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DESCRIPCION
Membranas biopoliméricas
Antecedentes de la invencion

Las membranas biopoliméricas pueden utilizarse en la reparacion de tejidos blandos. Véase, por ejemplo, Shu-Tung
Li, Biologic Biomaterials: Tissue-Derived Biomaterials (Collagen). En: Biomedical Engineering Handbook, Ed. J. D.
Bronzino, de 42-1 a 42-23, CRC Press, Inc. Boca Raton, Fla., 2000. El documento US2004/001877 describe una
membrana laminar adaptada para la reparacion de un tejido meningeo dafiado que comprende una capa de fibras
biopoliméricas orientadas y reticuladas. La resistencia mecanica es una consideracion importante en el disefio de
tales membranas ya que existe la necesidad de fijarlas firmemente a los sitios objetivo.

Sumario

Esta invencion se basa en un descubrimiento inesperado de que las membranas biopoliméricas que contienen fibras
largas no orientadas tienen una alta resistencia a la traccion y una alta resistencia a la retencién de la sutura en
todas las direcciones.

En un aspecto, esta invencion presenta una membrana laminar para reparar un tejido dafiado. La membrana laminar
incluye una capa isotropica de fibras biopoliméricas reticuladas basadas en colageno en las que las fibras tienen una
longitud de 10 a 1.000 cm (por ejemplo, de 30 a 800 cm o de 50 a 500 cm). La longitud se refiere al promedio de las
longitudes de fibra medidas antes de que las fibras estén reticuladas y tenga una desviacion estandar de + 20%.

Se describen otras fibras biopoliméricas basadas en una diversidad de biopolimeros, tales como polipéptidos (por
ejemplo, colageno de tipo | a tipo XXV, elastina y fibrina), polisacaridos (por ejemplo, quitosano, acido alginico,
celulosa y glicosaminoglicano) y una combinacion de dos o mas biopolimeros diferentes. Los biopolimeros se
pueden obtener a partir de fuentes naturales o se preparan mediante técnicas de ingenieria genética. La expresion
"capa isotropica" se refiere a una capa que presenta propiedades con propiedades mecanicas similares cuando se
mide a lo largo de ejes de todas las direcciones. La capa isotropica puede tener un espesor de 0,05 a 1,5 mm (por
ejemplo, de 0,2 a 0,8 mm), una densidad de 0,1 a 1,2 g/cm3 (por ejemplo, de 0,2 a 1,0 g/cm3), una temperatura de
transicion hidrotérmica de 45 a 80°C (por ejemplo, de 50 a 70°C), una resistencia a la retencion de la sutura de 0,1 a
5 kg (gor ejemplo, de 0,2 a 2 kg) y una resistencia a la tracciéon de 20 a 250 kg/cm2 (por ejemplo, de 40 a 100
kg/cm?). Preferiblemente, es permeable a moléculas que tienen pesos moleculares de 50 a 100.000 daltons (por
ejemplo, de 100 a 70.000 daltons). Los parametros anteriores pueden medirse facilmente por métodos bien
conocidos en la técnica, algunos de los cuales se describen con mayor detalle a continuacion. Si se desea, se puede
incluir en la capa isotrépica un agente bioactivo, tal como factores de crecimiento, agentes antimicrobianos, agentes
anticoagulantes y agentes antiadhesivos.

En otro aspecto, esta invencion presenta un método para fabricar una capa isotropica de fibras biopoliméricas
reticuladas. El método incluye 4 etapas: (1) coacervar fibras biopoliméricas (por ejemplo, fibras basadas en
colageno) que tienen longitudes de menos de 1 cm dispersadas en una solucién acuosa para obtener fibras
biopoliméricas coacervadas que tienen longitudes de 10 a 1.000 cm, (2) aplanar las fibras biopoliméricas
coacervadas en una capa, (3) secar la capa, y (4) reticular las fibras biopoliméricas. La coacervacién puede
conseguirse ajustando el pH de la dispersion al punto isoeléctrico del biopolimero. Como resultado, el biopolimero se
precipita de la dispersién y forma fibras largas (por ejemplo, que tienen longitudes de 10 a 1.000 cm).
Preferentemente, las fibras coacervadas se deshidratan parcialmente para alcanzar un contenido en sélidos del 5 al
25% en peso antes del paso (2).

También dentro del alcance de esta invencion esta una capa isotrépica de fibras biopolimeras reticuladas
preparadas por el método mencionado anteriormente.

Los detalles de una o mas realizaciones de la invencién se exponen en la siguiente descripcién adjunta. Otras
caracteristicas, objetos y ventajas de la invencién seran evidentes a partir de la descripcion y de las reivindicaciones.

Descripcion detallada

Esta invencion se refiere a una membrana laminar que contiene una capa isotrépica de fibras biopoliméricas
reticuladas largas basadas en colageno. A continuacion se muestra un ejemplo de preparacion de una membrana
laminar de este tipo del colageno tipo I:

En primer lugar, las fibras de colageno tipo | se purifican a partir de una fuente natural (por ejemplo, piel, hueso,
tend6n o ligamento de un mamifero) por métodos bien conocidos en la técnica (por ejemplo, los descritos en la
Patente de Estados Unidos N° 5.206.028 y en Oneson, et al., J. Am. Leather Chemists Assoc. 65: 440 - 450, 1970).

A continuacioén, se prepara una dispersion de colageno mezclando fibras de colageno de tipo | purificadas en una
solucién acuosa acida o basica en la que las fibras no se reticulan entre si. Por ejemplo, se pueden dispersar fibras
de colageno en una solucion acuosa acida que contiene un acido organico (por ejemplo, acido acético o acido
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lactico) o un acido inorganico (por ejemplo, acido clorhidrico o acido sulfarico). El contenido en sélidos de las fibras
de colageno en la dispersion esta comprendido preferiblemente entre 0,5% en peso y 15% en peso.
Alternativamente, se pueden dispersar fibras de colageno en una solucién acuosa basica que contiene una base tal
como hidroxido de sodio, hidroxido de potasio o hidroxido de calcio. Los métodos para preparar una dispersion de
colageno son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N° 5.206.028. Tipicamente, el
colageno se homogeneiza primero en una solucién acida o basica por un medio adecuado, tal como el uso de un
mezclador. La dispersién de colageno asi obtenida se filtra a continuacion para eliminar cualquier material residual
no colagenoso, tal como haciendo pasar la dispersion a través de un filtro de malla de acero inoxidable de un
tamafo de malla adecuado. Las fibras en la dispersion filtrada tienen generalmente menos de 1 cm de longitud.

Las fibras de colageno en la dispersién filtrada se coacervan entonces para obtener fibras largas de ciertas
longitudes (por ejemplo, de 10 a 1.000 cm). Esto se puede conseguir ajustando el pH de la dispersion al punto
isoeléctrico del colageno (por ejemplo, pH de aproximadamente 5). Se puede usar tanto una base como un acido
como agente coacervante, dependiendo de si las fibras de colageno estan dispersadas en una solucién acida o
alcalina. También pueden usarse otros agentes coacervantes (por ejemplo, sales neutras o disolventes no acuosos).
Las longitudes de las fibras coacervadas en su conformacién extendida se miden para asegurar que se obtienen
fibras de longitudes deseadas. Tipicamente, las fibras coacervadas se colocan sobre una superficie con un fondo
oscuro y sus longitudes se miden con una regla. Si no se obtienen las longitudes deseadas, se puede aplicar vacio a
las fibras coacervadas para eliminar las burbujas de aire atrapadas que interfieren con la alineacién de las fibras. La
eliminacion de las burbujas de aire atrapadas alarga las fibras mejorando la adhesién entre las fibras adyacentes.
Este proceso puede repetirse hasta que las longitudes de las fibras estén dentro del intervalo de 10-1.000 cm. Las
longitudes deseadas también se pueden obtener ajustando la cantidad total de la dispersién usada en el proceso de
coacervacion.

Las fibras de colageno coacervadas se recogen sustancialmente de la solucion, por ejemplo, usando un tamiz de
malla. Preferentemente, las fibras se deshidratan parcialmente por goteo o por compresion en un soporte de malla
de acero inoxidable para alcanzar un contenido de colageno sélido en el intervalo de 5% a 25% en peso. Las fibras
asi obtenidas estan orientadas al azar y poseen propiedades parecidas a la masa. Se pueden aplanar
convenientemente con un rodillo en una membrana laminar que contiene una capa isotropica de fibras de colageno.
Mientras que algunas fibras de colageno en la membrana laminar estan en una conformacién mas extendida, la
mayoria estan en una conformacion enrollada o doblada.

La membrana laminar asi obtenida se seca entonces. El secado puede llevarse a cabo mediante secado al aire o
liofilizacion, dependiendo de la permeabilidad deseada de la membrana. En general, el secado al aire produce una
membrana que permite la permeacién de moléculas que tienen pesos moleculares que varian de 50 a 30.000 (por
ejemplo, iones y péptidos pequefios) y la liofilizacion produce una membrana que permite la permeacion de
moléculas que tienen pesos moleculares que varian de 1.000 a 100.000 (por ejemplo, diversos factores de
crecimiento y macromoléculas bioactivas). La permeabilidad de una membrana laminar se puede ajustar
adicionalmente controlando el grado de deshidratacion parcial mencionado anteriormente. Los métodos para
determinar la permeabilidad de una membrana laminar son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Li, y
col., Clinical Materials, 9: 195 - 200, 1992.

Obsérvese que la permeabilidad de una membrana laminar es mucho menor que la permeabilidad de una estructura
porosa de tipo esponja. Generalmente, para una esponja de colageno que tiene una densidad en el intervalo de
0,005 a 0,02 g/cm3 (tal como DuraGen y Helistat comercializados por Integra LifeSciences, Plainsboro, NJ), la
mayoria de los poros en la esponja tienen diametros que van desde 50 a 250 um. Como resultado, una esponja de
colageno permite la permeacion de las células. Véase Doillon, et al. J. Biomed. Materials Res. 20: 1219 - 1228,
1986. Debido a su estructura porosa, una esponja de colageno facilita el crecimiento celular. Una esponja de
colageno contiene tipicamente poros esféricos, y su tamafio de poro (que corresponde a la permeabilidad) se puede
determinar por microscopia electrénica de barrido (SEM).

Una membrana de lamina de colageno de esta invencion no tiene estructuras porosas esféricas. Tipicamente, tiene
una estructura estratificada y multicapa de alta densidad (por ejemplo, de 0,1 a 1,2 g/cma), y puede producirse por
compresion mecanica (por ejemplo, aplanamiento) como se ha descrito anteriormente. A medida que los espacios
entre las fibras de colageno se derrumban durante la compresion, una membrana laminar de colageno puede
contener morfologia superficial de defectos tipo poro (por ejemplo, una profundidad poco profunda), huecos entre
capas o hendiduras, no estructuras porosas contenidas en una esponja de colageno. Dada su estructura laminada,
se puede usar una membrana laminar como tamiz molecular o como una barrera celular (por ejemplo, las descritas
en las patentes de EE.UU. N° 5.206.028 y 6.391.333). Como ejemplo, la patente 4.963.146 describe una membrana
tubular multicapa laminada preparada por compresion mecéanica de fibras de colageno orientadas hidratadas y
coacervadas. La membrana es s6lo permeable a macromoléculas del tamafio de la albimina de suero bovino (que
tiene un peso molecular de aproximadamente 67.000 daltons), pero no es permeable a macromoléculas del tamafio
de B-galactosidasa (que tiene un peso molecular de aproximadamente 5,4 x 10° daltons). También describe que la
permeabilidad de la membrana se correlaciona con el radio de Stokes de la macromolécula en un medio acuoso (por
ejemplo, 0,007 ym para la albumina de suero bovino y 0,02 um para la B-galactosidasa). Por lo tanto, la
permeabilidad de una membrana laminar (por ejemplo, permeable a biomoléculas menores de 0,02 ym) puede ser
mucho menor que la de una esponja (por ejemplo, permeable a células de aproximadamente 50 um). Dada su baja
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permeabilidad, se puede usar una membrana laminar para intercambiar nutrientes, al tiempo que se excluyen las
células al mismo tiempo. La permeabilidad de una membrana laminar se puede determinar usando moléculas de
sonda, es decir, macromoléculas que tienen diversos tamafios moleculares. Véase, por ejemplo, Li, y col., Clinical
Materials, 9: 195 - 200, 1992. Como una membrana laminar no contiene poros esféricos, su permeabilidad no puede
determinarse midiendo el tamafio de poro usando SEM.

La membrana laminar seca citada anteriormente se somete luego a reaccién con un agente de reticulacion
adecuado (por ejemplo, un compuesto de aldehido). Puede reticularse en una solucién que contiene un agente
reticulante, controlandose la extension de reticulacion la concentracion del agente reticulante, la temperatura y el pH
de la solucion, y el tiempo de reaccidn. Alternativamente, la membrana seca puede ser reticulada en un vapor
generado a partir de una solucién que contiene un agente de reticulacién, controlandose la extension de la
reticulaciéon por la presion de vapor, la temperatura de la solucion y el tiempo de reaccion. Los métodos para
determinar el grado de reticulacion son bien conocidos en la técnica, por ejemplo, monitorizando la temperatura de
transicion hidrotérmica o determinando el nimero de puntos de reticulacién intermoleculares. Véase Yuen y col.,
Trans. Soc. Biomaterials, 1288, 2000 y Wiederhom, et al., J. Polymer Sci., 9: 315, 1952.

El grado de reticulacion determina la estabilidad in vivo de una membrana laminar. Por ejemplo, las fibras de
colageno con una temperatura de transicion hidrotérmica de 50°C a 55°C y de 55°C a 60°C pueden tener un tiempo
de resorcién completo in vivo de 8 a 16 semanas y de 12 a 36 semanas, respectivamente. Véase Yuen y col., Trans
Soc. Biomaterials, 1288, 2000. Para la estabilidad in vivo superior a 6 meses, la temperatura de transicion
hidrotérmica debe adaptarse al intervalo de 55°C a 75°C.

La membrana reticulada asi obtenida puede lavarse extensivamente con agua destilada para eliminar cualquier
aldehido residual, haciendo de este modo la membrana no citotéxica. La membrana enjuagada puede ser entonces
liofilizada para producir una membrana de lamina blanca. Se prefiere el color blanco, ya que facilita la colocacion
precisa de una membrana laminar sobre un sitio de reparacion. La liofilizacion se puede llevar a cabo a, o por
debajo, de -40°C, si la membrana se seca al aire antes de la reticulacién. Como la depresion del punto de
congelacién del agua ligada a proteinas es mas pronunciada en una membrana reticulada secada al aire (es decir,
un material de alta densidad), el agua absorbida en la membrana reticulada puede no congelarse completamente a
una temperatura por encima de -40°C durante los ciclos de liofilizacion. Por lo tanto, la liofilizacién de una membrana
secada al aire reticulada a una temperatura superior (por ejemplo, -10°C) puede producir membranas con parches
transparentes similares a los producidos por secado al aire.

La estabilidad in vivo de una membrana laminar también depende de los tipos de agentes reticulantes.
Generalmente, el glutaraldehido forma membranas mas estables que el formaldehido o la carbodiimida. Por lo tanto,
el glutaraldehido se ha utilizado para reticular las valvulas cardiacas del tejido que requieren alta estabilidad in vivo,
mientras que el formaldehido se ha usado a menudo para reticular implantes reabsorbibles cuya estabilidad in vivo
€s menos critica.

Si se desea, una membrana laminar puede incluir uno 0 mas agentes bioactivos. Por ejemplo, un agente bioactivo
puede disolverse o dispersarse en una dispersion de colageno usada para preparar la membrana laminar. Como
otro ejemplo, las moléculas bioactivas pueden estar unidas covalentemente a la superficie de fibras de colageno en
una membrana laminar. Especificamente, una molécula bioactiva que contiene un grupo reactivo puede enlazarse
mediante un agente de acoplamiento a un grupo funcional en las cadenas laterales de colageno. Ejemplos de tal
agente de acoplamiento adecuado incluyen compuestos de aldehido o carbodiimida. Ejemplos de tal grupo funcional
incluyen los grupos amino de cadena lateral en lisinas e hidroxilinas, los grupos carboxilo de cadena lateral en
acidos aspartico y glutamico, y los grupos hidroxilo de cadena lateral en hidroxiprolina, serinas y treoninas. Véase,
por ejemplo, Lundblad R., Techniques in protein modification, CRC Press, Boca Raton, 1995. Ademas, se pueden
usar moléculas separadoras para formar enlaces entre los grupos funcionales de las cadenas laterales de colageno
y los grupos reactivos sobre las moléculas bioactivas, de manera que confieren mas flexibilidad en dichas moléculas
bioactivas sobre la superficie de la membrana.

Una membrana laminar de esta invencién contiene una capa isotropica de fibras biopoliméricas reticuladas largas.
Como resultado, proporciona mayor resistencia a la sutura y resistencia a la traccién en todas las direcciones. Por el
contrario, una membrana laminar que contiene fibras orientadas proporciona una elevada resistencia a la tension de
sutura y resistencia a la traccion sélo en ciertas direcciones. Véase el Ejemplo 5 a continuacién. Especificamente,
una membrana laminar que contiene fibras orientadas tiene mayor resistencia a la retenciéon de la sutura en la
direccién perpendicular a la orientacion de las fibras que en la direccién paralela a la orientacion de las fibras. Por
otra parte, tiene mayor resistencia a la traccion en la direccion paralela a la orientacion de las fibras que en la
direccion perpendicular a la orientacion de las fibras. Puesto que es dificil discernir la orientacién de la fibra en una
membrana laminar que contiene fibras orientadas, puede producirse un fallo si la membrana laminar no se coloca
adecuadamente en un sitio diana.

Una membrana laminar de esta invencion se puede usar en la reparacion de tejidos blandos. Por ejemplo, cuando
se utiliza en la reparacién de un tejido de pericardio después de una cirugia de corazén abierto, la membrana
proporciona una resistencia uniforme en todas las direcciones de modo que puede suturarse con el pericardio del
huésped para prevenir el desgarro y proteger el tejido. Como otro ejemplo, cuando se usa para reparar la hernia de
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la pared abdominal, proporciona una fuerza uniforme para soportar el tejido herniado. Una membrana laminar de
esta invencion también puede usarse en cirugias gastricas y pulmonares.

El ejemplo especifico siguiente debe ser interpretado como meramente ilustrativo y no limitativo del resto de la
descripcion de ninguna manera. Sin mas elaboracion, se cree que un experto en la técnica puede, basandose en la
descripcion en la presente memoria, utilizar la presente invencion en toda su extension.

Ejemplo 1: Preparacion de fibras de colageno purificadas

El tenddn flexor profundo bovino se utilizé para preparar fibras de colageno tipo I. Inicialmente, la grasa y la fascia
del tenddn se retiraron cuidadosamente y se lavé con agua. El tenddn asi obtenido contenia en su mayor parte fibras
de colageno de tipo | y posteriormente se congeld y se trituré en rodajas de 0,5 mm con una cortadora de carne. 1
kg de tendén humedo en rodajas se extrajo primero en 5 litros de agua destilada a temperatura ambiente durante 24
horas. El extractor fue desechado. Se afiadié una solucion de 5 litros que contenia HCI 0,2 N y Na,SO4 0,5 M y se
extrajeron los cortes de tendén a temperatura ambiente durante 24 horas. Después de la decantacion del agente de
extraccion acido, el tendén se lavé con 5 litros de una solucién de Na;SO4 0,5 M para eliminar el acido residual. El
tendén extraido con acido se extrajo luego en una solucion de 5 litros que contenia NaOH 0,8 My Na;SO, 1 M a
temperatura ambiente durante 24 horas. El extractor basico se deseché entonces. La base residual se neutralizé con
una solucion de HCI 0,5 N a pH 5, seguido de varios cambios de agua destilada para eliminar las sales residuales
asociadas con el tenddn. El tenddn se desgrasé luego con isopropanol (tendén: isopropanol = 1: 5, v/v) durante 8
horas a 25°C. Después de la decantacion del agente de extraccion, se afiadié un volumen igual de isopropanol y las
rodajas de tenddn se extrajeron durante la noche a 25°C. El tendén desgrasado se equilibré a continuaciéon en una
solucién de tampoén fosfato 0,05 M, pH 7,4 durante 24 horas. La soluciéon tampén en exceso se decanto y las fibras
de colageno purificadas se almacenaron en himedo en un congelador a una temperatura inferior a -20°C o se
almacenaron en la forma secada al aire a temperatura ambiente.

Ejemplo 2: Preparacion de dispersiones de fibras de colageno

Se pes6 una parte alicuota de fibras de colageno purificadas y se dispersé en una solucién de acido lactico 0,07 M.
La dispersién asi obtenida se homogeneizé con un homogenizador Silverson (Silverson Machines, Inc., East
Longmeadow, Mass.) La homogeneizacion se llevo a cabo durante aproximadamente 1 a 3 minutos. La dispersion
homogeneizada se filtr6 después con un filtro de malla de acero inoxidable de malla 40. La dispersion filtrada, que
tenia un contenido de colageno de 0,62% (p/v), se desaird con vacio para eliminar el aire atrapado.

Ejemplo 3: Fabricacion de una membrana laminar a partir de fibras de colageno dispersadas mediante liofilizacion

Se afiadieron 1,5 kg de la dispersion de fibras de colageno preparada en el Ejemplo 2 (0,62%) en un matraz de 4
litros. Las fibras de colageno se coacervaron afiadiendo 200 ml de una solucion de NH4OH al 0,3% para ajustar el
pH de la dispersion al punto isoeléctrico del colageno (pH de aproximadamente 5,0).

Las fibras de colageno coacervadas se retiraron del vaso de precipitados y se colocaron en un tamiz de acero
inoxidable de malla 20. Se elimind la solucién en exceso moviendo lentamente las fibras coacervadas hacia adelante
y hacia atrds con una espatula de teflon hasta que el contenido de sdélidos de las fibras hidratadas alcanzé entre
10% y 15% en peso. Las fibras coacervadas, parcialmente deshidratadas, es decir, la masa de colageno, se
distribuyeron entonces uniformemente sobre un plato plano y se aplastaron con un rodillo para formar una
membrana laminar, que tenia generalmente forma rectangular. La membrana cubria un area de aproximadamente
150 cm?, y tenia un espesor de aproximadamente 0,3-0,4 mm (medido por un calibre de altura). La longitud media
de las fibras era de aproximadamente 350 + 70 cm. La membrana himeda aplanada se liofiliz6 entonces a -10°C
durante 24 horas y 20°C durante 10 horas bajo una presién menor de 26,66 Pa (200 militorr) usando un secador de
congelacion de Virtis (Virtis, Gardiner, Nueva York).

La membrana liofilizada se reticuldé con vapor de formaldehido generado a partir de una solucién de formaldehido al
2% a 20°C durante 6 horas. La membrana reticulada se enjuagd extensivamente con agua destilada para eliminar
cualquier residuo de formaldehido. A continuacion se liofiliz6 de nuevo a -10°C durante 24 horas y 20°C durante 10
horas para obtener una membrana de lamina blanca. La membrana laminar asi obtenida se cortd a continuacion en
diversos tamafios y formas (por ejemplo, cuadrados, rectén%ulos o circulos) dependiendo de las aplicaciones
deseadas. Por ejemplo, se puede cortar en tamafios de 6,25 cm” a 125 cm® para la reparacion de la duramadre.

Ejemplo 4. Fabricacién de una membrana laminar a partir de fibras de colageno dispersadas mediante secado al aire
seguido de liofilizacién

Se afiadieron 1,5 kg de la dispersién de fibras de colageno preparada en el Ejemplo 2 (0,62%) en un matraz de 4 I.
Las fibras de colageno se coacervaron afiadiendo 250 ml de una solucién de NH,OH al 0,3% para ajustar el pH de la
dispersion a aproximadamente 5,0. Las fibras de colageno coacervadas se retiraron del matraz y se colocaron en un
tamiz de acero inoxidable de malla 20. Se elimind la solucion en exceso moviendo lentamente las fibras coacervadas
hacia adelante y hacia atras con una espatula de teflén hasta que el contenido de sélidos de las fibras hidratadas
alcanz6 entre 10% y 15% en peso. Las fibras de colageno coacervadas, parcialmente deshidratadas, se
distribuyeron uniformemente sobre una placa plana y se aplanaron con un rodillo para formar una membrana
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laminar. La membrana cubria un area de aproximadamente 150 cm? y tenia un espesor de 0,45-0,55 mm (medido
por un calibre de altura). La longitud media de las fibras era de aproximadamente 350 + 70 cm. La membrana
himeda aplastada se seco al aire en una campana limpia. La membrana laminar secada al aire se reticul6 luego en
una solucion de formaldehido al 0,8% (que tenia un pH de 7) a temperatura ambiente durante 8 horas. La membrana
laminar reticulada se enjuagé extensivamente con agua destilada para eliminar cualquier formaldehido residual.
Después se liofilizéd a -40°C durante 24 horas y 20°C durante 10 horas para obtener una lamina de membrana
blanca.

Ejemplo 5. Caracterizacion de membranas laminares

Se midieron seis propiedades (es decir, el espesor, la densidad, la temperatura de transicion hidrotérmica, la
resistencia a la tension de sutura, la resistencia a la traccion y la permeabilidad) de cuatro membranas laminares.
Especificamente, se estudiaron en este ejemplo una membrana laminar preparada a partir del Ejemplo 3, una
membrana laminar preparada a partir del Ejemplo 4, una membrana laminar preparada de acuerdo con la patente de
EE.UU. N° 6.391.333, y una membrana laminar preparada de acuerdo con la patente de EE.UU. N° 5.206.028.

A. Espesor
El espesor de una membrana laminar se determiné con un calibre.
B. Densidad

Cuando se determiné la densidad (g/cm3) de una membrana laminar, la membrana se sec6 primero bajo vacio
durante 24 horas o sobre P,Os durante 24 horas y se registro el peso en seco. Las dimensiones (es decir, la
longitud, el ancho y el espesor) de la membrana se midieron después usando un calibre. La densidad se determino
por la cantidad de colageno por unidad de volumen de la membrana.

C. Temperatura de transicién hidrotérmica

Para cada membrana laminar, se perford una porciéon que tenia un diametro de 2,5 mm, se hidraté en solucion salina
tamponada con fosfato (PBS), se colocé en una celda de aluminio y se sell6. La muestra se coloc6 entonces en un
soporte de muestra de un calorimetro de exploraciéon diferencial (Mettler/Toledo DSC882, Mettler-Toledo Inc.,
Columbus, Ohio) y se calenté a una velocidad de 5°C por minuto. La temperatura de transicién hidrotérmica se tomé
como la temperatura maxima de la transicién desde la estructura natural de las fibras de colageno extendidas a una
estructura rebajada desnaturalizada de las fibras.

D. Fuerza mecanica

Resistencia a la retencion de la sutura: Para cada membrana laminar, se determiné la resistencia a la retencién de la
sutura de una membrana hdimeda utilizando un probador mecéanico (Chatillon, Greensboro, N.C.). La membrana se
cortd6 a un tamafio de 20 mm x 15 mm y se remojé en una solucion de PBS, pH 7,4 a 25°C, durante
aproximadamente 5 minutos. Se colocé una sutura (trenzado negro de seda 3-0, conicidad SH-1, Ethicon,
Somerville, N.J.) a través del lado de 20 mm a aproximadamente 4 mm del borde. La sutura se até en un nudo y se
aseguré a un adaptador de gancho del probador mecanico. La membrana se asegurd entonces con una abrazadera
en el lado opuesto de la sutura. La sutura se tir6 a una velocidad de 1,0 pulgadas/min (0,0254 m/min) hasta que la
membrana se separo.

Resistencia a la traccién: Para cada membrana laminar, se determiné la resistencia a la traccién de una membrana
himeda usando el probador mecanico mencionado anteriormente (Chatillon, Greensboro, N.C.). La membrana se
corté en forma de mancuerna con un punzén de troquel. Después, la membrana se remojo en una solucién de PBS,
pH 7,4, a 25°C durante aproximadamente 5 minutos. A continuacion, se sujeté a una fijacion de abrazadera en
ambos extremos y se tiré a una velocidad de 1,0 pulgadas/minuto (0,0254 m/min) hasta que se separé la membrana.

E. Permeabilidad

Para cada membrana de lamina, se insert6 un disco de 2 cm de didametro cortado de una membrana laminar en un
agujero entre dos compartimientos de una camara especialmente disefiada, separando por ello completamente los
dos compartimientos. Se afiadié a un compartimiento un volumen fijo de PBS que contenia 50 yg/ml de diversos
tamafios de moléculas de péptido y proteina. El otro compartimiento se llené con un volumen fijo de PBS solamente.
Las soluciones en ambos compartimentos se dejaron equilibrar durante 24 horas. A continuacién, se realizé un
ensayo para determinar los tamafios del péptido y las moléculas de proteina en el compartimiento que inicialmente
s6lo contenia PBS.

Los resultados experimentales se resumen en la Tabla 1 a continuacion. Inesperadamente, estos resultados
mostraron que las membranas laminares preparadas a partir de los Ejemplos 3 y 4 (es decir, que contenian fibras
largas no orientadas) tenian una alta resistencia a la sutura y una alta resistencia a la tracciéon en dos direcciones
perpendiculares. Una membrana preparada de acuerdo con la patente de EE.UU. 6.391.333 (es decir, que contenia
fibras orientadas) tenia una alta resistencia a la sutura o una alta resistencia a la tracciéon solamente en una



direccién (ya sea perpendicular a la orientacion de las fibras o paralela a la orientacion de las fibras). Ademas, una
membrana preparada de acuerdo con la patente de EE.UU. N° 5.206.028 (es decir, que contenia fibras cortas no
orientadas) tenia tanto una baja resistencia a la sutura como una baja resistencia a la traccién en dos direcciones

perpendiculares.
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Tabla 1. Propiedades Fisicas de Varias Membranas

Prueba

Membrana

preparada a partir
del Ejemplo 3
(fibras no

orientadas y largas)

Membrana

preparada a partir
del Ejemplo 4
(fibras no

orientadas y largas)

Membrana preparada
de acuerdo con la
patente de EE.UU.
6.391.333 (fibras
orientadas)

Membrana preparada

de acuerdo
patente de

con

orientadas y cortas)

Espesor (mm) 0,26 + 0,01 0,14 + 0,01 0,26 + 0,01 0,19 + 0,002
Densidad (g/cm‘*) 0,36 + 0,02 0,63 + 0,09 0,42 + 0,03 0,67 + 0,10
Temperatura de | 55+0,4 59 +0,2 56 + 0,6 54,8+1,0
transicion
hidrotérmica (°C)
Resistencia de la
sutura (kg)
Eje X

0,25 +0,10 0,32 +0,05 N/A 0,13 +0,02
EjeY

0,26 +0,11 0,32+0,11
Resistencia a la
traccion (kg/cm?)
Eje X

87+2071+3 79 +27 N/A 33,6 £6,10
EjeY

68 + 25

Resistencia de la
sutura (kg)
Paralelo a la
orientacién de |as N/A N/A 0,19 + 0,03 N/A
fibras
Perpendicular a la
orientacion de las 0,27 £0,03
fibras
Resistencia a la
traccion (kg/cm?)
Paralelo a la
orientacién de |as N/A N/A 82,1 + 12,7 N/A
fibras
Perpendicular a la
orientacion de las
fibras 39,5 + 6,4
Permeabilidad a la | 11 25+23 2,8+0,8 No permeable

anhidrasa carbénica
(PM 29.000) (%)

Los resultados se expresan como un promedio de 5 mediciones + DP.

EE.UU.
5.206.028 (fibras no
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Otras realizaciones

Todas las caracteristicas descritas en esta memoria descriptiva se pueden combinar en cualquier combinacion.
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REIVINDICACIONES

1. Una membrana laminar para reparar un tejido dafiado, que comprende una capa isotrépica de fibras basadas en
colageno reticuladas que tienen una estructura laminada de miltiples capas con una densidad de 0,1 a 1,2 g/cm3, en
la que las fibras tienen de 10 a 1.000 cm de largo.

2. La membrana laminar segun la reivindicacion 1, en la que la membrana tiene un espesor de 0,05 a 1,5 mm, una
temperatura de transicion hidrotérmica de 45 a 80°C, una resistencia de retencion de sutura de 0,1 a 5 kg y una
resistencia a la traccién de 20 a 250 kg/cmz, y es permeable a moléculas que tienen pesos moleculares de 50 a
100.000 daltons.

3. La membrana laminar de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en la que las fibras tienen una longitud de 30 a
800 cm.

4. La membrana laminar de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que las fibras tienen una longitud de 50 a
500 cm.

5. La membrana laminar de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende ademas un agente bioactivo.

6. Un método de fabricacion de una capa isotropica de fibras biopoliméricas reticuladas, en el que las fibras
biopoliméricas son fibras basadas en colageno, que comprende: coacervar fibras biopoliméricas que tienen
longitudes de menos de 1 cm dispersadas en una solucién acuosa para obtener fibras biopoliméricas coacervadas
que tienen longitudes de 10 a 1.000 cm; aplanar las fibras biopoliméricas coacervadas en una capa; secar la capa; y
reticular las fibras biopoliméricas.

7. El método de la reivindicacién 6, que comprende ademas deshidratar las fibras biopoliméricas coacervadas para
alcanzar un contenido sélido de 5-25% en peso antes de la etapa de aplanamiento.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 7, en el que las fibras tienen una longitud de 30 a 800 cm.
9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en el que las fibras tienen una longitud de 50 a 500 cm.

10. Una capa isotropica de fibras a base de colageno reticuladas preparada por el método de cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 9.
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