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Descripcion

Recubrimiento de membrana amniética para una superficie de tejido y dispositivos que facilitan la sujecién de las
membranas

Antecedentes de la invencion

Las composiciones amniodticas, tales como la membrana amnidtica y los extractos de la membrana amniética, obtenidas
a partir del tejido amnidtico procedente de mamiferos, tales como seres humanos, cerdos o caballos, incluyen factores
de crecimiento biolégico. La membrana amnidtica es una membrana biolégica que recubre la superficie interna de la
cavidad amnidtica y comprende un epitelio simple, cuboidal, una membrana basal densa, y una capa mesenquimal
avascular que contiene acido hialurénico. Las composiciones amnitticas se conocen por reducir la inflamacion, el
crecimiento fibrovascular hacia adentro, y por facilitar la epitelizacion en modelos animales. Se cree que la membrana
amnidtica desempefia una funcién en el proceso curativo de heridas sin dejar cicatrices en un feto (Tseng, S.-C.-G., y
otros, "Suppression of Transforming Growth Factor-Beta Isoforms, TGF-B Receptor Type Il, and Myofibroblast
Differentiation in Cultured Human Corneal and Limbal Fibroblasts by Amniotic Membrane Matrix", J. Cell. Physiol., 179:
325-335 (1999)).

La membrana fetal, que incluye el amnios (membrana amnidtica) y el corion, se ha usado en cirugias, documentado ya
en 1910 con su uso por Davis en la piel quemada y ulcerada (Davis, J.W., "Skin Transplantation With a Review of 550
cases at the Johns Hopkins Hospital", Johns Hopkins Med. J., 15: 307 (1910). A comienzos de 1973, Trelford y
colaboradores reportaron otros usos del amnios, que incluian, por ejemplo, un uso para reemplazar el peritoneo pélvico,
un uso en las heridas de la piel de espesor completo, un uso para recubrir las superficies profundas expuestas en los
procedimientos de injerto de pediculo, un uso como un injerto sobre el defecto quirtrgico de la glosectomia total, y en la
prevencion de las adhesiones meningocerebrales después de una lesién en la cabeza (Véase Trelford and Trelford-
Sauder, "The Amnion in Surgery, Past and Present”, Am. J. Obstet. Gynecol., 134: 833 (1979)).

Las composiciones amnitticas se han usado para el tratamiento del tejido corneal lesionado. Por ejemplo, el trasplante
de membrana amnidtica se ha usado para la reconstruccion de la superficie ocular para las quemaduras quimicas y
térmicas agudas (Kim, J.-C., Y Tseng, S.-C.-G., "A Transplantation of Preserved Human Amniotic Membrane for Surface
Reconstruction in Severely Damaged Rabbit Corneas"”, Cornea 14(5): 473-484 (1995)). La técnica quirdrgica de sutura
se usa para asegurar la membrana amniética trasplantada a una superficie de tejido, ya sea interna o externamente (Id.
en 475). Por ejemplo, en el caso de un tejido corneal lesionado, ya sea si la membrana amnidtica se usa como un injerto
permanente o como un parche temporal, las suturas se usan para asegurar la membrana en el ojo de un paciente en un
quiréfano principal.

En este contexto, la patente de los Estados Unidos nim. 5,932,205 describe los métodos para tratar el tejido corneal
fotoextirpado, que incluye poner en contacto dicho tejido con una lente de contacto que incluye una composicion
amnidtica.

Aunque, por ejemplo, la membrana amniotica puede suturarse a una superficie ocular, puede que no sea posible llevar a
los pacientes bajo cuidados criticos al quir6fano para la necesaria cirugia del ojo. Por lo tanto, existe una necesidad de
un dispositivo para facilitar el uso de la membrana amniética para el tratamiento de un tejido lesionado o enfermo, tal
como, por ejemplo, el tejido corneal quemado quimicamente o térmicamente, sin el requerimiento de suturar la
membrana en el lugar.

La sutura se ha usado ademas para sujetar la membrana amniética a un inserto de cultivo, tal como un anillo de
silicona, para su uso en el cultivo de células. La fabricaciéon de insertos de cultivo mediante el método de la sutura, sin
embargo, consume mucho tiempo. Por lo tanto existe una necesidad de un método eficiente para fabricar insertos de
cultivo.

Resumen de la invencién

En consecuencia, la presente invencién proporciona un recubrimiento de la superficie de tejido como se expone en las
reivindicaciones 1 a 14. El recubrimiento de la superficie de tejido puede usarse como un parche temporal para reducir
la inflamacién y la cicatrizacion, facilitando asi la curacion de las heridas y restaurando la comodidad y la vision.

En la presente se describe un método de sujecién de una membrana entre un primer anillo con broche a presién y un
segundo anillo con broche a presion, el primer anillo con broche a presién que incluye una superficie que comprende
una pluralidad de columnas sujetadoras separadas, y el segundo anillo con broche a presién que incluye una superficie
que define una pluralidad de aberturas de las columnas sujetadoras separadas, el método que incluye las etapas de
poner en contacto la membrana a sujetar con la superficie del primer anillo; posicionar la membrana sobre el primer
anillo, de manera que se recubra completamente el primer anillo con la membrana; posicionar el segundo anillo sobre el
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primer anillo para la alineaciéon de al menos una de las columnas sujetadoras separadas con al menos una de las
aberturas de las columnas sujetadoras separadas; y acoplar con bloqueo el primer anillo con el segundo anillo,
mediante la insercién de al menos una de las columnas en una abertura de la columna sujetadora, de manera que se
sujete la membrana entre el primer anillo y el segundo anillo.

En consecuencia, un compuesto de la invencién es un inserto de cultivo que incluye un primer anillo con broche a
presion que tiene una primera superficie; una pluralidad de columnas sujetadoras separadas localizadas sobre la
primera superficie; un segundo anillo con broche a presién que tiene una segunda superficie que define una pluralidad
de aberturas de las columnas sujetadoras separadas sobre la misma, en donde al menos una de las aberturas se
separa para alinearse con una posicion de al menos una de las columnas cuando los dos anillos se acoplan durante el
montaje; y una membrana que se sujeta entre los dos anillos con broche a presién.

En la presente se describe un método para preparar un recubrimiento de biopolimero para una superficie de tejido que
incluye las etapas de poner en contacto una membrana de biopolimero con la superficie de un primer anillo que tiene un
borde anular externo y un didametro exterior dimensionado para el ajuste con broche a presion dentro del diametro
interior de un segundo anillo que tiene un borde anular interno; posicionar la membrana sobre el primer anillo, de
manera que se recubra completamente el primer anillo con la membrana y se envuelva la membrana sobre el borde
anular externo del primer anillo; posicionar el segundo anillo sobre el primer anillo para la alineacién coaxial con él; y
acoplar con bloqueo el primer anillo con el segundo anillo, de manera que se sujete la membrana entre el primer anillo y
el segundo anillo, y se fabrique un recubrimiento de biopolimero para una superficie de tejido.

En consecuencia, un compuesto de la invencion es un recubrimiento de la superficie de tejido que incluye un primer
anillo que tiene un borde anular externo y un diametro exterior; una membrana que recubre completamente el primer
anillo, la membrana que se envuelve sobre el borde anular externo del primer anillo; y un segundo anillo que tiene un
borde anular interno y un diametro interior, el diametro interior del segundo anillo que se dimensiona para el ajuste con
broche a presion sobre el diametro exterior del primer anillo, y que se posiciona sobre el primer anillo para la alineacion
coaxial con él; la membrana que se sujeta entre el primer anillo y el segundo anillo mediante un acoplamiento de
blogueo del primer anillo con el segundo anillo durante el montaje del recubrimiento de la superficie de tejido.

Un recubrimiento de membrana amniética para una superficie de tejido de acuerdo con una modalidad de la invencion
puede componerse de un soporte que es flexible o que se moldea para ajustarse al contorno de una superficie de tejido
dada. Por ejemplo, un recubrimiento de membrana amnidtica para una superficie de tejido puede moldearse para
ajustarse al contorno de la superficie ocular, y para recubrir una porcion de la superficie ocular o toda la superficie
ocular, para formar un vendaje para el ojo.

Después de la cirugia del ojo o la lesion del ojo, en lugar de vendar el parpado superior cerrado sobre el ojo, o suturar
los péarpados superior e inferior juntos sobre el ojo, o suturar la membrana amnidtica a la superficie ocular, un
recubrimiento de membrana amniética para una superficie de tejido ocular de acuerdo con una modalidad de la
invencion puede colocarse entre los parpados y la cornea para funcionar como una lente de contacto de vendaje. El
recubrimiento de membrana amniética puede proteger la cornea, favorecer la curacion, eliminar la necesidad de
inmovilizar los parpados, eliminar la necesidad de suturar, puede extraerse o reemplazarse facilmente, y puede servir
como un vehiculo de suministro de farmacos de liberacion controlada.

De acuerdo con una modalidad de la invencidén, un recubrimiento para una superficie de tejido incluye un soporte. El uso
de un soporte no sdlo facilita la insercion o la colocacion del recubrimiento sobre una superficie de tejido y la extraccién
del recubrimiento de la superficie de tejido, sino que también reduce la posibilidad de desgarrar una membrana fragil
unida al mismo.

Un recubrimiento de membrana amnidtica para una superficie de tejido puede moldearse para ajustarse al contorno de
una superficie de tejido dentro del cuerpo, y puede implantarse en un sitio de tejido deseado. El recubrimiento para una
superficie de tejido puede moldearse ademas para interactuar con una combinacién de un tejido implantado y el propio
tejido corporal del receptor, para facilitar la aceptacién del tejido implantado por el sistema inmune del receptor mediante
el blindaje o aislamiento del tejido trasplantado de las células inmunes del receptor.

El trasplante de la membrana amniética, tanto por medio de un injerto permanente, para que las células huéspedes
crezcan sobre o en la membrana; como por medio de un parche, apdsito, o vendaje temporal, es (til para una variedad
de indicaciones oftalmicas, y es efectivo en la facilitacion de la curacién de heridas epiteliales, y en la reduccién de la
inflamacién estromal, la cicatrizacion y la formacién de nuevos vasos sanguineos no deseados.

Asi, la invencién puede usarse como un soporte con una membrana amniética unida al mismo, para su uso como un
parche temporal aplicado a una superficie ocular infligida con cualquiera de varias enfermedades y accidentes. Estos
incluyen guemaduras quimicas agudas de la superficie ocular (10;11;18;26;27), que siguen siendo una de las
emergencias oftalmicas mas devastadoras y desafiantes. Las quemaduras quimicas, especialmente alcalinas, provocan
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una inflamacién severa, que frecuentemente se vuelve incesante y crénica. Como resultado, los tejidos de granulacion
mezclados con la necrosis conducen invariablemente a la cicatrizacion prominente. La cicatrizacion en la superficie
corneal reducira la vision, en la conjuntiva provocara la restriccion de la motilidad, y en los parpados provocara la
exposicion, el microtrauma mecanico (debido a las pestafias mal dirigidas y la queratinizacion), o la sequedad.

Los pacientes con lesiones con peligro de muerte frecuentemente no pueden someterse a una cirugia de emergencia,
por ejemplo el trasplante de un injerto de membrana amniética, para tratar quemaduras quimicas o térmicas del ojo. El
uso de un recubrimiento de membrana amnidtica para una superficie ocular, como un parche temporal, que es una
"lente de contacto" de apédsito o de vendaje, puede usarse como un tratamiento de emergencia. Debido a que el
recubrimiento de membrana amnidtica para una superficie ocular es "sin sutura”, facilitard la comodidad del cuidado del
paciente (por ejemplo, aplicable en las unidades de cuidados intensivos o de quemados para pacientes que no pueden
llevarse al quiréfano para la cirugia necesaria), y nos permitira explorar otras aplicaciones clinicas en el futuro. Ademas,
puede usarse en las practicas de consultorio para eliminar instalaciones quirdrgicas engorrosas y costosas.

Las terapias convencionales con varios tratamientos médicos para suprimir la inflamacion y estimular la curacion de las
heridas tienen un éxito limitado. La mayoria de los pacientes con quemaduras quimicas, peores que las de gravedad de
grado |, enfrentan eventualmente un dafio severo de la superficie ocular en la etapa posterior. Recientemente se ha
demostrado que el trasplante de membrana amnidtica como un parche temporal reduce la inflamacion y la cicatrizacion,
facilitando asi la curacién de las heridas y restaurando la comodidad y la visién (26).

La membrana amniética como un parche temporal también se ha usado con éxito para suprimir la inflamacion, favorecer
la curacion, y prevenir la cicatrizacion en pacientes que sufren el sindrome de Stevens Johnson o necrolisis epidérmica
toxica en la fase aguda (36). Los pacientes que sufren el sindrome de Stevens Johnson, si no son fatales durante el
cuidado ya sea en la unidad de cuidados intensivos o la unidad de quemados, frecuentemente se infligen con una
enfermedad causante de ceguera debido al pobre manejo de la complicacion de la superficie ocular. Esto se debe a que
la ruptura de la superficie no se trata oportunamente en la fase aguda, mientras el paciente se encuentra bajo cuidados
intensivos.

Un recubrimiento de membrana amniética para una superficie de tejido de acuerdo con una modalidad de la invencion
puede usarse ademas para reducir el dolor ocular y la neblina corneal en los pacientes que reciben cirugias con laser
excimer, y para mejorar el éxito de la implantacion de la queratoprotesis.

La membrana amniética adecuada para su uso en una modalidad de la invencion puede adquirirse, procesarse y
prepararse de acuerdo con las ensefianzas de las patentes de los Estados Unidos nim. 6,152,142 y 6,326,019.

Las membranas amnidticas adecuadas para su uso en una modalidad de la invencion estan disponibles comercialmente
bajo el nombre comercial de AmnioGraftTM, distribuidas por Bio-Tissue (Miami, Florida).

La membrana amniética preservada carece de células alogénicas viables pero conserva sus efectos antiinflamatorios y
anticicatrizantes. Este novedoso método de preparacion se ha probado por otros para desvitalizar todas las células
alogénicas (6), eliminando asi el potencial efecto secundario del rechazo al aloinjerto, pero conservando las propiedades
de la membrana amnidtica, es decir, la facilitacion de la epitelizacion, y la reduccion de la inflamaciéon estromal, la
cicatrizacion y la formacién de vasos sanguineos no deseados que estan inherentemente presentes in utero (2-5).

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1A es una vista en elevacion transeccional parcial de un aparato (30) para acoplar por friccion una banda
radialmente elastica (24), que muestra un aparato (30) y una banda (24) posicionada sobre el apice de un expansor de
forma conica (20), y la base del expansor (20) en contacto con un anillo que tiene una ranura anular periférica para
recibir a una banda (24) (no de la invencién).

Las Fig. 1B-1D representan el uso de un aparato (30) para impulsar a una banda (24) en una direccién desde el apice
de un expansor (20) hacia la base de un expansor (20), y hacia dentro de la ranura anular periférica en el anillo (no de la
invencion).

La Fig. 2 es una vista en elevacion transeccional parcial de un expansor conico (20) (no de la invencién).

La Fig. 3A es una vista en elevacion transeccional parcial de un aparato (30) usado para impulsar a una banda (24)
sobre la superficie externa del expansor (no de la invencion).

La Fig. 3B es una vista en seccidn transversal de un aparato (30) (no de la invencion).

La Fig. 4A representa una vista en elevacion de una junta térica (24) (no de la invencion).
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La Fig. 4B es una vista en elevacién de un anillo (22) que tiene una ranura anular periférica (23) (no de la invencion).

La Fig. 4C representa un anillo (22) envuelto con una membrana amniética (35) (no de la invencion).

La Fig. 4D representa un inserto de cultivo que incluye una membrana (35) que recubre un anillo (22), la membrana se
asegura por una junta torica (24) insertada en la ranura anular interna de un anillo (22), con el inserto de cultivo
colocado en una placa de cultivo (no de la invencion).

La Fig. 5A representa una junta térica (25) (no de la invencién).

Las Fig. 5B y 5C representan una junta térica (25) envuelta con una membrana (35) (no de la invencién).

La Fig. 5D representa una junta torica (25) envuelta insertada en la ranura anular interna (21) de un anillo (22) para
formar un inserto de cultivo, el inserto se muestra colocado en una placa de cultivo (no de la invencién).

Las Fig. 6A y 6B son vistas en perspectiva de unas secciones de dos anillos con broche a presion.
La Fig. 6C es una vista en perspectiva de los anillos de las Fig. 6A y 6B en acoplamiento de bloqueo entre si.

La Fig. 6D es una vista en perspectiva transeccional parcial de los anillos de las Fig. 6A y 6B con una membrana (35)
sujetada entre los anillos.

La Fig. 6E es una ampliacién de una seccion de la Fig. 6D para mostrar mejor una membrana (35).
La Fig. 6F es una vista superior en planta de una membrana (35) sujetada entre los anillos de las Fig. 6A 'y 6B.

La Fig. 6G es una vista en elevacion transeccional parcial de dos anillos con broche a presion, el anillo interno (37) que
tiene unas rebabas en la superficie periférica externa del mismo.

La Fig. 6H es una vista en seccion de un anillo interior 37, que tiene unas rebabas en el borde externo del mismo.

La Fig. 7A es una vista en perspectiva de un anillo con broche a presion (41), que incluye unos agujeros (42) en el
mismo para ajustarse sobre unas columnas sujetadoras (40) en un segundo anillo (39) mostrado en la Fig. 7C.

La Fig. 7B es una vista en perspectiva de un anillo (41) con una membrana (35) envuelta en el mismo.

La Fig. 7C es una vista pictérica de un anillo con broche a presion (39) que incluye unas columnas sujetadoras
separadas (40) en el mismo.

La Fig. 8A representa una membrana (35) posicionada sobre un anillo (46) con una hendidura cortada (45), la
membrana (35) que se empuja hacia la hendidura (45) en la superficie periférica de un anillo (46) (no de la invencion).

La Fig. 8B representa un anillo (46) con una membrana ligeramente adherente (35) empujada o insertada en una
hendidura 45, el anillo (46) que se saca de un molde (44) mediante una pinza, (no de la invencién).

La Fig. 8Crepresenta un anillo (46) con una membrana ligeramente adherente (35) que se empuja o inserta en una
hendidura 45 (no de la invencion).

La Fig. 8D representa un anillo (46) con una membrana ligeramente adherente (35), un anillo (46) que se rota para
envolver el anillo en una membrana amniética (no de la invencion).

La Fig. 8E representa un anillo (46) envuelto con una membrana (35) (no de la invencion).

La Fig. 9A es una vista en perspectiva de un anillo (48) con unas hendiduras cortadas (50) en la superficie superior del
mismo. (no de la invencion).

La Fig. 9B es una vista en seccion transversal de una porcion de un anillo (48) que muestra una membrana (35) en una
hendidura (50) (no de la invencion).

La Fig. 9C es una vista en seccién de una porcién de un anillo (48) (no de la invencion).

La Fig. 9D es una vista superior en planta de un anillo (48), que muestra una membrana (35) que recubre una porcién
de un anillo (48), el borde de la membrana (35) que se inserta en las hendiduras (50) (no de la invencion).

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2541354713

La Fig. 10A es una vista transeccional parcial de un anillo con broche a presion externo.

La Fig. 10B es una vista transeccional parcial de un anillo con broche a presion interno que tiene un borde de agarre
(56).

La Fig. 10C es una vista transeccional parcial de los anillos con broche a presion de las Fig. 10A-10B acoplados con
blogqueo.

La Fig. 10D es una vista superior en planta de un recubrimiento de biopolimero para una superficie de tejido con una
membrana (35) sujetada entre los anillos con broche a presion de las Fig. 10A y 10B, que muestra como la membrana
puede posicionarse en la parte superior del recubrimiento.

La Fig. 11A es una vista pictorica de un soporte (72) con un pegamento (84) afiadido a una superficie del mismo (no de
la invencion).

La Fig. 11B es una vista pictorica de un soporte (72) con un pegamento (84) en contacto con una membrana (35)
posicionada sobre el soporte (72) (no de la invencién).

La Fig. 11C es una vista pictorica de una membrana (35) envuelta sobre un soporte (72) para formar un recubrimiento
de membrana amnidtica para una superficie de tejido (78) (no de la invencion).

La Fig. 12A es una vista pictorica de un soporte (72) colocado en contacto con una membrana (35) a la que se ha
afiadido un pegamento (84) (no de la invencion).

La Fig. 12B es una vista pictérica de la membrana (35) que se ha envuelto sobre un soporte (72) para formar un
recubrimiento de membrana amnidtica para una superficie de tejido (no de la invencién).

La Fig. 13 es una vista en seccion de dos porciones de una membrana (35) dobladas sobre un soporte para formar un
recubrimiento de membrana amnidtica de dos capas para una superficie de tejido (90) (no de la invencion).

La Fig. 14A es una vista pictérica de un soporte (96) en contacto con una porcién central de un lado estromal (94) de
una membrana amnidtica (35) (no de la invencion).

La Fig. 14B es una vista en perspectiva de un recubrimiento de membrana amniética para una superficie de tejido (100),
gue muestra una membrana (35) doblada sobre un soporte (96) de manera que una porcion del lado estromal (94) de la
membrana (35) se adhiere a otra porcién del lado (94), manteniendo asi el soporte en su lugar (no de la invencién).

La Fig. 14C es una vista pictdrica de un recubrimiento (100), con una junta tdrica flexible (102) que se inserta bajo el
soporte recubierto (no de la invencian).

La Fig. 14D es una vista en perspectiva de una membrana amniética (35) posicionada sobre un soporte (96) (no de la
invencion).

La Fig. 15A es una vista en perspectiva de una membrana amniética (35) que se envuelve alrededor de un soporte (no
de la invencion).

La Fig. 15B es una vista en perspectiva del soporte envuelto mostrado en la Fig. 15A (no de la invencién).

La Fig. 15C es una vista en perspectiva de una junta térica flexible (102) que se inserta dentro del soporte del
recubrimiento de membrana amnidtica para una superficie de tejido de la Fig. 15B (no de la invencion).

La Fig. 15D es una vista pictérica del recubrimiento para una superficie de tejido que muestra la junta térica (102)
asentada dentro del soporte (no de la invencion).

La Fig. 16A es una vista pictdrica de un recubrimiento de membrana amniética para una superficie de tejido que muestra
una membrana (35) asegurada sobre un soporte de anillo ranurado (96) con un hilo de sutura (106) (no de la invencion).

La Fig. 16B es una vista pictorica de un recubrimiento de membrana amnidtica para una superficie de tejido que
representa una membrana (35) asegurada sobre un soporte de anillo ranurado (96) con un anillo de fijacion (112) y unas
suturas (106) (no de la invencién).

La Fig. 17A es una vista en seccién parcial de un anillo de soporte hueco (114) que tiene una superficie que define una
hendidura (117) (no de la invencién).
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La Fig. 17B es una vista en perspectiva de un anillo (114), recubierto ligeramente por una membrana (35), con
porciones de la membrana (35) presionadas hacia dentro de la hendidura (117) (no de la invencién).

La Fig. 17C es una vista pictorica de una grapa (no de la invencion).

La Fig. 17D es una vista en perspectiva de un inserto de cultivo que muestra una membrana (35) asegurada sobre un
soporte de anillo (114) con unas grapas (118) (no de la invencién).

La Fig. 17E es una vista en seccion parcial de un anillo (114) recubierto por una membrana (35) asegurada al anillo
(114) con una tachuela (120) (no de la invencion).

La Fig. 18A es una vista pictérica de un empague sellado para una membrana congelada en seco (128), el empaque
que tiene una solucién rehidratante en un compartimiento (126) y la membrana (128) en otro compartimiento (124) (no
de la invencion).

La Fig. 18B es una vista pictorica del empaque de la Fig. 18A con el sello roto y la membrana 128 posicionada en la
solucidn rehidratante (no de la invencion).

La Fig. 19A es una vista pictérica de un soporte (134) moldeado para ajustarse sobre una superficie ocular, el soporte
que tiene una composicion adhesiva (84), como se describié anteriormente, en contacto con una porcién de la superficie
periférica externa de un soporte (134), y una membrana (35) posicionada sobre la superficie interna del soporte (134), la
membrana (35) que se posiciona para doblarse hacia arriba y sobre la superficie periférica externa del soporte (134), de
manera que la membrana (35) esta en contacto con el pegamento (84) y se mantiene en su lugar mediante el
pegamento (84) (no de la invencién).

La Fig.19B es una vista en elevacion del recubrimiento para una superficie ocular mostrado en la Fig. 19A (no de la
invencion).

La Fig. 20A es una vista superior en planta de otra modalidad de un soporte para un recubrimiento de membrana
amnidtica para una superficie ocular, el soporte que tiene una ranura anular, biselada, interior (140), y una superficie
(134), y un borde redondeado, exterior (135) en la periferia de la misma (no de la invencion).

La Fig. 20B es una vista lateral en elevacion transeccional parcial que representa el perfil del soporte mostrado en la
Fig. 20A, el soporte que tiene una superficie anular interior inclinada (134) que se acopla con bloqueo a la ranura anular
(150) en las Fig. 21A y 21B (no de la invencion).

La Fig. 21A es una vista superior en planta de un soporte para un recubrimiento de membrana amniética para una
superficie ocular, el soporte que tiene una superficie interna concava inclinada (146); un borde anular redondeado (148);
y una ranura anular (150) que se acopla con bloqueo dentro de la superficie anular inclinada (134) en las Fig. 20A y 20B
(no de la invencién).

La Fig. 21B es una vista lateral en elevacién transeccional parcial que representa el perfil (148) de un soporte para un
recubrimiento de membrana amniética para una superficie ocular mostrado en la Fig. 21A, y que incorpora una ranura
anular (150) en la pared vertical inferior interior (no de la invencion).

Descripcion detallada de la invencion

A continuacién se proporciona una descripcion de las modalidades preferidas de la invencién. Se debe entender que las
modalidades particulares de la invencién se muestran a modo de ilustracion y no como limitaciones de la invencion. En
primer lugar, la invencion se describe en sus aspectos generales mas amplios, siguiendo con una descripcién mas
detallada. Las caracteristicas y otros detalles de las composiciones y métodos de la invencion se indicaran mas
adelante en las reivindicaciones.

La presente invencion se dirige a un aparato y unos métodos para sujetar una membrana amniética a un soporte;
insertos de cultivo; y recubrimientos para una superficie de tejido.

Una membrana amnidtica, como el término se usa en la presente, es una membrana biolégica que recubre la superficie
interna de la cavidad amnidtica y comprende un epitelio simple, cuboidal, una membrana basal densa, y una capa
mesenquimal avascular que contiene acido hialurénico. Generalmente, una membrana adecuada para su uso en una
modalidad tiene un espesor de entre aproximadamente 0.001 mm y aproximadamente 1 mm.

Como el término se usa en la presente, un "soporte" es un material sélido en contacto con una membrana o pelicula. Un
soporte usado en una modalidad es generalmente inerte. El soporte ayuda a moldear a una membrana o pelicula en
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una forma deseada, o ayuda en la retencion por la membrana o pelicula de una forma particular. Como el término se
usa en la presente, un "inserto de cultivo" es una lamina o membrana a la que se ha afiadido al menos una célula o al
menos una porcién de tejido, la lamina o membrana que se inserta o se coloca en un medio de cultivo.

Un "cultivo”, como el término se usa en la presente, se refiere al cultivo o al crecimiento de células, por ejemplo, las
células de tejido, en o sobre un medio nutritivo. Como es bien conocido para los expertos en la técnica de cultivo de
células o tejido, un cultivo de células se inicia generalmente al extraer las células o el tejido de un humano u otro animal,
disociar las células mediante su tratamiento con una enzima, y extender una suspension de las células resultantes en
una superficie plana, como la parte inferior de una placa Petri. Alli las células forman generalmente una fina capa de
células llamada "monocapa” al producir un material similar a la glicoproteina que provoca que las células se adhieran al
plastico o al vidrio de la placa Petri. Una capa del medio de cultivo, que contiene los nutrientes adecuados para el
crecimiento celular, se coloca entonces en la parte superior de la monocapa, y el cultivo se incuba para estimular el
crecimiento de las células.

Cualquiera de varios tipos de células puede expandirse sobre en un inserto de cultivo. Por ejemplo, las células
expandidas sobre un inserto de cultivo, que puede usarse después para fabricar un recubrimiento de membrana
amniodtica para una superficie de tejido de acuerdo con la invencién, pueden ser un tipo de célula usado para generar
una accion de la terapia génica.

La membrana amniética, preparada de acuerdo con la patente de los Estados Unidos nim. 6,452,142 de Tseng, es un
excelente sustrato para la expansion de las células madres epiteliales. Adicionalmente, un recubrimiento de membrana
amnidtica para una superficie de tejido puede incluir células de al menos un tipo que se han expandido sobre la porcién
de membrana amniética del recubrimiento. Un método para la expansion de las células madres epiteliales, las células
madres limbares y las células epiteliales limbares, extraidas de un ojo sano, se describe en la solicitud del PCT
publicada nim. WO 01/80760.

WO 01/80760 ensefia el uso de la membrana amniética (Bio Tissue, Miami, FL), procesada y conservada de acuerdo
con el método descrito en la patente de los Estados Unidos nim. 6,452,142 de Tseng, para la expansion de células.

En una modalidad de la invencién, un soporte sélido con una membrana amniética sujetada con o sin crioconservacion
adicional puede usarse como un sustrato, con la superficie de la membrana basal orientada hacia arriba para cultivar un
explante limbar con células madres epiteliales que se colocaran en el centro de la membrana con una gota de FBS
(suero fetal bovino) durante la noche para permitir una adhesion adecuada, y luego puede cultivarse como se describe
en detalle mas adelante en un medio adecuado.

Las células madres epiteliales, las células madres limbares y las células epiteliales limbares, extraidas de un ojo sano y
expandidas sobre una membrana amniética de un inserto de cultivo de acuerdo con la invencién, pueden usarse como
agentes terapéuticos en contacto con un recubrimiento de membrana amniética para una superficie de tejido puesta en
contacto con una superficie ocular, y pueden usarse para tratar una enfermedad en la que haya una deficiencia de
células madres o de células epiteliales limbares. Por ejemplo, un recubrimiento de membrana amnibtica para una
superficie ocular puede incluir células madres epiteliales limbares cultivadas y puede usarse como un injerto corneal.

En una modalidad de la invencion, un soporte sélido con una membrana amnidtica sujetada con o sin crioconservacion
adicional puede usarse como un sustrato, con la superficie de la membrana basal orientada hacia arriba para cultivar
células epiteliales pigmentarias de la retina (células RPE), como se ensefia en la solicitud provisional de los Estados
Unidos con niim. de serie 60/415,986.

Las células RPE expandidas y que han crecido sobre un inserto de cultivo de acuerdo con la invencion pueden
trasplantarse al espacio subretinal de acuerdo con un método ensefiado en la solicitud provisional de los Estados
Unidos num. 60/415,986.

Las células RPE expandidas sobre una membrana amnidtica pueden usarse para fabricar un recubrimiento biomolecular
para una superficie de tejido.

En vez de una monocapa, pueden cultivarse las porciones de érganos u 6rganos enteros. En algunos casos, las
porciones de tejido o células extraidas de un animal se colocan en un lamina o membrana, que puede estirarse como la
cabeza de un tambor. Después, la lamina o membrana, referida como un "inserto de cultivo”, se coloca en un
recipiente, tal como una placa Petri, recubierta con un medio de cultivo, y se incuba. Las células cultivadas de esta
manera tienden a crecer sobre la lamina o membrana, en lugar de en la parte inferior del recipiente. Los usos de las
células cultivadas y la membrana incluyen la ingenieria de tejidos para injertos.

En una modalidad la membrana sujetada al soporte es un recubrimiento de tejido. Como se usa en la presente, los
términos "recubrimiento de tejido", "recubrimiento para una superficie de tejido", y "recubrimiento” tienen el mismo

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2541354713

significado e incluyen, por ejemplo, un apésito, un vendaje, un pafio tal como una lente de contacto de vendaje, una
composicion o recubrimiento para proteger el tejido, un recubrimiento para evitar adhesiones, para excluir bacterias,
para inhibir la actividad bacteriana, o para estimular la curacion o el crecimiento del tejido. Como el término se usa en la
presente, "tejido" puede incluir cualquier coleccion de células o grupo integrado de células con una estructura y funcién
comunes, por ejemplo, las células de la piel, el tejido conjuntival, las células epiteliales corneales, el tejido éseo, el tejido
del higado, o el tejido pancreatico.

Método y dispositivo para sujetar una membrana a un soporte usando un expansor conico

Una membrana puede posicionarse sobre un soporte, por ejemplo, un primer anillo, de manera que se recubra
completamente el primer anillo con la membrana. Como se representa en las Fig. 1A-1D y la Fig. 2, una banda
radialmente elastica (24) se coloca sobre el apice de un expansor de forma coénica (20) que tiene un apice (27), una
base (28), y una superficie externa de diametro creciente desde el apice hacia la base del mismo, la base que tiene un
soporte (26). Un expansor de forma conica adecuado para uso en una modalidad se muestra en las Fig. 1A-1D, y la Fig.
2. La base (28) del expansor se coloca en contacto con un segundo anillo que tiene una ranura anular periférica para
recibir a la banda. Véase, por ejemplo, las Fig. 4C y 4D, que muestran un anillo de soporte (22) que tiene una ranura
anular periférica (23). La banda (24) se presiona entonces en una direccién desde el apice (27) del expansor sobre la
superficie externa del expansor hacia el soporte (26) de la base (28) del expansor, provocando de esta manera que la
banda se estire y forme un estado expandido radialmente. La banda se presiona adicionalmente sobre el soporte (26)
del expansor y hacia la ranura anular periférica en el segundo anillo, de manera que la banda se libera de forma
controlable desde el expansor y la banda se une al segundo anillo. El segundo anillo que tiene la banda unida al mismo
se pone entonces en contacto con la membrana sobre el primer anillo; y la banda se libera de forma controlable desde
el segundo anillo de manera que la banda se transfiere desde el segundo anillo hacia el primer anillo, de manera que se
sujeta la banda sobre la membrana y se sujeta la membrana al primer anillo.

En una modalidad de la invencién, la membrana comprende una membrana amniotica. Los métodos de preparaciéon de
membrana amniética adecuados para su uso en una modalidad de la invencidén son bien conocidos en la técnica y se
describen, por ejemplo en las patentes de los Estados Unidos numeros 6,326,019 B1 y 6,152,142 de Tseng. Los
métodos de preservacion de membrana amniética se describen ademas en WO 01/08716 Al.

La membrana amnidtica adecuada para su uso en una modalidad de la invencién se obtiene a partir de la placenta de
mamiferos, especialmente de la placenta humana, de la que se ha separado el corion. La membrana amniética usada
en una modalidad también puede proceder, por ejemplo, de una fuente equina, bovina, o alpaca. La membrana
amnidtica adecuada para su uso en una modalidad de la invencion incluye generalmente una capa epitelial, una
membrana basal, y una estroma, la combinacion de las tres capas que tiene preferentemente un espesor total de entre
aproximadamente 0.05 mm a aproximadamente 0.5 mm. Las laminas de la membrana amniética pueden cortarse a la
medida, montarse sobre un papel de filtro, y almacenarse en una solucion de almacenamiento. La solucion de
almacenamiento comprende un medio de cultivo y un agente hiperosmético, en donde se mantiene la hidratacion de la
membrana amniética. La membrana puede impregnarse con agentes terapéuticos, antes de su almacenamiento o antes
de su uso.

En otra modalidad, la membrana es una membrana de biopolimero tal como un derivado de &cido hialurénico o un
derivado de colageno, en donde un extracto bioquimico de la membrana amniética u otra composicién amniética se une
a la superficie de la membrana de biopolimero, o queda atrapado dentro de la membrana de biopolimero.

El anillo que tiene una ranura anular periférica puede componerse de un material polimérico, tal como silicona o espuma
de silicona. El anillo puede componerse de metacrilato de polimetilo, politetrafluoroetileno, o poliuretano. El anillo puede
también componerse de un material que es un vidrio 0 una ceramica.

Las Fig. 1A-1D, y la Fig. 2 muestran la impulsién de la banda sobre la superficie externa del expansor que se lleva a
cabo mediante las etapas de poner en contacto la banda colocada sobre el apice (27) del expansor (20) con un aparato
mostrado en las Fig. 1A-1D, y en las Fig. 3A y B. El aparato, mostrado en detalle en las Fig. 3A y 3B, de acuerdo con
una modalidad incluye una canula que se extiende longitudinalmente (34) que tiene una porcion de extremo proximal y
una porcién de extremo distal (33), la canula que define un orificio que se extiende longitudinalmente a través de la
misma desde la porcion de extremo proximal hasta a la porcion de extremo distal, y la canula que se ajusta
coaxialmente sobre el apice (27) del expansor (20) y que es radialmente expandible en la porcién de extremo distal (33).
De acuerdo con una modalidad, la banda colocada sobre el expansor (20) se acopla por friccion con la porciéon de
extremo distal (33) de la canula, y se presiona sobre la superficie externa del expansor (20) al hacer avanzar la canula
hacia la base (28) del expansor (20).

El expansor (20) define un espacio receptor de varilla (29) que tiene un primer didmetro y que se extiende
longitudinalmente desde el apice (27) del expansor al menos parcialmente a través de la base (28) del expansor (Véase
la Fig. 2.). Las Fig. 1A y 3A muestran el aparato (30) en una configuracion no tensada. La canula (34) del aparato de la
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invencion comprende ademas una varilla (32) que se extiende a través del orificio de la canula, la varilla que tiene un
segundo diametro que es menor que el primer didmetro, la varilla que se ajusta coaxialmente en el espacio receptor de
varilla (29) del expansor para acoplarse por friccion al expansor y actuar como un tope para controlar el movimiento de
la canula cuando la canula se ajusta coaxialmente sobre el apice del expansor y se hace avanzar hacia la base del
expansor.

La canula tiene una primera forma, como se muestra en las Fig. 1A y 3A, que es sustancialmente cilindrica cuando no
se somete a una tensién mecanica, y una segunda forma en la que la porcién de extremo distal (33) es sustancialmente
un reborde radial (como se muestra en las Fig. 1C y 1D) cuando se somete a una tensién mecanica en una direccion
perpendicular al eje de la canula. La segunda forma de la canula, en la que la porcion distal (33) forma una reborde
radial, le permite a la canula avanzar sobre el expansor, y ponerse en contacto de agarre o friccion con una banda
elastica (24) colocada sobre el apice del expansor.

Para lograr la forma de reborde radial, un aparato de acuerdo con una modalidad puede componerse de un material
flexible. Un material flexible, como el término se usa en la presente, es una material que puede doblarse o deformarse y
es capaz de volver a su forma original en un mayor grado que un material no flexible.

Las Fig. 1A-1D y 3A y B muestran la porcion de extremo distal (33) de la canula del aparato que incluye una pluralidad
de segmentos definidos por una pluralidad de hendiduras cortadas longitudinalmente (31) en su interior, los segmentos
que tienen una porcién de cuerpo y una porciéon de extremo, y en donde a medida que la canula se hace avanzar sobre
la superficie de dicho expansor hacia la base de dicho expansor los segmentos del mismo se extienden hacia fuera en
una direccion radial (como se muestra en las Fig. 1B-D, formando de esta manera el reborde radial, y en donde la
porcién de extremo de los segmentos es capaz de acoplarse por friccion a la banda radialmente elastica colocada sobre
el apice del expansor.

La expansion de la banda elastica se logra al aplicar una fuerza a una banda que se ha colocado sobre el apice (27) de
un expansor coénico (20), y al presionar la banda sobre la superficie exterior del expansor (20) desde el apice (27) o
extremo de pequefio diametro hacia la base (28) o extremo de mayor diametro, la base (28) que tiene un soporte (26),
expandiendo de esta manera la banda. La banda se presiona adicionalmente sobre el soporte (26) y hacia una ranura
anular periférica en un anillo colocado en contacto con la base (28) del expansor (22). En una modalidad, la banda se
empuja manualmente al poner en contacto la banda con una mano, por ejemplo, y al empujar la banda sobre el soporte
y hacia la ranura.

En la presente se describe un anillo (22), por ejemplo, el anillo de la Fig. 4B, que tiene una ranura anular periférica (23)
y en contacto con la base (28) del expansor (20) se coloca un dispositivo de retencion que tiene un borde anular, el
borde que es curvado para facilitar una liberaciéon controlada de la banda. En una modalidad, el anillo o dispositivo de
retencion esta equipado con un medio accionador, por ejemplo, un brazo de palanca que puede empujarse hacia arriba
contra la banda desde abajo de la banda, proporcionando un espacio entre la banda y el borde del dispositivo de
retencion. De acuerdo con una modalidad, la banda expandida se mueve entonces a través del espacio de una manera
controlada por medio de su propia fuerza elastica almacenada desde el dispositivo de retencién hasta un soporte, tal
como un inserto de cultivo. Cuando la banda se libera del dispositivo de retencién, la banda se transfiere desde el
dispositivo de retencion hacia el soporte, y una membrana se sujeta al soporte.

Método y dispositivo para sujetar una membrana entre un anillo ranurado y una junta térica

Las Fig. 4A-Fig. 4D muestran un dispositivo y un método para preparar el dispositivo que comprende sujetar una
membrana a un anillo (22) que tiene una superficie interna que define un agujero y que tiene al menos una ranura anular
(23) dimensionada para recibir a una junta térica. El dispositivo se forma mediante un método que incluye las etapas de
poner en contacto la membrana a sujetar con el anillo (22); posicionar la membrana (35) sobre el anillo (22), de manera
que se recubra completamente el anillo (22) con la membrana; e insertar la junta térica (24) en la ranura anular, de
manera que se sujete la membrana al anillo. En consecuencia, un compuesto de la invencion es un inserto de cultivo
gue incluye un anillo (22) que tiene una superficie interna que define un agujero y que tiene al menos una ranura anular
(23) dimensionada para recibir a una junta térica (24); una membrana (35) montada en el anillo (22), la membrana (35)
que recubre completamente el anillo (22); y la junta térica (24) que se inserta en la ranura anular (23) para sujetar la
membrana al anillo (22) durante el montaje.

En la presente se describe un método y un dispositivo mostrado en las Fig. 5A-Fig. 5D, una junta térica (25) se recubre
primeramente con la membrana (35). Como tal, otra modalidad de la invenciéon es un método de sujecion de una
membrana entre una junta térica (25) que tiene una superficie anular periférica externa y un anillo (22) que tiene una
superficie anular interna que define un agujero y que tiene al menos una ranura anular (21), el método que incluye las
etapas de poner en contacto la membrana a sujetar con la junta térica (25); posicionar la membrana (35) sobre la junta
térica (25), de manera que se recubra completamente la junta térica (25) con la membrana (35); envolver la membrana
(Véase la Fig. 5B) sobre la superficie anular periférica externa de la junta térica (25) para formar una junta térica
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envuelta (Véase la Fig 5C.); e insertar la junta térica envuelta en la ranura anular (21) (véase la Fig. 5D.), de manera
que se fije la membrana (35) entre la junta térica (25) y el anillo (22). El dispositivo formado de acuerdo con una
modalidad de la invencién es un inserto de cultivo, y puede colocarse en una placa de cultivo, como se muestra en la
Fig. 5D.

La membrana puede comprender una membrana amnidtica. En otra modalidad, la membrana es un derivado de acido
hialurénico, colageno o un derivado de colageno, o un material formado a partir de policarbonato, tereftalato de
polietileno, poliéster o estireno-acrilonitrilo. Una membrana y un soporte usados en una modalidad comprenden uno o
mas materiales biocompatibles. "Biocompatible”, como se usa el término en la presente, se refiere a un material que no
tiene efectos tdxicos o perjudiciales médicamente inaceptables sobre una funcion biolégica.

La Fig. 4B muestra que la ranura anular (23) se localiza en la periferia del anillo. Como se muestra en la Fig. 5D la
ranura anular (21) se localiza en la superficie anular interna del anillo. Pueden haber dos ranuras anulares.

En aun otra modalidad (que se muestra en las Fig. 6A-6F) la membrana (35) puede unirse a un soporte al colocar la
membrana (35) sobre un anillo de soporte inferior mostrado en la Fig. 6B y, después, comprimir o intercalar la
membrana (35) entre el anillo de la Fig. 6B y el anillo de la Fig. 6A, presionando juntos los anillos, los anillos que tienen
un ajuste con broche a presion, como se muestra en las Fig. 6C - 6F. Como el término se usa en la presente, un "ajuste
con broche a presion” se refiere al ajuste de un primer anillo (Fig. 6B) con un segundo anillo concéntrico (6A), en donde
los dos anillos pueden unirse entre si por medio de un borde anular periférico del primer anillo (Fig. 6B) que se acopla
con bloqueo a un borde anular interno del segundo anillo (Fig. 6A), como se representa en 6C. Tal como se usa en la
presente, el término "anillos con broche a presion” se refiere a dos anillos concéntricos que tienen un ajuste con broche
a presion. Por ejemplo, la Fig. 6D es una vista en seccién en perspectiva de dos anillos con broche a presiéon que
comprenden un soporte para una modalidad de un recubrimiento de membrana amnidtica para una superficie de tejido
tal como una superficie ocular. El recubrimiento, una membrana amniética (35) sujetada entre dos anillos con broche a
presion, se muestra como la vista superior en planta de la Fig. 6F, y puede usarse como un vendaje o apdsito para las
guemaduras quimicas o térmicas en el ojo. La Fig. 6D, una vista de seccién completa del recubrimiento, muestra la
membrana amnidtica (35) sujetada entre los anillos con broche a presion de las Fig. 6A-6C.

La Fig. 6G es una vista lateral en seccién transversal parcial de dos anillos con broche a presién, en donde el anillo
interior (37) tiene unas rebabas (38) en los bordes externos del mismo. Las rebabas (38) y la costura (40) pueden
usarse para ayudar a mantener a la membrana en su lugar entre el anillo interior (37) y el anillo exterior (43). La Fig. 6H
es una vista en perspectiva en seccidn del anillo con broche a presion interior de la Fig. 6G, que muestra las rebabas
(38) a lo largo del borde exterior del mismo.

Uso de miembros soporte que tienen columnas sujetadoras y aberturas de las columnas sujetadoras

En la presente se describe un dispositivo y un método que usa un sistema de sujeciéon que permite la unién de una
membrana a dos miembros de soporte, por ejemplo, dos anillos, sin la necesidad de implementos o pegamento. Los
sujetadores, que pueden ser continuos con el cuerpo de los miembros de soporte, comprenden dos miembros, una
columna sujetadora, que también se refiere como un " pasador macho con broche a presiéon”, y una abertura de la
columna sujetadora, que sirve como un receptor para la columna sujetadora. La abertura de la columna sujetadora se
refiere ademas como un "agujero hembra con broche a presion”. Las columnas sujetadoras definen puntas o zonas
salientes sobre la superficie de una de las piezas de soporte o los anillos con broche a presion. Las aberturas de las
columnas sujetadoras sobre la superficie de una de las piezas de soporte se separan y configuran para corresponderse
0 acoplarse con bloqueo con las columnas sujetadoras. De acuerdo con una modalidad ilustrada en las Fig. 7A-7C, una
membrana se sujeta entre un primer anillo con broche a presion (39) (Fig. 7C) y un segundo anillo con broche a presion
(41) (Fig. 7A). De acuerdo con una modalidad, el primer anillo con broche a presién (39) incluye una superficie que
comprende una pluralidad de columnas sujetadoras separadas (40), y el segundo anillo con broche a presién (41)
incluye una superficie que define una pluralidad de aberturas de las columnas sujetadoras separadas (42). En otra
modalidad, cada uno del primer y segundo anillos con broche a presidon comprende una superficie que incluye unas
columnas sujetadoras separadas entre unas aberturas de las columnas sujetadoras.

El montaje de un inserto de cultivo o de un recubrimiento de membrana amniética para una superficie de tejido usando
una membrana amniotica y dos soportes o anillos de acuerdo con una modalidad se logra faciimente, y la membrana
amnidtica y los soportes requeridos para fabricar un inserto de cultivo o un recubrimiento para una superficie de tejido
pueden suministrarse como componentes de un estuche de acuerdo con una modalidad. El acoplamiento de
interbloqueo de los soportes que tienen columnas sujetadoras acopladas con las aberturas de las columnas sujetadoras
es seguro, ya que se requiere una fuerza considerable para separar las columnas sujetadoras de las aberturas de las
columnas sujetadoras.

Los soportes o anillos pueden fabricarse, de acuerdo con una modalidad particular, a partir de un material flexible. Un
material flexible, como el término se usa en la presente, es una material que puede doblarse o deformarse y capaz de
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volver a su forma original en un mayor grado que un material no flexible. Una modalidad incluye, por ejemplo, un soporte
compuesto por un polimero tal como polietileno, vinilo, un plastico y un material Silastic.

El método incluye las etapas de poner en contacto la membrana (35) a sujetar con la superficie del primer anillo (39);
posicionar la membrana sobre el primer anillo (39), de manera que se recubra completamente el primer anillo (39) con la
membrana, como se representa en la Fig. 7B; posicionar el segundo anillo (41) sobre el primer anillo (39) para la
alineacion de al menos una de las columnas sujetadoras separadas (40) con al menos una de las aberturas de las
columnas sujetadoras separadas (42); y acoplar con bloqueo el primer anillo (39) con el segundo anillo (41), mediante la
insercién de al menos una de las columnas (40) en una abertura de la columna sujetadora (42), de manera que se
sujete la membrana entre el primer anillo (39) y el segundo anillo (41). De acuerdo con una modalidad, la membrana
amnidtica recubre la parte exterior de uno o ambos lados de los anillos con broche a presién. La membrana también se
envuelve alrededor de los anillos con broche a presiéon de manera que quedara sujeta entre los dos anillos y sobre los
bordes de los anillos. En una modalidad particular, la membrana amniética (35), tiene unos agujeros separados para
ajustarse sobre las columnas sujetadoras en el anillo (39).

En consecuencia, un compuesto de la invencion es un inserto de cultivo o un recubrimiento de membrana amnidtica
para una superficie de tejido que incluye un primer anillo con broche a presiéon que tiene una primera superficie; una
pluralidad de columnas sujetadoras separadas localizadas sobre la primera superficie; un segundo anillo con broche a
presion que tiene una segunda superficie que define una pluralidad de aberturas de las columnas sujetadoras
separadas sobre la misma, en donde al menos una de las aberturas se separa para alinearse con una posicion de al
menos una de las columnas cuando los dos anillos se acoplan durante el montaje; y una membrana que se sujeta entre
los dos anillos con broche a presién.

Uso de un soporte que tiene una hendidura cortada

En la presente se describe y se ilustra en las Fig. 8A-8E, y en las Fig. 9A-9D, un dispositivo y un método para preparar
el dispositivo que comprende la sujecién de una membrana a un anillo (46) que tiene una superficie anular periférica,
una superficie anular interna, una superficie superior y una superficie inferior, con al menos una superficie que define al
menos una hendidura cortada (45) sobre la misma. Como se representa en la Fig. 8A, el método incluye las etapas de
poner en contacto la membrana a sujetar con el anillo (46); posicionar la membrana (35) sobre la superficie superior o la
superficie inferior del anillo (46), de manera que se recubra el anillo (46) con la membrana (35); e insertar la membrana
(35) en las hendiduras cortadas (45), de manera que se sujete la membrana (35) al anillo (46). De acuerdo con una
modalidad particular, la membrana se inserta en al menos una hendidura cortada sobre la superficie superior o la
superficie inferior. En otra modalidad, la membrana se inserta en una hendidura cortada sobre la superficie anular
periférica.

La Fig. 8B muestra el anillo (46) con la membrana ligeramente adherente (35) que se saca del molde (44) mediante el
uso de una pinza. La Fig. 8C muestra el anillo (46), con una membrana ligeramente adherente, que se rota con el fin de
envolver la membrana (35) alrededor del anillo (46) y recubrir el anillo (46). Alternativamente, la etapa ilustrada en la Fig.
8D puede llevarse a cabo al colocar el anillo con la membrana recubriéndolo sobre una placa, empujando los lados
opuestos del anillo con una sonda para rotar el anillo. El anillo se volteara y se recubrira con la membrana, como se
muestra en la Fig. 8E.

El dispositivo fabricado mediante la insercion de una membrana amniética en una hendidura sobre un soporte puede ser
un inserto de cultivo. El dispositivo asi fabricado puede ser también una recubrimiento para una superficie de tejido.

Las Fig. 9A-9D muestran un recubrimiento de biopolimero para una superficie de tejido en el que una membrana
amnidtica (35) se inserta en las hendiduras (50) sobre la superficie superior o inferior de uno de los anillos (48). La Fig.
9D muestra que la membrana (35) se estira sobre el anillo (48). Si se usa una porcion suficientemente grande de la
membrana, el anillo (48) se envuelve completamente con la membrana (35) al rotar el anillo (48).

Envoltura de un anillo con una membrana y ajuste con broche a presién del anillo envuelto dentro de un segundo anillo

De acuerdo con la invencion un recubrimiento de biopolimero para una superficie de tejido, fabricado mediante las
etapas de poner en contacto una membrana amniética con la superficie de un primer anillo que tiene un borde anular
externo y un diametro exterior dimensionado para el ajuste con broche a presion dentro del diametro interior de un
segundo anillo que tiene un borde anular interno; posicionar la membrana sobre el primer anillo, de manera que se
recubra completamente el primer anillo con la membrana y que se envuelva la membrana sobre el borde anular externo
del primer anillo; posicionar el segundo anillo sobre el primer anillo para la alineacién coaxial con él; y acoplar con
blogueo el primer anillo con el segundo anillo, de manera que se sujete la membrana entre el primer anillo y el segundo
anillo, y se fabrique un recubrimiento de biopolimero para una superficie de tejido o un inserto de cultivo.
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Membrana amniética que Incluye células unidas a la misma

En una modalidad de la invencién, una membrana amniética sujetada entre el primer anillo y el segundo anillo es un
recubrimiento de biopolimero para una superficie de tejido. Como los términos se usan en la presente, un "recubrimiento
de biopolimero para una superficie de tejido", un "recubrimiento de biopolimero”, o un "recubrimiento” incluyen, por
ejemplo, un apdsito, un vendaje, un pafio tal como una lente de contacto de vendaje, una composicién o recubrimiento
para proteger el tejido, un recubrimiento para evitar adhesiones, para excluir bacterias, para inhibir la actividad
bacteriana, o para estimular la curacion o el crecimiento del tejido.

Una membrana amnidtica sujetada entre el primer anillo y el segundo anillo puede ser un inserto de cultivo. Una
membrana de biopolimero de un recubrimiento para una superficie de tejido, una membrana de biopolimero de un
inserto de cultivo, o de cualquier otro dispositivo, puede incluir una o mas células. Las células pueden crecer sobre la
membrana o unirse a la membrana antes de que la membrana se ponga en contacto con, o se una a, la superficie del
primer anillo. Las células también pueden crecer sobre, o unirse a, la membrana después de que la membrana se sujeta
entre el primer y el segundo anillos.

Las células que han crecido sobre la membrana pueden ser cualquier tipo de células, por ejemplo, células madres
epiteliales, células epiteliales pigmentarias de la retina, células madres limbares, y células epiteliales limbares.

Un recubrimiento puede ser utilizado como un andamio o matriz para la ingenieria de tejidos in vitro o in vivo. Los
métodos de cultivo de células in vitro son bien conocidos para los expertos en la técnica de cultivo de tejidos. Por
ejemplo, una membrana amniética sujetada a un inserto de cultivo o a un anillo de silicona puede usarse primeramente
en un cultivo para el crecimiento de células o la ingenieria de tejidos, de acuerdo con métodos conocidos en la técnica.
Después, la membrana amnidtica con una 0 mas células unidas a la misma puede usarse para fabricar un recubrimiento
de biopolimero para una superficie de tejido. La fuente de las células unidas a la membrana amniética puede ser un
tejido de una biopsia tomada de un sitio sano correspondiente biolégicamente e histocompatible con el sitio receptor.

Como se describi6 anteriormente, las composiciones amnibticas se conocen por estimular la curacién, reducir la
inflamacion y el crecimiento fibrovascular hacia adentro, y por facilitar la epitelizacién en modelos animales. Como tal, el
recubrimiento que contiene la membrana amniética, cuando se coloca sobre una superficie de tejido dafiado y se le
permite permanecer hasta que ocurre una mejora notable, puede ayudar a curar o hacer crecer un tejido nuevo.

En otra modalidad, el recubrimiento de biopolimero para una superficie de tejido incluye una o mas células, modificadas
para la terapia génica, unidas a la membrana. En una modalidad, la membrana incluye células que incorporan un
material genético tal como, por ejemplo, genes o antisentido. De acuerdo con una modalidad, el recubrimiento de
biopolimero para una superficie de tejido con una o mas células unidas a la membrana puede usarse como un injerto e
implantarse en un sitio de tejido objetivo. El injerto o implante que incorpora el material genético puede usarse por lo
tanto para la terapia génica.

Recubrimientos de biopolimero que se ajustan a los contornos de una superficie de tejido del cuerpo

El recubrimiento de biopolimero para una superficie de tejido puede modificarse para estirar la membrana amniética o
para hacer que los anillos de soporte se ajusten a los contornos de una superficie de tejido del cuerpo. Por ejemplo, el
primer anillo y el segundo anillo se dimensionan y contornean para su colocacién sobre una superficie externa de un ojo.

Por ejemplo, como se muestra en la Fig. 19A, un soporte puede ser un anillo conformador con una superficie
contorneada a la superficie ocular. Similarmente, la Fig. 20A representa un anillo conformador que tiene una superficie
inclinada (140) que abrocha a presion con la ranura (150) del anillo conformador mostrado en la Fig. 21A, asegurando
entre los anillos una membrana que se coloca previamente sobre la superficie (146) del anillo de la Fig. 21A. La manera
en que los dos anillos se ajustan firmemente entre si se entiende mejor a partir de una comparacién de la Fig. 20B con
la Fig. 21B. Cada uno de los anillos puede, independientemente, ser de forma circular o eliptica. Los anillos en las Fig.
20A y 21A son flexibles y pueden estirarse para llevar a cabo el bloqueo entre si, incluso si ambos anillos no tienen la
misma forma. El soporte representado en 21A puede moldearse como un conformador tal como, por ejemplo, el soporte
mostrado en la Fig. 19A.

En otra modalidad, la membrana de biopolimero, el primer anillo, y el segundo anillo se dimensionan para su colocacion
sobre una superficie de tejido que es un tejido dérmico, un tejido del tracto gastrointestinal, un tejido del tracto
respiratorio, un tejido del sistema genital, un tejido del sistema urinario, un tejido del sistema circulatorio, 0 un tejido
0seo.

Soporte biodegradable y liberacion controlada de farmaco
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De acuerdo con una modalidad, el primer anillo y el segundo anillo son biodegradables. De acuerdo con otra modalidad,
ya sea el primer anillo o el segundo anillo es biodegradable. Una "sustancia biodegradable”, como ese término se usa
en la presente, es una que es capaz de descomponerse mediante procesos bioldgicos naturales. En una modalidad
particular de la invencion, si el soporte en un recubrimiento de biopolimero es biodegradable, y si el recubrimiento se
usa como un implante quirdrgico, el soporte se desintegraria y disolveria o se absorberia, eliminando la necesidad de
extraer quirargicamente el implante.

En una modalidad, al menos uno de los soportes o anillos en un recubrimiento de biopolimero para una superficie de
tejido incluye una molécula bioactiva, que puede ser una sustancia farmacéuticamente activa o terapéutica tal como un
farmaco. Como el término se usa en la presente, "molécula bioactiva" incluye las sustancias que son capaces de
provocar efectos especificos o reacciones en el tejido objetivo o en los organismos. Si el soporte es biodegradable, la
molécula farmacéuticamente activa o farmaco se libera lentamente a medida que el soporte se desintegra. La velocidad
de degradacion de un soporte dado, y la velocidad de la liberacién concomitante de una sustancia terapéutica incluida
en el soporte, es predecible cuando un soporte fabricado de un material con una velocidad de degradacion conocida,
adecuada, se usa en una modalidad de un recubrimiento para una superficie de tejido. Por lo tanto, un recubrimiento de
biopolimero para una superficie de tejido de acuerdo con esta modalidad es un vehiculo de suministro de liberacion
controlada para una sustancia terapéutica.

Cualquier sustancia que tiene actividad biolégica o farmacéutica y que normalmente se considera un farmaco puede
usarse como el componente farmacéutico en una modalidad de la invencion. Las sustancias farmacéuticamente activas
adecuadas para el uso en una modalidad incluyen, pero sin limitarse a, células, analitos, factores de crecimiento,
enzimas, farmacos terapéuticos, biopolimeros, antimicrobianos, y agentes desodorantes.

Un "farmaco terapéutico," "agente terapéutico,” o "sustancia terapéutica,” como se usan en la presente esos términos,
incluyen, por ejemplo: compuestos y composiciones reconocidos en la Farmacopea oficial de los Estados Unidos, la
Farmacopea Homeopatica oficial de los Estados Unidos, o el Formulario Nacional oficial, o cualquier complemento de
cualquiera de ellos; compuestos y composiciones destinadas para el uso en el diagnostico, cura, mitigacion, tratamiento,
o prevencion de enfermedades en el hombre u otros animales; y compuestos y composiciones (distintas a alimentos)
destinadas a afectar la estructura o cualquier funcion del cuerpo del hombre u otros animales.

Los ejemplos de clases de farmacos terapéuticos incluyen farmacos antiinflamatorios esteroidales y no esteroidales,
hormonas y cualquier analogo sintético y fragmentos farmacéuticamente activos de estos. Los farmacos terapéuticos
gue son adecuados para el uso en modalidades de la invencion pueden ser solubles en grasas, solubles en agua,
aniénicos o catiénicos, siempre y cuando puedan dispersarse dentro de o sobre la membrana o el soporte, o interactlien
con un grupo sobre la membrana o el soporte para formar enlaces covalentes o i6nicos o interacciones hidrofébicas o
hidrofilicas.

El sistema de suministro de la invencién es muy adecuado para administrar factores de crecimiento (por ejemplo,
interleucinas, prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos y citocinas), agentes anticonceptivos esteroidales y no
esteroidales, antibiéticos, analgésicos, sedantes, barbitaricos, aminoalquilbencenos, catecolaminas, narcéticos,
antagonistas de narcéticos, agentes antineoplasicos y anticoagulantes.

Un vehiculo de suministro de farmaco de liberacién controlada, tal como, por ejemplo, un recubrimiento para una
superficie tisular de acuerdo con una modalidad de la invencion, que incluye una membrana o un soporte biodegradable
que incluye, ademas, un agente terapéutico, puede proporcionar el nivel adecuado de biodisponibilidad de un agente
terapéutico en la zona afectada para lograr un resultado clinico deseado. La biodisponibilidad de un farmaco depende
de la naturaleza del farmaco, el vehiculo de suministro de farmaco usado, y la via de suministro, por ejemplo, oral,
topica, transdérmica, mucosal, administracién por inyeccion, administracion por inhalacion, o administracion mediante
una combinacién de dos 0 mas de estas vias. La biodisponibilidad puede ser baja como resultado de, por ejemplo, la
degradacion del farmaco por el acido estomacal, la eliminacion del tracto gastrointestinal, o la alta solubilidad en agua
del farmaco. Como resultado, puede requerirse la administracion frecuente, y la cantidad de farmaco suministrado con
cada administracion puede ser alta, lo que conduce a un aumento en la aparicién de efectos secundarios perjudiciales.
Un vehiculo de suministro de farmaco de liberacion controlada puede aliviar algunos de los problemas mencionados
anteriormente.

Por ejemplo, en una modalidad de la invencién, un farmaco tal como ciclosporina A, que tiene efectos sistémicos
perjudiciales severos, si se toma internamente, puede administrarse al incorporarse en la membrana amnidtica o el
anillo biodegradable de un recubrimiento de biopolimero para una superficie ocular, y suministrarse en forma topica, lo
gue minimiza de ese modo la absorcion por el cuerpo y los perjuicios resultantes a los 6rganos internos.

Anillos de Cierre a Presién que Tienen Superficies de Agarre de Acuerdo con Otra Modalidad
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Ademas de una modalidad de la invencion que incluye un anillo de soporte que tiene una zona que define postes de
fijacion y aberturas para postes de fijacion, como se describié anteriormente, otros tipos de superficies de agarre en las
dos piezas de soporte se usan en otras modalidades. Por ejemplo, como se muestra en las Figuras 10A-10C, una
modalidad de la invencion es un dispositivo Gtil como un recubrimiento de biopolimero para una superficie tisular o como
un inserto de cultivo. El dispositivo, mostrado en la Figura 10D con membrana (35) intercalada entre los anillos de cierre
a presion, incluye anillos de cierre a presion (54, 58), en donde el borde anular externo (56) del anillo interno (54) incluye
una primera superficie de agarre (56) y el borde anular interno (60) del anillo externo (58) incluye una segunda superficie
de agarre (60). Como se muestra en una vista superior en planta del recubrimiento en la Figura 10D, una membrana tal
como una membrana amnidtica (35) se asegura al sujetarse entre las dos superficies de agarre de los anillos 54 y 58.
En una modalidad particular, de la que se muestra una vista en perspectiva en seccion parcial en las Figuras 10A-10C,
un ajuste seguro de cierre a presion del anillo externo y el anillo interno se logra al estrechar o doblar el borde anular
interno (66) del anillo (64) a, por ejemplo, 90° 0 mas, y el borde (70) del anillo (68) a 90 ° 0 menos, de manera que los
bordes (66 y 70) que se ponen en contacto entre si, se agarran, y se acoplan por bloqueo entre si.

En otra modalidad de la invencién, las superficies de agarre incluyen un dispositivo de agarre que es una fresa.
Uso de Adhesivo para Fijar Membrana Amnidtica a un Soporte

En la presente se describen un método y una composiciéon, como se muestra en las Figuras 11-12, por ejemplo, donde
una membrana se pega a un soporte. De acuerdo con una modalidad mostrada en la Figura 11A, a al menos una
superficie de un anillo de soporte (72) que tiene bordes lisos se le afiade una composicién adhesiva (84). A
continuacién, como se muestra en la Figura 11B, la composicién adhesiva (84) en la superficie de soporte (72) se pone
en contacto con una membrana amniotica (35), membrana (35) que tiene una superficie con un diametro mayor que el
diametro exterior del soporte (72). El soporte (72) se coloca sobre la membrana (35) de tal manera que la membrana
(76) puede plegarse hacia dentro sobre el soporte (72). Después la membrana (35) se pliega sobre el soporte (72),
como se muestra en la Figura 11C, de tal manera que la membrana (35) cubre el soporte (72) y este se adhiere a la
membrana (35) por medio de la composicidon adhesiva (84), lo que de esta manera produce un recubrimiento de
membrana amnidtica para una superficie tisular (78). En una modalidad del recubrimiento de membrana amniética para
una superficie tisular el soporte es un anillo. El soporte puede ser un disco. El soporte puede ser un conformador, tal
como (134) en la Figura 19A. Un recubrimiento de dos capas puede formarse al repetir las etapas descritas
anteriormente, colocar una segunda pieza de membrana amniética debajo de un recubrimiento de membrana amnidtica
para una superficie tisular y plegarla sobre el recubrimiento.

La composicion adhesiva puede comprender un sellador de fibrina (conocido también como "pegamento de fibrina") que
incluye fibrinégeno.

La composicion adhesiva puede comprender sinoacralato, conocido quimicamente como &cido 2-ciano-3t-(2) furil-
acrilico. Un "sellador de fibrina," como se usa el término en la presente, es un adhesivo de tejidos usado durante
procedimientos quirirgicos para controlar la hemorragia y sellar tejidos. Un sellador de fibrina contiene dos factores de
coagulacién de la sangre, fibrinégeno y trombina, de plasma humano. Un sellador de fibrina inactivado de forma viral
adecuado para el uso en una modalidad de la invencién se vende bajo el nombre comercial TISSEEL® (Immuno,
Aktiengesellschaft fur Chemischmedizinische Producte Corporation, Austria), disponible de Baxter Healthcare
Corporation (Glendale, CA). Otro sellador de fibrina inactivado de forma viral adecuado para el uso en una modalidad
esta disponible de Vitex Technologies, Inc. (Nueva York, NY).

En la presente se describen una composicion y un método para preparar la composicién, un recubrimiento de
membrana amnidtica para una superficie tisular en donde la membrana se fija al soporte por medio de una composicion
adhesiva, se muestra en las Figuras 12A y 12B. De acuerdo con una modalidad del método, un soporte de anillo (72) se
coloca en una porcion central de membrana amnidtica (35), que tiene una superficie con un diametro mayor que el
diametro exterior del soporte (72). Una composicion adhesiva (84) tal como un sellador de fibrina descrito anteriormente
se afiade a una porcion de una superficie de membrana (35) que se extiende mas alla del diametro exterior del soporte
(72). Después la porcion del borde externo de la membrana (35) que tiene adhesivo (84) sobre ella se pliega hacia
dentro sobre el soporte (72), como se muestra en la Figura 12B, de tal manera que la membrana (35) cubre el soporte
(72), y la porcion de una superficie de la membrana que tiene composicién adhesiva sobre ella se pega a otra porcién
de la membrana, lo que de esta manera produce un recubrimiento de membrana amniética para una superficie tisular.
En una modalidad el soporte es un anillo; en otra modalidad el soporte es un disco. En una modalidad la composicion
adhesiva es un sellador de fibrina o sinoacralato.

En la presente se describe un método para preparar un recubrimiento de membrana amniética para una superficie
tisular en donde la membrana se fija al soporte por medio de una composicion adhesiva como se describio
anteriormente, que incluye etapas adicionales para fabricar un recubrimiento de membrana amniética de dos capas para
una superficie tisular (90), como se muestra en la vista en perspectiva en seccion de la Figura 13. La primera pieza de
membrana amniética (35) que cubre el anillo (80) es visible en la vista en seccion. En esta modalidad, una segunda

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2541354713

pieza de membrana amniética (86) se pliega sobre un recubrimiento de membrana amniética para una superficie tisular
para formar una cavidad (92) que puede contener una sustancia terapéutica. EIl método incluye las etapas adicionales
de colocar el recubrimiento de membrana amnidtica para una superficie tisular en una porcion central de una segunda
membrana amniética (86) que tiene una superficie con un didmetro mayor que el diametro exterior del recubrimiento de
membrana amnidtica; aplicar una composicién adhesiva a una porciéon de la superficie de la segunda membrana
amnidtica (86) que se extiende mas alla del diametro exterior del recubrimiento de membrana amnidtica; y plegar la
segunda membrana amniética (86) hacia dentro sobre el recubrimiento de membrana amniética de tal manera que la
segunda membrana amniética (86) cubra al recubrimiento de membrana amniética, lo que de esta manera produce un
recubrimiento de membrana amnidética de dos capas para una superficie tisular (90).

De acuerdo con una modalidad, la membrana amniética puede unirse a cada uno de los dos anillos de soporte que
tienen un ajuste de cierre a presion, lo que de esta manera produce un recubrimiento de membrana amniética de dos
capas para una superficie tisular. Por ejemplo, la membrana amniética puede unirse a cada uno de los anillos de
soporte mostrados en las Figuras 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, y 12 y al soporte mostrado en la Figura 20A, lo que de esta
manera produce un recubrimiento de membrana amniética de dos capas para una superficie tisular. De acuerdo con una
modalidad, un recubrimiento de membrana amnidtica con o sin una cavidad puede tener una perforacién para permitir
que el aire atrapado escape cuando el recubrimiento se aplica a una superficie tisular. Una modalidad de un
recubrimiento de membrana amnidtica de dos capas para una superficie tisular incluye uno o mas agentes terapéuticos
en el espacio o cavidad formada entre las dos capas de membrana.

Uso del Lado Estromal "Pegajoso” de la Membrana Amnidtica para Asegurar la Membrana en un Soporte

Como se describié anteriormente, la membrana amnidtica tiene dos lados: una membrana basal gruesa y un estroma
avascular. El lado estromal de la membrana amniética puede distinguirse del lado de la membrana basal al tocarlo con
una esponja, tal como una esponja WECK-CEL® (Edward Weck, Incorporated, Princeton, NJ). El lado estromal es
pegajoso y se adherira a la esponja. La naturaleza adhesiva del lado estromal de la membrana amniética puede
emplearse para producir un compuesto de acuerdo con otra modalidad de la invencién, como se muestra en las Figuras
14A y B. En esta modalidad, un recubrimiento de membrana amnidtica para una superficie tisular (100) incluye un
soporte (96) que tiene un didmetro exterior; una membrana amniética (35) que tiene una superficie con un diametro
mayor que el didmetro exterior del soporte (96), y que tiene un lado estromal (94); el soporte (96) se coloca en una
porcién central del lado estromal (94) de la membrana (35), la membrana (35) se pliega hacia dentro sobre el soporte
(96) durante el ensamble de tal manera que la membrana (35) cubra el soporte (96), y una porcién del lado estromal
(94) de la membrana plegada se adhiere a otra porcion del lado estromal (94) de la membrana (35), debido a la
adhesividad del estroma, que de esta manera sostiene el soporte (96) en su lugar y produce un recubrimiento de
membrana amnidtica para una superficie tisular. En la Figura 14B, el lado no estromal (98) es visible cuando la
membrana amniética se pliega hacia arriba sobre el soporte (96). De acuerdo con una modalidad el soporte es un anillo
o un disco o un conformador.

Como se muestra en la Figura 14C, de acuerdo con otra modalidad, un segundo soporte (102) se inserta sobre el
soporte recubierto, y el segundo soporte (102) se coloca para ponerse en contacto al menos con una porcion de la
membrana amnidtica que cubre el soporte, o que de esta manera asegura la membrana amniética entre el soporte
recubierto y el segundo soporte (102).

Las Figuras 15A-B y 15C-D son representaciones alternativas de la modalidad mostrada en la Figura 14.
Uso de un Anillo de Sujecion para Asegurar una Membrana

Las Figuras 16A-16B representan un recubrimiento de membrana amnidtica para una superficie tisular o un inserto de
cultivo. La Figura 16A muestra una membrana amnidtica (35) colocada sobre el anillo de soporte (96) que incluye una
ranura anular, periférica; una hebra de sutura (106) colocada en la ranura, y atada con un nudo (108) alrededor de la
membrana (35) para asegurar la membrana (35) al soporte (96). El anillo de soporte no tiene una ranura anular,
periférica. La membrana se sutura directamente al soporte.

La Figura 16B muestra un anillo de sujecién (112) colocado en la ranura del anillo de soporte (110) y sujetado en su
lugar. Muchos tipos de anillos de sujecion son adecuados para el uso siempre y cuando tengan superficies lisas que no
tiendan a rasgar la membrana. Una membrana amnidtica (35) que tiene un didmetro mayor que el diametro exterior del
anillo de soporte (96) se coloca después sobre el anillo de sujecion (112). Después la membrana (35) se estira entre las
mordazas (112) en el anillo (96) con una hebra de sutura (106), lo que de esta manera asegura la membrana (35) al
anillo de soporte (110). La hebra de sutura (106) puede atarse en su lugar, y puede retirarse al tirar de un extremo de la
hebra. En una modalidad alternativa, la membrana amniética (35) se coloca sobre el anillo de soporte (96) antes de unir
el anillo de sujecion (112). Después se coloca el anillo de sujecion (112) sobre la membrana (35) y en la ranura del anillo
de soporte (96) y se sujeta en su lugar, lo que de esta manera asegura la membrana (35) al anillo de soporte (96).
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Uso de Hendiduras en el Soporte, Presillas, o Tachuelas para Asegurar una Membrana

Las Figuras 17A y B muestran la superficie de un anillo de soporte (114) que se pone en contacto con una membrana
amnidtica (35) que define una hendidura (117) o cavidad. La Figura 17A es una vista en perspectiva en seccion de una
porcién del anillo (114). La membrana amniética (35) se coloca sobre el anillo (114), y se usa un vacio para estirar la
membrana (35) hacia la hendidura (117). Alternativamente, la membrana (35) se empuja hacia la hendidura (117).

Como se muestra en la Figura 17D, se usa una presilla (118) para asegurar la membrana (116) al anillo de soporte
(114). La presilla (118) puede ser ondulada para sostener la membrana (116) de forma mas segura sobre el anillo de
soporte (114). Las presillas (118) se fabrican de materiales biocompatibles tales como, por ejemplo, plastico, acero
inoxidable, platino, u oro.

La Figura 17E muestra una tachuela (120) con una punta de rebabas, la punta fabricada de un material biocompatible,
se usa para perforar la membrana (35) y el anillo de soporte (114), lo que asegura la membrana (35) al anillo de soporte
(114).

Uso de un Recubrimiento de Biopolimero para una Superficie Tisular para Tratar un Tejido Objetivo

Un recubrimiento de biopolimero para una superficie tisular, tal como un recubrimiento de membrana amniética para una
superficie tisular de acuerdo con una modalidad de la invencién puede colocarse sobre un tejido objetivo para el
tratamiento terapéutico del tejido. El recubrimiento de acuerdo con una modalidad se deja permanecer en su lugar sobre
el tejido durante un periodo de tiempo suficiente para producir una mejoria notable en la afeccién del tejido. La invencién
proporciona un compuesto y un método para tratar tejido, y aliviar el dolor, reducir la inflamacién, la hinchazén, y la
formacion de cicatrices, acelerar la curacion de las quemaduras y heridas, y de cualquier otra manera tratar tejido
enfermo o lesionado, al aplicar a la superficie del tejido afectado un recubrimiento de membrana amniética para una
superficie tisular.

El estroma de la membrana amnidtica contiene factores de crecimiento, proteinas antiangiogénicas y antiinflamatorias,
asi como también inhibidores naturales de varias proteasas. Estos factores difunden fuera de la membrana amnidtica
colocada en contacto con una superficie tisular, y parecen acelerar el proceso de curacion. La cérnea, por ejemplo, se
considera que estad "curada" al menos parcialmente cuando se ha reepitelizado. Por lo tanto, una modalidad de un
recubrimiento tisular de la invencion puede usarse como un aposito sobre heridas de la piel, para la reconstruccion de la
superficie ocular, para tratar un defecto del epitelio de la cérnea o una Ulcera estromal, y puede implantarse en el sitio
de un tejido objetivo para evitar la adhesién en cirugias o para reconstruir tejidos blandos.

Un recubrimiento tisular puede impregnarse con células cultivadas sobre el mismo o unidas a él, y usarse como un
andamio para la reconstruccion de tejido in vivo o0 para la terapia génica. Las sustancia terapéuticas, como se describi6
anteriormente, pueden incluirse en la membrana o en el soporte, en particular un soporte biodegradable, y el
recubrimiento tisular puede usarse como un vehiculo de suministro de farmaco de liberacidn controlada o sostenida.

La membrana y el soporte de cualquier recubrimiento de superficie tisular de acuerdo con una modalidad de la invencion
pueden dimensionarse cada uno para su colocacion sobre una superficie del ojo o sobre una superficie de tejido que
incluye tejido dérmico, tejido del tracto gastrointestinal, tejido del tracto respiratorio, tejido del sistema genital, tejido del
sistema urinario, tejido del sistema circulatorio, y tejido 6seo. Como tal, el soporte de un recubrimiento de superficie
tisular de una modalidad de la invencion tiene un radio de curvatura que corresponde a una curva base medida de un
tejido corporal, por ejemplo, una cérnea, que se pondra en contacto con el recubrimiento de superficie tisular.

En una modalidad de un recubrimiento de superficie tisular de la invencion que comprende un soporte y una membrana,
el soporte es compatible con el tejido objetivo. Como se usa en la presente, los términos "compatible,” "compatibilidad,"
y las variaciones gramaticales de estos, se refieren, por ejemplo, a la capacidad del soporte de coincidir estrechamente
con las propiedades mecanicas vy fisiologicas del tejido objetivo.

Estuches:

Un estuche puede comprender cualquier combinacion de composiciones o dispositivos de la invencién tales como, por
ejemplo, membranas, peliculas, bandas elasticas, soportes, anillos, selladores de tejido, hebras de sutura, anillos de
sujecion, presillas, tachuelas, expansores de forma conica, y aparatos para acoplar por friccion una banda radialmente
elastica colocada sobre el pice de un expansor.

En la presente se describe un empaque sellado que contiene un recubrimiento de membrana amniética para una
superficie tisular. Un ejemplo de este es un empaque sellado que tiene dos compartimientos sellados, como se muestra
antes de romper el sello, en la Figura 18A. Un compartimiento (124) contiene un recubrimiento de membrana amniética
para una superficie ocular (128) liofilizado, para usar como lente de contacto terapéutico. El otro compartimiento (126)
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contiene un medio para hidratar el lente de contacto terapéutico (128). La Figura 18B muestra el empaque después de
romper el sello, y el lente de contacto terapéutico (128) que se hidrata en el compartimiento (126).

La Figura 19A es una vista en perspectiva de un soporte (134) formado para ajustarse sobre una superficie ocular, el
soporte que tiene una composicion adhesiva (84) como se describié anteriormente sobre una porcion de la superficie
periférica externa, y la membrana amnidtica (35) colocada sobre la superficie interna o el lado concavo del soporte
(134). Como se representa en la Figura 19B, la membrana (35) se coloca sobre la superficie interna del soporte (134) y
se pliega hacia arriba y sobre la superficie periférica externa, de tal manera que la membrana (35) se pone en contacto
con la composicién adhesiva (84) y la membrana (35) se sostiene en su lugar mediante la composicién (84).

En otro estuche el soporte (134) tiene una ranura periférica (no mostrada) sobre la superficie externa; la membrana (35)
se coloca sobre la superficie interna del soporte (134), y se pliega hacia arriba para cubrir el borde periférico externo del
soporte (134) y la ranura periférica. Para sostener la membrana (35) contra la superficie interna del soporte (134), un
segundo soporte anular, concéntrico con el soporte (134) y que tiene un borde disefiado para bloquear por cierre a
presion en la ranura periférica del soporte (134) se coloca sobre el soporte (134) y se bloquea por cierre a presiéon en su
lugar con el soporte (134), lo que de esta manera fija la membrana (35) al soporte.

Como se describié anteriormente, la membrana amniética y los soportes requeridos para fabricar un inserto de cultivo o
un recubrimiento para una superficie tisular pueden suministrarse, ademas, como componentes de un estuche. Ademas,
el estuche incluye muestras de una o mas composiciones antibacterianas y sustancias terapéuticas a afiadir a la
membrana amni6tica o administrar con el uso del recubrimiento de membrana amnidtica para una superficie tisular.

El soporte sélido usado en los tres prototipos descritos mas abajo puede modificarse con respecto a los materiales, la
dimensiodn, y la forma a fin de satisfacer varios propdsitos.

Los tres prototipos descritos mas abajo pueden usarse para cultivar células in vitro. Ademas, pueden incorporarse
genes terapéuticos en células cultivadas durante el crecimiento in vitro de manera que estos prototipos pueden usarse
después como instrumentos para suministrar las células cultivadas que sobreexpresan un gen de interés para una
terapia génica potencial en el futuro.

Los prototipos pueden modificarse como se describid anteriormente, sin mas que la experimentacion de rutina, de
manera que la forma se ajuste bien sobre la superficie ocular.

Los prototipos pueden usarse para suministrar células cultivadas ex vivo, las células expandidas por una razoén
terapéutica.

Ejemplificacion:

Prototipo 1: Fijacion de Membrana Amnidtica a un Inserto de Cultivo

El Prototipo 1 consiste en un conjunto de dispositivos mostrados en las Figuras 1A-1D y las Figuras 2, 3A y 3B. Los
dispositivos incluyen un expansor de forma conica, como se muestra en las Figuras 1A-1D (20) y la Figura 2; un aparato
(30) para acoplar la banda elastica (24), y un anillo para la transferencia de la banda elastica al inserto (mostrado en las
Figuras 1A-1D) en la base del expansor (20). El propésito original de estos dispositivos es facilitar la fijacion de la
membrana amniética sobre un inserto de cultivo de manera que las células puedan cultivarse en el sustrato de
membrana amniética. Por lo tanto, el prototipo 1 ilustra cémo se fijé la membrana amniética sobre un soporte sélido, es

decir, el inserto de cultivo, mediante una banda elastica. La operacion de estos dispositivos para crear el prototipo 1
involucrd las siguientes etapas representadas en las Figuras 1A-1D.

Etapa 1: Una banda elastica (24) se colocé sobre el apice de un expansor de forma conica (20), mientras que la base
del expansor estaba en contacto con un anillo que tiene una ranura anual periférica para recibir la banda (Figura 1A).

Etapa 2: Se us6 un aparato (30) para acoplar por friccién la banda elastica mientras se aplica sobre el apice del
expansor (Figura 1A).

Etapa 3: El aparato (20) se us6 para empujar la banda en una direccion desde el apice del expansor hacia la base del
expansor, y hacia la ranura anual periférica en el anillo (Figura 1B-1D).

Etapa 4: Una membrana amniética se coloc6 sobre la superficie de un inserto.
Etapa 5: Después el anillo se levanté para aplicarse sobre la membrana en el inserto.

Etapa 6: La banda se translocé del anillo al inserto (Ver Figura 4D).
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Prototipo 2: Fijacion de Membrana Amniética entre Dos Anillos con Uno que es un Anillo Térico (ejemplo comparativo)

El prototipo 2 se representa en las Figuras 4A-4D y en las Figuras 5A-5D. El prototipo comprende dos conjuntos de
anillos, con uno que es un soporte solido, mientras que el otro es un anillo térico elastico (Figuras 4A y 5A ). En este
prototipo, se fij6 una membrana amnidtica (35) a un soporte sélido (22), un anillo sélido, que tiene una ranura anular (21
0 23) en la superficie interior o exterior del anillo (22), de manera que puede dimensionarse para recibir un anillo térico
elastico (24 o 25). La operacion involucro las siguientes etapas representadas en las Figuras 4 y 5.

Etapa 1: La membrana amniética (35) se colocé sobre el anillo sélido (22) con una ranura (24) en la Figura 4D, o (21) en
la Figura 5D.

Etapa 2:El anillo térico elastico (24 o 25) se transfiri6 al soporte de anillo sélido (22) para asegurar la membrana (35) al
insertarla dentro de la ranura exterior (23) del anillo (Figura 4D), o de la ranura interior (21) del anillo (Figura 5D).

Prototipo 3: Fijacion de Membrana Amniética entre dos Anillos Solidos mediante un Mecanismo de Cierre a Presion

El prototipo 3 se ilustra en las Figuras 8A-8D y las Figuras 9A-9D. El prototipo incluye la fabricacion de un anillo de
polimero, que tiene una hendidura de corte (45) en la Figura 8 y (50) en la Figura 9. La operacion involucro las 4 etapas
siguientes representadas en las Figuras 8A-8E.

Etapa 1: La membrana amniética (35) se aplico sobre la superficie del anillo (Figuras 8A-8C), y se empuj6 hacia las
hendiduras a lo largo del borde externo del anillo. Esta operacién se realizé6 mientras que el anillo estaba en un molde
(44) de manera que la membrana pudiera caer o colgar hacia abajo en el centro. Después el anillo (46) con membrana
ligeramente adherente se levantdé del molde con unas pinzas (Figura 8B). Se aplicd una presién sobre un tablero de
soporte sélido, para torcer el anillo mediante rotacion interna o externa de manera que la membrana cubrid
completamente al anillo (Figura 8D). Esta accién permitid la fijacion de la membrana amniética al anillo (Figura 8E).

Disefio Experimental y Métodos

Objetivo 1: Desarrollar un recubrimiento de membrana amniética para una superficie ocular, o "lente de contacto
terapéutico” al modificar los prototipos existentes basado en la forma de un conformador a ajustar para cubrir la
superficie corneal y toda la superficie ocular, respectivamente. 1) Fundamento:

Los estudios preliminares han demostrado que puede fijarse membrana amniética sobre varios tipos de soportes
sélidos. Por lo tanto, se cree que es factible desarrollar, ademas, un "lente de contacto terapéutico” sin sutura al
modificar el soporte solido basado en el disefio experimental propuesto mas abajo de manera que pueda aplicarse para
cubrir la superficie corneal o toda la superficie ocular.

2) Disefio Experimental:

El disefio del lente de contacto terapéutico de la invencion requerira resolver las tres cuestiones fundamentales
siguientes.

La primera cuestion es el tamafio del "lente." Basado en la patologia de la superficie ocular a tratar, el lente de contacto
terapéutico tendra que cubrir toda la superficie corneal para tratar enfermedades de la cornea o toda la superficie ocular
para tratar enfermedades difusas de la superficie ocular que involucran la cérnea y la conjuntiva. Por lo tanto, se
disefaran al menos dos lentes de contacto terapéuticos para su uso en la cérnea (por ejemplo, 15 mm) o para su uso en
toda la superficie ocular (por ejemplo, hasta los fondos de saco conjuntivales).

Se adoptara la forma (o contorno) de un conformador. Un conformador es una cubierta plastica para ajustar en el
espacio entre los parpados y la superficie ocular. Diferentes tamafios de conformadores estan disponibles
comercialmente. Los conformadores (conocidos también como anillos SYMBLEPHARON) se obtuvieron de Jardon Eye
Prosthetics, Southfield, MI, y se fabrican de resina acrilica conocida como LUCITE® (polimetiimetacrilato, PMMA)
(Dupont de Nemours) que se usa, ademas, para fabricar lentes de contacto duros. El disefio actual de los
conformadores y lentes de contacto no provoca ningun problema de borde en los pacientes que los usan.

Los cirujanos oculoplasticos usan con frecuencia un conformador al final de la cirugia reconstructiva para evitar la
formacion postoperatoria de simbléfaron, es decir, la adhesion fibrética entre la conjuntiva tarsal del parpado y la
conjuntiva bulbar del globo.

La segunda cuestion es el material usado para fabricar el soporte solido para fijar la membrana amniética. Se probara
acrilico, elastdémero de silicona, o una combinacién de ambos para fabricar el soporte.
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La tercera cuestion es probar, ademas, el mecanismo para fijar la membrana amniética al soporte sélido de silicona, que
incluye el uso ya sea de acrilico y elastbmero de silicona de acuerdo con el mecanismo del Prototipo 2 o de un soporte
de caucho de silicona flexible (polidimetilsiloxano, terminado en trimetilo) donde se haran hendiduras en el aspecto
interno del soporte de anillo térico, mediante el uso del mecanismo del Prototipo 3.

El soporte de anillo térico se fabricara de caucho de silicona (Material de dureza Shore A 50 +5 o0 75 + 5, transparente,
material base certificable a USPCL VI, el resto de los ingredientes dentro de las directrices de la FDA). La longitud, la
profundidad, y el ancho de cada hendidura, en y a través de la circunferencia del faldén, se variara para proporcionar la
mejor fijacion de la membrana amniotica al faldon.

Al considerar las tres cuestiones mencionadas anteriormente, se propone desarrollar el lente de contacto terapéutico de
la invencion para el uso en la superficie corneal u ocular de las siguientes maneras.

En primer lugar, basado en el mecanismo del Prototipo 3, se obtendran anillos téricos de diferentes tamafios, es decir,
13, 15, 17 y 19 mm fabricados de silicona (DA/PRO RUBBER INC., Tulsa, OK). Bajo un microscopio, el anillo térico se
colocara en una etapa de rotacién y se fijard en una ranura. Se usara una cuchilla para crear hendiduras a diferentes
intervalos en toda la superficie interna del anillo tdrico. Se probaran, ademas, varias profundidades y longitudes de las
hendiduras para observar cuales proporcionan la mejor fijacion de la membrana amnioética.

En segundo lugar, basado en el mecanismo del Prototipo 3, se desarrollara una guia mecanica que extienda la abertura
de la hendidura lo que permite la insercién del borde periférico de la membrana amniética dentro de la hendidura. El
mecanismo sera similar a una aguja de vacio de borde liso.

En tercer lugar, se usara un anillo térico que tiene el contorno de la superficie del ojo de conejo, similar al conformador
humano para el uso en la superficie ocular en la prueba en conejos del Objetivo 3, mientras que se adoptara una
configuracion circular con el contorno que asemeja el de un lente de contacto para el uso en la cérnea.

3) Resultados Esperados & Interpretacion:

Los disefios experimentales mencionados anteriormente son muy factibles sin mas que experimentacién de rutina,
basado en las experiencias descritas en los Estudios Preliminares. Se espera que la membrana amniética se fije
firmemente al soporte sélido para el uso tanto en la superficie corneal como en la ocular. Se espera, ademas, que la
resistencia de la fijacion sea lo suficientemente fuerte para soportar el estiramiento aplicado a la membrana. Para
cuantificar dicha resistencia del lente de contacto terapéutico in vitro, se usara un dispositivo extensémetro que
sostendra un lente de contacto terapéutico fabricado de la invencién por su borde de contorno externo e incluira un
accesorio para variar la presion aplicada sobre la membrana hasta que tiene lugar el desprendimiento de la membrana
del anillo térico. La relacién esfuerzo-deformacion se registrard en una PC y se determinara el punto de ruptura. Este
dispositivo se usard para comparar la resistencia de cada lente de contacto terapéutico fabricado de acuerdo con las
diferentes variables mencionadas anteriormente.

4) Problemas Potenciales & Soluciones:

Una vez colocado sobre el ojo, la presion de deflexion ejercida por el tejido es mas bien pequefia, probablemente menor
que 10 gramos. Si la fuerza de deflexion segun la evaluacion, como se describioé anteriormente, separa prematuramente
la membrana amniética del anillo térico de silicona, se cambiara en primer lugar el durémetro del anillo térico de 50 a 75
para mejorar la unién entre el anillo térico y el faldén.

Si hay una diferencia estadistica en estos varios disefios, se elegira el que proporcione el mayor punto de ruptura. Si,
sin embargo, el que tiene el mayor punto de ruptura adn no es lo suficientemente fuerte, se cambiara la configuracion de
la seccién transversal del anillo térico de circular a oval y, de ser necesario, se cambiara el anillo de un lumen circular a
uno oval de manera que el borde se vuelva méas estrecho a medida que aumenta la cantidad de membrana insertada.

Si, sin embargo, después de cambiar la dureza durométrica del anillo térico y de la alteracion mencionada anteriormente
en la dimensién y forma de la hendidura, ain no se logra una fijacion satisfactoria, se cambiara el mecanismo de fijacion
al del Prototipo 3, y el material para fabricar el faldon se cambiara de silicona a PMMA y silicona. Es decir, la fijacion se
realizard mediante un anillo térico que se ajusta en una ranura hecha en el borde interno o en el borde externo del
faldon de PMMA. La presién en el punto de ruptura se medira y se comparara para observar si la resistencia de fijacién
ha mejorado.

Si, sin embargo, el disefio basado en el Prototipo 2 no es satisfactorio para la fijacion de la membrana amniética a un
faldon de PMMA, se abandonara el enfoque del anillo térico en su conjunto, y se disefiara un molde inyectable de dos
cavidades para crear las dos piezas del faldon que se cerraran a presion. El molde sera fabricado ya sea por Small
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Parts Inc., Miami Lakes, Florida, o por Innovia Inc, Miami, Florida. Cuando se cierran a presién, estas dos piezas
intercalan y fijan la membrana amniética, lo que resulta en la forma y grosor originales del conformador mostrado en las
Figuras 20Ay By 21Ay B.

El mecanismo de cierre a presion sera uno de los siguientes, todos descritos e ilustrados anteriormente en las figuras
acompafantes: 1) ranura ajustada en el lado interno de una pieza y un saliente elevado en el lado externo de la otra
pieza; 2) union macho y hembra con postes creados en una pieza y agujeros creados en la otra pieza; o 3) superficie
dentada en una pieza y superficies complementarias en la otra.

El borde de un lente de contacto terapéutico se forma de acuerdo con el disefio del conformador para evitar cualquier
efecto secundario potencial a la superficie ocular que pueda crearse por friccion (rozaduras) durante el parpadeo. Si
existe esta preocupacion, se envolvera el exceso de membrana amniética alrededor del borde externo del soporte sélido
de manera que so6lo la membrana amniotica esté en contacto con el tejido del ojo.

Objetivo 2: Examinar la durabilidad y la estabilidad del lente de contacto terapéutico fabricado después de la
crioconservacion

1) Fundamento:

Una vez que el lente de contacto terapéutico se fabrica con éxito para el uso tanto en la superficie corneal como en la
ocular, serd necesario examinar su durabilidad y estabilidad después de cierto periodo de crioconservaciéon a la
temperatura de - 80 °C y en el medio de conservacion, que se describié en el método patentado (ver U.S.P.N.
6,152,142) para preparar AmnioGraft™, actualmente fabricado por Bio-Tissue. La potencia de los efectos
antiinflamatorios y contra la formaciéon de cicatrices de la membrana amniética se mantienen en este método de
conservacion patentado cuando AmnioGraft™ se distribuye al usuario final, es decir, los cirujanos oftalmicos. Para el
AmnioGraft™, se ha determinado que el periodo de crioconservacion, es decir, el periodo de expiracién, es de al menos
un afio. Por lo tanto, sera necesario determinar si los faldones flexibles aiin mantienen su integridad en dicha condicion
de almacenamiento. Si este fuera el caso, serd necesario, ademas, determinar si la resistencia de fijacion (segun se
midié por la presién en el punto de ruptura) se mantiene aun después de varios periodos de crioconservacion. La
crioconservacion de la membrana amniética fijada a un soporte es opcional. 2) Disefio:

Se probara si la integridad del anillo térico elegido y el lente de contacto terapéutico fabricado (con una membrana
amniodtica fijada) se conservan aun después de una crioconservacion prolongada. Se colocara una serie de anillos
téricos (de diferentes materiales) y fabricados con estos mismos anillos téricos materiales en frascos de vidrio
individuales que contienen el medio de almacenamiento usado normalmente para almacenar AmnioGrafts™. Estos
frascos se almacenaran en un congelador a - 80 °C. Después de varios periodos de almacenamiento, se examinara la
integridad de los dispositivos bajo un microscopio de disecciéon para observar si hay alguna grieta o defecto, y las
propiedades originales del material se evaluaran mediante el uso de la prueba de presion de ruptura y se compararan
con la membrana sin congelar, respectivamente. La duracion de la crioconservacion sera por un periodo de un afio,
pero los puntos de datos se tomaran semanalmente dentro de este periodo (mientras esta en marcha el proceso de
fabricacion - Objetivo 1). 3) Resultados Esperados & Interpretacion:

A partir de la prueba preliminar realizada, especificamente la prueba de la integridad de 3 tipos de anillos téricos de
caucho de silicona (PDMS pura, VITON, y fluorocaucho de silicona) a -80 °C, se espera que el soporte flexible del lente
de contacto terapéutico sea estable durante el periodo de crioconservacion de 1 afio, y que la resistencia de fijacion
permanezca lo suficientemente fuerte. Se probara, ademas, la accion fisiolégica de dicha membrana amnidtica fijada
después del almacenamiento al probar su capacidad de soportar el crecimiento epitelial en cultivo (ver Métodos), y se
comparara con los controles antes de la crioconservacion de AmnioGrafts™ después de la misma cantidad de tiempo
en crioconservacion. 4) Problemas Potenciales & Soluciones:

Si, sin embargo, se nota que la integridad del soporte flexible es amenazada por la crioconservacion, se determinara en
primer lugar si este efecto adverso es dependiente del tiempo, y se encontrara el tiempo mas corto que aun puede
mantener el ensamble intacto.

Si es necesario un tiempo de crioconservacion mas corto, se modificara el proceso de fabricacion del lente de contacto
terapéutico mediante el uso del mejor material pero se debe tener en mente el periodo de almacenamiento limitado. Si
sin embargo, se descubre que la integridad y la resistencia de fijacién del soporte flexible no son satisfactorias, se
examinaran otros materiales elastoméricos.

Alternativamente, la membrana, que se ha criopreservado como AmnioGraft™, puede fijarse al soporte flexible

inmediatamente antes de la distribucion, lo que evita asi problemas que podrian estar asociados con la crioconservacion
prolongada.
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Objetivo 3: Examinar la seguridad del lente de contacto terapéutico cuando se aplica sobre ojos de conejo 1)
Fundamento:

Una vez que se obtiene un lente de contacto terapéutico satisfactorio para el uso tanto en la superficie corneal como en
la ocular después de completar los Objetivos 1 y 2, se examinara después si dicho lente de contacto terapéutico puede
usarse de forma segura sobre el ojo de conejo. El Objetivo 3 puede iniciarse en paralelo con el Objetivo 2 después de
completar el Objetivo 1. 2) Disefio:

El protocolo se llevara a cabo en un total de 25 ojos de conejos NZW (se necesitaran 27 conejos con una tasa de
desercion esperada de 10%) para probar la seguridad del lente de contacto terapéutico fabricado. Se usaran los lentes
de contacto terapéuticos fabricados para ajustarse al uso en la superficie corneal y en la ocular de conejo. El disefio del
lente de contacto terapéutico con respecto al tamafio, curvatura, y contorno se basara en el conocimiento de que los
ojos de conejo aumentan de tamafo con la edad. Los conejos seran de 2-3 kg de peso corporal y de cualquier sexo.
Después de insertar el lente de contacto terapéutico de conejo sobre el ojo del conejo (el otro ojo sirve como control),
cada ojo del conejo se examinara dos veces al dia por inspeccién con luz manual y semanalmente por inspeccién con
lampara de hendidura durante un periodo de 3 semanas para observar si hay alguna reaccion adversa al uso del lente.
Especificamente, bajo la lampara de hendidura se buscara inflamacion, con respecto a hinchazén del tejido, rojez, y
acumulacién de moco de la superficie ocular y las estructuras anexas externas que incluyen los parpados y la piel.
Ademas, la integridad del epitelio de la cornea se monitoreara por tincion con fluoresceina, y de ser necesario por
histologia al final del estudio.

Ademas, se registrara la integridad del lente de contacto terapéutico insertado. Especificamente, se examinara la
integridad de la membrana (si esta despegada o disuelta), la estabilidad de la fijacion de la membrana al soporte sélido,
y la posicion del lente de contacto terapéutico sobre la superficie del ojo. Ademas se determinara la duracion del uso
seguro del lente de contacto terapéutico. El punto final del uso del lente se producira cuando exista algin problema de
ajuste con respecto al lente de contacto terapéutico, al tejido huésped, o una combinaciéon de ambos. La estadistica se
realizara mediante un andlisis de varianza seguido de pruebas post-hoc de la diferencia minima significativa para
evaluar las diferencias estadisticas entre los grupos con respecto a: inyeccion conjuntiva (escala 0-4), dafio al epitelio de
la cérnea (tincion con fluoresceina) (escala 0-4), catarata (escala 0-4), y reflejo en las células de la camara anterior
(escala 0-4) mediante el uso la escala estandar: O=ninguno, 1=bajo, 2=suave, 3=fuerte, 4=severo.

3) Resultados Esperados e Interpretacion:

Se espera que el ojo del conejo use bien el lente de contacto terapéutico de conejo sin ninguna complicacion, y que la
integridad de la membrana dure al menos una semana, preferentemente hasta tres semanas, un intervalo de tiempo que
se ha encontrado que es suficiente para tratar enfermedades de la superficie ocular humana mediante el uso de
AmnioGrafts™ suturados convencionales. Durante este periodo de tiempo se espera que no exista ningn problema de
ajuste en la integridad del lente de contacto terapéutico (para el uso tanto en la superficie corneal como en la ocular), o
los tejidos de la superficie ocular del conejo y las estructuras anexas.

4) Problemas Potenciales & Soluciones:

Los ojos de conejo difieren de los ojos humanos en que tienen una velocidad de parpadeo mas lenta, y en que tienen
una membrana nictitante adicional en la conjuntiva bulbar nasal. Lo primero puede provocar un tiempo de exposicién
mas prolongado de la superficie del ojo, lo que conduce a la sequedad de la membrana sobre el ojo del conejo. En
pacientes humanos con un problema de exposicion, se ha observado la disoluciéon temprana del AmnioGraft™, es decir,
en menos de una semana. Si dicho problema de exposicién en conejos crea claramente un ambiente de prueba
desfavorable, se verificara en primer lugar esta preocupacion al medir la velocidad de parpadeo en conejos antes y
después de la insercién de un lente de contacto terapéutico. Una vez confirmado, este problema se abordara al realizar
una pequefia tarsorrafia suturada, es decir, el cierre de los parpados superior e inferior mediante suturas, para observar
si esto reduce la disolucién prematura no deseada de la membrana.

La existencia de una membrana nictitante en un ojo de conejo puede provocar friccion mecanica al lente de contacto
terapéutico, especialmente al de uso en la superficie corneal con un didmetro mas pequefio. Esta friccion mecanica y el
movimiento generados por la membrana nictitante, que no esta presente en los ojos humanos, pueden imposibilitar el
uso del lente de contacto terapéutico. Si este fuera el caso, se extirpara la membrana nictitante mas adelante en el
tiempo antes de la insercidn de un lente de contacto terapéutico.

Se ha informado que la membrana amniética humana puede provocar en conejos reacciones inflamatorias a

xenoinjertos mediadas por linfocitos, especialmente después de dos semanas después de trasplantarse a la superficie
de la conjuntiva como un injerto con suturas (31 ;32). Si esto se vuelve una preocupacion, se verificara por inspeccion
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histolégica de la membrana residual, y se pasara al uso de membrana amniética de conejo cuando el lente de contacto
terapéutico deba probarse por un periodo de uso mas largo en conejos.

Métodos Fundamentales
1. Preparacion de la membrana amniética:

La membrana amniética humana para el uso en investigaciones se adquirird de acuerdo con un protocolo IRB (#
01/554A) aprobado por el Subcomité de Ciencias Médicas para la Proteccién de Sujetos Humanos en Investigacion
(Medical Science Subcommittee for the Protection of Human Subjects in Research) de la Escuela de Medicina de la
Universidad de Miami el 1 de Febrero de 2002.), y se preparard de acuerdo con el procedimiento patentado (Ver
U.S.P.N. 6,152,142) establecido por Bio-Tissue mediante el uso de su método patentado. La confidencialidad de la
informacion del donante es mantenida por Bio-Tissue y no se divulga a ninguin personal involucrado en esta propuesta
de subvencion y no se usara en ningun informe generado a partir de este estudio.

Como se expuso en Problemas Potenciales del Objetivo 3, si tiene que usarse membrana amniética de conejo para la
prueba, esta se adquirird bajo un protocolo aprobado por IACUC (UM ACUC#00-127renewal03), y se preparara de
manera idéntica a la descrita para la membrana amniética humana. Tanto la membrana amniética humana como la de
conejo se procesaran y se prepararan para esta propuesta en el complejo de laboratorios en Bio-Tissue, Inc. 2. Cultivo
de Explantes Limbares en Membrana Amniética:

El método se usa para probar la accion fisiolégica de la membrana amniética cuando dicha prueba se vuelve necesaria,
y se ha informado en publicaciones anteriores (33-35). En breve, se obtendran explantes limbares a partir de la
corneoescleral remanente de cada cérnea del donante después de ser trepanada para el trasplante de cérnea
convencional. Explantes de 1 a 2 mm?® que incluyen 0.5 mm dentro del limbo y 0.5 mm mas alla del limbo se prepararan
y se colocaran en una placa de cultivo y se incubaran en Dispasa Il (1.2 U/ml en solucién salina equilibrada de Hank
libre de M92+- y ca*- (HBSS)) durante 15 a 30 min a 37 °C en 5% de CO, humidificado y se enjuagara con DMEM que
contiene 10% de FBS. El soporte sélido con membrana amnidtica fijada con o sin crioconservacion adicional se usara
como sustrato con la superficie basal de la membrana orientada hacia arriba para cultivar el explante limbar, que se
colocara en el centro de la membrana con una gota de FBS durante la noche para permitir una adhesién adecuada, y
después se cultivara en un medio de igual volumen de DMEM amortiguado con HEPES que contiene bicarbonato y F12
de Ham complementado con 0.5% de sulféxido de dimetilo, 2 ng/ml de EGF de ratén, 5 mg/ml de insulina, 5 mg/ml de
transferrina, 5 ng/ml de selenio, 0.5 mg/ml de hidrocortisona, 30 ng/ml de la subunidad A de la toxina del cdlera, 5% de
FBS, 50 mg/ml de gentamicina, y 1.25 mg/ml de amfotericina B (en conjunto, denominados el medio SHEM). Los
cultivos se incubaran a 37 °C en 5% de CO, y 95% de aire y el medio se cambiara cada 2-3 dias.

El tejido limbar humano se obtendrda del Banco de ojos Florida Lion's Eye Bank de cadaveres de donantes cuya
identidad no puede identificarse. La membrana amniética humana conservada se adquirird de acuerdo con un protocolo
aprobado por IRB (# 01/554A) y se procesara por Bio-Tissue, a la vez que la identidad del donante vivo no puede
identificarse.

Animales Vertebrados

Este protocolo animal ha sido aprobado por la Universidad de Miami (Nim. 02-142 el 11 de julio de 2002). El principal
animal a usar es el conejo. Este animal se elige debido a su tamafio y facil manipulacién de la insercion del lente. Una
busqueda extensiva en Medline, Agricola, y Altweb mostré referencias que coinciden con las siguientes palabras claves:
membrana amniodtica, lente de contacto, superficie ocular, y animales, pero no estan relacionadas con la presente
tematica. Por lo tanto, los conejos son los mejores animales usados en las pruebas preclinicas de seguridad del lente de
contacto terapéutico descritas en el Objetivo 3.

Se usaran un total de 25 conejos blancos de Nueva Zelanda (y 2 adicionales usados para la posible desercién), de
cualquier sexo con peso corporal de 2-3 Kg. Se alojaran en jaulas cubiertas con filtro en condiciones de temperatura,
humedad, y luz (ciclo de luz de 12h; las luces se encienden a las 7.00 AM) controladas, y se mantendran libremente en
comida y agua estandares.

Se usara un conejo para probar si la presencia de la membrana nictitante interfiere con el uso del lente para cada disefio
de dos tipos de lente de contacto terapéutico, es decir, para el uso en las superficies corneal y ocular, respectivamente.
De manera que se necesitaran un total de cuatro conejos. Un conejo se usara como control sin probar el uso del lente.
20 conejos adicionales se subdividiran en cuatro grupos con 5 cada uno para probar dos disefios diferentes de lente de
contacto terapéutico para el uso en las superficies corneal y ocular, respectivamente. Este es un estudio de seguridad, y
Nno se usara para comparar entre estos cuatro grupos diferentes.

La insercion del lente de contacto terapéutico serd de la misma manera que la insercion del lente de contacto en
23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2541354713

pacientes humanos. A esto seguira la aplicacién topica de una gota de 0.5% de proparacaina (anestésico local usado en
0jos humanos). La inspeccion diaria casual se realizara por luz manual o lampara de hendidura sin anestesia. Sin
embargo, si se determina que una inspeccion detallada de la hendidura es esencial para conocer la condicion de uso del
lente, cada conejo recibira inyecciones intramusculares de mg/kg de ketamina, 5 mg/kg de xilazina, y 0.75 mg/kg de
acepromazina.

Si hay reaccién adversa al uso del lente de contacto terapéutico que justifique la eutanasia, esta se realizard por
inyeccion intravenosa de una sobredosis de pentobarbital, un método consistente con la recomendacion del Grupo
sobre la Eutanasia de la Asociacion Americana de Medicina Veterinaria bajo el protocolo aprobado, ACUC #_02-142. Se
cumplira con la politica de PHS sobre Cuidado Humano y Uso de Animales de Laboratorio, revisada en septiembre de
1986.

La siguiente literatura puede ser Gtil como lectura de fondo para médicos e investigadores clinicos.
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Reivindicaciones

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Un recubrimiento de superficie tisular que comprende:

a) un primer anillo que tiene un borde anular externo y un didmetro exterior;

b) una membrana amnidtica que cubre completamente el primer anillo, la membrana se envuelve sobre el
borde anular externo del primer anillo; y

¢) un segundo anillo que tiene un borde anular interno y un diametro interior, en donde el diametro interior del
segundo anillo se dimensiona para ajustarse por cierre a presion al diametro exterior del primer anillo, y se
coloca sobre el primer anillo para su alineacion coaxial; la membrana se fija entre el primer anillo y el segundo
anillo por un acoplamiento de bloqueo del primer anillo con el segundo anillo durante el ensamble del
recubrimiento de superficie tisular.

El recubrimiento de superficie tisular de la Reivindicacion 1, en donde el borde anular externo del primer anillo
incluye una primera superficie de agarre y el borde anular interno del segundo anillo incluye una segunda
superficie de agarre.

El recubrimiento de superficie tisular de la Reivindicaciéon 2, en donde la primera y segunda superficies de
agarre incluyen un dispositivo de agarre seleccionado del grupo que consiste en fresas, postes de fijacion, y un
zona que define aberturas para postes de fijacion.

El recubrimiento de superficie tisular de la Reivindicacion 2, en donde la primera superficie de agarre incluye
una zona que define aberturas para postes de fijacion y la segunda superficie de agarre incluye postes de
fijacion alineados espacialmente con las aberturas para postes de fijacion.

El recubrimiento de superficie tisular de la Reivindicacion 2, en donde la primera superficie de agarre incluye
postes de fijacion y la segunda superficie de agarre incluye una zona que define aberturas para postes de
fijacién alineadas espacialmente con los postes de fijacion.

El recubrimiento de superficie tisular de la Reivindicacion 3, en donde la primera o la segunda superficie de
agarre incluye postes de fijacion y la membrana incluye una zona que define aberturas para postes de fijacion
alineadas espacialmente con los postes de fijacién para asegurar la membrana entre la primera y la segunda
superficie de agarre.

El recubrimiento de superficie tisular de la Reivindicacion 1, en donde el primer anillo y el segundo anillo son
biodegradables.

El recubrimiento de superficie tisular de la Reivindicacion 1, en donde al menos uno de los anillos comprende
un polimero que incluye, ademas, al menos una molécula bioactiva.

El recubrimiento de superficie tisular de la Reivindicacion 1, en donde la membrana, el primer anillo, y el
segundo anillo se dimensionan cada uno para la colocacion sobre una superficie de un ojo.

El recubrimiento de superficie tisular de la Reivindicacion 1, en donde la membrana, el primer anillo, y el
segundo anillo se dimensionan cada uno para la colocacion sobre una superficie de un tejido seleccionado del
grupo que consiste en tejido dérmico, tejido del tracto gastrointestinal, tejido del tracto respiratorio, tejido del
sistema genital, tejido del sistema urinario, tejido del sistema circulatorio, y tejido 6seo.

El recubrimiento de superficie tisular de la Reivindicacion 1, en donde al menos uno de los anillos comprende
metacrilato de polimetilo o un material de silicona.

El recubrimiento de superficie tisular de la Reivindicacién 1, en donde al menos uno de los anillos se fabrica de
un material seleccionado del grupo que consiste en poliuretano, poliéster, y politetrafluoroetileno

Un recubrimiento de superficie tisular de la reivindicacion 1, que comprende, ademas, células seleccionadas
del grupo que consiste en células disefiadas previamente por ingenieria genética para terapia génica, células
epiteliales del pigmento retinal, células madre epiteliales, células madre limbares, y células epiteliales limbares.

Un recubrimiento de superficie tisular de la Reivindicacion 1, para el uso como una composicién para reducir el

dolor ocular y la opacidad de la cérnea después de la cirugia laser de excimeros y para mejorar el éxito de la
implantacion de queratoprétesis.
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