PROCEDIMIENTO DE AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE COLAGENO I
A PARTIR DE TRIiQUEA BOVINA

SECTOR TECNOLOGICO DE LA INVENCION

La presente invencién resuelve los inconvenientes asociados con las bajas propiedades mecanicas del
coldgeno tipo Il basando la digestién enzimatica del cartilago bovino en una proteasa, logrando que
los soportes elaborados con este biomaterial tengan una mayor capacidad de absorber y mantener
agua en su interior conservando propiedades basicas necesarias para su uso en ingenieria de tejidos,

como son una alta porosidad y biocompatibilidad.
ESTADO DE LA TECNICA

El cartilago articular estd permanentemente expuesto a fuerzas de compresién y tensién mecanica, lo
cual lo hace vulnerable a lesiones que resultan en enfermedades crénicas degenerativas como la
osteoartritis (Hardmeier et al., 2009, J Tissue Eng Regen Med). Por ser un tejido avascular, el cartilago
cuando se dafia no se repara; por eso, las lesiones del cartilago requieren intervenciones quirtrgicas.
Actualmente, la técnica de microfractura es la mas usada en el tratamiento de las lesiones condrales,
ya que se puede realizar mediante cirugfa artroscopia minimamente invasiva. Una vez se identifica la
lesién, se cepillan sus bordes con un rasurador y los fragmentos de cartilago resultantes se remueven
para crear un lecho limpio en el lugar del defecto. Luego, el hueso subcondral del lecho preparado en
la limpieza es microperforado varias veces para que sangre y se forme un coagulo; el cual, contiene
células mesenquimales capaces de diferenciarse a condrocitos y de generar nuevo cartilago. El
principal inconveniente de éste procedimiento es que el neo-cartilago no presenta las mismas
caracteristicas mecdnicas e histolégicas del tejido hialino original. El nuevo tejido estd constituido por
una mezcla de coldgeno | y Il, se denomina fibrocartilago y presenta propiedades mecdnicas
inferiores a las del cartilago hialino original (Matsiko et al., 2013, Materials). Los injertos de cartilago
propio o de donante de la misma u otra especie (auto, alo y xenoinjertos), también son utilizados en
el tratamiento de las lesiones condrales. Presentan limitaciones, que en el autoinjerto tienen que ver
con la poca disponibilidad de tejido donante y la morbilidad que se produce en el sitio donante
(Chiang § Jiang 2009, J Formos Med Assac). Cuando se trata de homo y xenoinjertos existe riesgo de
infeccién y puede haber la posibilidad de que se presente rechazo inmunoldgico (Puppi et al., 2010,

Prog Polym Sci).

Por las razones expuestas, se han explorado otros tratamientos; entre los que se encuentra la
implantacién de condrocitos autélogos (ACI). El primer reporte de esta técnica describio el
aislamiento y cultivo de condrocitos a partir de cartilago sano del paciente y la posterior inyeccion de
los mismos en las dreas defectuosas. Dos afos después de efectuado el procedimiento, en 11 de 15
pacientes con trasplante femoral y 1 de 7 pacientes con trasplante patelar, se encontré cartilago
hialino (Brittberg et al., 1994, N Engl J Med). Este procedimiento tiene como desventajas la doble
intervencién, la morbilidad causada en el sitio donante y los riesgos de volver a colocar células que
aunque propias, han sido cultivadas sobre superficies que inducen su dediferenciacién; lo cual, puede
resultar en pérdida de condrocitos después de la implantacion (Matsiko et al., 201, Materials; Haleem §

Chu, 2010, Oper Tech Orthop). Lo anterior ha llevado a desarrollar matrices o soportes, de origen



natural y sintético, capaces de proporcionar un ambiente adecuado para la adhesién, proliferacién y

diferenciacion celular.

Los biomateriales naturales evaluados han sido el 4cido hialurénico, cuyos productos de degradacion
han demostrado ser citotéxicos (Knudson et al, 2000); el alginato y la agarosa que han mostrado
pobres propiedades mecanicas y baja biocompatibilidad (Chiang & Jiang; 20089, J Formos Med Assoc); la
fibrina con bajas propiedades mecdnicas (van Susante et al; 1999, Biomaterials) y capaz de
desencadenar respuesta inflamatoria (Kawabe & Yoshinao; 1991, Clin Orthop Relat Res). Finalmente, el

coldgeno 11, que por su biocompatibilidad es el biomaterial mas utilizado.

Entre los materiales de origen sintético utilizados en estudios preclinicos se encuentran el acido
polilactico (PLA), el dcido poliglicélico (PLGA) y sus copolimeros (PLA/PLGA). Desafortunadamente,
tienen el inconveniente de que los productos de su degradacién pueden causar inflamacién y muerte

celular (Matsiko et al; 2013, Materials; Nesic et al 2006, Adv Drug Deliv Rev).

En el mercado existen productos aprobados por agencias regulatorias de otros paises, como la FDA,
para uso humano; entre ellos Carticel®, Biocart™ y BioSeed®-C. Carticel®, primera terapia celular
autdloga aprobada por la FDA en el afio de 1997, es un producto que contiene condrocitos autélogos
cultivados. Estd indicado en el tratamiento de lesiones sintomaticas del cartilago del céndilo femoral,
que no incluyen a la osteoartritis generalizada. Solamente puede ser aplicado por cirujanos que hayan
completado el programa de entrenamiento en biocirugia establecido por Genzyme, la compaiiia que
lo patenta y produce. Biocart™ Autologous Cartilage Regeneration System es producido por
PROCHON Biotech LTD. Es un sistema de regeneracion de cartilago conformado por condrocitos
autélogos, provenientes de cartilago sano tomado de zonas que no soportan peso, que después de ser
expandidos in vitro en presencia del factor de crecimiento FGF2v son cultivados en un soporte
tridimensional poroso. Los dos, el factor de crecimiento y el soporte son productos patentados por
ésta compania. Después de su cultivo, el sistema es empacado en condiciones de esterilidad y
suministrado a cirujanos que hacen parte del sistema clinico de Biocart, quienes han sido entrenados
en el manejo y procedimiento quirdrgico de implantacién del producto mediante cirugia artroscépica
(http://www.lonza.com/about-lonza/media-center/news/2009/prochon-biotech-selects-lonza.aspx

Revisado el 04/04/2016). BioSeed®-C, es un sustituto de cartilago constituido por un soporte
tridimensional sembrado con condrocitos autélogos expandidos in vitro. El soporte estd hecho con
acido poliglicélico o poliglactina 910 y poli-p-dioxanona que contiene un adhesivo de fibrina,

denominado Tisseel o Tissucol Duo; en él, se siembran y cultivan los condrocitos autélogos

previamente expandidos in vitro
(http://www.biotissue.de/documents/BC%20Guidelines%20EN_Nov11.pdf. Revisado el
04/04/2016).

Neocart® es un producto diferente a los mencionados, porque es elaborado con condrocitos
autélogos que han sido cultivados in vitro en condiciones que permiten la formacién de tejido similar
al cartilago hialino; el cual, una vez obtenido se implanta en el sitio de la lesién. Actualmente, se
encuentra en estudios clinicos fase 11l (http://www.neocartimplant.com/neocart. Revisado en
04/04/2016). Finalmente, Chondrotissue® es un soporte tridimensional libre de células que se
implanta en la zona lesionada y proporciona una matriz para que las células mesenquimales que

llegan al sitio después de realizar una microfractura proliferen, se adhieran, diferencien y recambien el



soporte por cartilago hialino (http://biotissue.ch/chondrotissue/patients/chondrotissue/ Revisado el
04/04/2016)

Ante la posibilidad de implantar soportes solos y dada la experiencia en ingenieria de tejidos y en el
aislamiento de coldgeno | y elaboracién de soportes tridimensionales con éste biomaterial, se buscé
establecer una metodologia de aislamiento de coldgeno Il con el que se puedan elaborar soportes

tridimensionales que puedan ser empleados en el tratamiento de lesiones de cartilago articular.

La familia de proteinas del coldgeno, es la mas abundante en la matriz extracelular de los tejidos
conectivos de los vertebrados. Su uso como biomaterial se debe a que por ser proteinas altamente
conservadas en mamiferos son biocompatibles, biodegradables, poco vistas por el sistema inmune y
con caracteristicas quimicas que promueven la adhesion, diferenciacion y proliferacion celular
(Parenteau-Bareil et al., 2010, Materials). El coldgeno 1l es el principal componente de cartilago
articular; es empleado como material para ingenieria de tejido cartilaginoso (Matsiko et al., 2013,
Materials), ya que cuando se usa para cultivar condrocitos estos mantienen su fenotipo y su capacidad
de sintetizar componentes de la matriz extracelular de cartilago (Nehrer et al; 1997, J Biomed Mater Res
(Appl Biomater); Pieper et al; 2002, Biomaterials; Gigante et al; 2003, J Mater Sci Mater Med). El
coldgeno Il, también induce la diferenciacion condrogénica de células madre mesenquimales
(Bosnakovski et al; 2005, Biatechnol Bioeng). Los condrocitos y células madre mesenquimales sembradas
sobre soportes de coldgeno | tienden a tomar una morfologia fibroblastoide (Hardmeier et al., 2010, J
Tissue Eng Regen Med), produciendo coldgeno tipo | en lugar de coldgeno tipo Il y convirtiendo a la
matriz extracelular en una red fibrética que pierde sus caracteristicas eldsticas y amortiguadoras

(Aigner § Stove, 2003, Adv Drug Deliv Rev).

Métodos reportados de extraccién de coldgeno tipo Il usan tejidos como el cartilago articular de
rodilla porcina (CN103352063), el cual es dificil de procesar debido a su espesor y a la manera tan
firme en que est4 integrado al hueso, por lo tanto de esta fuente se obtiene menos materia prima y
con la probabilidad de presentar contaminantes de tejido adyacente. Muchos de los procedimientos
reportados utilizan clorhidrato de guanidina como agente caotrépico para eliminar los proteoglicanos
(CN103352063, CN105132502, CN103341211), lo cual implica més procesos de lavado, para
asegurar su eliminacién debido a la toxicidad de esta sal. Por otra parte, la pepsina es ampliamente
usada para liberar el coldgeno de la matriz extracelular del cartilago (CN103352063, CN105132502,
CN103341211), lo cual esté asociado a la disminucién del peso molecular del colageno debido a la
eliminacién de los telopéptidos, disminuyendo las propiedades mecanicas de este biomaterial como
lo encontramos al desarrollar la metodologia de esta solicitud. Muchos procesos de purificacién de
proteinas hacen uso de la didlisis (CN103352063, CN105132502, CN10334121 1), un proceso que
elimina moléculas de bajo peso molecular que es bastante costoso e implica largos tiempos de

operacién, lo cual nos llevé a reemplazar este proceso por ciclos de lavado y centrifugacion.

La presente invencion resuelve los inconvenientes asociados con las bajas propiedades mecdnicas del
colégeno tipo 1l obtenido por métodos convencionales, el cual puede ser empleado en la elaboracién
de soportes para uso en ingenierfa de tejidos, donde es importante que soporte esfuerzos mecanicos.
Ademds, los soportes elaborados con este biomaterial tienen una mayor capacidad de absorber y
mantener agua en su interior y conservan propiedades basicas necesarias para su uso en ingenieria de

tejidos como los son una alta porosidad y biocompatibilidad.



DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 presenta [a Porosidad de los soportes de coldgeno obtenidos con los tratamientos

tripsina y tripsina-pepsina. Control (® ), 0,05% genipina (® ), 0,1% de genipina (* ).

En la Figura 2 se representa la Capacidad de absorcién de agua de los soportes en funcién de la
concentracién del genipina. Los soportes son los obtenidos con el tratamiento tripsina después de
inmersion en agua desionizada a 32°C durante 24 h (%) y 48h (® ) y el tratamiento tripsina-pepsina

despuésde 24 h (= ) y 48h (m).

En la Figura 3 se grafica el Médulo eldstico de los soportes en funcién de la concentracién de
genipina. Se muestran los datos del médulo de Young correspondientes a los soportes obtenidos con

las metodologfas tripsina (®) y tripsina-pepsina (®).

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Para desarrollar el procedimiento reivindicado se modificé sustancialmente una metodologfa de
extraccién de coldgeno Il basada en la digestién enzimética de cartilago bovino con tripsina (Steven
and Thomas, 1973, Biochem. J), con el fin de mejorar la hidrofilicidad del producto final. Con tal
propésito, se introdujeron etapas adicionales de desengrase, digestién enzimética y neutralizacién
que no han sido reportadas en la literatura y que desembocaron en una nueva metodologia. El
coldgeno Il aislado con éste nuevo procedimiento es de mayor hidrofilicidad y solubilidad que el
colageno Il aislado con la metodologfa tradicional; el cual, por su baja solubilidad no es empleado con
frecuencia en aplicaciones de ingenierfa de tejidos que requieran materiales hidrofilicos e
hidrosolubles. El coldgeno Il obtenido con el nuevo procedimiento, es un biomaterial mas versatil que
el coldgeno Il tradicional ya que puede utilizarse sin mayores desafios técnicos de manejo, en la

fabricacién de microesferas e hidrogeles de interés terapéutico.

La materia prima que se utiliza en la presente invencion, proviene de tejido cartilaginoso de
mamiferos; principalmente, tréquea bovina debido a su alto contenido de coldgeno Il. Para iniciar el
procedimiento, con una herramienta corto-punzante se remueven los tejidos adyacentes a los anillos
cartilaginosos de la traquea bovina y éstos se cortan en fragmentos pequefios. Luego el tejido es
lavado con una mezcla de un solvente polar en agua en serie ascendente de concentracién (desde una
concentracién inicial del 50% hasta el 100%), durante 15 a 25 horas; el solvente polar puede ser
seleccionado de etanol, propanol, isopropanol, dimetil éter, éter etilico y acetona. Después, el tejido
limpio debe lavarse con agua por 5 a 10 horas, tres veces. Una vez el cartilago esté limpio, debe ser
cortado en pequefios trozos, lavado con éter para reducir impurezas lipidicas durante 20 o 30 horas,
lavado con una serie ascendente de un solvente polar en agua (concentracién inicial del solvente
polar del 50% hasta el 100%) y lavado repetidamente con agua. Posteriormente, el tejido limpio debe

ser congelado a -20°C hasta su utilizacién.

Con el fin de eliminar el contenido de proteoglicanos, el cartilago limpio se digiere con una proteasa
entre 0,01 y 1% en un tampédn fosfato salino PBS a un pH entre 3,0 y 8,0 La proteasa debe ser
seleccionada de tripsina, quimotripsina A, quimotripsina B pancreatopeptidasa B, catepsina, papaina,
quimopapaina y ficina. La suspensién resultante debe ser mezclada con un homogenizador de aspas

para reducir el tamafio de particula, con el fin de que se facilite (a hidratacién del tejido cartilaginoso.



La suspension resultante debe ser mantenida en agitacién constante a una temperatura que debe
estar entre 4°C y 35°C, durante 20 a 30 horas. Posteriormente, la suspension debe centrifugarse a
3000 a 5000 rpm durante 15 a 45 minutos para recuperar el cartilago digerido no solubilizado.
Luego, el sobrenadante es decantado y el pellet lavado con agua por una 1 a 5 horas y luego
resuspenderlo en una solucién dcida (pH de 2 a 3) de pepsina en una concentracion entre 0.07Ty 1%
p/v. El dcido debe ser seleccionado entre dcido clorhidrico y dcido acético en concentraciones que
varien entre 0.1 y 1 M. La mezcla anterior debe ser mantenida en agitacion constante a una
temperatura entre 4°C y 35°C, durante 20 a 30 horas. Para recuperar la proteina coldgena disuelta
(Col TP), se debe centrifugar empleando las condiciones anteriormente descritas centrifugacién y
decantamiento del sobrenadante. El pellet se lava de forma repetida para remover completamente
los residuos de la enzima. El Col TP es resuspendido en una solucién de dcido acético entre 0,25M y
0,75M a un pH entre 2,4 y 3,2 y mantenido en agitacién constante a una temperatura entre 4°Cy
35°C durante 20 a 40 horas. Posteriormente, la suspensién obtenida se centrifuga entre 3000 a 5000
rpm durante 15 a 45 minutos para recuperar la proteina disuelta y desechar el pellet con las
proteinas contaminantes no disueltas. Para aumentar su pureza, se precipita la proteina empleando
sales haciendo salting out, mediante la adicién de una sal neutra hasta una concentracién entre 0,5 a
1,0 M y manteniendo en agitacién por 20 a 30 horas; la sal neutra se selecciona de NaCl, KCl, AlCL; y
NH4CL El precipitado se lava con agua y se hace una reprecipitacion de ColTP adicionando una base
fuerte hasta alcanzar un pH 4 a 6; la base fuerte se selecciona de NaOH, KOH y NH;. El pellet se lava
con agua entre 3 a 5 veces retirar las sales, es precipitado lavado es resuspendido con una solucién

icidade 0,1 a 1 molar, el 4cido se puede seleccionar entre 4cido acético o dcido clorhidrico.
EJEMPLOS DE APLICACION PRACTICA
Ejemplo 1. Procesamiento del tejido

A anillos de traquea bovina se les eliminan los tejidos adyacentes con un bisturl y el cartilago
remanente es cortado en trozos de 0,5 a 1 cm? Luego es lavado con etanol al 70% durante 24 horas,
posteriormente con etanol al 96% durante 24 horas y finalmente, se hace un lavado con éter etilico
por 24 horas. El cartilago limpio y deshidrato es lavado con etanol al 96% durante 24 horas y
posteriormente con etanol al 70% durante 24 horas. El solvente es eliminado del tejido, mediante

lavados con agua por 20 horas.
Ejemplo 2. Remocién de proteoglicanos

El tejido cartilaginoso obtenido del paso anterior es tratado con tripsina 0,02% en un tampén fosfato
salino PBS pH 7,4 y sometido a un proceso de homogenizacién. La suspension se mantiene en
agitacién a 4°C durante 24 horas. Se centrifuga a 5000 rpm durante 30 min. Finalmente, se realizan al

menos tres lavados del pellet recuperado con agua desionizada.
Ejemplo 3. Disolucién acida y precipitacion (Col T)

El cartilago tratado se resuspende en 4cido acético 0,5 M pH 2,4 y se mantiene en agitacién a 4°C
durante 32 horas y posteriormente, se centrifuga a 5000 rpm durante 30 min. Al sobrenadante se
adiciona una solucién de cloruro de sodio NaCl 5M hasta alcanzar una concentracién final de 0,8 M.

La suspension con la proteina precipitada se mantiene en agitacién a 4°C durante 24 horas y después



se centrifuga a 5000 rpm durante 30 min.
Ejemplo comparativo 4. Disolucién 4cida y precipitacién (Col TP)

El pellet obtenido del ejemplo 2, es resuspendido en una solucién de pepsina 0.04% p/v a pH 2,4
durante 24 horas. Luego se centrifuga a 5000 rpm por 30 min, se hacen dos lavados con agua y se
resuspende en una solucién de 4cido acético 0,5 M en agitacién por 25 horas. Al cartilago digerido
enzimaticamente se adiciona NaCl hasta alcanzar una concentracién 0,8M y se mantiene en agitacién

por 24 horas. Después se lava con agua y se adiciona NaOH hasta alcanzar un pH 4,5.
Ejemplo 5. Solubilizacién

Se realizan lavados del coldgeno (Col T y Col TP) con agua desionizada hasta alcanzar una
conductividad inferior a 200puS/cm. Finalmente, la suspensién obtenida se lleva a una concentracién

de 15mg/mL a pH de 2,4 adicionando dcido acético 0,5 M.
Ejemplo 6. Elaboracién de soportes de coldgeno tipo I

La concentracién de la suspensién de coldgeno tipo 1l (Col Ty Col TP) se ajusta a 5 mg/mL con acido
acético 0,5 M y se sirve en moldes de teflén. La suspensién se desgasifica, se congela a -20°C por 24
horas y se liofiliza durante 48 horas. Los soportes se entrecruzan con genipina se evaluaron
concentraciones de: 0%, 0,05% y 0,1% p/v en etanol al 70% durante 48 horas bajo agitacién. Se
elimina el exceso de entrecruzante realizando al menos tres lavados con etanol al 70% y agua
desionizada. Finalmente, los soportes hidratados se congelan a -20°C durante 24 horas y liofiliza

durante 48 horas.
Ejemplo 7. Porosidad

La porosidad de los soportes elaborados con coldgeno Il proveniente de cada uno de los métodos de
aislamiento, fue similar y disminuyé al aumentar la concentracién de genipina (Figura 1). En todos los
casos los valores de porosidad siempre fueron mayores al 90%, lo cual sugiere que los soportes
permiten el crecimiento de las células, su adecuada distribucién en el interior del soporte y el

intercambio de nutrientes y otras sustancias provenientes del medio (Zeltinger et al., 2001) .
Ejemplo 8. Capacidad de absorci6n de agua

Este ensayo permitié observar la capacidad de los soportes para absorber y mantener agua en su
estructura, lo cual es una caracteristica muy importante para la funcion del cartilago. (Figura 2).

Todas las muestras mantuvieron su estructura durante la hidratacién.
Ejemplo 9. Ensayo de traccién

La determinacién del médulo de elasticidad de los soportes mediante el ensayo de traccién
presentado en la (Figura 3), indica que los soportes elaborados con el coldgeno aislado empleando
tripsina-pepsina, tuvieron valores del médulo de Young menores que los soportes elaborados con
coldgeno aislado usando digestién con tripsina; indicando, que estos Gltimos tienden a deformase en
menor medida al estar sometidos al mismo esfuerzo. Este fenémeno puede estar relacionado con el
comportamiento presentado por los soportes en los ensayos para determinar su estabilidad térmica,

que como se explicd estd asociado a la disminucién del peso molecular del coldgeno debido al doble



tratamiento enzimatico y a la eliminacién de los telopéptidos por parte de la pepsina.
Ejemplo 10. Ensayo de capacidad hemolitica

Se determinaron los valores de la capacidad hemolitica de los soportes (Tabla 1) y segln la
clasificacién de materiales basada en el indice hemolitico de la ASTM F 756-00, 2000, se puede
concluir que los soportes no son hemoliticos, ya que presentan un porcentaje de hemélisis entre 0 -
2%, indicando un alto grado de citocompatibilidad. Durante el proceso de extraccién de la proteina y
obtencién de los soportes se retiraron efectivamente las moléculas que podrian generar respuestas
adversas al entrar en contacto con la sangre (Guyton&Hall 2011, Kumar et al., 2010, Rojas et al,,

2012).

Tabla 1. Valores de la capacidad hemolitica de los soportes.

Muestra Hemélisis (%)
Control 0,31+0,14
Tripsina Genipina 0,05% 1,05 +0,24

Genipina 0,1% 0,30+ 0,02

Control 0,65 + 0,07

Tripsina-pepsina | Genipina 0,05% | 0,18 +0,09

Genipina 0,1% 0,16+ 0,02
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