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DESCRIPCION
Membrana biopolimérica para proteccion y reparacion de heridas
Antecedentes de la invencion.

Las intervenciones quirurgicas causan heridas en los sitios objetivo. Por ejemplo, la cirugia neural da frecuentemente
como resultado heridas en la duramadre, es decir, en la membrana que cubre el cerebro y la médula espinal. Las
membranas biopoliméricas facilitan la curacion de heridas y protegen las heridas de la invasion de células fibréticas.

El documento WO2006/047496 ensefia una membrana polimérica de lamina para reparar el tejido dafiado.
El documento US7374777 ensefia una membrana polimérica de lamina que tiene fibras orientadas.
Sumario de la invencion.

La presente invencion muestra una membrana biopolimérica adecuada para reparar heridas. Una membrana
biocompatible para la reparacion de los tejidos, que comprende: una primera capa que incluye fibras orientadas al
azar de un primer biopolimero que es colageno, teniendo las fibras del primer biopolimero una longitud en el intervalo
10 - 40 cm, y una segunda capa que incluye fibras de un segundo biopolimero que es colageno, teniendo las fibras
del segundo biopolimero una longitud en el intervalo de 0,1 mm a 1 mm, en donde la segunda capa tiene un espesor
en el intervalo de 1 um a 50 uym, en donde dicha membrana biocompatible es permeable a moléculas con un peso
molecular menor que 29.000 dalton, tiene un temperatura de contraccion hidrotémica de 50 - 70 °C, un angulo de
drapeado de 45 a 90 grados, una densidad de 0,20 a 0,40 g/cm?, y tiene un grosor que oscila entre 0,3 mmy 0,7 mm,
siendo entrecruzadas las fibras de primer biopolimero y las fibras del segundo biopolimero.

Puede contener adicionalmente uno o mas agentes bioactivos, p. €j. diversos factores de crecimiento y antibiéticos.

Esta invencion también presenta un método para fabricar la membrana biopolimérica descrita anteriormente. El
método incluye dispersar las fibras de un primer biopolimero que es colageno en una solucién acida o alcalina para
formar una mezcla, neutralizar la mezcla a un pH igual al punto isoeléctrico del primer biopolimero para producir fibras
reconstituidas del primer biopolimero que tienen una longitud de fibra que oscila entre 2,5 cm y 50 cm, deshidratar las
fibras reconstituidas, comprimir las fibras deshidratadas para formar una primera capa, en la que las fibras
reconstituidas estan orientadas aleatoriamente, liofilizar la primera capa, revestir la primera capa liofilizada con fibras
de un segundo biopolimero que es colageno; formar una membrana que tiene un grosor que oscila entre 0,3 mmy 0,7
mm y una densidad que oscila entre 0,2 y 0,4 g/cm?3, teniendo las fibras del segundo biopolimero una longitud de 0,1
mm a 1 mm y formar una segunda capa en la parte superior de la primera capa, en donde la segunda capa tiene un
espesor que oscila entre 1 ym y 50 ym, y entrecruzar las fibras del primer biopolimero y las fibras del segundo
biopolimero en la membrana.

Las fibras de colageno se dispersan en una solucion que tiene un pH inferior a 3 o superior a 11 para formar una
mezcla. La mezcla se neutraliza después a un pH de 4,5 - 6 (por ejemplo, 5,0 - 5,5) para producir fibras de colageno
reconstituidas.

Los detalles de una o mas realizaciones de la invenciéon se establecen en la descripcién a continuacién. Otras
caracteristicas o ventajas de la presente invencién seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada de
varias realizaciones, y también de las reivindicaciones adjuntas.

Descripcion detallada de la invencion.

La presente invencion se refiere a una membrana biopolimérica biorreabsorbible, conformable y semipermeable, para
proteccion y reparacion de tejidos, p. ej. para reparar heridas en la duramadre en pacientes que han sido sometidos a
una cirugia neural.

La membrana biopolimérica de esta invencién tiene dos capas, como se describe en la reivindicaciéon 12. La primera
capa contiene fibras orientadas al azar hechas de colageno. Las fibras usadas para hacer esta capa se reconstituyen
de forma que sean mas largas que sus equivalentes no reconstituidos. La segunda capa, es decir, la capa de
revestimiento, se forma revistiendo la primera capa con fibras hechas de colageno. Esta capa es muy delgada, es
decir, tiene un grosor de solo 1 - 50 ym (por ejemplo, 3 - 20 ym).

La membrana de biopolimero de dos capas descrita anteriormente puede contener ademas uno o mas agentes
bioactivos, p. €j. factores de crecimiento y antibiéticos. El agente o los agentes bioactivos pueden formar una capa
adicional entre la primera y la segunda capa descritas anteriormente, o bien en la superficie de la membrana.
Alternativamente, los agentes bioactivos estan intercalados en la primera o en la segunda capa.

La membrana biopolimérica de esta invencion posee las siguientes caracteristicas.
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En primer lugar, es altamente conformable, es decir, tiene un angulo de drapeado que oscila entre 45 y 90 grados. El
angulo de drapeado de una membrana se determina de la manera siguiente. Se fija una mitad de una membrana en
una superficie horizontal y se permite que la otra mitad cubra por gravedad. El angulo entre la mitad cubierta y la
superficie horizontal se asigna como angulo de drapeado de la membrana. Al poseer una alta conformabilidad, la
membrana biopolimérica de esta invencién se puede usar para sellar sustancialmente un sitio de herida que tiene una
forma irregular y un contorno no liso.

En segundo lugar, la membrana biopolimérica de esta invencion es semipermeable, es decir, permeable solamente a
moléculas que tienen un peso molecular inferior a 29.000 dalton. Como tal, esta membrana protege un sitio herido de
la invasion celular, pero permite el paso de pequefias moléculas de nutrientes a través de ella.

En tercer lugar, la membrana es estable in vivo; concretamente, tiene una temperatura de contraccion hidrotérmica en
el intervalo de 50 a 70°C (correspondiente a un tiempo de reabsorcion in vivo de 2 - 12 meses).

Se prefiere que la membrana tenga una resistencia al desprendimiento de suturas de 0,1 - 0,7 kg (por ejemplo, 0,15 -
0,5 kg), una resistencia a la traccion de 5 - 100 kg/cm? (por ejemplo, 20 - 50 kg/cm?), y una densidad de 0,20 - 0,40
g/cm?® (por ejemplo, 0,04 - 0,3 g/cm3).

Dadas las caracteristicas descritas anteriormente, la membrana biopolimérica de esta invencién es adecuada para
facilitar la curacion de heridas y ocluir la invasion de células. Particularmente, esta membrana biopolimérica es Uutil
como injerto de aposicion (injerto onlay) o para la reparacion de la duramadre.

La membrana de biopolimero de esta invencion se puede preparar de la siguiente manera:

Las fibras hechas del primer biopolimero que es colageno se dispersan en una solucién acida (p. €. pH < 3) o alcalina
(por €j. pH > 11) para formar una mezcla. Las fibras de biopolimero pueden aislarse de sus fuentes naturales o
sintetizarse quimicamente. Las soluciones acidas adecuadas incluyen soluciones preparadas con un acido organico,
p. €j. acido acético y acido lactico, o con un acido inorganico, p. ej. acido clorhidrico y acido sulfdrico. Cuando se utiliza
una solucién alcalina, se puede preparar usando hidréxido de sodio, hidroxido de potasio o hidréxido de calcio.

A continuacion, la mezcla se neutraliza a un pH igual al punto isoeléctrico del primer biopolimero, es decir, dentro del
20% del punto isoeléctrico de ese biopolimero. A este pH, las fibras de biopolimero mencionadas anteriormente se
reconstituyen formando fibras que tienen una longitud superior a 5 cm. Las fibras reconstituidas, separadas de la fase
liquida de la mezcla, se deshidratan entonces parcialmente para eliminar el liquido usando una malla o un dispositivo
similar, por medio de una fuerza mecanica. La cuantia de esta deshidratacion parcial determina la conformabilidad y
la densidad de la membrana que se va a hacer. Las fibras reconstituidas se comprimen entonces para formar una
lamina con el grosor, el tamario y el peso himedo deseados. Estos factores también determinan la densidad de la
membrana resultante. La hoja se puede liofilizar para formar la primera capa con un liofilizador Virtis por métodos
conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n°® 5.026.381.

A continuacién, se recubre la primera capa pulverizando sobre una dispersién que contiene fibras hechas de un
segundo biopolimero, que se puede preparar mediante el método descrito anteriormente. Las fibras de biopolimero
contenidas en esta dispersion tienen un bajo contenido y una longitud de fibra corta, de modo que pueden formar
particulas de neblina durante la pulverizacién sin bloquear la boquilla del aparato de pulverizacion. La etapa de
pulverizacién puede realizarse usando cualquier aparato de pulverizacion que pueda depositar particulas de polimero
similares a la niebla sobre la superficie de la primera capa sin afectar sus caracteristicas biomecanicas. Los aparatos
de pulverizacién adecuados incluyen pulverizadores disponibles en el mercado, cepillos de aire o pulverizadores de
disefio personalizado. Tras la pulverizacion, las fibras del segundo biopolimero forman una capa de revestimiento (es
decir, la segunda capa) sobre la primera capa para producir una membrana de dos capas. El espesor de la capa de
revestimiento, que generalmente varia de aproximadamente 1 ym aproximadamente 50 ym, controla la permeabilidad.
En caso necesario, puede repetirse la etapa de recubrimiento para lograr el espesor y la permeabilidad deseados.

Finalmente, la membrana de dos capas descrita anteriormente se reticula para fijar las fibras de biopolimero,
produciendo asi una membrana biopolimérica de esta invencion. Las fibras se pueden reticular mediante un agente
de reticulacion quimico (por ejemplo, un compuesto de aldehido o una carbodiimida). El formaldehido es un agente
de reticulacion preferido, dada su alta presion de vapor y su uso seguro en dispositivos implantables. Alternativamente,
las fibras también se pueden reticular por calor y vacio, radiacion ultravioleta o radiacion gamma en dosis bajas.

Cuando se usa un agente de reticulacion, la extension de la reticulacién puede controlarse mediante la concentracion
del agente de reticulacion, el tiempo para la reaccion de reticulacion, y la temperatura (si el agente esta en forma
liqguida) o la presién de vapor (si el agente esta en forma gaseosa), bajo la cual se hace la reaccion de
entrecruzamiento. La cuantia de la reticulacién controla el tiempo de reabsorcién in vivo de la membrana.

Si se desea, se pueden incorporar uno 0 mas agentes bioactivos en la membrana biopolimérica descrita en el presente
texto. El agente o los agentes bioactivos se pueden mezclar con fibras del segundo biopolimero e intercalarse en el
segunda capa, o ser pulverizados (para agentes en forma liquida) o espolvoreados (para agentes en forma de polvo)
en la segunda capa. Alternativamente, se mezcla con las fibras del primer biopolimero y se intercala en la primera
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capa, o se pulveriza / espolvorea sobre la primera capa antes de la formacidon de la segunda capa descrita
anteriormente. La primera capa se cubre luego con la segunda capa en la superficie donde el agente o los agentes
bioactivos permanecen para formar una membrana de estructura sandwich que tiene el agente o los agentes bioactivos
entre la primera y la segunda capa. El grosor de la segunda capa controla la velocidad de liberacion del agente o los
agentes bioactivos. La velocidad de liberacion esta también controlada por factores tales como el tamafio de particula
del agente, la hidrofilicidad y la interaccion con las fibras de biopolimero incluidas en la primera o en la segunda capa.

A continuacion se expone un ejemplo de fabricacion de la membrana biopolimérica de esta invencion, utilizando
colageno. Las fibras de colageno se preparan a partir de tejidos ricos en colageno, por ejemplo, piel, hueso, tendones
y ligamentos, por métodos conocidos en la técnica. Véase p. €j. la patente de Estados Unidos n°® 5.512.291; y Oneson,
et al., J. Am. Leather Chemist Assoc. 65: 440 - 450, 1970. Luego se dispersan en una solucion acida para formar una
dispersion de colageno. Véanse las patentes de los Estados Unidos n° 3.157.542 y n° 5.326.350. Alternativamente,
se puede preparar la dispersion de colageno mezclando fibras de colageno en una solucioén alcalina. El contenido de
colageno preferible en la dispersion de colageno oscila entre 0,5% y 1,5% en peso. Normalmente, la longitud de las
fibras de colageno en la dispersion asi preparada es inferior a 3 mm.

La dispersion de colageno se neutraliza luego a un pH de 4,5 - 6 (p. €j. 5). A este pH, las fibras de colageno se
reconstituyen para formar largas fibras de colageno que tienen una longitud de fibra de 10 - 40 cm. Las fibras de
colageno reconstituidas se deshidratan parcialmente y posteriormente se comprimen para formar una lamina de
colageno. Después de liofilizarla, la lamina de colageno se recubre mediante pulverizaciéon con una dispersion de
colageno que contiene fibras de colageno no reconstituidas para producir una membrana de colageno. En esta
dispersion, el contenido de colageno es preferiblemente menor que 0,1% y las fibras de colageno tienen una longitud
menor que 1 mm. La membrana de colageno se trata a continuacioén con formaldehido para reticular las fibras de
colageno contenidas en la membrana.

Sin mas elaboracioén, se cree que, basandose en la descripcion anterior, un experto en la técnica puede utilizar la
presente invencion en su extensién mas completa.

Ejemplo 1. Preparacion y caracterizacion de una membrana de colageno conformable y semipermeable.
Preparacion de fibras de colageno purificadas.

La grasa y la fascia del tenddn flexor bovino se retiraron cuidadosamente y se lavaron con agua. El tendén limpio se
congeld y se desmenuzé cortando lonchas de 0,5 mm con una cortadora de carne. Un kilogramo de tendén mojado
cortado se extrajo primero en 5 litros de agua destilada a temperatura ambiente durante 24 horas. El agente de
extraccion se desecho y se afiadieron 5 litros de HCI 0,2 M en Na;SO4 0,5 M y las lonchas de tendon se extrajeron a
temperatura ambiente durante 24 horas. La solucion acida se deseché y se afiadieron 5 litros de Na;SO4 0,5 M para
lavar el tenddn y eliminar el acido residual. El tenddn extraido con acido se extrajo a continuacion en 5 litros de NaOH
0,75 M en presencia de NaSO4 1 M a temperatura ambiente durante 24 horas. La solucién basica fue desechada. La
base residual se neutralizdé con HCI 3 M a pH 5, seguido de varios cambios de agua destilada para eliminar las sales
residuales asociadas con el tendon. El tendon se desgrasé después con isopropanol (tendon: isopropanol = 1: 5, v/v)
durante 24, 46 y 6 horas a 25°C bajo agitacion constante. El agente de extraccion se decanté y se afiadio un volumen
igual de isopropanol, y las lonchas de tendon se extrajeron durante la noche a 25°C bajo agitacion constante. El tenddn
desgrasado se seco luego bajo una campana limpia. Las fibras de colageno purificadas se almacenaron secas a
temperatura ambiente hasta continuar el procesamiento.

Preparacion de dispersiones de fibras de colageno.

Fibras de colageno purificadas se pesaron y se dispersaron en acido lactico 0,07 M, se homogeneizaron con un
homogeneizador Silverson (East Longmeadow, MA), y luego se filtraron con un filtro de malla de acero inoxidable
(malla 30). La dispersién, que tenia un contenido de colageno del 0,7% (p/v), se desaired bajo vacio para eliminar el
aire atrapado.

Alternativamente, las fibras de colageno purificadas se pesaron y se dispersaron en NaOH 0,005 M, se
homogeneizaron con un homogeneizador Silverson (Este Longmeadow, MA), y luego se filtraron con un filiro de malla
de acero inoxidable (malla 40). La dispersién, que tenia un contenido de colageno de 1,0% (p/v), se desaire6 bajo
vacio para eliminar el aire atrapado en ella.

Reconstitucion de las fibras de colageno.

Se mezclaron fibras de colageno dispersas en acido (180 g) con 20 ml de NH4OH al 0,6% para formar una solucién
que tiene un pH de 4,7 - 5,0 (es decir, el punto isoeléctrico del colageno) para producir fibras de colageno
reconstituidas. Las fibras de colageno reconstituidas tienen una longitud de fibra de 2,5 - 50 cm.

Fabricacion de una membrana de colageno conformable y semipermeable.

Las fibras de colageno reconstituidas descritas anteriormente se deshidrataron parcialmente usando un tamiz de acero
inoxidable exprimiendo suavemente el agua de las fibras himedas hasta un peso que da una densidad en el intervalo
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de 0,2 a 0,25 g de colageno/cm?3. Las fibras parcialmente deshidratadas se comprimieron luego en forma de una
membrana de lamina usando un rodillo. La membrana se liofilizdé (10°C durante 24 horas, 20°C durante 16 horas a
una presion inferior a 200 miliTorr) usando un secador Virtis Freeze Dryer (Gardiner, N.Y.). La membrana seca de
fibras de colageno se colgd verticalmente en una camara y se pulverizé con fibras de colageno dispersadas con acido
lactico al 0,05% (p/v). Se tuvo cuidado de asegurarse de que la superficie estuviese uniformemente cubierta con una
fina capa de fibras de colageno. La membrana revestida de fibra de colageno se seco6 al aire y luego se reticuld con
vapor de formaldehido, generado a partir de una solucién de formaldehido al 0,1% a temperatura ambiente, durante 6
horas.

Caracterizacion de la membrana de colageno conformable y semipermeable.

Las caracteristicas fisicas, quimicas y mecanicas de las membranas descritas en el ejemplo anterior se evaluaron
como sigue:

i) Grosor.
El grosor de las membranas se determiné con un calibre.
ii) Densidad.

La densidad (g/cm?®) de una membrana se determiné de la forma que sigue. Primero se seco la membrana bajo vacio
durante 24 horas o sobre P>Os durante 24 horas, y se registro el peso seco. La longitud, la anchura y el grosor de la
membrana se midieron luego con un calibre. La densidad se calcula usando la formula:

(peso de la membrana)/(volumen de la membrana) .
iii) Temperatura de contraccion hidrotérmica (Ts).

Se perforé con un sacabocados una muestra circular de la membrana, se la hidraté en un tampén de fosfato con una
concentracion de 0,01 M, y un pH de 7,4, se sell6 en una celda de aluminio, se colocé en un calorimetro de barrido
diferencial (DSC, Metter-Toledo, Inc., Columbus OH), y se calenté a una velocidad de 5 °C/min. La temperatura a la
que el colageno de la membrana comenzé a perder su triple estructura helicoidal se registré6 como la temperatura de
contraccioén hidrotérmica.

iv) Resistencia de desprendimiento de la sutura.

La resistencia de desprendimiento de la sutura de la membrana se determiné con un medidor de tensién (Chatillon,
Greensboro, NC) como sigue. La membrana se cort6é a un tamafio de 20 mm x 15 mm y se remoj6 en una solucion
salina tamponada con fosfato (pH 7,4) a 25 °C durante aproximadamente 2 minutos. Se puso una sutura (trenzado
negro de seda 3-0, estrechamiento SH-1, Ethicon, Somerville, NJ) a través de la membrana en una posicion
aproximadamente a 4 mm desde el borde de 20 mm. Un extremo de la sutura se até en un nudo y el otro extremo de
la sutura se asegurd a un adaptador de gancho del probador de traccion. Después de fijar la muestra en una pinza, la
sutura se arrastroé a una velocidad de 2,5 cm/min hasta que se desprendié. La fuerza para desprender la sutura (es
decir, la fuerza de desprendimiento de la sutura) se registré mediante el comprobador de traccion.

v) Resistencia a la traccion.

La resistencia a la traccion de la membrana también se determiné mediante el comprobador de tracciéon descrito
anteriormente. La membrana se cortd en forma de mancuerna con un perforador y se empap6 en una solucion salina
tamponada con fosfato (pH 7,4) a 25°C durante aproximadamente 2 minutos. La muestra se aseguré después en un
dispositivo de sujecion y se tir6 de ella a una velocidad de 2,5 cm/min hasta que la muestra se desprendi6. La
resistencia bajo la cual se desprendié la membrana se registré6 como resistencia a la traccion.

vi) Permeabilidad.

Un recorte en disco de 2 cm de diametro de la membrana se inserté en un orificio entre dos compartimentos (es decir,
el compartimiento 1 y el compartimento 2) de una camara, separando completamente los dos compartimentos. Se
afadié al compartimiento 1 un volumen fijo de PBS que contiene 50 ug de anhidrasa carbdnica (que tiene un peso
molecular de 29.000 dalton) por ml y se afiadié un volumen fijo de PBS al compartimento 2. Una vez equilibrado
durante 24 horas, se determiné el PBS en el compartimento 2 para el porcentaje de anhidrasa carbdnica contenida en
el mismo por el sistema de ensayo de anhidrasa carbdnica descrito en Li, S. T., et. al., Biotechnology and Polymers:
281 - 293, 1991.

vii) Caracteristicas de la superficiale.

La morfologia de la superficie (es decir, las estructuras macroscopicas y microscopicas de la superficie de la
membrana) se determind con un microscopio electrénico de barrido (SEM) a distintos aumentos.
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Ciertas caracteristicas (media + desviacion estandar) de la membrana biopolimérica descrita en el presente texto se
resumen a continuacion:

Densidad Grosor de la Espesor de la | Porcentaje Temperatura Resistencia al Resistencia | Morfologia
(g/cm?®) [6] capa hecha capa de de de desprendimiento alatracciéon | dela

de fibras de revestimiento | anhidrasa contraccién de la sutura (kg) (kg/cm?) [6] | superficie

colageno (um) [6] carbonica hidrotérmica [6]

reconstituidas permeada (°C)[13]

(mm) [20] en 24 horas

[6]

0,30 £ 0,06 0,43 £ 0,08 3,7+04 78+21 52+1,0 0,21 £ 0,01 28,5+6,8 Suave

* El nimero entre corchetes [ ] representa el niUmero de muestras ensayadas.

Ejemplo 2. Uso de una membrana de colageno conformable y semipermeable en cirugia neural para la
reparacion y regeneracion de la duramadre.

La membrana de colageno preparada por el método descrito en el Ejemplo 1 es utilizada para promover la reparacion
y regeneracion de la duramadre en un modelo de conejo. Conejos blancos de Nueva Zelanda (3 a 4 kg) son
anestesiados usando xylazina (5 mg/kg) y ketamina (35 mg/kg) mediante inyeccion intramuscular y se mantuvieron
sedados con halotano (0,5 a 2%) a través del tubo endotraqueal. Sus cueros cabelludos se afeitan y se lavan con
Betadine. En condiciones asépticas, los cueros cabelludos son cortados coronalmente para exponer el periostio. Luego
se quita el periostio de la boveda craneal usando un elevador del periostio. Se colocan dos agujeros medulares y dos
laterales de 2,1 mm para evitar los senos venosos sagital y transverso y la cavidad orbitaria. La cera désea vy el
electrocauterio se usan para controlar el sangrado. Se utiliza una herramienta de motor Dremel para cortar una
craneotomia con forma de trapezoide y elevar el colgajo 6seo articulado en el pericraneo y los musculos unidos a él.
Los colgajos 6seos se extirpan con cuidado para evitar dafiar las meninges subyacentes y la corteza cerebral. Usando
un gancho dural, la duramadre se levanta y se corta suavemente. Se usan tijeras de iridectomia en angulo para crear
un area dafiada de 8 mm x 8 mm en la duramadre. La membrana de colageno, cortada a un tamarfio de 1 cm?, se
empapa en solucion salina estéril durante 5 minutos y se pone sobre el area dafiada (1 mm de solapamiento en la
duramadre) sin suturar. Los colgajos 6seos se reemplazan y el periostio se cierra con un intestino cromico 3-0 mientras
que los cueros cabelludos se cierran con una sutura de vicryl 2-0.
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REIVINDICACIONES
12, Una membrana biocompatible para la reparacion de tejidos, que comprende:

una primera capa que incluye fibras orientadas al azar de un primer biopolimero que es colageno, teniendo las fibras
del primer biopolimero una longitud de fibra en el intervalo 10 - 40 cm, y

una segunda capa que incluye fibras de un segundo biopolimero que es colageno, teniendo las fibras del segundo
biopolimero una longitud de fibra en el intervalo de 0,1 mm a 1 mm, en donde la segunda capa tiene un espesor en el
intervalo de 1 ym a 50 ym,

en donde dicha membrana biocompatible es permeable a moléculas con un peso molecular menor que 29.000 dalton,
tiene un temperatura de contraccion hidrotémica de 50 - 70 °C, un angulo de drapeado de 45 a 90 grados, una densidad
de 0,20 a 0,40 g/cm?3, y tiene un grosor que oscila entre 0,3 mm y 0,7 mm, siendo entrecruzadas entre si las fibras del
primer biopolimero y las fibras del segundo biopolimero.

28 La membrana biocompatible segun la reivindicacion 12, que comprende ademas un agente bioactivo.
32 Un método para fabricar la membrana biopolimérica para la reparacion de los tejidos, que comprende:
dispersar las fibras de un primer biopolimero que es colageno en una solucion acida o alcalina para formar una mezcla,

neutralizar la mezcla a un pH igual al punto isoeléctrico del primer biopolimero para producir fibras reconstituidas del
primer biopolimero que tienen una longitud de fibra que oscila entre 2,5 cm y 50 cm,

deshidratar las fibras reconstituidas,

comprimir las fibras deshidratadas para formar una primera capa en la que las fibras reconstituidas estan orientadas
aleatoriamente,

liofilizar la primera capa,

revestir la primera capa liofilizada con fibras de un segundo biopolimero que es colageno, para formar una membrana
que tiene un espesor que oscila entre 0,3 mm y 0,7 mm y una densidad que oscila entre 0,2 y 0,4 g/cm?3, teniendo las
fibras del segundo biopolimero una longitud de fibra de 0,1 mm a 1 mm y formar una segunda capa en la parte superior
de la primera capa, en donde la segunda capa tiene un grosor que oscila entre 1 ymy 50 ym, y

reticular las fibras del primer biopolimero y las fibras del segundo biopolimero en la membrana.

42, El método segun la reivindicacion 32, en el que las fibras del primer biopolimero se dispersan en la solucion
que tiene un pH menor que 3 para formar la mezcla, y la mezcla se neutraliza después a un pH que oscila entre 4,5
y 6 para producir fibras reconstituidas de colageno.

52, El método segun la reivindicacion 32, en el que la etapa de revestimiento se realiza pulverizando sobre la
primera capa una dispersion que contiene las fibras del segundo polimero.

62. La membrana biocompatible segun la reivindicacion 12, en la que la segunda capa tiene un grosor que
oscila entre 3 umy 20 pm.
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