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DESCRIPCION
Implante laminar

[0001] La invencién se refiere a un implante laminar con una estructura estratiforme, que se adecua particularmente para la
sustitucion y/o cierre de la duramadre.

[0002] EI término meninge se refiere a los estratos de tejido conjuntivo, que envuelven el cerebro y se extienden a la piel de
la médula espinal, que envuelve el sistema nervioso central (SNC) restante. La llamada duramadre representa en este caso
la meninge mas externa. Consiste en un tejido conjuntivo terso en su mayor parte y fibroso de colageno y tiene sobre todo la
funcién de una capsula de 6rgano, con lo que particularmente impide una salida del liquido cerebroespinal.

[0003] La duramadre esta dividida en dos hojas, donde en el area del craneo la hoja externa es idéntica al periostio. Por ello,
en intervenciones neuroquirdrgicas son posibles por ejemplo lesiones de la duramadre y particularmente del tejido blando
que hay por debajo. Las lesiones de la duramadre (meninge mas externa) pueden ser en estos casos tan graves, que sea
necesaria una sustitucion de partes de la duramadre. Puesto que la duramadre estd muy fuertemente recorrida por vasos
sanguineos, este tipo de lesiones estan frecuentemente acompafadas de fuertes sangrados.

[0004] Baharuddin y colaboradores, Clinical Neurology and Neosurgery, 104(4), paginas. 342-344, sep 2002 divulga un
implante laminar para la sustitucion de la duramadre, con una estructura estratiforme de un estrato de pericardio liofilizado
de origen bioldgico.

[0005] La tarea de la presente invencién es por consiguiente, proporcionar un implante, que pueda utilizarse particularmente
para la sustitucion de la duramadre y que presente particularmente buenas caracteristicas hemostaticas, asi como de
adherencia al tejido.

[0006] Esta tarea se resuelve mediante un implante laminar, particularmente para la sustitucién de tejidos biol6gicos, con
una estructura estratiforme, preferiblemente de,

a) un estrato de pericardio liofilizado de origen biologico y
b) al menos un estrato esponjoso de proteina extracelular liofilizada.

[0007] Con la invencion se pone a disposicion un implante que a consecuencia de su estructura compositiva presenta tanto
las caracteristicas ventajosas de un pericardio como también de una esponja proteinica. Correspondiendo al estado natural
de un pericardio, el estrato de pericardio del implante presenta generalmente un de estado tipo cuero y por consiguiente
mecanicamente estable. El estrato de pericardio sirve preferiblemente como una especie de base estabilizadora o material
de soporte para el estrato esponjoso. Ademas de esto, el estrato de pericardio tiene la ventaja de que esencialmente no
posee caracteristicas adhesivas y por consiguiente tampoco causa coalescencias tisulares, por ejemplo con el hueso del
craneo. El estrato esponjoso de proteina posee preferiblemente caracteristicas de adhesividad al tejido. Por ello, el implante
se puede colocar directamente sobre el tejido a tratar, sin que sean necesarios pasos de fijacion adicionales, como por
ejemplo una sutura. En otras palabras, el implante posee de forma ventajosa caracteristicas autoadhesivas. La adherencia
del implante a superficies tisulares se atribuye sobre todo a las fuerzas capilares del estrato esponjoso proteinico. La
humedad del tejido sirve en este caso como determinador de adherencia. La utilizacién del implante segun la invencién
puede suponer por lo tanto también un ahorro de tiempo para los cirujanos. Ademas de esto, el estrato de pericardio robusto
y mecanicamente estable permite en caso de necesidad también un cosido del implante al punto de tratamiento o de
aplicacion en el cuerpo humano o animal. De esta forma, el implante se puede coser por ejemplo a tejido duro,
particularmente tejido 6seo. El implante puede absorber ademas de forma ventajosa varias veces su propio peso en liquido.
Por ello, el implante segun la invencion se adecua también para el tratamiento hemostéatico de heridas, ya que se puede
absorber sangre y eventualmente también exudado de la zona de la herida mediante el estrato proteinico esponjoso de
forma rapida y duradera. Al mismo tiempo el estrato de pericardio presenta a causa de su estado normal de tipo cuero una
barrera infranqueable para liquido, de modo que con ayuda del implante segun la invencién es posible también un cierre
impermeable de los puntos de aplicacién en el cuerpo humano y/o animal. Esto es particularmente ventajoso en la
impermeabilizacién de la duramadre, para evitar la aparicién de fugas de liquido cerebroespinal (fugas-LCE).

[0008] La expresién "estrato esponjoso de proteina extracelular liofilizada" significa en el sentido de la presente invencion,
que el estrato esponjoso esta formado por una proteina extracelular liofilizada o varias proteinas extracelulares liofilizadas y
puede presentar junto a la proteina extracelular o proteinas extracelulares otros componentes, como se describen por
ejemplo a continuacion.

[0009] El implante posee preferiblemente una estructura de dos estratos. El implante puede presentarse particularmente en
forma de una lamina.
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[0010] En una forma de realizacion preferida el pericardio es xenégeno, particularmente de origen bovino, porcino o equino.
Normalmente el pericardio es un pericardio bovino.

[0011] La proteina extracelular también puede ser xendgena, particularmente de origen bovino, porcino o equino. Las
proteinas de origen equino son especialmente preferidas en este caso a causa del reducido riesgo de infecciéon. En el caso
de la proteina extracelular puede tratarse ademas de una proteina de soporte fibrosa. La proteina extracelular puede ser por
ejemplo colageno y/o elastina. Preferiblemente la proteina extracelular es colageno. El coldgeno puede ser particularmente
del tipo I, Il, 1l y/o IV. Se prefiere el colageno del tipo |. En el caso del colageno puede tratarse ademas de colageno de
tendones.

[0012] En otra forma de realizacion la proteina extracelular es una proteina de plasma. Como proteinas de plasma se tienen
en consideracion fundamentalmente albdiminas y/o globulinas, donde en el caso de las globulinas puede tratarse sobre todo
de a1-globulinas, a2-globulinas y/o p-globulinas. La proteina extracelular puede ser ademas también una proteina inhibidora
de coagulacién de la sangre, particularmente macroglobulina y/o antitrombina. Se tiene en consideracion ademas el
fibrinégeno, que representa la fase previa de la fibrina monémera.

[0013] En una forma de realizacion mas profundizada la proteina extracelular se presenta en forma desnaturalizada. La
proteina extracelular puede presentarse por ejemplo en forma de un hidrolizado parcial. Preferiblemente la proteina
extracelular es gelatina. La gelatina posee preferiblemente un peso molecular (PM) de 100 hasta 500 kDa (kilodalton),
particularmente de 150 hasta 250 kDa. La proteina extracelular puede ser por ejemplo un hidrolizado parcial de gelatina con
un peso molecular de hasta 100 kDa. La gelatina puede caracterizarse por ejemplo por un valor Bloom de aprox. 240. La
gelatina posee ademas la ventaja, de que se adhiere especialmente bien a la superficie del tejido.

[0014] Segun la invencién es posible ademas, que la proteina extracelular sea de origen recombinante. La proteina
extracelular puede estar compuesta por ejemplo por microorganismos, particularmente células de levadura.

[0015] En una forma de realizacién preferida la proteina extracelular presenta una mezcla de diferentes proteinas, es decir,
el estrato de proteina esponjoso es un estrato de varias proteinas extracelulares liofilizadas. Se puede tratar por ejemplo en
el caso de la mezcla de proteinas, de una mezcla de gelatina y colageno. De esta forma se pueden realizar de forma
ventajosa las caracteristicas adhesivas de la gelatina, asi como las caracteristicas estables del colageno en el implante
segun la invencion.

[0016] Para el aumento de la estabilidad del implante la proteina extracelular puede estar fundamentalmente reticulada. La
reticulacion puede ser una reticulacion fisica o una reticulacién quimica. Como reticulantes se tienen en cuenta de forma
conveniente moléculas biocompatibles. El implante presenta por lo tanto preferiblemente una proporcién de reticulantes, que
no conduce a ningun deterioro tisular relevante desde el punto de vista médico. Los reticulantes son por conveniencia
compuestos multifuncionales, preferiblemente compuestos bifuncionales. Como reticulantes se tienen en cuenta
particularmente diaminas, carbodiimidos, diisocianatos, acidos dicarbdnicos, di- y/o polialdheidos. Los polialdheidos son
preferiblemente polisacaridos con grupos aldehidos (polialdehidicos) . Los polisacaridos polialdehidicos pueden presentar
un grado de oxidacién de un 10 hasta un 50%, preferiblemente de un 10 hasta un 30%, preferiblemente aprox. de un 25%.
En este caso debe entenderse con el término grado de oxidacion la proporcion unidades de monosacaridos con grupos
aldehidos y grupos de carboéxilos en el polisacarido polialdehidico. La utilizacion de polisacaridos con grupos de aldehido
con un grado de oxidacién mas bajo es especialmente ventajosa a causa de su reabsorbilidad mas rapida. La carbodiimida
puede ser por ejemplo EDC (1-etil-3-(3-dimetillaminopropil)carbodiimida-hydrocloruro). También se adecua para la
reticulacion de la proteina extracelular la NHS (N-hidroxisuccinimida).

[0017] En una forma de realizacién especialmente preferida la proteina extracelular no esta reticulada. Preferiblemente el
estrato esponjoso esta libre de reticulantes. Esto tiene la ventaja, de que el estrato esponjoso y con esto el implante en
general es degradable y reabsorbible mas rapidamente.

[0018] Fundamentalmente ambas caras del estrato de pericardio pueden estar cubiertas con el estrato esponjoso.
Preferiblemente el estrato de pericardio esta cubierto solamente por un lado con el estrato esponjoso. En esta forma de
realizacion se puede combinar con particular ventaja la estabilidad mecanica del estrato de pericardio con las caracteristicas
sobre todo de adhesividad tisular del estrato de proteina esponjoso.

[0019] Para conseguir una unioén a ser posible resistente entre los estratos de pericardio y de proteina, en otra forma de
realizacion la superficie del estrato de pericardio girada hacia el estrato esponjoso esta asperizada. Preferiblemente el
pericardio se asperiza tras su liofilizacion. La asperizacion de la superficie del pericardio se realiza convenientemente antes
de la sobreliofilizacion de la esponja proteinica sobre el pericardio. La asperizacidon puede realizarse mecanicamente,
particularmente con ayuda de un cepillo o una tabla de agujas. Ademas de estos, también pueden utilizarse otros
procedimientos para el tratamiento, particularmente procedimientos para la activacion, de la superficie del pericardio. La
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superficie de el estrato de pericardio puede estar activada por ejemplo por el tratamiento de plasma.

[0020] Segun otra forma de realizacion se sobreliofiliza el estrato esponjoso sobre el estrato de pericardio como base. Para
ello, el pericardio preferiblemente previamente liofilizado por separado normalmente se pone en un medio moldeador, por
ejemplo en una cubeta de liofilizacién, se cubre con una dispersién de la proteina extracelular, y a continuacién se liofiliza.
La dispersion de proteinas se presenta preferiblemente como suspensién acuosa, que eventualmente puede estar mezclada
con un alcohol, por ejemplo isopropanol, para el aumento de la solubilidad de la proteina. Alternativamente puede ponerse
en un medio moldeador, por ejemplo una cubeta de liofilizacién, un estrato de pericardio humedo o no completamente seco,
y cubrirse o taparse con una capa esponjosa de una proteina extracelular previamente liofilizada. Una liofilizacion posterior
conduce a un implante segun la invencion.

[0021] En una forma de realizacién alternativa se fija quimicamente el estrato esponjoso con el estrato de pericardio como
base. La fijacidbn quimica se puede lograr por ejemplo mediante reticulantes adecuados. Con respecto a las caracteristicas y
rasgos de los reticulantes considerados se hace referencia a la descripcion precedente.

[0022] EI implante segun la invencion posee preferiblemente un espesor de 1 hasta 10 mm, particularmente de 2 hasta 5
mm. El estrato de pericardio posee particularmente un espesor de 0,1 a 4 mm, preferiblemente de 0,5 a 2 mm. El estrato
esponjoso de la proteina extracelular posee preferiblemente de un grosor de estrato de 1 hasta 10 mm, particularmente de 2
hasta 5 mm, preferiblemente de 3 hasta 4 mm.

[0023] En una forma de realizacién mas profundizada el implante segun la invencién posee un peso por unidad de superficie
de 80 hasta 480 g/mz, particularmente de 160 hasta 330 g/mz. El peso por unidad de superficie del estrato de pericardio se
encuentra preferiblemente entre 50 y 180 g/mz, particularmente 80 y 110 g/mz. El estrato esponjoso posee preferiblemente
un peso por unidad de superficie de 30 hasta 300 g/mz, particularmente de 80 hasta 120 g/mz. La densidad del implante se
encuentra preferiblemente entre 30 y 160 g/dm3, particularmente entre 50 y 110 g/dm3.

[0024] En otra forma de realizacion el implante presenta bordes sobresalientes. Segun la invencién el estrato de pericardio o
el estrato de proteina esponjoso puede presentar bordes sobresalientes en el implante. De esta manera, dependiendo del
uso del implante, pueden realzarse en el implante, o bien mas las caracteristicas del estrato de pericardio, particularmente
su estabilidad mecanica, o las caracteristicas del estrato de proteina esponjoso, preferiblemente sus caracteristicas
adhesivas de tejido.

[0025] El estrato de proteina esponjoso se conforma preferiblemente en toda su superficie sobre la superficie del pericardio.

[0026] En una forma de realizacién posible, el estrato esponjoso se forma solo en parte sobre la superficie del estrato de
pericardio. Segun la invencion se puede preveer por ejemplo, que el estrato de proteina solo se encuentre sobre el estrato
de pericardio en determinados puntos o en el borde exterior.

[0027] Se prefiere ademas, que el estrato esponjoso contenga al menos un acido organico biocompatible hidrosoluble. La
acidez en el estrato de proteina esponjoso se encuentra preferiblemente entre 1 y 10% en peso, particularmente entre 2 y
8% en peso. El acido organico es convenientemente un acido no volatil. El &cido organico puede ser particularmente un
acido de bajo peso molecular. Preferiblemente el acido es un acido alifatico. El acido puede presentar por ejemplo una
cadena de carbono con 1 hasta 6 atomos de carbono, preferiblemente de 3 hasta 6 atomos de carbono. El acido puede ser
ademas un acido polivalente, particularmente bivalente. El acido puede ser ademas un acido hidroxicarboxilico,
particularmente un acido hidroxicarboxilico polivalente. El &cido puede ser por ejemplo un acido sacarico.

[0028] Preferiblemente el acido organico biocompatible soluble en agua del estrato proteinico esponjoso es un acido del
grupo que comprende &cido citrico, acido tartarico, acido ascorbico, acido malico, acido glucénico, acido mucico, acido
glutarico y acido adipinico. Se prefiere especialmente acido citrico.

[0029] La adicion de acido en el estrato de proteina esponjosa mejora ventajosamente su capacidad de absorcion de
liquidos, particularmente de liquidos corporales, preferiblemente de sangre. Con esto se puede aumentar en total la
capacidad de absorcién de liquido del implante. Preferiblemente el estrato esponjoso presenta una capacidad de absorcion
de liquido, que corresponde de 20 hasta 60 veces, particularmente de 30 hasta 60 veces, su propio peso. En esta forma de
realizacion el implante segun la invencién se adecua de manera especial para la detencion de hemorragias (hemostasis).

[0030] En otra forma de realizacion, el estrato esponjoso es empapable completamente con agua en un periodo de < 100
segundos, particularmente < 60 segundos, es decir, en su superficie exterior e interior. En relacion con la sangre, el implante
es completamente empapable preferiblemente en un periodo de < 180 segundos.

[0031] El estrato esponjoso posee segun otra forma de realizacion un valor pH <4 con la adiciéon de agua. Preferiblemente el
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estrato de proteina esponjoso posee en agua un valor pH de entre 3,0 y 3,5.

[0032] Segun la invencion se prevé ademas, que el implante, particularmente el estrato de proteina esponjosa, contenga
sustancias activas. Las sustancias activas pueden mostrar particularmente caracteristicas antimicrobianas. Los agentes
activos pueden ser por ejemplo antibidticos. Los antibiéticos pueden ser gentamicina y/o rifampicina. También pueden
considerarse como sustancias activas compuestos de metal biocompatibles, particularmente sales metalicas,
preferiblemente sales de plata. El implante puede contener por ejemplo acetato de plata. Los agentes activos también
pueden ser metales en estado elemental, que se presentan preferiblemente en forma de nanoparticulas. De esta forma, el
implante segun invencién puede contener por ejemplo nanoparticulas de plata.

[0033] Los agentes activos pueden ser ademas compuestos antiinflamatorios, particularmente alantoina, saponina,
riboflavina, flavonoides, tocoferol, beta sitosterol, cineol soledum, dexpantenol y/o bromalaina. Como flavonoides se tienen
en consideracion preferiblemente nobiletina, rutina y/o hesperidina.

[0034] En otra forma de realizacién preferida el implante presenta al menos un estrato tefiido. Preferiblemente el estrato
esponjoso de la proteina extracelular esta tefiido al menos con un colorante. El colorante puede ser por ejemplo de los
colorantes D & C (colorantes Drug y Cosmetic)(colorantes de medicamentos y cosméticos), riboflavina, retinol y/o azul de
metileno. La coloraciéon del estrato del implante puede ser de utilidad sobre todo para un reconocimiento mejorado de sus
estratos, particularmente para una diferenciacion facilitada del estrato de proteina esponjosa del estrato de pericardio.

[0035] El implante segun la invencion se presenta convenientemente en forma esterilizada. Como métodos de esterilizaciéon
se tienen en cuenta fundamentalmente todos los procedimientos especializados, por ejemplo y-esterilizacion, irradiacion de
electrones, gasificacion con 6xido de etileno o esterilizacion con plasma. El implante puede presentarse ademas de forma
confeccionada.

[0036] La presente invencion se refiere también a un procedimiento para la fabricacion del implante, en el que un estrato de
pericardio y al menos un estrato de proteina extracelular se liofilizan unidos el uno con el otro.

[0037] En una forma de realizacion preferida el procedimiento comprende los siguientes pasos:

a) aplicacién de una dispersion liquida, comprendiendo una proteina extracelular y al menos un medio de
dispersion liquido, sobre un estrato de pericardio,

b) enfriamiento y consolidacion de la dispersion aplicada conformandose al menos un estrato duro, comprendiendo
la proteina extracelular y el al menos un medio de dispersion,

c) eliminacién del medio de dispersion por liofilizacién de la union de los estratos entre si.

[0038] Preferiblemente se liofiliza el estrato de pericardio antes de la aplicacion de la dispersion. Con ello se puede asperizar
el estrato de pericardio tras su liofilizacion. En relacion a esto se toma como referencia la descripcion precedente.

[0039] La dispersion liquida se puede disponer en forma de una solucion o suspension. Como medio de dispersiéon se usa
preferiblemente agua, que eventualmente se puede mezclar con un alcohol, particularmente isopropanol, para aumentar la
solubilidad de la proteina extracelular.

[0040] Para la aplicacion de la dispersién liquida sobre el estrato de pericardio, este ultimo puede traspasarse a un medio
moldeador, por ejemplo, a una cubeta de liofilizacién, y cubrirse con la dispersion liquida. De forma alternativa a esto, puede
traspasarse en primer lugar la dispersion liquida a un medio moldeador. En este caso se coloca entonces el estrato de
pericardio sobre la dispersién. En ambos casos se lleva a cabo posteriormente el enfriamiento y la solidificacion de la
dispersion liquida, asi como la eliminacion del medio de dispersion liquido por liofilizacion.

[0041] Preferiblemente se usa para la fabricacion del implante una dispersién liquida con una proporcion de la proteina
extracelular de entre 0,1 y 5% en peso, particularmente de 0,2 y 2,5% en peso, referido al peso total de la dispersion liquida.
Si la proteina extracelular es gelatina, entonces se usa preferiblemente una dispersion con una proporcién de gelatina de
entre 0,2 y 0,5% en peso, referido al peso total de la dispersion. En el caso de colageno como proteina extracelular se
trabaja preferiblemente con una dispersién de colageno, cuya proporcion de colageno se encuentra entre 2 'y 2,5% en peso,
referido al peso total de la dispersion. La liofilizacion se realiza preferiblemente en un intervalo de temperatura de entre -10 y
-50 °C, particularmente entre -20 y -40 °C.

[0042] En una forma de realizacién alternativa se cubre o estratifica un estrato de pericardio humedecido o ain no secado
completamente con un estrato ya liofilizado de la proteina extracelular, y a continuaciéon se somete a una liofilizacion en
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union de ambos estratos. Para ello, el estrato de pericardio se puede humedecer con agua antes del recubrimiento o
estratificacion con la proteina extracelular. En relacion a otras caracteristicas y detalles se remite a la descripcion
precedente.

[0043] El implante se usa para la sustitucién y/o cierre de la duramadre, con lo que el implante se conforma preferiblemente
como duramadre en aposicion. El implante se puede usar especialmente para la obturacién de una duramadre dafiada, sin
que se elimine previamente a tal objeto tejido duramadre del paciente. El implante se adecua especialmente para la
obturacion del liquido cerebroespinal del cerebro. Estas caracteristicas de obturacion del implante se pueden lograr sobre
todo por su estrato de pericardio, que presenta en general frente a los liquidos, particularmente liquidos corporales, una
especie de barrera de fluido fisica absoluta. En contraposiciéon a ello, con las esponjas de proteina puras convencionales
existe el riesgo de que al superar su maxima capacidad de absorcién de liquidos, no se puedan retener otras cantidades de
liquido. Ademas, el implante puede coserse si se desea o es necesario, con la duramadre a través del estrato de pericardio.

[0044] La presente invencion comprende también la utilizacion de a) un estrato de pericardio liofilizado de origen biologico y
b) al menos un estrato esponjoso con, preferiblemente de, proteina extracelular liofilizada para la fabricacién de un implante
laminar. En relacion a otros detalles y caracteristicas del implante, del estrato de pericardio, del estrato de proteina
esponjoso, asi como de las posibilidades de empleo medicinal del implante, se hace referencia a la descripcién precedente.
[0045] Otros detalles y caracteristicas de la invencion resultan de la siguiente descripcion de formas de realizacién
preferidas en forma de figuras, ejemplos y reivindicaciones secundarias. En estas formas de realizacion pueden estar
realizados rasgos de la invencion de forma individual o en combinacion con otras caracteristicas. Todas las figuras se
realizan con referencia explicita al contenido de esta descripcion.

[0046] En las figuras se muestra lo siguiente:

figura 1: vista esquematica en planta de un implante segun la invencién con bordes sobresalientes del estrato de pericardio,

figura 2: vista esquematica en planta de un implante segun la invencién con bordes sobresalientes del estrato de proteina
esponjoso,

figura 3: vista esquematica de un implante segun la invencion.

Descripcion de las figuras

[0047] La figura 1 muestra esquematicamente la vista en planta de un implante 10 segun la invencion con una estructura de
dos estratos de un estrato de pericardio liofilizado 12 y de un estrato esponjoso 13 de proteina extracelular liofilizada 13. El
estrato de pericardio 12 presenta en el implante 10 bordes sobresalientes. El estrato de pericardio 12 mas grande en
superficie confiere al implante 10 caracteristicas especialmente estables. Los bordes sobresalientes del estrato de pericardio
12 pueden servir por ejemplo para el cosido del implante 10 a una herida.

[0048] La figura 2 muestra esquematicamente la vista en planta de un implante 20 segun la invencion con una estructura de
dos estratos de un estrato de pericardio liofilizado 22 y de un estrato esponjoso 23 de proteina extracelular liofilizada. El
estrato de proteina esponjoso 23 presenta bordes sobresalientes en el implante 20. Con ello se pueden mejorar
particularmente las caracteristicas de adhesion al tejido del implante 20.

[0049] La figura 3 muestra esquematicamente un implante 30 segun la invencién con una estructura de dos estratos de un
estrato de pericardio liofilizado 32 y un estrato esponjoso 33 de proteina extracelular liofilizada.

Ejemplo 1:

Fabricacién de implantes segun la invencién

[0050]

a) Se cortd pericardio bovino liofilizado en trozos de un tamafio de 10 x 14 cm y se asperiz6 con un cepillo. A
continuaciéon se pusieron a remojo 6,6 g de colageno en 132 ml de agua ultrapura (agua milliQ de la empresa
Millipor, Alemania), que contenia aditivos de acido acético. El colageno puesto a remojo se suspendié durante 20
minutos en una mezcla de disolvente de 231 ml de agua ultrapura y 33 ml de isopropanol. A continuacion, se
disolvieron en la solucién 264 mg de &cido malico (0,1% en peso, referido al peso total de la suspensién de
colageno) en 264 ml de la suspension. A continuacion, se vertieron respectivamente 65 g de la suspensiéon en
cubetas de liofilizacién con una base inferior de 165 cm®. Los trozos de pericardio bovino previamente cortados se
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colocaron sobre la suspension con el lado asperizado. Después se congel6 la composicién a -40 °C y se liofilizo.
Se obtuvieron como productos, placas rectangulares de pericardio bovino cubiertas con una esponja de colageno,
donde la esponja estaba mecanicamente fijada sobre el pericardio bovino y esta union compositiva permanecio
estable particularmente en la inmersion en agua.

b) Se introdujeron 2,64 g de acido acético glacial y 6,6 g de colageno en 132 ml de agua ultrapura (MilliQ, empresa
Millipore, Alemania). El colageno se dej6 en remojo en total durante 16 horas. Después, se lavé multiples veces el
colageno puesto a remojo con agua ultrapura y se suspendi6 durante 20 minutos en una mezcla de 231 ml de agua
ultrapura y 33 ml de isopropanol. Se vertieron respectivamente 65 g de la suspension en una cubeta de liofilizacion
con una base inferior de 165 cm® A continuacion se liofilizo. Las placas de colageno obtenidas después de la
liofilizacion se sacaron de las cubetas y se almacenaron en seco hasta el siguiente paso de elaboracién. Trozos de
pericardio bovino reelaborados y desengrasados se humedecieron con agua ultrapura y se colocaron en las
cubetas de liofilizacion previamente descritas. A continuacion, se colocaron las placas de colageno sobre el
pericardio. Las cubetas fueron congeladas vy liofilizadas a continuacion. Como productos se obtuvieron piezas
rectangulares de pericardio de bovino cubiertas con una esponja de colageno, donde la esponja quedé firmemente
fijada sobre el pericardio bovino. En la inmersién en agua, la estructura compositiva del implante quedo intacta.

[0051] En un ensayo paralelo se fabricaron por liofilizacién esponjas de colageno puras, es decir, sin pericardio.

Ejemplo 2:

Comportamiento frente a sangre heparinizada

[0052] Los implantes fabricados en el ejemplo 1 se cortaron en trozos de 3 x 5 cm. Se colocaron en una cubeta de
cristalizacion 150 ml de sangre de cerdo fresca heparinizada. Se colocaron simultaneamente sobre la superficie sanguinea
un implante segun la invencién, asi como un esponja de colageno puro, donde en el caso del implante segun la invencion el
estrato de proteina esponjosa quedd directamente sobre la superficie sanguinea. A continuacion, se determind el tiempo
hasta el completo recalado de ambos implantes a comparar. Mientras que la esponja de colageno puro estaba
completamente llena de sangre pasados 50 segundos, se pudo observar en el caso del implante segun la invencion, que
aun tras 60 minutos no habia penetrado sangre a través del pericardio bovino. Esta observacion apoya el efecto
impermeabilizante del componente de pericardio del implante segun la invencién frente a liquidos corporales,
particularmente sangre.

[0053] A continuacion se pes6 el implante segun la invenciéon. Se pudo constatar por tanto, que el implante absorbié una
cantidad de sangre de 10 veces su propio peso. Referido a la esponja de colageno sola (previa deduccién del peso del

pericardio) la cantidad de sangre absorbida correspondié a 27 veces el peso propio de la esponja de colageno aplicada
sobre el pericardio. Esto ilustra la alta fuerza absorcién de la esponja de colageno en el implante segun la invencion.

Ejemplo 3:
Ensayos in vitro:

3.1 Determinacion de la fuerza de presién del émbolo

[0054] Se recortaron trozos circulares con un diametro de 45 mm de Lyoplant® (pericardio bovino liofilizado B/Braun
Aesculap AG, Tuttlingen) y de implantes compositivos fabricados segun el ejemplo 1). Los trozos de sujetaron en una
sujecion con 25 mm diametro de fijaciéon. Para la determinacién de la fuerza de presién del émbolo se presiond un émbolo
(diametro 12,5 mm) con una velocidad de 50 mm/min centralmente a través de las unidades de ensayo fijadas, con lo que
se determinoé la fuerza a aplicar. Los resultados representados en la tabla 3.1 muestran que hubo que aplicar esencialmente
las mismas fuerzas de presién con el producto Lyoplant® y los implantes fabricados segun el ejemplo 1. Esto muestra que
se mantiene la estabilidad mecanica o resistencia del pericardio del implante segun la invencion.

Tabla 3.1: comparacion de la fuerza de presién del émbolo intermedia

Fuerza de presion del émbolo Desviacion tipica
Implante segun ejemplo 1 145N 22N
Lyoplant® 164 N 31N

3.2 Fuerza de desgarro de hilo
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[0055] Se recortaron tiras rectangulares con una longitud de 30 mm y una anchura de 25mm de Lyoplant® (pericardio
bovino liofilizado B/Braun Aesculap AG, Tuttlingen) y de implantes compositivos fabricados segun el ejemplo 1). A
continuacion se pas6 un hilo Safil® (B/Braun, Aesculap, Tuttlingen) de fuerza USP 2,0 1 cm por debajo del borde de corte a
través del implante y el implante se fij6 en la mordaza de sujecion inferior de una maquina de control de traccién (empresa
Zwick Roell, Ulm, Alemania). Después se fijé el hilo en la sujecién superior, con lo que la distancia de las mordazas de
sujecion era de 7 cm. La fuerza de desgarro de hilo se determin6 con una velocidad de traccién de 300 mm/min. Los
resultados reproducidos en la tabla 3.2 muestran, que con el producto Lyoplant® y con el implante fabricado segun el
ejemplo 1b) se midieron esencialmente fuerzas de desgarro de hilo iguales.

Tabla 3.2: comparacién de la fuerza de desgarro de hilo intermedia

Fuerza de desgarro de hilo Desviacion tipica
Implante segun ejemplo 1 26,4 N 13,4
Lyoplant® 27,3N 12,5

[0056] Al contrario que las esponjas de colageno autoadhesivas convencionales, el implante segun la invencion posee la
ventaja de que éste es cosible. Un cosido es sobre todo una ventaja en defectos mayores de la duramadre, como aparecen
por ejemplo en tejido duramadre tumoroso, ya que en estos casos la duramadre propia del cuerpo no esta completamente a
disposicion del implante como superficie de soporte para el implante, y el implante tiene que sujetarse por lo tanto con ayuda
de material de sutura al hueso del craneo.

3.3 Mediciones de resistencia tensil

[0057] Se recortaron tiras rectangulares con una longitud de 100 mm y una anchura de 25mm de Lyoplant® (pericardio
bovino liofilizado B/Braun Aesculap AG, Tuttlingen) y de implantes compositivos fabricados segun el ejemplo 1). Las tiras se
tensaron el las mordazas de sujecion (distancia 7 mm) de una maquina de control de traccion y se estiraron con una
velocidad de traccion de 50 mm/min. La resistencia tensil se determind respectivamente en n = 7 muestras.

Tabla 3.3: comparacion de la resistencia tensil intermedia

Resistencia tensil Desviacion tipica
Implante segun ejemplo 1 211N 75N
Lyoplant® 187 N 26 N

[0058] Los resultados representados en la tabla 3.3 muestran que la resistencia tensil del implante segun la invencion es
comparable con la resistencia tensil de Lyoplant®.

[0059] Los ensayos descritos en los ejemplos 3.1 hasta 3.3 muestran en general, que las caracteristicas condicionadas por
el material del implante segun la invencién en cuanto a su fuerza de presion del émbolo, resistencia de desgarro de hilo y
resistencia tensil son comparables con pericardio bovino puro y por lo tanto o queda modificado de forma no ventajosa por
la estructura estratiforme del implante segun la invencién. Estas caracteristicas hacen el implante especialmente preciado,
para ser usado como material de sustitucién de la duramadre, particularmente como duramadre en aposicion.

3.4 Capacidad de absorcién de agua

[0060] Se recortaron tiras rectangulares con una longitud de 100 mm y una anchura de 25mm de Lyoplant® (pericardio
bovino liofilizado B/Braun Aesculap AG, Tuttlingen) y de implantes compositivos fabricados segun el ejemplo 1). A
continuacion, las tiras fueron introducidas en una capsula de petri con 20 ml de agua.

Después de que los implantes estuvieran completamente impregnados de agua, se determiné la capacidad de absorcion de
agua segun la siguiente formula:

X — I/"I/noja.do._ Vr/seco Py 100%

mojado




10

15

20

25

30

35

40

ES 2373753 T3

Tabla 3.4: comparacién de la capacidad de absorciéon de agua intermedia

Capacidad de absorcion de agua Desviacion tipica
Implante segun ejemplo 1 1565 % 93%
Lyoplant® 542 % 106%

[0061] Se comprobé que el implante segun la invencidon es estable en agua. Particularmente no pudo comprobarse ningun
despegado de los estratos el uno del otro. Ademas de ello, ni el producto Lyoplant® ni el implante segun la invencién se
hinché en el agua, lo que es particularmente ventajoso para la aplicacion en la neurocirugia, puesto que los implantes que
se hinchan, generalmente pueden conducir a complicaciones (dolores, presion intracraneal mas alta). En total se realizaron
n = 6 mediciones.

Ejemplo 4

Ensayos experimentales en animales

[0062] En un ensayo animal con 6 cerdos (animales 1, 2, 3, 4, 5 y 6) se examin6 el implante segun la invenciéon en
comparacién con un pericardio bovino puro (sin esponja de colageno adicional). Tras narcotizacion de los animales se
realizé una incision de aprox. 6 cm por encima de la oreja y el sangrado producido se mitigd con métodos operativos
corrientes. A continuacion, se realizé con una perforadora quirdrgica una craneotomia de 4 cm de didmetro para dejar la
duramadre de los animales al descubierto. Después, se realizé en la duramadre un defecto con un diametro de 2,5 cm. A
continuacion, se corté pericardio bovino liofilizado (Lyoplant® B/Braun Aesculap AG, Tuttlingen) con las dimensiones del
defecto de los animales 1, 3 y 5 y se fij6 con una costura continua a la duramadre restante de estos animales. El tiempo
medio de la aplicacion del pericardio bovino hasta la comprobacién intraoperativa de la impermeabilidad FCE (FCE, fluido
cerebroespinal) fue de 18 minutos. Paralelo a ello, se cortdé un implante producido segun el ejemplo 1 de las dimensiones del
defecto de los animales 2, 4 y 6, y a continuacion se colocd sobre los defectos de estos animales. El tiempo medio de la
aplicacion del implante hasta la comprobacién intraoperativa de la impermeabilidad FCE fue de 5 minutos, lo que justifica de
manera notable la ventaja del ahorro de tiempo para el cirujano.

[0063] Tras la aplicacion se comprob6 con ayuda de la llamada maniobra de Vasalva la impermeabilidad del implante antes
de que se cerrase la herida (comp. para ello la tabla 4). La secciéon de los animales se llevé a cabo tras 28 dias. Los
animales fueron narcotizados de nuevo y se dej6é al descubierto la zona de la herida de la duramadre. Los implantes
(Lyoplant®, asi como los implantes segun la invencién) seguian siendo visibles en todos los animales. Antes de la recogida
de muestras histologicas, se comprobd una vez mas la impermeabilidad del cierre de la duramadre con la maniobra de
Vasalva (tabla 4). Tanto el diagnoéstico macroscopico como histolégico mostraron, que en ninguno de los animales
aparecieron adhesiones entre las meninges y el cerebro. Se calific6 ademas como muy buena la curacién de la herida y la
adaptacién de los implantes a la duramadre. Las reacciones de infeccion minimas aparecidas, se atribuyen a la curacion
natural de las heridas.

Tabla 4: presion intercraneal inducida.

Implante animal n°® impermeable al FCE impermeable al FCE en seccion
intraoperativamente hasta hasta
Implante segun ejemplo 1 2 2,2 kPa 2,2 kPa
Implante segun ejemplo 1 4 2,2 kPa 2,2 kPa
Implante segun ejemplo 1 6 2,2 kPa 2,2 kPa
Lyoplant® 1 2,2 kPa 2,2 kPa
Lyoplant® 3 1,1 kPa 2,2 kPa
Lyoplant® 5 2,2 kPa 2,2 kPa

[0064] El ensayo con animales muestra, que la funcionalidad y seguridad del estrato de pericardio en el implante segun la
invencion es comparable con la funcionalidad y seguridad del producto vendido por la solicitante bajo la denominacion
Lyoplant®. Una ventaja particular frente al producto vendido comercialmente Lyoplant® consiste en que, el efecto
impermeabilizante del implante segun la invencion emplea se inicia en un tiempo notablemente menor, de lo que resulta un
ahorro de tiempo para el cirujano. Por ello es finalmente posible, reducir costes de intervenciones quirargicas,
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particularmente intervenciones neuroquirdrgicas. Esto rige también en vistas a defectos del tejido mas grandes, que se
tratan o curan con ayuda del implante segun la invencion.

[0065] En general, los ensayos de la presente solicitud descritos en la parte de los ejemplos prueban, que el implante segun
la invencion, debido a sus caracteristicas puede ser tanto cosido a un tejido como también pegado a un tejido. El implante
segun la invencion se caracteriza por consiguiente de manera especialmente ventajosa, por el hecho de que por una parte
es autoadhesivo, pero por el otro también es cosible, en caso de que fuera deseable por la particularidad del tejido
defectuoso a tratar.
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REIVINDICACIONES
1. Implante laminar con una estructura estratiforme formada por
a) un estrato de pericardio liofilizado de origen biologico y
b) al menos un estrato esponjoso de proteina extracelular liofilizada como implante para la sustitucién y/o cierre de
la duramadre, preferiblemente como duramadre en aposicién.
2. Implante laminar segun la reivindicacion 1, caracterizado por el hecho de que la proteina extracelular es colageno.

3. Implante laminar segun la reivindicacién 1 o 2, caracterizado por el hecho de que la proteina extracelular es gelatina.

4. Implante laminar segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por el hecho de que la proteina
extracelular no es reticulada.

5. Implante laminar segin una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por el hecho de que el estrato de
pericardio esta cubierto por una cara con el estrato esponjoso.

6. Implante laminar segin una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por el hecho de que la superficie girada
hacia el estrato esponjoso del estrato de pericardio esta asperizada.

7. Implante laminar segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por el hecho de que el estrato esponjoso
esta liofilizado como base en el estrato de pericardio.

8. Implante segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por el hecho de que el estrato de pericardio
presenta un espesor de entre 0,1 y 4 mm, preferiblemente 0,5y 2 mm.

9. Implante laminar segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por el hecho de que el estrato esponjoso
posee un grosor de estrato de 1 hasta 10, particularmente de 2 hasta 5, preferiblemente de 3 hasta 4 mm.

10. Implante laminar segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por el hecho de que el estrato de
pericardio posee un peso por unidad de superficie de 50 hasta 180 g/mz.

11. Implante laminar segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por el hecho de que el estrato esponjoso
posee un peso por unidad de superficie de 30 hasta 300 g/m2.

12. Implante laminar segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por el hecho de que el estrato
esponjoso presenta una capacidad de absorcion de liquido, que corresponde a de 20 hasta 60 veces, particularmente de 30
hasta 60 veces, su propio peso.

13. Implante laminar segin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por el hecho de que el estrato
esponjoso se puede empapar completamente con agua en un periodo de < 100 s, particularmente < 60 s.

14. Procedimiento para la fabricacion de un implante para la sustitucion y/o cierre de la duramadre, preferiblemente como
duramadre en aposicién, donde un estrato de pericardio y al menos un estrato de proteina extracelular se liofilizan y se unen
el uno al otro.
15. Uso de

a) un estrato de pericardio liofilizado de origen biologico y

b) al menos un estrato esponjoso de proteina extracelular liofilizada para la fabricacién de un implante laminar
segun una de las reivindicaciones 1 hasta 13.
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