastico y/o aluminio, como
es bien conocido en la técnica. El molde y el envase tipicamente se esterilizan antes o después del empaquetado, por
ejemplo y sin limitacién, por medio de irradiacién con rayos gamma o de electrones o CO; supercritico. La composicién
moldeada se puede envasar en cualquier solucién fisioldgica adecuada, como PBS o solucién salina. Si el gel
moldeado contiene células vivas, el molde puede transportarse en un medio de cultivo celular adecuado en un frasco
sellado u otro recipiente. Por supuesto, el gel moldeado que contiene células deberia enviarse de manera expedita
para preservar las células.

Como se usa en el presente documento, el término "armazén hibrido inorganico/ECM" se refiere a un gel que proviene
de ECM que esta revestido sobre una estructura inorganica biocompatible tal como, sin limitacién, un metal, un
compuesto de calcio inorganico tal como hidréxido de calcio, fosfato de calcio o carbonato de calcio, 0 una composicién
cerdmica. En una forma de realizacién, se usa ultrasonido para ayudar en el revestimiento de la estructura inorganica
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con el gel que proviene de ECM. Como se usa en este documento, el término "ultrasonido” se refiere al procedimiento
de exponer ondas ultrasénicas con una frecuencia superior a 15 kHz e inferior a 400 kHz.

Como se usa en el presente documento, el término "revestir" y cognados relacionados tales como "revestido” y
"revestimiento” se refiere a un procedimiento que comprende cubrir una estructura inorganica con gel que proviene de
ECM o armazén inorganico/ECM hibrido. Por ejemplo y sin limitacion, el revestimiento de una estructura inorgénica
con gel que proviene de ECM puede incluir procedimientos tales como vertido, incrustacién, estratificaciéon, mojado,
aspersion.

En otra forma de realizacién de la tecnologia descrita en el presente documento, la composicién se reviste sobre un
material estructural biocompatible, tal como un metal, un compuesto de calcio inorganico tal como hidréxido de calcio,
fosfato de calcio o carbonato de calcio, o una composicién ceramica. Ejemplos no limitativos de metales adecuados
son las aleaciones de cobalto-cromo, aleaciones de acero inoxidable, aleaciones de titanio, aleaciones de tantalio,
aleaciones de titanio-tantalio, que pueden incluir componentes no metalicos y metélicos, tales como molibdeno,
tantalio, niobio, circonio, hierro, manganeso, cromo, cobalto, niquel aluminio y lantano, que incluyen entre otros, CP Ti
(titanio comercialmente puro) de diversos grados o Ti 6Al (90% en peso de Ti, 6% en peso de Al y 4% en peso de V),
acero inoxidable 316, Nitinol (aleacién de niquel-titanio), aleaciones de titanio revestidas con hidroxiapatita. Los
metales son Utiles debido a su alta resistencia, flexibilidad y biocompatibilidad. Los metales también se pueden moldear
en formas complejas y muchos pueden resistir la corrosién en los entornos bioldgicos, reducir el desgaste y no dafiar
los tejidos. En un ejemplo no limitante, el metal es un componente femoral o acetabular utilizado para reparacién de
cadera. En otro ejemplo, el metal es una fibra u otra protuberancia utilizada en la fijacién permanente de una prétesis
a un paciente. Se pueden preferir otras composiciones, que incluyen cerdmica, compuestos de calcio, tales como, sin
limitacién, aragonito, por ejemplo y sin limitacién, en la reparacién o remodelacién de estructuras esqueléticas o
dentales. Las combinaciones de metal, ceramica y/u otros materiales también pueden resultar Gtiles. Por ejemplo, un
componente femoral metélico de un reemplazo de cadera puede comprender una bola de cerdmica y/o puede
comprender un revestimiento pléstico en la superficie de la bola, como podria ser un componente acetabular.

Los metales, asi como otros materiales, segln sea apropiado, pueden ser Utiles en sus diferentes formas, que incluyen,
entre otros, alambres, ldminas, cuentas, varillas y polvos, incluido el polvo nanocristalino. La composicién y la
superficie de los metales u otros materiales también pueden modificarse para garantizar la biocompatibilidad, como la
pasivacién de la superficie a través de tratamientos con silano, el revestimiento con plésticos o cerdmicas
biocompatibles, materiales composite de metal/ceramica. Los materiales y procedimientos para su empleo son bien
conocidos en el campo de la presente invencion.

Una dificultad con el uso de insertos metalicos para reparar la estructura esquelética de un paciente es que los insertos
deben estar anclados/fijados a las partes esqueléticas existentes. Los procedimientos tradicionales emplean cemento
y/o tornillos. En el caso de las prétesis, las prétesis no estan conectadas al tejido de un paciente excepto, tipicamente,
por cementacion. Por lo tanto, es deseable fijar biolégicamente el tejido de un paciente a un dispositivo médico. Esto
se puede lograr revistiendo las superficies del implante con el gel de la ECM descrito en este documento, lo que
facilitara el crecimiento del tejido y, por lo tanto, la fijacién del dispositivo. Se puede fijar una variedad de estructuras
porosas al implante para crear un armazén en el que se pueda infiltrar el gel de ECM y, posteriormente, células u otro
tejido (por ejemplo, hueso). Las estructuras incluyen, sin limitacién: malla tejida o no tejida, materiales porosos
similares a esponjas, cuentas fundidas, etc. El armazén poroso facilitara la formacién de un fuerte vinculo entre el
tejido vivo, incluido el hueso, y el dispositivo. Los "poros" del armazén poroso pueden ser de cualquier tamafio que
permita la infiltracién de un gel de la ECM, opcionalmente facilitado por ultrasonido u otros tratamientos que ayuden a
la permeacién del gel, y mas tarde células u otros materiales biolégicos, como hueso, cartilago, tendones, ligamentos,
fascia u otfro tejido conectivo, dentro del armazén. En una forma de realizacion, las fibras metalicas se fijan al
dispositivo, y las fibras metalicas se revisten con un gel de la ECM descrito en el presente documento, lo que permite
el crecimiento de tejido dentro de las fibras. En una segunda realizacidn, una matriz de pequefias cuentas esta soldada
o fijada de otro modo a una superficie del dispositivo y un gel de ECM descrito en el presente documento esta revestido
sobre la matriz de cuentas, lo que facilita el crecimiento de tejido entre las cuentas. En un ejemplo, un dispositivo
contiene una protuberancia de fibras que se puede insertar dentro de un hueso, lo que permite la fusién de las fibras
metaélicas con el hueso. En una forma de realizacién, el gel de la ECM se siembra y se incuba con una poblacién
celular adecuada, tal como osteoblastos autélogos, para facilitar el crecimiento 6seo.

En otra forma de realizacién, el armazén hibrido inorganico/ECM también se puede usar para revestir otros implantes
estructurales, tales como, sin limitacién, un implante femoral, una prétesis de la mano. La figura 1 muestra
esquematicamente una forma de realizaciéon de un dispositivo 10 insertado en un fémur 15 en un procedimiento de
reemplazo de cadera. La figura 1 ilustra el dispositivo 10, que muestra una porcién de inserto 20 para su insercién en
el féemur 15, y una extensién 25 en la que se atornilla o se inserta de otra manera una bola (no mostrada). El dispositivo
10 comprende un revestimiento poroso 30 de, por ejemplo y sin limitacién, cuentas metélicas soldadas sobre el
dispositivo 10. La regién A en la figura 1 muestra una vista ampliada del revestimiento 30 del dispositivo 10. Las
cuentas 32 estan soldadas a la superficie metalica 34 del dispositivo 10. El gel de la ECM 36 esta revestido sobre y
entre las cuentas 32. El crecimiento del tejido éseo en cuentas 32 se facilita por la presencia del gel de la ECM 36.

Una proétesis se puede anclar en el hueso de manera similar mediante el uso de un inserto que tiene un revestimiento
poroso, y el revestimiento poroso se extiende hasta los limites de donde se desea la fijacién al tejido de un paciente.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2976 638 T3

Como ejemplo mostrado en la figura 2, una prétesis de mano 100 comprende una porcién externa 115 y una porcién
interna 120, que comprende una porcidén de inserto de radio 122 y una porcién de inserto cubital 124. El revestimiento
poroso 130 se extiende desde las porciones de inserto 122 y 124 para la fijacién al hueso, hasta el comienzo de la
porcidén externa 115, lo que permite la fijacién de la dermis y el tejido intermedio entre los huesos y la dermis.

Un dispositivo (por ejemplo, una prétesis) como se describe en el presente documento puede revestirse con pre-gel
neutralizado y luego la temperatura del gel se eleva para hacer que el pre-gel neutralizado se gelifique. En otra forma
de realizacién, el pre-gel acido se aplica al dispositivo o prétesis. El pre-gel sobre el dispositivo se puede secar, por
ejemplo, liofilizarse y todo el dispositivo puede esterilizarse de modo terminal, seguido de envasado y distribucién. El
producto liofilizado sobre el dispositivo puede hidratarse por un usuario final y neutralizarse mediante la aplicacién de
agua, solucién salina o PBS al dispositivo y, posteriormente o simultdneamente, elevando la temperatura del
dispositivo, por ejemplo, por encima de 37°C.

En uso, el dispositivo que esta revestido con un armazén adecuado y gel de ECM como se describe en el presente
documento puede ponerse en contacto con células, por ejemplo, de un paciente o células alogénicas, y se permite
que las células se infiltren en la matriz. El crecimiento o la infiltracién de células puede ocurrir in vivo o ex vivo,
dependiendo de la optimizacion de los procedimientos. Por ejemplo y sin limitacién, en el caso de un implante femoral,
el implante puede insertarse en el fémur y las células de un paciente, y el tejido 6seo deseable, se infiltra en el armazén
para fusionar el dispositivo con el hueso. En otra forma de realizacién, por ejemplo, en el caso de un tenddn o ligamento
artificial, se incuba una biopsia de los tendones o ligamentos de un paciente con un armazén apropiado para crear un
injerto de ligamento o tendén autélogo.

Ejemplos
Ejemplo 1- Preparacion de matriz extracelular porcina (ECM) (UBM)

La preparacién de UBM ha sido descrita previamente [Sarikaya A, et al. Tissue Eng. Febrero de 2002; 8 (I): 63-71,
Ringel RL, et al. J Speech Lang Hear Res. Febrero de 2006; 49 (I): 194-208]. En resumen, se recolectaron vejigas
urinarias porcinas de cerdos de 108-118 kg (Whiteshire-Hamroc, IN) de 6 meses de edad inmediatamente después de
la eutanasia. El tejido conectivo y el tejido adiposo se eliminaron de la superficie serosa y la orina residual se elimind
mediante lavados repetidos con agua corriente. La tlnica serosa, la tinica muscularis externa, la tinica submucosa y
la mayoria de la tanica muscularis mucosa fueron retiradas mecanicamente. Las células uroteliales de la mucosa de
la tanica se disociaron de la superficie luminal mojando el tejido en solucidn salina de 1,0 N, por lo cual se produjo un
biomaterial compuesto por la membrana basal més la tlnica propia subyacente, que se conoce como matriz de vejiga
urinaria (UBM). Véase la figura 3 para una vista en seccién transversal de la pared de la vejiga urinaria, asi como de
las estructuras incluidas dentro.

Las laminas de UBM se desinfectaron durante dos horas en un agitador en una solucién que contenia 0,1% (v/v) de
acido peracético, 4% (v/v) de etanol y 95,9% (v/v) de agua estéril. El residuo de acido peracético se eliminé lavando
con solucién salina estéril con pH regulado con fosfato (pH = 7,4) dos veces durante 15 minutos cada una y dos veces
durante 15 minutos cada una con agua estéril. Las laminas de UBM (como en la figura 4A) se liofilizaron luego (figura
4B) usando un secador por congelacién a granel modelo 8-54 de FTS Systems y se pulverizaron usando un mini-
molino Wiley.

Un gramo de polvo liofilizado de UBM (Figura 4B) y 100 mg de pepsina se mezclaron ambos en 100 ml de HCI 0,01
M. La solucién se mantuvo en agitacién constante durante -48 h a temperatura ambiente (25 °C). Después de la
digestién con pepsina, la solucién de material digerido (figura 4C) se dividié en alicuotas y se almacené a -20°C hasta
su uso. Una vez completada, la solucién se denomina solucién digerida o digestion ECM o solucién madre de ECM.

Ejemplo 2- Preparacion de ECM de bazo porcino

Se obtuvo tejido de bazo fresco. Las capas externas de la membrana del bazo se eliminaron cortando en rodajas,
donde el tejido restante se cortd en trozos uniformes. Los restos de la membrana externa se recortaron, luego se
enjuagaron tres veces en agua. El agua fue filtrada usando un tamiz. Los esplenocitos se lisaron mediante masaje.
Las rodajas de bazo se incubaron en una solucién de tripsina de 0,02 % / EDTA de 0,05% a 37°C durante 1 hora en
un bafio de agua. Si es necesario, los esplenocitos se lisaron aln mas por medio de masaje. Después de enjuagar,
las rodajas se remojaron en solucién Triton X-100 al 3% y se pusieron en un agitador durante 1 hora. Si es necesario,
los esplenocitos se lisaron ain méas por medio de masaje. Luego se remojaron las rodajas en una solucién de acido
desoxicdlico al 4% y se pusieron en un agitador durante 1 hora. Después de enjuagar minuciosamente, la ECM del
bazo purificada se almacené para su posterior tratamiento. Este tejido se desinfecté a continuacién por medio de
tratamiento con 4cido peracético y se secé.

Un gramo de ECM de bazo porcino seco y 100 mg de pepsina se mezclaron en 100 ml de HCI 0,01 M. La solucién se
mantuvo en agitaciéon constante durante ~72 h a temperatura ambiente (25 °C). Si no hay pedazos visibles de la ECM
flotando en la solucién, la muestra se divide en alicuotas y se congela (-20°C) o se usa inmediatamente.

Ejemplo 3- Preparacion de ECM de estroma hepatico porcino
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Se obtuvo tejido hepatico fresco. Se recorté el exceso de grasa y tejido. Las capas externas de la membrana del
higado se eliminaron recortando en rodajas, donde el tejido restante se corté en trozos uniformes. Los restos de la
membrana externa se recortaron mediante el uso de un bisturi o una cuchilla de afeitar, luego se enjuagaron tres veces
en agua. El agua fue filtrada usando un tamiz. Las células se lisaron mediante masaje. Las rodajas de higado se
incubaron en una solucién de tripsina al 0,02%/EDTA al 0,05% a 37°C durante 1 hora en un bafio de agua. De ser
necesario, las células se lisaron aln méas por medio de masaje. Después de enjuagar, las rodajas se remojaron en
solucién Triton X-100 al 3% y se pusieron en un agitador durante 1 hora. De ser necesario, las células se lisaron aln
més por medio de masaje. Luego se remojaron las rodajas en una solucién de acido desoxicélico al 4% y se pusieron
en un agitador durante 1 hora. Después de enjuagar minuciosamente, el estroma hepatico purificado se almacené en
agua desionizada para su posterior tratamiento. Este tejido se desinfecté a continuacién por medio de tratamiento con
acido peracético y se secé.

Un gramo de ECM seca de estroma de higado porcino y 100 mg de pepsina se mezclaron en 100 ml de HCI 0,01 M.
La solucién se mantuvo en agitacién constante durante -24-48 h. a temperatura ambiente (25°C). Si no hay pedazos
visibles de la ECM flotando en la solucién, la muestra se divide en alicuotas y se congela (-20°C) o se usa
inmediatamente.

Ejemplo 4- Preparacion de ECM de estroma hepatico humano

Se obtuvo tejido hepatico fresco. Se recorté el exceso de grasa y tejido. Las capas externas de la membrana del
higado se eliminaron recortando en rodajas, donde el tejido restante se corté en trozos uniformes. Los restos de la
membrana externa se recortaron mediante el uso de un bisturi o una cuchilla de afeitar, luego se enjuagaron tres veces
en agua. El agua fue filtrada usando un tamiz. Las células se lisaron mediante masaje. Las rodajas de higado se
incubaron en una solucién de tripsina al 0,02%/EDTA al 0,05% a 37°C durante 1 hora en un bafio de agua. De ser
necesario, las células se lisaron aln méas por medio de masaje. Después de enjuagar, las rodajas se remojaron en
solucién Triton X-100 al 3% y se pusieron en un agitador durante 1 hora. De ser necesario, las células se lisaron alin
més por medio de masaje. Luego se remojaron las rodajas en una solucién de acido desoxicélico al 4% y se pusieron
en un agitador durante 1 hora. Después de enjuagar minuciosamente, el estroma hepatico purificado se almacené en
agua desionizada para su posterior tratamiento. Este tejido se desinfect6 a continuaciéon por medio de tratamiento con
acido peracético y se secé.

Se mezclaron un gramo de ECM de estroma de higado humano seco y 200 mg de pepsina en 50 ml de HCI 0,01 M.
La solucién se mantuvo a agitacién constante durante ~3-5 dias a temperatura ambiente (25°C). La solucién debera
ser monitoreada todos los dias. Si no hay pedazos visibles de la ECM flotando en la solucién, la muestra se divide en
alicuotas y se congela (-20°C) o se usa inmediatamente.

Ejemplo 5- Preparacion de ECM cardiaca porcina

Un gramo de ECM cardiaca porcina seca con 100 mg de pepsina se mezclaron ambos en 50 mL de HCI 0,01 M. La
solucién se mantuvo a agitacién constante durante ~48 horas a temperatura ambiente (25°C).

Ejemplo 6- Preparacion de ECM pancreatica porcina

Un gramo de ECM pancreatica porcina desgrasada seca con 100 mg de pepsina se mezclaron ambos en 50 mL de
HCI 0,01 M. La solucién se mantuvo a agitacién constante durante ~48 horas a temperatura ambiente (25°C).

Ejemplo 7: Preparacién de ECM ovarica porcina

Se obtiene tejido ovérico fresco dentro de las 6 horas posteriores a la cosecha. Se retiraron los ovarios y se
almacenaron en tejido de solucién salina fisiolégica hasta estar listos para la diseccién y se eliminé el tejido uterino
residual. Se hicieron incisiones longitudinales a través del hilio del ovario y se alteraron los foliculos. Una vez que se
han alterado todos los foliculos, se extrae la ECM de los ovarios. Se enjuaga tres veces en agua filtrada y se filtra el
agua con un tamiz. Las células se lisaron mediante un suave masaje. La ECM se incubé en una solucién de 0,02% de
tripsina/0,05% de EDTA a 37°C durante 1 hora en un bafio de agua y luego se enjuagé. De ser necesario, las células
se lisaron alin mas por medio de masaje. La ECM se mojé en una solucién de Triton X-100 al 3% y se puso en un
agitador durante 1 hora. Después del enjuague, las células se lisaron alin mas mediante masaje, de ser necesario.
Luego se remojaron las rodajas en una solucidén de acido desoxicélico al 4% y se pusieron en un agitador durante 1
hora. Después de enjuagar minuciosamente para eliminar el tensioactivo residual, la ECM se almacend en agua
estérilffiltrada hasta su uso posterior. Este tejido se desinfecté a continuaciéon por medio de tratamiento con acido
peracético y se secé.

Un gramo de polvo liofilizado de ECM ovérica y 100 mg de pepsina se mezclaron en 100 ml de HCI 0,01 M. La solucién
se mantuvo en agitacién constante durante ~48 h a temperatura ambiente (25 °C). Después de la digestién con
pepsina, la solucién de material digerido se dividié en alicuotas y se almacené a -20°C hasta su uso.

Ejemplo 8: Preparacién de la ECM de médula espinal y duramadre.
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Mediante el uso de férceps, tijeras y un bisturi, se extrajo la duramadre de la médula espinal porcina. La superficie
interna de la duramadre se raspd con una cuchilla de bisturi para eliminar cualquier residuo. La médula espinal y la
duramadre se colocaron en contenedores separados y se trataron de la misma manera que a continuacién. La médula
espinal se corté longitudinalmente o en seccién transversal para aumentar el area de superficie y se coloc6 en un
casete. Opcionalmente, el tejido se traté enzimaticamente mediante el uso de tripsina-EDTA durante 30 minutos a
37°C. El tejido se incubd en soluciones de Triton X-100™ (4-octilfenol polietoxilato) al 3% durante periodos de hasta 2-
3 dias a 4°C. Esta etapa se repitié con una solucién de Triton X-100™ al 6% y nuevamente con una solucién de Triton
X-100™ al 9%. El tejido de la médula espinal se incub6 en lecitina o lecitina-desoxicolato para eliminar los lipidos
durante la noche a 4°C. La duramadre no fue sometida a este procedimiento. Luego se lavo el tejido en Triton X-100™
al 3% o SDS al 1% durante 1-2 horas. El tejido se enjuagé en PBS 3X durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Luego, el tejido se incubé en una solucién de DNasa | durante 1 hora a temperatura ambiente. El tejido se lavé en
PBS tres veces durante 15 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo, el tejido se lavé en agua desionizada tres
veces durante 15 minutos a temperatura ambiente. El procedimiento produjo un material de médula espinal acelular
similar a un gel y una ldmina de material de duramadre acelular.

Ejemplo 9 - Preparacién de ECM adiposa

El tejido adiposo congelado se descongel6 en agua y se masajed manualmente para acelerar la lisis de las células. El
tejido se colocd en un matraz que contenia una solucién de tripsina al 0,02 %/EDTA al 0,05 % y se incubd a 37 °C
durante una hora, luego se enjuagé brevemente con agua destilada desionizada (ddHzO) y se masaje6é manualmente
nuevamente. Luego se colocé el tejido en un matraz que contenia Triton X-100 al 3% y se colocé en un agitador orbital
durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de un breve enjuague con agua, el tejido se colocd en una solucién
de 4cido desoxicdlico al 4% y nuevamente se colocd en un agitador orbital durante 1 hora a temperatura ambiente. El
tejido se enjuagé tres veces en agua y se almacend a 4°C durante la noche. Luego se sometid el tejido a una solucién
de etanol al 4% y acido peracético al 0,1% en un agitador orbital durante 2 horas seguido de dos soluciones salinas
de pH regulado con fosfato (PBS, pH 7,4) y dos lavados con agua de 15 minutos cada uno a temperatura ambiente.
El material resultante se lavé luego en n-propanol al 100% durante una hora en un agitador orbital a temperatura
ambiente y se lavé en cuatro cambios de ddH>O durante una hora para eliminar el n-propanol antes de la liofilizacién.

Ejemplo 10 - Preparacién de gel de ECM derivada de sistema nervioso

El tejido de la médula espinal murina se almacené a -80°C hasta que se necesit6 para el tratamiento de derivacién de
ECM. El material se descongel6 y la duramadre se retiré de la médula espinal, y la médula espinal se corté luego en
cuartos longitudinalmente de alrededor de 1 pulgada (2,54 cm) de longitud y espesor uniforme. Los pedazos de la
médula espinal se colocaron en agua durante la noche a 4°C y 120 rpm para alterar mecanicamente la arquitectura
del tejido nativo antes de la descelularizacion. Después de aproximadamente 18 h, los pedazos de la médula espinal
se retiraron del agua colando sobre una malla o tamiz con un tamafio de orificio de aproximadamente 840 um. Los
trozos de médula espinal se recogieron con férceps y se colocaron en un matraz para la digestién con proteasa con
solucién de 0,02% de tripsina/0,05% de EDTA. La digestién se dejé proceder en un bafio de agua durante 1 hora a
37°C mientras se agitaba a 120 rpm. Después de una hora, la solucién se filtré y el tejido de la médula espinal se
enjuagé suavemente con un chorro de agua, desenredando segun se requiriera. Los pedazos de la médula espinal se
devolvieron al matraz, recogiendo tantos pedazos de tejido mas pequefios como fuera posible del colador con unas
pinzas. Luego se afiadié la solucién Triton X-100 de 3% al matraz para comenzar la descelularizacién del tejido, que
se colocd en un agitador durante 1 hora a 200 rpm. Después de una hora, se filtré el tejido, se enjuagéd y se recogié.
Los pedazos de tejido se volvieron a colocar en el matraz y luego se sometieron a un choque osmético para una
descelularizacion adicional. Se afiadié sacarosa hiperténica de 1 M al matraz y se colocd en un agitador durante 15
minutos a 200 rpm. El tejido se filtrd, se enjuagé, se recogidé y se combiné con solucién hipoténica (agua desionizada)
y se coloc6 en un agitador durante 15 minutos a 200 rpm, para lisar las células restantes. El tejido descelularizado se
volvié a filtrar, enjuagar y recuperar en un matraz. Se afiadié una solucién de desoxicolato al 4% al matraz y se colocd
en un agitador durante 1 hora a 200 rpm. Posteriormente, los pedazos de tejido se filtraron y se enjuagaron
repetidamente en agua tipo | (ultrapura) hasta que se eliminaron todos los rastros de tensioactivos (burbujas). El tejido
restante, ahora enriquecido en ECM, se recogid y desinfecté usando una solucién de acido peracético (compuesta de
agua Tipo | (96%) y alcohol EtOH al 100% (4%)) en una relacidén de solucién de &cido peracético a peso de ECM de
20:1 y se agité a 200 rpm durante dos horas. Después de una serie de etapas de enjuague en solucién salina con pH
regulado con fosfato (PBS), la ECM se congeld a-20°C y luego se liofilizé hasta que se elimin6 toda el agua. El material
de pre-gel de armazén de gel se fabricé agregando ECM liofilizada a una solucién de acido clorhidrico de 0,01 N que
contenia 1,0 mg/ml de pepsina, que se diluyd con solucién salina isoténica para producir concentraciones de ECM
entre aproximadamente 1 mg/ml y 200 mg/ml, dependiendo de la viscosidad deseada del armazon.

Ejemplo 11- Procedimiento general de preparacion de geles a partir de ECM

El gel UBM se formé en un gel mezclando NaOH de 0,1 N (1/10 del volumen de soluciéon de material digerido) y 10X
PBS pH 7,4 (1/9 del volumen de solucién de material digerido) en cantidades apropiadas a 4°C. La solucién se llevd
al volumen y concentraciéon deseados mediante el uso de 1X PBS frio (4°C) pH 7,4 y se colocd en una incubadora a
37°C para que ocurriera la gelificacién (figura 4D).
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La ECM pudo formar una matriz después de 40 minutos en solucién como se muestra en Figura 4. El gel que proviene
de ECM era liquido a temperaturas inferiores a 20°C, pero se convirtié en un gel cuando la temperatura se elevé a
37°C.

Al preparar geles a partir de ECM, todas las siguientes soluciones deben mantenerse en hielo y deben determinarse
las siguientes variables:

Cr=concentracién del gel final en mg/mi

Cs =concentracion de la solucién de material digerido de ECM en mg/ml
V~=volumen de la solucién de gel final necesaria para los experimentos.
Vy=volumen necesario de la solucién de material digerido de ECM en ml
Viox =volumen de 10X PBS necesario en ml

Vix=volumen de 1X PBS necesario en ml

Vnaow =volumen de 0,1 N NaOH necesario en ml

Primero, se determina la concentracidn final (Cqy el volumen (V3 de gel de la ECM requeridos. Luego, se calcula la
masa de ECM necesaria multiplicando Cr (mg/ml) * V¢ (ml). Este valor dara el volumen necesario de la solucidén de
material digerido de ECM (Vy), en el que (Vg) = [C{mg/ml) * V{mI)]/ Cs.

Se calcula el volumen de 10X PBS necesario dividiendo el volumen calculado Vy por 9 (Visox = Vo/9). Se calcula el
volumen de NaOH de 0,1 N necesario dividiendo el volumen calculado Vg por 10 (Vnaon=Vdl10). Se calcula la cantidad
de 1X PBS necesaria para llevar la solucién a la concentracién/volumen apropiados tal como sigue: Vyx = V¢- V- Viox-
Vivaon. Se agregan todos los reactivos (Vix + Vy + Viyox +Waon) @ un recipiente apropiado (generalmente tubos de
centrifuga de 15 o0 50 ml) sin la el material digerido de ECM(Vy). Se colocan las soluciones en hielo y se mantienen en
el mismo a todo momento.

Se agrega el volumen apropiado de la solucién de material digerido de ECM (Vg).a la mezcla de PBS/NaOH preparada
anteriormente y se mezcla bien con una micropipeta de 1 ml mientras se tiene cuidado y se evita la creacién de
burbujas de aire en la solucién. Dependiendo de la viscosidad de la soluciéon de material digerido de ECM, puede
haber una pérdida de volumen significativa durante la transferencia. Se monitorea el volumen total y se agregan
cantidades apropiadas hasta alcanzar el volumen final. Se mide el pH de la solucién de pre-gel, donde el pH debe
estar alrededor de 7 4.

Se agrega la solucién de pre-gel a un molde o a pocillos apropiados. Se coloca el molde o los pocillos en una
incubadora a 37°C durante un minimo de 40 minutos. Se evita usar una incubadora con control de CO.. Si la
evaporacién del agua es un motivo de preocupacién, se coloca el molde dentro de una bolsa plastica con cierre
hermético antes de colocarlo en la incubadora. Después de la gelificacion, el gel puede retirarse del molde y colocarse
en 1X PBS. Si los geles se hicieron en placas de cultivo de tejidos, 1X PBS se puede colocar encima de los geles
hasta su uso para mantener los geles hidratados.

Célculo de la muestra: Calculo de muestra: preparar 6 ml de gel con una concentracién final de 6 mg/ml a partir de la
solucién madre de 10 mg/ml.

GIVEN: Cs =10 mg/ml; Cr=6 mg/ml; Vi= 6 ml

Va =[6 mg/mi*6mll/ 10 mg/ml =3.600 ml
Viex =3.6/9 =0.400 ml
Vveon = 3.6/10 =0.360 ml

Vix =6ml-3.6ml-0400ml—0360 =1.640ml
Ejemplo 12- Composicién y morfologia de UBM porcina.

Las soluciones de UBM y colageno de cola de rata tipo | (BD, Biosciences) se sometieron a electroforesis en geles de
poliacrilamida al 4-20% en condiciones reductoras (5% 2-mercaptoetanol). Las proteinas fueron visualizadas con Gel-
Code Blue (Bio-Rad), y documentadas por una estaciéon de escaneo Kodak.

El contenido de coldgeno y glucosaminoglicano sulfatado (S-GAG) se determindé mediante el uso del ensayo de
hidroxiprolina [Reddy GK, et al. "A simplified method for the analysis of hydroxyproline in biological tissues" ['Un
procedimiento simplificado para el analisis de hidroxiprolina en tejidos biolégicos"] (1996) Clin. Biochem. 29 (3):225-9]
y el kit de ensayo Blyscan™ (Biocolor, Irlanda del Norte) respectivamente (se analizaron tres muestras). El ensayo
Blyscan™ se llevo a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El contenido de hidroxiprolina se determiné
hidrolizando las muestras con NaOH de 2 M (100 um de volumen total) en una autoclave a 120°C durante 20 minutos.
Las muestras se neutralizaron con 50 pm de HCI de 4 M y se hicieron reaccionar con 300 ym de cloramina-T
(Spectrum) de 0,056 M, se mezclaron suavemente y se dejaron oxidar durante 25 minutos a temperatura ambiente.
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Las muestras se mezclaron con 300 ym de aldehido de Ehrlich de 1 M (Spectrum) y se incubaron a 65°C durante 20
minutos. Se generd una curva estandar usando colageno de cola de rata tipo | (BD Biosciences) y se usé para calcular
la cantidad total de colageno presente en las soluciones de UBM digerida. El cambio colorimétrico se determiné por la
absorbancia a 550 nm usando un espectrofotémetro SpectraMax.

La composicién del gel ha sido determinada. Se encontré que la concentraciéon de colageno para UBM digerida con
pepsina era de 0,8 + 0,2 mg por mg de polvo de UBM liofilizado seco (media £ DE). Se encontré que el contenido total
de S-GAG era de 51 + 0,9 pg por mg de polvo UBM liofilizado seco (media + DE). Las proteinas sometidas a
electroforesis muestran las bandas tipicas para el colageno tipo | presente en el carril de UBM con bandas adicionales
como se muestra en la figura 5. La diferencia puede deberse en parte a los componentes adicionales (es decir, a
pequefios péptidos y glucosaminoglicanos) presentes en los geles de UBM.

La morfologia de la superficie de los geles de UBM se examiné mediante el uso de un microscopio electrénico de
barrido (SEM). Los especimenes se fijaron en glutaraldehido al 2,5% frio y se enjuagaron en PBS, seguido de un
procedimiento de deshidratacién a través de una serie graduada de etanol (30% a 100%), y finalmente se secaron
criticamente en un secador de punto critico Emscope CPD 750. Las muestras se fijaron a trozos de montaje de
espécimen de aluminio SEM (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA) y se revistieron por pulverizacién con una
aleacién de oro y paladio usando un Sputter Coater 108 Auto (Cressington Scientific Instruments, Valencia, PA).
Finalmente, las muestras se examinaron usando un microscopio electrénico de barrido (JEOL 6330F). Las imagenes
se tomaron con un aumento de 5.000 y 10.000 X. Las imagenes de microscopia electrénica de barrido muestran la
apariencia fibrilar de los geles de UBM a concentraciones de 3 mg/mly 6 mg/ml (figura 6A-6D), asi como a 4 mg/ml
(figura 7B).

Ejemplo 10- Propiedades reolégicas y cinética de gelificacién de geles de UBM, SIS y LS porcinas.

Las propiedades reolégicas del gel que proviene de UBM se caracterizaron durante la gelificaciéon. El gel de UBM
consiste en una solucidn viscosa a una temperatura inferior a 25°C y un gel a temperaturas fisiolégicas (37°C). Las
propiedades reoldgicas de otros geles se pueden medir utilizando procedimientos similares descritos en este
documento. También se midieron las propiedades reolégicas del estroma hepatico (LS) y la submucosa del intestino
delgado (SIS).

La cinética de gelificacion turbidimétrica se determiné espectrofotométricamente como se describié previamente
(Gelman RA, et al, "Collagen fibril formation. Evidence for a multistep process" ['Formacién de fibrillas de coldgeno.
Evidence for a multistep process", (1979) J. Biol. Chem. 254(1):180-6). Las soluciones finales de pre-gel a la
concentracién apropiada se mantuvieron a 4°C y se transfirieron a una placa fria de 96 pocillos colocando 100 um por
pocillo por triplicado. El espectrofotdmetro SpectraMax (Molecular Devices) se precalienta a 37°C, la placa se coloca
en el espectrofotémetro y la turbidez de cada pocillo se mide a 405 nm cada 2 minutos durante 1,5 horas (figura 8 A).
La turbidez también se puede medir a 530 nm (figura 9). Los valores de absorbancia se registraron y normalizaron
como se muestra en la figura 8B. El tiempo necesario para alcanzar el 50% de la medicién de turbidez méxima (por
ejemplo, el valor de absorbancia maxima) se definié como t1/2 y la fase de retraso (tlag) se calculé extrapolando el
crecimiento lineal de la curva. La velocidad (S) de la gelificacién basada en mediciones turbidimétricas se determiné
calculando la pendiente de la porcién de crecimiento de la curva como se muestra en la figura 8B.

Las mediciones oscilatorias dindmicas se usan cominmente en estudios fundamentales de gelificacién y en la
caracterizacién de las propiedades viscoelasticas de los geles. La muestra fue sometida a una deformacién oscilatoria
de

H(O=yocos(27ft) (M

en la que yo era la amplitud de la deformacién sinusoidal, t era el tiempo y f era la frecuencia. La muestra desarrolld
un esfuerzo sinusoidal descrito a continuacién:

s(ty= G [v(t) @)

donde G* era el médulo complejo, dependiente de la frecuencia, de la muestra. La parte real de G*, denominada G/,
estaba en fase con la deformacién aplicada y se llamaba médulo de almacenamiento, ya que correspondia al
almacenamiento de energia mecénica en la deformacién eléstica de la muestra. La porcién imaginaria de G*, denotada
G", estaba desfasada 90° con la deformacién aplicada y se denominé médulo de pérdida, ya que correspondia a la
pérdida de energia por disipacién viscosa dentro de la muestra. Como se esperaba que la muestra desarrollara
caracteristicas similares a la de un sélido a medida que avanzaba la gelificacion, se esperaba que G' aumentara
significativamente.

Una propiedad final de interés fue la magnitud de la viscosidad compleja definida de la siguiente manera:

n_Zn'f_ 2zf ®)
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donde |n*| era la viscosidad compleja dependiente de la frecuencia, G* era el médulo complejo dependiente de la
frecuencia, y f era la frecuencia. Es comun ajustar los datos complejos de viscosidad versus frecuencia a una ley de
potencia de la forma:

*

=k 77 (4)

donde k y n son ambas constantes.

n

Los experimentos reoldgicos se realizaron con un reémetro controlado por esfuerzo AR2000 de TA Instruments
mediante el uso de una geometria de placa paralela de 40 mm de didmetro y una celda Peltier para mantener la
temperatura de la muestra. Las muestras se prepararon como se discutié anteriormente y se cargaron en el rebmetro
con la celda Peltier manteniendo una temperatura de 15°C. El borde de la muestra se protegié de la evaporacién
aplicando aceite mineral. La viscosidad de la muestra se midié primero aplicando una tensién constante de 1 Pa sobre
la muestra durante un minuto a 15°C. La temperatura se ajusté luego a 37°C para inducir la gelificacion; la celda Peltier
tipicamente alcanzd una temperatura de 30°C en 10 segundos y 37°C en 50 segundos. Durante este aumento de
temperatura y la posterior gelificacion, los médulos oscilatorios de la muestra se monitorearon continuamente a una
frecuencia fija de 0,159 Hz (1 rad/s) y una deformacién del 5%. Cuando no hubo mas cambios en el médulo elastico
(G') con el tiempo, se considerd que la gelificacién estaba completa. Las propiedades viscoelasticas lineales finales
del gel se midieron realizando un barrido de frecuencia entre 15,9 Hz y 0,08 Hz a 37°C y 5% de deformacién y se
ajustaron a la ecuacion 4.

La cinética de gelificacién turbidimétrica y los pardmetros calculados se muestran en la Figura 8 y los resultados se
presentan en la Tabla 1. La cinética de gelificacién turbidimétrica para los geles de UBM y colageno tipo | siguié una
forma sigmoidal (figura 8A). Los geles de colageno tipo | a una concentracién de 3 mg/ml se volvieron mas turbios
después de la gelificacién que el gel de UBM a una concentracién de 3 mg/mly 6 mg/ml (figura 8A). La fase de retraso
(tlag) y el tiempo requerido para alcanzar la mitad de la turbidez final (t1/2) fueron mayores en el gel de UBM (a3 y 6
mg/ml) que el colageno tipo | (3 mg/ml). Ademas, la velocidad de la cinética de gelificacién turbidimétrica (S) fue menor
para UBM en comparacién con el colageno tipo |. No hubo cambios en /ag, t12y S en geles de UBM con un cambio en
la concentracién, pero hubo un cambio en la turbidez méaxima alcanzada.

La cinética turbidimétrica del gel de SIS de 1 mg/ml también siguid una forma sigmoidea (Figura 9). Mientras que las
mediciones de UBM se obtuvieron a 405 nm, las mediciones de SIS se obtuvieron a 530 nm. Las mediciones de SIS
también mostraron una disminucién en la turbidez antes de alcanzar la turbidez méaxima.

Tanto el médulo de almacenamiento (G') como el mddulo de pérdida (G") de geles de UBM cambiaron con el tiempo
con una forma sigmoidea después de que la temperatura de la muestra se elevé de 15°C a 37°C (figura 10). G'y G"
alcanzaron un estado estable después de aproximadamente 8 minutos, lo que sugiere que se habia producido la
gelificacion. La cinética de G'y G" fue més rapida que la cinética turbidimétrica. Las viscosidades de UBM y colageno
tipo | se muestran en la figura 12 en un intervalo de frecuencia de ~ -0,08--15 Hz y los resultados se resumen en la
Tabla 1.

El médulo de almacenamiento (G') de los geles de LS y SIS también cambid con el tiempo con una forma sigmoidea
después de que la temperatura de la muestra se elevé a 37°C (figura 11 A). La cinética de G' para los gelesde LS y
SIS fue més répida que la cinética de G' para los geles de UBM. El médulo de almacenamiento (G') de los geles de
LS, SIS y UBM también se midi6é en funcién de la frecuencia angular (figura 11B).

Tabla 1: Resultados del analisis turbidimétrico de la cinética de gelificacién de UBM. Los datos representan
la media + DE. Se analizaron tres muestras (n = 3).

Material k tir tiag
Colageno tipo | 3 mg/ml 0,20 (0,01) * 122(1,1)* 9,7 (0,8)*
UBM 3 mg/ml 0,07 (0,01) 24,4 (2,4) 15,8 (2,0)
UBM 6 mg/ml 0,09 (0,04) 22,4 (4,9) 14,1 (3,7)

*» < 0,05

En un esfuerzo por explorar la viabilidad de usar UBM como material inyectable, se realizaron multiples ensayos para
probarlas en un entorno de inyeccién. El polvo de ECM suspendido en solucién salina y los geles de UBM se probaron
uno al lado del otro para ver si podian pasar con éxito las agujas de inyeccién que se usan con frecuencia en
procedimientos médicos como el aumento de las cuerdas vocales. Estas agujas tenian puntas de calibre 25 de 1 cm
de largo que estaban fijadas a ejes de aguja de calibre 16 de 25 cm de largo. Los geles de UBM pasan facil y
consistentemente a través de estas agujas. La suspension de polvo de UBM tenia una concentracién limite superior

16



10

15

20

25

ES 2976 638 T3

de 10 mg/ml por encima de la cual la aguja se ocluiria con frecuencia, haciendo dificil determinar la cantidad real de
ECM administrada. Este ensayo mostré la viabilidad de usar el gel de UMB como material inyectable (Tabla 2).

Tabla 2: Comparacién de la viscosidad de geles de UBM con materiales inyectables disponibles
comercialmente.

Material k n r2 Intervalo de REF
frecuencia [Hz]

Matriz de vejiga urinaria 3 2,35 -1,0617 0,988 0,01-15 -

mg/ml

Matriz de vejiga urinaria 6 5,69 -0,9547 0,999 0,01-15 -

mg/ml

Gelatina (Gelfoam) 149,39 -0,9030 0,997 0,01-15 Chan et al.2

Zyplast™ 99,851 -0,9145 0,998 0,01-15 Chanetal @

Zyderm™ 66,395 -0,9154 0,998 0,01-15 Chanetal @

Zyderm™ 12 -0,860 0,977  0,01-100 Klemuk et
al®

Cymetra® 19,9 -0,778 0,972 0,01-100 Klemuk et
al®

Acido hialurénico -DTPH 3,19 -0,744 0,974  0,01-100 Klemuk et
al®

Grasa subcutdanea 23,576 -0,9508 0,994 0,01-15 Chanetal @

abdominal humana

Politetrafluoroetileno 1151,9 -1,0267 0,997 0,01-15 Chanetal @

(PTFE)

@ Chan RW, et al. Viscosities of implantable biomaterials in vocal fold augmentation surgery
[Viscosidades de biomateriales implantables en cirugia de aumento de pliegue vocall.
Laryngoscope. Mayo de 1998; 108(5):725-31.

b Klemuk SA, et al. Viscoelastic properties of three vocal-fold injectable biomaterials at low audio
frequencies [Propiedades viscoelasticas de tres biomateriales inyectables de pliegue vocal a
bajas frecuencias de audio]. Laryngoscope. Septiembre de 2004;114(9):1597-603.

Ejemplo 14 - armazén hibrido inorganico/ECM

La restauracion de la cinemética articular después de la amputacién de la extremidad y el reemplazo con una prétesis
es limitada debido a la incapacidad de fijar la musculatura existente a la prétesis a través de la insercién 6sea de los
tendones (Higuera, C.A., et al, J Orthop Res. 1091-9 (23) 2005). Aunque una variedad de aleaciones de titanio y
tantalio porosas han tenido éxito en promover el crecimiento 6seo, no hay alternativas para promover el crecimiento
del tejido fibrocartilaginoso que restaura un sitio de insercion de ligamentos o tendones. Recientemente, los armazones
de tantalio porosos han sido investigados por su capacidad para promover el crecimiento interno de un tejido fibroso
vascularizado con una fuerza mecanica prometedora (Hacking, S.A., et al: J Biomed Mater Res, 631-8 (52) 2000).
También se ha demostrado que los armazones de matriz extracelular (ECM) derivados naturalmente del intestino
delgado y la vejiga urinaria (UBM) porcinos forman tendones, ligamentos, cartilagos y huesos bien organizados, asi
como sitios fuertes de insercién 6sea con buena resistencia mecanica (Badylak, SF: Transpl Immunol. 367-77 (12)
2004; Dejardin, L.M., et al: AJSM. 175-84 (29) 2001). Es razonable esperar que un armazén de tantalio o titanio poroso
con un ECM incrustado dentro de los poros pueda mejorar el crecimiento de tejido blando en la superficie del metal y
promover la formacién de tejido fibrocartilaginoso. El objetivo del presente estudio fue determinar la viabilidad de
revestir un armazén de titanio poroso con un gel de ECM para la eventual aplicacién de reparacion de insercién de
ligamentos o tendones.

El polvo de UBM se produjo como se describid anteriormente (Freytes, DO et al, Biomaterials, 2004. 25(12): 2353-61).
Se prepard un material digerido de gel UBM mezclando un gramo de polvo de UBM liofilizado con 100 mg de pepsina
en 100 ml de HCI de 0,01 M bajo agitaciéon constante durante ~ 48 horas a temperatura ambiente. La polimerizacién
de gel de UBM se inici6 llevando el pH y la fuerza idnica al intervalo fisiolégico usando PBS a 37°C. La polimerizacién
completa del gel se produjo en 30 minutos. Los armazones metalicos porosos se limpiaron con acetona, metanol y
agua, y se pasivaron con &cido nitrico al 20-45%.
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Se midieron los angulos de contacto entre el material digerido de gel de UBM (antes [10 mg/ml] y después de la
activacion fisioldgica [6 mg/ml]) y las ldminas de CP Ti o Ti 6Al 4V. Se afiadié un ml de material digerido a cada
superficie y se tomé una fotografia digital para la posterior determinacién del angulo.

Se probaron dos procedimientos para la capacidad de promover la penetracién del gel de UBM polimerizado en malla
de fibra de titanio CP o cuentas sinterizadas de titanio CP. Toda la superficie de cada armazén de metal poroso se
cubrié con gel de UBM activado durante 5 minutos. Para la mitad de los armazones, se permitié que el gel penetrara
en condiciones estaticas, mientras que en la otra mitad de las muestras la penetracién se realizé6 mediante ultrasonido.
Se afiadié colorante para visualizar el gel.

A fin de verificar la presencia de gel de UBM dentro de los armazones de titanio porosos y comprender mejor la
interaccién entre el gel de UBM y el metal, se prepararon especimenes para microscopia electrénica de barrido
ambiental (ESEM). Dado que las muestras pudieron visualizarse con ESEM mientras aun estaban en condicién
hidratada, las interacciones entre el armazén de titanio y el gel de UBM pudieron determinarse sin la alteracién de la
ECM por deshidratacién.

Tanto el material digerido de gel de UBM como el gel de UBM activado humedecen la superficie de los pocillos CP Ti
y Ti6Al 4V (Tabla 4). Por lo tanto, el metal poroso no debe excluir la ECM. En base a estos resultados, los experimentos
posteriores se centraron en el gel activado. El gel de UBM pudo penetrar a la mitad del grosor de cada armazén de
metal poroso en estado estatico. Con la adicién de ultrasonido, los poros se infiltraron en todo el grosor del armazén
(figuras 13 Ay 13B). El examen de los armazones hibridos con ESEM mostré una excelente penetracidén y cobertura
del titanio poroso (figuras 14A-14D).

Es posible crear un armazén hibrido de ECM/metal poroso mediante el uso de gel de UBM y un armazén poroso de
titanio. Los estudios futuros evaluaran si estos armazones pueden apoyar el crecimiento celular in vitro y promover el
crecimiento del tejido conectivo in vivo. El objetivo final de este esfuerzo es desarrollar un armazén que promueva el
crecimiento de tejido blando en el metal para que sirva como sitio de insercién de ligamentos y tendones.

Tabla 4 Angulo de contacto para material de UBM en aleaciones de titanio (media + SD)

Tipo de metal gMateriaI digerido de UBM UBM gel
cPTi o 4egx13 27,040
T|6A|4V ........................................ 382148 .................................................................................. 413116 ....................

Ejemplo 15 - Esterilizacion de materiales de ECM predigeridos.

Se ha observado que la esterilizacién terminal de un armazén de ECM inhibe la posterior formacién de hidrogel de
materiales de ECM solubilizados en proteasa. A continuacién, se ilustra el efecto de la esterilizacién sobre la formacion
cualitativa de hidrogel, utilizando ECM dérmica que no se ha dializado (es decir, ECM intacta como se describi6é
anteriormente). La dermis porcina se descelularizd esencialmente como se describié anteriormente, y se sometié a
diversos procedimientos de esterilizacion terminal. Las ldminas dérmicas de ECM se esterilizaron de modo terminal
por exposicién a (1) radiacion gamma a una dosis de 10 kGy, 25 kGy y 40 kGy, (2) radiacién de haz de electrones a
una dosis de 10 kGy, 25 kGy y 40 kGy, vy (3) gas de éxido de etileno (EtO) a una dosis de 750 mg/h durante 16 h. Las
laminas de ECM dérmicas de control no se esterilizaron. La ECM dérmica esterilizada y de control se triturd
mecénicamente en un molino Wiley con un tamiz de malla 60, se digirié enzimaticamente durante 48 horas a 4°C en
1 mg/ml de pepsina en una solucién de HCI de 0,01 N para producir un pre-gel, y se probé para la formacién de
hidrogel por neutralizacién a aproximadamente pH 7,4 a temperatura ambiente (20-25°C) y luego elevando la
temperatura a 37°C en una incubadora sin CO». La figura 15 muestra que la ECM dérmica esterilizada de modo
terminal no pudo formar un hidrogel independientemente del procedimiento de esterilizacién, mientras que la ECM
dérmica no esterilizada formé un gel sélido y mantuvo la forma después de la eliminacién de los moldes de anillo
metalico.

Ejemplo 16 - Esterilizacion de producto liofilizado.

Debido a la ineficaz formacién de hidrogel después de la esterilizacidén terminal del material de ECM descelularizado
predigerido, y al reconocer la necesidad clinica/comercial de esterilizacidn, se ha planteado la hipétesis de que cambiar
la forma del material antes de la esterilizacién permitiria la gelificacién de ECM. En lugar de las laminas de ECM sdlidas
liofilizadas, se ha esterilizado un pre-gel liofilizado preparado a partir de ECM no dializada (ECM intacta como se
describe anteriormente), mecanicamente triturada que se digiere enzimaticamente, esencialmente como se describe
anteriormente) y se probé si se produciria la formacién de hidrogel. La ECM derivada de la submucosa del intestino
delgado (SIS-ECM) se descelularizé de acuerdo con un protocolo estandar sin diélisis. El polvo de SIS-ECM se digirié
enzimaticamente de la misma manera que antes, se congeld a -80 °C en hielo seco y se liofilizé. El pre-gel liofilizado
se esterilizé luego por exposicién a gas EtO a una dosis de 750 mg/h durante 16 h y/o se reconstituyé en agua
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desionizada o HCI de 0,01 N (figuras 16A-16D). Las figuras 16A-16D muestran la reconstitucion completa a
temperatura ambiente usando agua y HCl antes de la esterilizacién, pero después de la esterilizacién (figura 16D) solo
el pre-gel en agua desioinizada se reconstituyé completamente.

Como solo el pre-gel en agua desionizada se reconstituyé por completo, se analizé la formacién de hidrogel en estas
muestras. La figura 17 muestra que tanto el pre-gel no esterilizado como el esterilizado con EtO dieron como resultado
un gel sélido cuando se neutralizé y se colocé en una incubadora a 37°C sin CO, el cual mantuvo la forma después
de retirar los moldes de anillo metélico.

Afin de corroborar los resultados mostrados en la figura 17, se descelularizé ECM derivada de la vejiga urinaria (UBM)
de acuerdo con un protocolo estandar y se probd de la misma manera que la SIS-ECM anterior. Los resultados
mostraron de manera similar que la esterilizacién del pre-gel liofilizado era propicia para la formacién de hidrogel (figura
18).

Ejemplo 17 - Esterilizacion de producto liofilizado — estudios adicionales

Ampliando el trabajo de los Ejemplos anteriores, los materiales ECM, preparados esencialmente como se ha descrito
anteriormente, se esterilizan en diferentes formas, como se indica a continuacién: material de ECM que no se digiere,
tanto en polvo como en ldminas 2D; polvo hidratado o material de ECM en lamina 2D que no se digiere; solucién de
pre-gel que se digiere con proteasa acida, pero no se neutraliza; y/o pre-gel liofilizado que se digiere, pero no se
neutraliza. Se analizan materiales de ECM de diversas fuentes, incluyendo vejiga urinaria, bazo, higado, corazén,
pancreas, ovario, intestino delgado, sistema nervioso central (SNC), tejido adiposo y/o hueso.

Los materiales son esterilizados por 6xido de etileno, radiacién gamma (2kGy, 30kGy @ temperatura ambiente y -80
C), radiacién de haz de electrones (2kGy, 30kGy @ temperatura ambiente y -80 C), y/o CO, supercritico (bajo y/o
alto). También se ejecuta un control no esterilizado.

Ejemplo 18: Matriz de vejiga urinaria descelularizada (UBM) sometida a diversos procedimientos de
esterilizacion

La matriz de la vejiga urinaria se descelularizé de acuerdo con un protocolo estandar y se sometié a diversos
procedimientos de esterilizaciéon. La formacién de hidrogel se probd después de la esterilizacién de (1) la lamina de
UBM, (2) polvo de UBM triturado mecénicamente y (3) después de la digestién y la liofilizaciéon. Cada gel se formé en
un molde de anillo y se fotografié (fig. 19A). Luego se probé la formacién de hidrogel con los hidrogeles mas rigidos
formados por los digeridos liofilizados, seguido de la forma de polvo, como se muestra por los valores del médulo de
almacenamiento (ver fig. 19B). La esterilizacién de la ldmina UBM no permitié la posterior formacién de hidrogel. Cada
procedimiento de esterilizacién tiene un impacto en la formacidén de hidrogel, pero esto puede mitigarse mediante la
forma de partida del material de ECM, lo que se evidencia mas claramente mediante una comparacion de los médulos
de almacenamiento de las formas de polvo liofilizado scCO, y EtO. De modo interesante, las muestras de control no
esterilizadas también muestran una clara diferencia en la formacién de hidrogel con el material digerido liofilizado
formando un gel més rigido. Cualitativamente, el material digerido liofilizado formé el hidrogel mas rigido seguido de
polvo, mientras que la esterilizacién de la lamina de UBM no permitié la formacién posterior de hidrogel. Las tendencias
cualitativas en la rigidez del gel se corroboraron mediante la caracterizacién reolégica de la rigidez del gel (es decir, el
médulo de almacenamiento o G'). Juntas, estas cifras resaltan la importancia de la forma de ECM (es decir, lamina,
polvo o material digerido) que esta expuesta a la esterilizacién.

La presente invencién se ha descrito de acuerdo con varios ejemplos, que pretenden ser ilustrativos, mas que
limitantes, en todos los aspectos. Por lo tanto, la presente invencidn es capaz de muchas variaciones en la puesta en
practica detallada, que pueden derivarse de la descripcién contenida aqui por una persona de habilidad ordinaria en
la técnica, y no debe estar limitada por la descripcion anterior, sino que debe interpretarse con un alcance tan amplio
como las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

Una composicidén de matriz extracelular (ECM) gelificable que comprende una matriz extracelular intacta,
descelularizada, digerida enzimaticamente, secada y esterilizada en su fase final, en la que dicha composicién es
capaz de formar un gel tras hidratacién, neutralizacién a pH 7,2 - 7,8 y calentamiento a una temperatura superior
a 25°C, en la que la matriz extracelular es preferentemente bioactiva.

La composicién de la reivindicacién 1, en la que la composicién ademéas comprende una proteasa preferentemente
pepsina o tripsina.

La composicion de la reivindicacién 1 0 2, en la que la matriz extracelular se deriva de vejiga urinaria, bazo, higado,
corazdn, péncreas, ovario, intestino delgado, intestino grueso, colon, tejido del sistema nervioso central, tejido
adiposo o hueso.

La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la matriz extracelular es de humano, mono,
cerdo, vaca u oveja.

La composicidén de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicha composicién es capaz de formar un
gel cuando se calienta a 37°C.

Una solucién de digestién de matriz extracelular (ECM) esterilizada terminalmente que comprende la composicién
de matriz extracelular gelificable de la reivindicacién 1, en la que la composicién estad hidratada, y en la que la
solucién de digestién es capaz de formar un gel tras la neutralizacién a pH 7,2 - 7,8 y el calentamiento a una
temperatura superior a 25°C, en la que la matriz extracelular es preferentemente bioactiva.

La composicién de la reivindicacién 6, en la que la composicién comprende una proteasa, preferentemente pepsina
o tripsina.

La composicion de la reivindicacién 6 o 7, en la que la matriz extracelular se deriva de vejiga urinaria, bazo, higado,
corazdn, péncreas, ovario, intestino delgado, intestino grueso, colon, tejido del sistema nervioso central, tejido
adiposo o hueso.

La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en la que la matriz extracelular es de humano, mono,
cerdo, vaca u oveja.

Una solucion de digestibn de matriz extracelular (ECM) esterilizada de forma terminal que comprende la
composicién de matriz extracelular gelificable de la reivindicacién 1, en la que dicha composicién esta hidratada y
dicha solucidn de digestién tiene un pH de 7,2 - 7,8 y forma un gel cuando se calienta a una temperatura superior
a 25°C, en la que la matriz extracelular es preferentemente bioactiva.

. La composicidn de la reivindicacién 10, en la que la composicién forma un gel cuando se calienta a 37°C.

La composicion de la reivindicacién 10 o 11, en la que la matriz extracelular se deriva de vejiga urinaria, bazo,
higado, corazdn, pancreas, ovario, intestino delgado, intestino grueso, colon, tejido del sistema nervioso central,
tejido adiposo o hueso.

La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en la que la matriz extracelular es de humano, mono,
cerdo, vaca u oveja.

Un producto obtenible por un procedimiento que comprende las etapas:

(i) solubilizar la matriz extracelular (ECM) que no ha sido dializada ni sometida a un proceso de reticulacién,
mediante digestion con una proteasa éacida en una solucién acida para producir una solucién de material
digerido;

(ii) secar la solucién de material digerido para producir un material digerido seco; y

(iii) esterilizacién final del digerido seco para producir un digerido seco esterilizado,

en el que el ECM no se esteriliza antes de la etapa de solubilizacién.
Un producto obtenible por un procedimiento que comprende las etapas:

(i) solubilizar la matriz extracelular (ECM) que no ha sido dializada ni sometida a un proceso de reticulacién,
mediante digestion con una proteasa éacida en una solucién acida para producir una solucién de material
digerido;

(ii) secar la solucién de material digerido para producir un material digerido seco; y

(iii) esterilizacién final del digerido seco para producir un digerido seco esterilizado, en el que el ECM no se
esteriliza antes de la etapa de solubilizacién;

(iv) hidratar y neutralizar el material digerido seco esterilizado a un pH entre 7,2 y 7,8 para producir una solucién
de material digerido neutralizado; y
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(v) gelificar la solucién de material digerido neutralizado a una temperatura superior a 25 °C para producir un
gel.
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Fig. 1
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