Gestion de la Autosuficiencia de
Tejidos en Espana (Moédulo II)

Procesamiento de Tejidos

- > %

\ )
14-15 de Noviembre 2019 ~—

aebf/ Palma de Mallorca




Procesamiento de Tejidos

Preservacion de tejidos a T2 ambiente
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Preservacion de tejidos a Temperatura
ambiente : LIOFILIZACION

La liofilizacion es un proceso que tiene como
objetivo separar el agua (u otro solvente) de una
disolucion mediante congelacion y posterior
sublimacion del hielo a presion reducida
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Preservacion de tejidos a Temperatura
ambiente : LIOFILIZACION

El proceso de liofilizacion se realiza a vacio y a baja
temperatura evitando la desnaturalizacion de las
proteinas. Los materiales biologicos tales como
células, tejidos, bacterias y vacunas se convierten
en productos secos, evitando el paso por su fase
liqguida, Yy en consecuencia los cambios
enzimaticos, bioldgicos y quimicos

Cuando se vuelve anadir agua o disolvente al
producto seco, este debe presentar las mismas
caracteristicas que el producto original.
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Preservacion de tejidos a Temperatura
ambiente : LIOFILIZACION

El liofilizador
Consta de las siguientes partes:

e (Camara seca o camara de liofilizacion: es el lugar donde se coloca
la sustancia a liofilizar. Puede tener formas diferentes con
compartimentos donde se realiza la sublimacion, pasando el agua
de solido a vapor. El cierre es hermético y se trabaja bajo el vacio.

* Condensador con circuito de refrigeracidon: comunica con la camara
seca y es donde se condensa el vapor que se va produciendo en la
sublimacion. Un refrigerante lo mantiene a una temperatura mas
baja que la camara seca (entre -50y -125 2C).

» Sistema de vacio: El vacio se produce con una bomba de aceite que
trabaja sobre 102 mbar conectada a una trampa para que no pasen
vapores del solvente a su interior. El sistema de vacio elimina
primero el aire de la camara seca al iniciar el proceso de

liofilizacion, y luego ayuda a la sublimacion.
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Preservacion de tejidos a Temperatura
ambiente : LIOFILIZACION

* Etapas principales proceso de liofilizacion:
» Congelacién
» Secado primario
» Secado secundario

Congelacion Secado secundario
Eliminacién de agua

Temperatura
Secado primario
Sublimacién del hiclo
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Preservacion de tejidos a Temperatura
ambiente : LIOFILIZACION

12 etapa: Congelacion
Es la etapa mas importante de todo el proceso de liofilizacion:

- La nucleacion es el momento en que se inicia la congelacion del
disolvente

- La T2 de nucleacidén y la velocidad de congelacidon determinaran la
morfologia y la distribucion de cristales en la muestra congelada

- La morfologia y tamafo de los cristales influye en:
- Lavelocidad de sublimacidon en el secado primario

Temperatura
de! producto

- La velocidad de desorcion en el secado secundario

Temperatura

- La agregacion de las proteinas

- El grado de porosidad final y sus caracteristicas mecanicas ,i
- La viabilidad posterior de la muestra .
ape . . . Congelado Secado Secado Tiempo
- Lafacilidad y rapidez en la rehidratacion para su uso primerio | secundarlo
Figura 4. Hustracion del ciclo de liofilizacion dividido en tres etapss
congelado, secado primario y secado secundario. La lnes puntensds
comesponde a ln temperatura del producto. Editado a partir de Schoug
(2000) (25)
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Preservacion de tejidos a Temperatura
ambiente : LIOFILIZACION

12 etapa: Congelacion

Velocidad Numeroy Estructura del Desecacion Desecacion
congelacion | tamano material primaria secundaria
cristales
LENTA Pocos y Poros grandes Mas rapida Desorcion
grandes Estructura menos mas lenta
resistente
RAPIDA Numerosos Poros pequefos Desorcidn
y pequeiios  estructura mas Mas lenta mas rapida
resistencia
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Figura N*3: Enlrismiento lento. Fiaura N°2: Fnfriamiento ranido.




Tipos de crio/lioprotectores

-PERMEABLES a la membrana celular: Son muy solubles y de bajo
peso molecular . Los mas utilizados son el DMSO vy el glicerol, el 1-
2propanodiol y el etilenglicol. Son efectivos a tasas de congelacion
lentas y en la mayoria de tipos celulares.

- NO PERMEABLES a la membrana celular: alto peso molecular. Son
efectivos a tasas de congelacion rapidas . Los mas utilizados son el
dextrano, la glucosa, sacarosa, trehalosa, y el polietilenglicol. Los
azucares son especialmente utilizados como lioprotectores por sus
efectos durante las etapas de congelacion y de deshidratacion.
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Preservacion de tejidos a Temperatura ambiente :
LIOFILIZACION

DESARROLLO DE LA M.A. LIOFIOLIZADA
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CRIO: Criopreservacion R: Rafinosa 802C: Congelacidon directa a -802C
MF: Membrana fresca congelada E: EGCG SL: Sin lioprotectores
T: Trehalosa CP: Congelacién programable
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Preservacién,de tejidos a Temperatura ambiente :
LIOFILIZACION

2 etapa: Secado primario

Extraccion del agua del tejido mediante presiones de vacio (5 Paa 10 Pa)y
temperatura baja (-50°C a -70°C) se logra sublimar el hielo. EL vapor de agua
gue se genera debe ser eliminado para asi mantener la baja presion
necesaria. De ello se encarga el condensador del liofilizador, que trabaja a
baja presion y temperatura convirtiendo el vapor en hielo.
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Preservacion de tejidos a Temperatura
ambiente : LIOFILIZACION

3 etapa: Secado Secundario

La matriz seca producida por el secado primario contiene todavia unida agua

no congelada que debe ser eliminada por desorcion a temperaturas mas
altas ( entre 20-409C)




Preservaci()n,de tejidos a Temperatura ambiente :
LIOFILIZACION

Transicion del secado primerio al secado secundario

Si procedemos al secado secundario antes de que el hielo se extraiga del

producto, es probable acabar con defectos en el producto tales como
colapso o derretido eutéctico.

Se observa la reduccion de tamaio de poro, la disminucién del volumen y se
produce porque el material es incapaz de soportar su propio peso.

Para evitar el colapso es importante determinar el punto en que finaliza el

secado primario y no se debe aumentar |la temperatura de la bandeja
demasiado rapido




Preservacion de tejidos a Temperatura
ambiente : LIOFILIZACION

Determinacion automatica del punto final del secado primario
implica la medicion de temperatura mediante termopares.

La temperatura del producto es mas fria que la temperatura de
la bandeja durante la sublimacion, ya que se necesita el calor
de la bandeja para que el cambio de fase ocurra. Cuando
termina la sublimacion del hielo, la temperatura del producto
aumentara y se acercara al valor de la temperatura del estante.
Una vez que la temperatura del producto es igual a temperatura
estante £1° C, el secado primario se considera completado.

|
I I' Shelf Temperature Temperature
- sensor

Temperature und Pressure

Freczing l| Primary Drying Secondary Drying




Preservacion de tejidos a Temperatura
ambiente : LIOFILIZACION

El colapso tiene un relacion estrecha con la
rehidratacion y la porosidad del producto, se puede
determinar si la muestra ha colapsado, cuando se
estudia el comportamiento de la rehidratacion, ya
gue el dano estructural disminuye la capacidad de
rehidratacion.




Preservacion de tejidos a Temperatura
ambiente : LIOFILIZACION

El diseno de |la curva de liofilizacion dependera:

* Tipo de tejido que queramos liofilizar (espesor, porcentaje
de agua, estructura interna,....)

* Volumen del producto y contenedor seleccionado

* Propiedades que queremos preservar ( accion mecanica,
matriz de colageno, componentes celulares,.....)

* Porcentaje de agua residual aceptado: influencia en la
caducidad




Preservacion de tejidos a Temperatura
ambiente : LIOFILIZACION

Bolsas de liofilizacion

La parte superior de la bolsa consiste en una membrana vapor-
permeable y la parte inferior impermeable. La membrana es
suficiente porosa para no presentar resistencia durante el proceso
de sublimacion y por otra parte es suficientemente impermeable
para impedir la entrada de microorganismos y particulas no
viables.

Al finalizar el proceso de liofilizacion se debe proceder al
empaquetado final (emblistado) o en su defecto proteger con
bolsa hermeética.
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Viales
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Preservacion de tejidos a Temperatura
ambiente : LIOFILIZACION

Ventajas respecto a otras técnicas

Se obtienen productos que se pueden volver a regenerar muy rapidamente.
La forma y caracteristicas del producto final son esencialmente las originales.

El contenido de humedad final es muy bajo: larga caducidad y riesgo de
contaminacion microbiana muy bajo

Se pueden liofilizar varios donantes a la vez

Técnica aplicable a muchos tipos de tejidos: tejidos 6seo, membrana amnidtica,
colirios, pericardio, fascia lata, piel......

Inconvenientes
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Coste elevado de los equipos, instalaciones y mantenimiento

Gran consumo energético requerido

Duracién del proceso

Desarrollo y validacién de cada nuevo producto "




Preservacion de tejidos a Temperatura
ambiente : LIOFILIZACION

Los productos liofilizados presentan una humedad residual muy baja y, por tanto,

el riesgo de deterioro quimico, bioguimico o microbiolégico es minimo.

Analizador de humedad
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Tenga presents gue el ONallZOCor o8 humsedad esta SomeMioo @ confinuas Mejoras en benefclo del usuaro. Por
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Desscador

Unidad e calsntamisnto:

Intarvale da temparanra:

Pas0 de fsmpenatura:

AJusta e o unidad ca calantamiento:

Rodiodor halogano circular

50-200 °C

1°C

con Kit o ojushe de fempenaiurg HA-TC © HA-TCC

Balanza

PasD minimo de [ messma:

Paco MAXIMO 09 10 Mugsha:

AJuste del balanza:

Defector 06 ecfobiliood:

Procicion de Ingicacion ds balanza:
Precision de Indicacion ds resufiago:
Repetibliiad ¢sd) con 2 g de muestra:

Repefinilkad ¢sd) con 10 g de mussa:

0sqg

s4qg

con pasa exfama, 20 g £ 0.1 mg
con eimbolo en el Inclcader
1mg

0.01%

0.10%

0.015%

Caracteristicas

Hora, fecha:

Ajustes ge tabrica:
Criterios 08 dasCOnEXion:
Programaos de desscachon:
Tiempo de desscacion:
Profeccion ds reguiacion:

relo) ¢& sistema, conina Tallos de comsnts

memonia permanents, confra falles e comlents

5 nivales, manual, control por tampa, tast, lbre

DieSeCaCion Standar, desecacion rapico, modo LP16

manual Jiimitado). Temporizador: 1 minuio haska 480 minutos
por blogued de log ajusfes cel mena

Evaluacion
Tipas da Indlcacion:

Informas:

5 fipos: Confenico de hUMedad (MC), CoNfenios 02 matara seca
(DC). peso (g). confenido da humedad ATRO rafarico ol peso en
S8C0 (AM). comanido de mansria seca ATRO referido al pesd 8n Seco
(AD)

0 Traves O IMpresora externa (opcion)




Preservacion de tejidos a T2 ambiente

Solucion de preservacion ideal:
* Bactericida / Bacteriostatica

e Soluble en agua ( para facilitar la eliminacion
por lavados)

* Facil penetracion en los tejidos
* No citotoxico

* No afecte a la estructura

* Coste econdmico asumible
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Preservacion de tejidos a T2 ambiente
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The use of glycerol-preserved allografts in the Beverwijk Burn Centre;
a retrospective study
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Preservation of allograft bone using a @
glycerol solution: a compilation of original
preclinical research

Brian Samsell, Davorka Softic. Xaoke O, kile Mclman, Payal Sohons, Katrma Gonaales and Mark A, Moo
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Preservacion de tejidos a T2 ambiente

Biomechanical Strength.
To determine the biomechanical properties of various Preservon-treated allograft
bio-implants, compressive strength was evaluated and compared to freezedried and

frozen bioimplants.

Average Compressive Strength

200
-§° 150
o
5
v __ 10
2&
»
$=— ,
i 50 =
Q. b
£
O 0 J i :
@) 7 :
Composite Cloward Fibular lliac Crest Wedge
Cervical Graft

No significant differences are found in compressive strengths of allograft types tested
between PRESERVON and frozen or freeze-dried bio-implants.!

L. independent sources noude the Vipna Commonweaith Universty Medical Canter and the Amencan Assocation af Mechanial Engnesrs. Data
on fie 2t LieNet Health, Vigina Beach, VA
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Preservacion de tejidos a T2 ambiente

In Vitro Cytotoxicity of PRESERVON Cortical Cubes
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Mo significant biocompatibility differences are observed between PRESERVON
and conventional preservation methods.!
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