ES 2740 363 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2 740 363
GDint. Ci.;

A61L 27/12 (2006.01)
AG1L 27/24 (2006.01)
AG1L 27/42 (2006.01)
AG1L 27/46 (2006.01)
A61L 27/56 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud internacional: ~ 25.01.2010  PCT/IE2010/000005
Fecha y numero de publicacion internacional: 29.07.2010 WO010084481

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  25.01.2010 E 10706393 (5)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 03.07.2019  EP 2389204

Tl’tulo: Andamiaje estratificado adecuado para la reparacidon osteocondral

Prioridad: @ Titular/es:
23.01.2009 US 147006 P ROYAL COLLEGE OF SURGEONS IN IRELAND
23.01.2009 EP 09151226 (100.0%)
123 St. Stephens Green
Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la Dublin 2, IE
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

05.02.2020 GLEESON, JOHN, P;

LEVINGSTONE, TANYA, J.y
O'BRIEN, FERGAL, J.

Agente/Representante:
LINAGE GONZALEZ, Rafael

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2740363 T3

DESCRIPCION
Andamiaje estratificado adecuado para la reparacién osteocondral
Introduccion

La invencién se refiere a un procedimiento para producir un andamiaje de coldgeno multicapa adecuado para la
reparacion de defectos osteocondrales. La invencién también se refiere a un andamiaje de material compuesto de
colageno multicapa, y usos del mismo en la reparacion de defectos osteocondrales.

El cartilago articular es un tejido altamente especializado que se encuentra cubriendo las superficies de los extremos
6seos de todas las articulaciones sinoviales en el cuerpo humano. Su funcién es lubricar el movimiento de la
articulacién y absorber pequefios impactos de choque dentro de una articulacién. El cartilago articular esta
compuesto por un 70-80 % de agua, un 9 % de agrecan (la molécula principal de unién al agua dentro de la matriz
de colageno), un 15 % de colagenos (un 80 % de tipo Il, un 15 % de tipo IX y Xl y un 5 % de tipo llI, VI, XIlI, XIV) y un
3 % de células (Aigner T, Stove J.; 2003).

La estructura y la composicion del cartilago articular estan altamente ordenadas en capas distintas pero
perfectamente integradas que varian en composicién y estructura de acuerdo con la distancia a la superficie.
Tipicamente, se divide en cuatro zonas: superficial, media (transicional), profunda (radial) y cartilago calcificado. La
zona superficial es una capa densa y delgada que forma la superficie deslizante de la articulacion y proporciona
soporte y proteccion. Esta compuesto por fibrillas delgadas de colageno alineadas paralelas a la superficie de la
articulacién, con condrocitos inactivos alargados alineados también con la superficie. La zona media es mas gruesa
que la zona superficial y contiene células esféricas y fibrillas de colageno mas grandes que estan orientadas de una
manera mas aleatoria. En la zona profunda, las células son esféricas y estan dispuestas en orientacion columnar.
Las fibrillas de colageno en esta zona estan dispuestas perpendiculares a la superficie y se insertan en la zona de
cartilago calcificado, que proporciona una transicion y una fijacion mecanica entre el cartilago y el hueso (Newman
AP.; 1998). Debajo de la zona de cartilago calcificado se encuentra el hueso subcondral. El cartilago tiene una mala
capacidad para regenerarse debido a la escasa distribucion y baja actividad mitética (diferenciaciéon) de los
condrocitos articulares y la naturaleza avascular del tejido.

El dafo superficial al cartilago articular casi inevitablemente da lugar al desarrollo de artrosis (OA) dentro de una
articulacién. El dafio del cartilago y la artrosis afectan a al menos 40 millones tan solo de estadounidenses al ano,
con un costo asociado de aproximadamente 105 mil millones de dblares. Se estima que la OA serd la cuarta causa
principal de discapacidad en el 2020; afectando al 9,6 % de los hombres y al 18 % de las mujeres mayores de 60
anos en Europa (Market devices/drivers; Mintel, abril de 2007). Las técnicas de reparacién quirdrgica usadas
actualmente se dividen en tres categorias: 1) injerto osteocondral, 2) técnicas de estimulacién de la médula 6sea y
3) implantacion de condrocitos autélogos (ACI). El injerto osteocondral o la mosaicoplastia implica la retirada de
piezas osteocondrales cilindricas de areas sin carga del cartilago articular y la posterior transferencia de estos
tapones cilindricos a defectos de grosor completo desbridados. Los injertos osteocondrales pueden ser autélogos o
aldlogos, dependiendo del tamarfio del defecto (los aloinjertos se usan para defectos mas grandes). La principal
desventaja de los autoinjertos es el riesgo de morbilidad en el sitio donante. Las desventajas de los aloinjertos
incluyen el riesgo de transmision de enfermedades y rechazo de tejidos.

Las técnicas de estimulacién de la médula 6sea incluyen la condroplastia abrasiva, la perforacién de Pridie y la
técnica de microfracturas. Todas estas técnicas estan dirigidas a la creacién quirtrgica de acceso a la médula 6sea,
permitiendo el flujo de sangre al sitio del defecto que a su vez induce la reparacion espontanea (Beris AE; 2005).
Esto forma un coagulo sanguineo que atrapa proteinas, lipidos, glébulos rojos y blancos, plaquetas, factores de
crecimiento y células provenientes de la sangre (Hunziker EB, 2001). La reparacién espontanea ocurre en el area,
que normalmente consiste en la produccién de tejido fibrocartilaginoso (Beris AE; 2005). En la técnica de perforacion
de Pridie, se perforan orificios de 2,0 a 2,5 mm de didmetro en el espacio de la médula 6sea subcondral en areas
debajo de la lesién. La técnica de microfracturas es una modificacion de la perforacion de Pridie, y la Unica diferencia
es que los orificios perforados son considerablemente mas pequefios (aproximadamente de 0,5 a 1,0 mm de
diametro). El éxito con estas técnicas quirdrgicas ha sido limitado, ya que el tejido de reparacion de fibrocartilago
que se forma tiene malas propiedades mecanicas, no rinde tan bien como el cartilago hialino y se degenera con el
tiempo.

La técnica de implantacion de condrocitos autélogos (ACI) implica la implantacion de condrocitos en el sitio del
defecto. Es un procedimiento de dos fases; la primera etapa consiste en recolectar segmentos de cartilago articular
sanos para obtener condrocitos. Estos condrocitos se cultivan in vitro hasta que se haya producido un nimero
suficiente para la implantacién en el defecto. La segunda etapa consiste en limpiar la lesion para revelar cartilago
sano y el hueso subcondral. A continuacion se sutura un trozo de periostio sobre la lesién y se insertan condrocitos
cultivados en el defecto, debajo de esta capa peridstica. A continuacion las células se adhieren a las paredes del
defecto y producen una matriz extracelular. Las desventajas de esta técnica incluyen una mala retenciéon de las
células implantadas dentro del sitio del defecto y la transformaciéon fenotipica y la desdiferenciacién de los
condrocitos durante la expansién in vitro. El sitio del defecto es también incapaz de soportar carga y requiere
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proteccion durante la duracién del periodo de recuperacién, que puede ser de varios meses.

Mas recientemente, se han desarrollado membranas y andamiajes para la reparacion del tejido del cartilago, tanto
solos como en combinacién con factores de crecimiento y células. Un ejemplo del uso de andamiajes en la
reparacion del cartilago es la implantacion de condrocitos autélogos inducida por matriz (MACI, Genzyme, Paises
Bajos), que implica la siembra de células en una membrana antes de la implantacion, lo que da como resultado una
mejor retencién de las células en el sitio del defecto. Otros ejemplos comerciales de andamiajes usados para la
reparacion del cartilago incluyen Chondro-Gide, (Geistlich), CaReS ®-Cartilage Repair System (Arthro Kinetics),
Neocyte (Advanced Tissue Sciences (ATS)), Atelocollagen (Koken), Menaflex (ReGen Biologics) y Chondromimetic
(Orthomimetics). Varios grupos de investigacion estan desarrollando actualmente andamiajes para la reparacion del
cartilago alternativos usando diversos materiales; que incluyen &cido poliglicolico (PGA), &cido polilactico (PLA),
colageno, gelatina y fibrina, y diversas técnicas de produccion de andamiajes; incluyendo criodesecacion, fabricacion
de forma libre sélida, compactacion y gelificacion.

También se ha identificado la necesidad de andamiajes estratificados para la reparaciéon de defectos osteocondrales
y, como resultado, comienzan a surgir construcciones de andamiajes estratificados. Los procedimientos
estratificados que se han usado incluyen suturar (documento WO 96/024310) o pegar (documento US 2006/0083729
A1) las capas entre si. Las desventajas de estas técnicas incluyen la introduccion de un material adicional en el sitio
del defecto (es decir, el material de sutura o el adhesivo) y también la posibilidad de que haya vacios en la interfase
entre los dos materiales, lo que lleva a una menor resistencia de la adhesién interfacial y una infiltracion celular
reducida.

Las técnicas de fabricacion de forma libre solida también se han usado para producir andamiajes estratificados
(Sherwood JK, et al, 2002). Se han producido otros andamiajes estratificados usando una combinacién de un
andamiaje ceramico de base producido a través de la compactacion y sinterizacion, y las capas superiores de los
andamiajes poliméricos producidos a través de la criodesecacion o la gelificacion de la capa superior del andamiajes
(patente de EE.UU. 0.113.951).

Tampieri et al. (Design of graded biomimetic osteochondral composite scaffolds, Biomaterials, Biomaterials, vol. 29,
no 26, septiembre de 2008) describe un andamiaje de 3 capas, con cada capa que contiene cantidades variables de
colageno, acido hialurénico, hidroxiapatita y magnesio-hidroxiapatita. Las capas individuales se producian
combinando los diversos componentes para formar geles, que a continuacion se reticulaban. La estructura
estratificada se produjo mediante un procedimiento de tejido. A continuacion la construccién multicapa se criodeseco
usando una temperatura de congelacion de -25 °C. El procedimiento usado por Tampieri para producir la capa
superior cartilaginosa implica afnadir NaOH a una suspension de colageno tipo 1 al 1 % en peso para formar un gel.
Se anadié acido hialurénico al gel. La capa 6sea intermedia (linea de union) y la capa 6sea inferior se produjeron
anadiendo diferentes cantidades de HzPO, y Ca(OH). para permitir la formacion de hidroxiapatita a través de un
procedimiento de nucleacién directa. Los geles se reticularon usando el agente de reticulacion 1,4-butanodiol
diglicidil éter (BDDGE). A continuacion las capas se apilaron y se us6 un procedimiento de tejido para evitar la
deslaminacién de las capas en la interfase. El uso de un procedimiento de tejido es desventajoso, ya que requiere el
uso de materiales no colagenos adicionales, como las fibras PGA o PLA, que tienen un efecto sobre la
biocompatibilidad del andamiaje. El uso de un procedimiento de tejido también dafia la estructura de los poros del
andamiaje y da como resultado costuras o areas de laminacion heterogénea en la interfase entre las capas. Como
resultado, se restringe la infiltracion celular a través del andamiaje. Ademas, la criodesecacion de todo el andamiaje
se lleva a cabo en una solo etapa y, como resultado, la estructura de las capas individuales no se puede controlar
por separado.

Declaraciones de la invencion

La invencidon se refiere a un procedimiento para producir un andamiaje multicapa en la que cada capa tiene
tipicamente una estructura porosa, el procedimiento que comprende una técnica de estratificacion iterativa en la que
cada capa se forma por congelacion o liofilizacién seguida de rehidratacién, antes de la adicion de una capa
siguiente, en el que la capa final se forma por liofilizacion de la estructura multicapa. Adecuadamente, el andamiaje
se basa en colageno, y cada capa se forma a partir de una suspension de colageno en un disolvente, tipicamente un
disolvente acido débil, adecuadamente una suspensién homogénea de colageno, que inicialmente esta en forma de
una suspension, en el que se forma la capa (es decir, se solidifica) por congelacion o liofilizacién. Cuando una capa
se liofiliza, la capa se rehidrata tipicamente usando el mismo disolvente que se usa en la suspensién de colageno,
idealmente un disolvente débilmente acido.

En un modo de realizacion preferente de la invencion, al menos dos de las capas del andamiaje se forman por
liofilizacion. En un modo de realizacién preferente de la invencion, todas las capas del andamiaje se forman por
liofilizacion.

Por tanto, el procedimiento de la invencion es un procedimiento iterativo en el que se forma una primera capa
mediante congelaciéon o criodesecacién, a continuaciéon se vierte una capa posterior sobre la primera capa y el
material compuesto se congela o se criodeseca, etc. Tipicamente se excluye un procedimiento en el que las capas
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se forman por congelacion o criodesecacion y, después de la formacién separada, las capas formadas se adhieren
entre si mediante, por ejemplo, pegado o sutura. Cuando el procedimiento implica la formacion de las capas por
congelacién, la capa final se formara por criodesecacién. Cuando el procedimiento implica la formacion de cada
capa mediante criodesecacion, la capa o capas formadas se rehidratan antes de verter la siguiente capa.

Se debe entender que el término "suspensién homogénea de colageno" significa una suspension de colageno en un
disolvente (por ejemplo, un acido débil) en la que el colageno se distribuye homogéneamente por todo el disolvente.
Las técnicas para proporcionar una suspension homogénea de colageno se describen a continuacion, y seran
conocidas por los expertos en la técnica. Idealmente, las suspensiones homogéneas de colageno se proporcionan
en forma de suspension. La(s) suspensién(ones) comprenden colageno y, opcionalmente, uno 0 mas componentes
adecuados adicionales seleccionados de: un componente de fase mineral tal como un fosfato de calcio (es decir,
una hidroxiapatita; un polimero, preferentemente un polimero biolégico, por ejemplo, acido poli(lactico-co-glicolico)
(PLGA) o alginato o un glicosaminoglicano (GAG), tal como sulfato de condroitina o acido hialurénico, o una
combinacion de GAG, y un producto biolégico. El término "producto biolégico" se debe entender como una molécula
biolégicamente activa. Los ejemplos de dichas moléculas incluyen &cidos nucleicos, por ejemplo, genes, ADN, ARN,
acidos nucleicos de bajo peso molecular, proteinas, polipéptidos y péptidos, hormonas, factores de crecimiento,
citocinas, metabolitos y células. La suspensiébn homogénea de colageno comprende colageno distribuido
homogéneamente por toda la suspension. Tipicamente, el colageno (y otros componentes, tales como la
hidroxiapatita, cuando se incluye) se suspende en una solucion &cida. La molaridad de la solucién &cida empleada
para preparar cada capa puede variar. Por tanto, en un modo de realizacién, la molaridad de la solucion acida usada
para preparar la capa inferior puede ser de 0,5 M, mientras que la molaridad de la solucién empleada para preparar
las capas intermedias y superiores puede ser de 0,05 M. En los casos donde el procedimiento implique la
rehidratacién de una capa o capas formadas, la(s) capa(s) se rehidratan en una soluciéon acida, en general una
solucion &cida similar o idéntica a la usada en la formacién de la capa.

En un modo de realizacién, el andamiaje (o cada capa del andamiaje) tiene una porosidad de al menos un 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 % 0 98 %. ldealmente, el andamiaje tiene una porosidad de al menos un
98 %, idealmente al menos un 985 %. A continuacion se describe un procedimiento para determinar el % de
porosidad.

En un modo de realizacién, el andamiaje (o cada capa del andamiaje) tiene un didmetro de poro promedio de al
menos 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 o 100 micrébmetros. A continuacién se describe un procedimiento para
determinar el diametro de poro promedio.

Tipicamente, cada capa del andamiaje es distinta en su composicion. En esta memoria descriptiva, el término
"distinto/a en su composicion" se debe entender que significa que las capas difieren en términos de su composicién
y/o morfologia. En un modo de realizacién preferente, las capas difieren en términos de un parametro seleccionado
del grupo que consiste en: contenido de hidroxiapatita; tipo de colageno; cantidad de colageno; tipo de GAG; y
cantidad de GAG. En un modo de realizaciéon, cada capa comprende uno o mas constituyentes seleccionados del
grupo que consiste en: colageno de tipo I; un colageno que no sea de tipo | (por ejemplo, colageno de tipo Il); y una
fase mineral (por ejemplo, una hidroxiapatita). Idealmente, en un modo de realizaciéon en el que el andamiaje
comprende tres capas, la primera capa comprende colageno e hidroxiapatita, la segunda capa comprende colageno
e hidroxiapatita en la que el contenido de colageno es diferente del de la primera capa, y la tercera capa comprende
colageno y poca o ninguna hidroxiapatita.

En un modo de realizacion de la invencion, el procedimiento es un procedimiento de produccion de un andamiaje de
colageno de tres capas que imita tipicamente tanto la morfologia como la composiciéon del tejido osteocondral
anatémico sano, y en el que una primera capa exterior comprende colageno de tipo | e hidroxiapatita. Esta capa
imita el hueso subcondral. Adecuadamente, la capa interior comprende un colageno de tipo |, colageno de tipo Il,
hidroxiapatita y, opcionalmente, uno o mas GAG. Esta capa imita el cartilago calcificado articular intermedio.
Tipicamente, la segunda capa exterior comprende un material compuesto de colageno de tipo |, colageno de tipo Il y
poca o ninguna hidroxiapatita, en la que una proporcién de colageno de tipo | respecto a colageno de tipo Il en la
capa interior es de 1:4 a 4:1 (p/p). La segunda capa exterior imita la capa cartilaginosa suprayacente.

Cuando el andamiaje es un andamiaje de tres capas, el procedimiento tipicamente comprende las etapas de:

- preparar una primera suspensién homogénea de colageno vy liofilizar la suspensién para proporcionar una primera
capa;

- rehidratar la primera capa formada;

- preparar una segunda suspensién homogénea de colageno y verter la segunda suspension homogénea sobre la
primera capa rehidratada para formar un material compuesto de dos capas, y liofilizar el material compuesto de dos
capas;

- rehidratar el material compuesto de dos capas; y
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- preparar una tercera suspension homogénea de colageno y verter la tercera suspension homogénea sobre el
material compuesto de dos capas para formar un material compuesto de tres capas, y liofilizar el material compuesto
de tres capas para formar el andamiaje de colageno de tres capas.

Estara claro que el procedimiento de la invencién se puede emplear para producir andamiajes de colageno
multicapa que tienen dos, tres, cuatro o0 mas capas. Ademas, estara claro que el procedimiento es un procedimiento
iterativo para formar un andamiaje estratificado polifasico en el que las capas se afiaden secuencialmente al material
compuesto mediante un procedimiento de congelacion o liofilizacion, y en el que, después de verter una nueva capa,
la estructura estratificada de material compuesto se congela o liofiliza.

Idealmente, el andamiaje de material compuesto de colageno multicapa esta reticulado. Tipicamente, el andamiaje
de material compuesto esta reticulado por uno o més de los medios seleccionados del grupo que comprende:
reticulacion deshidrotérmica (DHT); y reticulacion quimica. Los agentes y procedimientos de reticulacion quimica
adecuados seran bien conocidos por los expertos en la técnica e incluyen clorhidrato de 1-etil-3-[3-
dimetilaminopropil]carbodiimida (EDAC) o glutaraldehido. Idealmente, el andamiaje se reticula usando la reticulacion
de DHT y EDAC. La reticulacién se puede llevar a cabo en cualquier fase del procedimiento de fabricacién. En un
modo de realizacién preferente, la simetria de los poros del andamiaje se puede controlar variando el grado de
reticulaciéon dentro de cada capa respectiva usando procedimientos de reticulacion familiares para un experto en la
técnica. De forma similar, en otro modo de realizacion, la permeabilidad o la conductividad del flujo del andamiaje se
pueden variar variando las propiedades mecanicas del andamiaje usando bien la reticulacién u otras metodologias
de mejora de la rigidez conocidas por los expertos en la técnica.

Tipicamente, la primera suspension homogénea comprende colageno, idealmente colageno de tipo |, y una fase
mineral, idealmente hidroxiapatita (denominada en el presente documento capa "inferior" u "6sea"). l[dealmente, la
segunda suspensién homogénea comprende colageno, tipicamente dos tipos de colageno, tales como el colageno
de tipo | y un colageno que no sea de tipo | (tipicamente colageno de tipo Il), y una fase mineral, idealmente
hidroxiapatita | (denominada en el presente documento capa "intermedia"). Adecuadamente, la tercera suspension
homogénea comprende colageno, tipicamente dos tipos de colageno, tales como el colageno de tipo | y un colageno
diferente, tal como el colageno de tipo Il, y opcionalmente un polimero, por ejemplo, un GAG, tal como el sulfato de
condroitina o el acido hialurénico o una combinaciéon de GAG (denominada en el presente documento capa
"superior" o "de cartilago"). Tipicamente, el tamafno de poro de la capa superior es mayor que el de la capa
intermedia. Adecuadamente, el tamafo de poro de la capa intermedia es mayor que el de la capa inferior. La
proporcion de colageno de tipo | respecto a colageno de tipo Il en la capa superior (de cartilago) puede variar de 1:0
a 0:1. Idealmente, varia de 1:4 a 4:1 (p/p).

En un modo de realizacion preferente, el tamafio de poro y/o el gradiente de distribucién de tamafo de poro varian
independientemente dentro de cada capa. Esto se puede lograr, por ejemplo, variando el espesor de la suspension
usada para cada capa. Ademas, el espesor de cada capa individual se puede variar en cada una de las capas del
andamiaje multicapa entre 1 mm y 15 mm usando diferentes volumenes de suspension durante el procedimiento de
congelacién o liofilizacién. La conformacion del andamiaje producido también se puede variar usando bandejas
contorneadas que se adaptan a la curvatura anatémica requerida.

Por tanto, en un modo de realizacién particularmente preferente de la invencién, el procedimiento comprende las
etapas de:

- preparar una primera suspension homogénea de colageno de tipo | y HA en forma de suspension y congelar o
liofilizar la suspension para proporcionar una primera capa;

- cuando la primera capa se forma por criodesecacion, rehidratar la primera capa formada;

- preparar una segunda suspensién homogénea de colageno de tipo |, colageno de tipo Il e HA en forma de
suspension y verter la suspension sobre la primera capa para formar un material compuesto de dos capas, y
congelar o liofilizar el material compuesto de dos capas;

- cuando la segunda capa se forma por criodesecacion, rehidratar la segunda capa;

- preparar una tercera suspension homogénea de colageno de tipo | y colageno de tipo Il y opcionalmente un
polimero (por ejemplo, uno o mas GAG) y/o una molécula biolégicamente activa y afadir la tercera suspension
homogénea sobre el material compuesto de dos capas para formar un material compuesto de tres capas, y liofilizar
el material compuesto de tres capas para formar el andamiaje de colageno de tres capas; y

- opcionalmente, reticular uno o mas de las capas del andamiaje.

Idealmente, todas las capas del andamiaje se reticulan en una sola etapa de reticulacion. Sin embargo, cada capa
se puede reticular en etapas separadas, por ejemplo, mediante la reticulacion de una capa o capas después de una
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etapa de congelacion o liofilizacion.

El procedimiento de la invencién tipicamente implica la liofilizacion de las capas, bien después de cada etapa
iterativa, y/o como parte de la etapa final. Este es un procedimiento en el que la suspensién se congela, tipicamente
a una temperatura de congelacion final de -10 °C a -70 °C y a continuacién se sublima bajo presion. En un modo de
realizacién, la temperatura de congelacion final deseada es entre -10 °C y -70 °C. Adecuadamente, la temperatura
de congelacion final deseada es entre -30 °C y -50 °C. Tipicamente, la temperatura de congelacién final deseada es
entre -35 °C y -45 °C, idealmente de aproximadamente -40 °C.

En un modo de realizaciéon de la invencién, la criodesecacion se lleva a cabo a una velocidad de enfriamiento
constante. Esto significa que la velocidad de enfriamiento no varia en mas de +/-10 % de la velocidad de
enfriamiento objetivo, es decir, si la velocidad de enfriamiento deseada es de 1,0 °C/min, y la velocidad de
enfriamiento real vari6é entre 0,9 °C/min y 1,1 °C/min, esto no obstante todavia se consideraria como una velocidad
de enfriamiento constante. Tipicamente, la velocidad de enfriamiento constante es entre 0,1 °C/min y 10 °C/min.
Preferentemente, la criodesecacioén se lleva a cabo a una velocidad de enfriamiento constante de entre 0,5 °C/miny
1,5 °C/min. Méas preferentemente, la criodesecacion se lleva a cabo a una velocidad de enfriamiento constante de
entre 0,8 °C/min y 1,1 °C/min. Tipicamente, la criodesecacion se lleva a cabo a una velocidad de enfriamiento
constante de aproximadamente 0,9 °C/min. La temperatura de la camara de criodesecacion a un comienzo del
procedimiento de criodesecacién (es decir, cuando la suspension se coloca en la camara) normalmente es mayor
que 0 °C, preferentemente a aproximadamente temperatura ambiente.

La etapa de sublimacién se lleva a cabo en general después de que se alcance la temperatura de congelacion final.
Esta etapa implica calentar la camara de criodesecacion a una temperatura de sublimacién (en general, de
aproximadamente 0 °C), preferentemente a una velocidad de calentamiento constante. Tipicamente, el
procedimiento incluye una etapa de sublimacion final donde una fase de hielo en el andamiaje formado se sublima a
vacio durante un periodo de tiempo adecuado.

En otro modo de realizacion de la invencién, el procedimiento de criodesecacion comprende una etapa de recocido.
Tipicamente, esta etapa implica incrementar la temperatura en la camara de criodesecacion después de que se
haya alcanzado la temperatura final de congelacion, y tipicamente mantener la temperatura incrementada durante
un periodo de tiempo antes de iniciar la fase de secado. Por ejemplo, si la temperatura de congelacion final es de -
20 °C, la etapa de recocido se puede llevar a cabo incrementando la temperatura hasta -10 °C y manteniendo esa
temperatura durante un tiempo suficiente para permitir que crezcan los cristales de hielo existentes, antes de secar
finalmente el andamiaje. El tiempo de recocido puede variar de acuerdo con las caracteristicas de poro deseadas;
sin embargo, son preferentes tiempos de recocido de entre 15 minutos y 120 horas.

En general, la HA empleada en la presente invencion esta en forma de polvo. Adecuadamente, el polvo de HA se
selecciona del grupo que comprende: polvo de HA sinterizado; y polvo de HA no sinterizado. Los expertos en la
técnica conoceran ejemplos de polvos de HA sinterizados y no sinterizados adecuados para la presente invencién, y
se proporcionan a continuacion. Se apreciara que la HA se emplea como una fase mineral en las capas donde se
emplea. A este respecto, resultara evidente para el experto en la técnica que el procedimiento y los productos de la
invencion se pueden realizar reemplazando la HA por una fase mineral alternativa tal como, por ejemplo, brushita, a-
TCP o B-TCP. Otros materiales de fase mineral adecuados seran bien conocidos por el experto en la técnica.

Tipicamente, el polvo de HA tiene un tamafo de particula de entre 10 nm y 100 pum.

Adecuadamente, el colageno empleado en la presente invencion comprende fibras de colageno. Preferentemente,
las fibras de colageno comprenden colageno microfibrilar, preferentemente colageno de tendon bovino microfibrilar
para colageno de tipo | y cartilago porcino para colageno de tipo Il.

La suspensién o suspensiones homogénea(s) de colageno comprenden colageno suspendido en una solucidn acida.
Tipicamente, la solucién acida tiene una molaridad de al menos 0,01 M. Adecuadamente, la molaridad de la solucién
acida es de al menos 0,06 M, 0,07 M, 0,08 M, 0,09 M, 0,1 M, 0,2M, 0,3M, 0,4 M, 0,5M o 1 M. Idealmente, la
molaridad de la solucién &acida es de entre 0,4M y 0,6 M. Idealmente, el &acido es un &cido organico,
preferentemente acido acético, aunque se pueden emplear otros acidos organicos.

La(s) capa(s) liofilizada(s) se rehidratan en una solucién &cida que tiene una molaridad preferentemente de al menos
0,015 M, preferentemente de al menos 0,02 M, y tipicamente en un intervalo de 0,02 M a 0,03 M, adecuadamente de
aproximadamente 0,023 M a 0,027 M, e idealmente de aproximadamente 0,025 M. Idealmente, el acido es acido
acético, aunque se pueden emplear otros acidos organicos débiles.

En un modo de realizacién de la invencién en el que la suspension homogénea comprende suspensién de colageno
e hidroxiapatita (CHA), la proporcion de HA respecto a colageno en la suspension es tipicamente mayor que 1:10
(p/p), y la molaridad de la soluciéon acida es mayor que 0,01 M. Tipicamente, la proporcién de HA respecto a
colageno en la suspensién es de al menos 2:10 (p/p), 3:10 (p/p), 4:10 (p/p), 5:10 (p/p). En un modo de realizacion
preferente de la invencion, la proporcion de HA respecto a colageno es de 1:10 (p/p) a 100:10 (p/p), adecuadamente
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de 1:10 (p/p) a 50:10 (p/p), adecuadamente de 5:10 (p/p) a 30:10 (p/p).

En un modo de realizacién preferente de la invencion, la proporcion de HA respecto a colageno en la primera
suspensién homogénea es de al menos 5:10 (p/p), y en el que la molaridad de la solucion acida es de al menos
0,1 M. Tipicamente, la molaridad de la solucién acida es de al menos 0,50 M.

En un modo de realizacién preferente de la invencion, la proporcion de HA respecto a colageno en la primera
suspensién homogénea es de al menos 1:2 (p/p), 1:1 (p/p), 2:1 (p/p), 3:1 (p/p), 4:1 0 5:1 (p/p). En un modo de
realizacién de la invencion, la proporcion de HA respecto a colageno en la primera suspension homogénea es mayor
que 5:1 (p/p). En general, cuando dichos niveles de HA se emplean en la suspension, la molaridad de la solucién
acida sera de al menos 0,5 M.

En un modo de realizacion preferente, la cantidad de colageno en la suspension puede variar desde 0,5 g/l hasta
50 g/l de solucién acida (1/10 y 10 veces la concentracién de colageno estandar, respectivamente). Adecuadamente,
la cantidad de colageno en la suspension es entre 1,0 g/l y 10,0 g/l, preferentemente entre 3,0 g/l y 8,0 g/l, y mas
preferentemente entre 4,0 g/l y 6,0 g/l.

Tipicamente, la solucion &cida comprende una soluciéon de acido acético. Sin embargo, se pueden emplear otros
acidos organicos para formar la solucién &cida.

Adecuadamente, las suspensiones homogéneas de colageno se forman en condiciones adecuadas para minimizar
la gelatinizacién del colageno. Un procedimiento para garantizar una gelatinizacién minima del colageno durante la
produccion de la suspensidon homogénea es mantener la suspensién a una temperatura suficientemente baja, en
general entre 1 °C y 5 °C, adecuadamente a aproximadamente 4 °C.

Los avances mas recientes en ingenieria de tejidos de cartilago implican el uso de andamiajes como factor de
crecimiento o sistemas portadores de genes. Existen una serie de factores de crecimiento esenciales que
proporcionan efectos reguladores sobre los condrocitos o las células madre implicadas en la maduracion de los
condrocitos y la formacién de cartilago. Estos incluyen la superfamilia TGF-B, IFG, FGF, BMP, PDGF y EGF (Lee
SH, Shin H; 2007). Miljkovic et al. (Miljkovic et al. 2008) informan sobre la administracién exitosa de BMP-4 para el
tratamiento de defectos del cartilago. Por tanto, en un modo de realizacion de la invencion, el procedimiento incluye
una etapa adicional de incorporacion de un producto bioldgico en el andamiaje de material compuesto de colageno
multicapa. Esto se podria lograr, por ejemplo, empapando el andamiaje preparado en una solucién que contiene el
factor de crecimiento (o células) de interés, a través de reticulacion o usando la transcripcion. Adecuadamente, el
material bioldgico (producto bioldgico) se selecciona de los grupos de: células; y factores de crecimiento bioldgico.
Tipicamente, los factores de crecimiento biolégico se seleccionan del grupo que consiste en uno o mas de la
superfamilia TGF-B, (IFG, FGF, BMP, PDGF, EGF) o cannabinoides. Estos factores de crecimiento también se
pueden incluir durante el procedimiento de produccién, a diferencia del empapado posterior a la fabricacién de los
andamiajes. Tipicamente, las células se seleccionan del grupo que consiste en condrocitos, osteoblastos o células
madre mesenquimales, aunque se pueden emplear otras células. La invencion también se refiere a una construccion
de ingenieria de tejidos con sembrado celular que comprende un andamiaje de coldgeno multicapa de acuerdo con
la invencién que tiene células incorporadas en el andamiaje, idealmente en los poros del andamiaje. Las
construcciones de ingenieria de tejidos con sembrado celular de la invencién se pueden preparar sembrando un
andamiaje de la invencion con células y, a continuacion, cultivando las células in vitro, antes del uso (implantacion)
de la construccion. En consecuencia, la invencion también se refiere a un procedimiento de produccién de una
construccion de ingenieria de tejidos con sembrado celular del tipo que comprende un andamiaje de colageno
multicapa de acuerdo con la invencién, en el que las células se disponen dentro de los poros del andamiaje,
comprendiendo el procedimiento las etapas de sembrar células a partir de un huésped sobre el andamiaje, y cultivar
las células sobre el andamiaje antes de la implantacion en un defecto.

Adicionalmente, estos andamiajes son ideales para su uso como mecanismos de administracion para la
administracion de tratamiento génico, bien a través de vectores de administracion viricos o no viricos. La idea de un
vector de administracién de genes contenido dentro de un andamiaje biodegradable, aunque no es nueva, es un
desarrollo reciente en el campo de la medicina regenerativa y el sistema se ha acufnado como una "matriz activada
por genes" (GAM). El tratamiento génico puede ser una herramienta valiosa para evitar las limitaciones de la
administracion local de factores de crecimiento, incluyendo una semivida corta, un requisito de dosis grande, un
costo elevado, la necesidad de aplicaciones repetidas y una distribucion deficiente.

La invencion también se refiere a una construccion de ingenieria de tejidos con sembrado celular que comprende un
andamiaje de colageno multicapa de acuerdo con la invencién, en el que las células se disponen dentro de los poros
del andamiaje.

La invencién también se refiere a un andamiaje de colageno multicapa de la invencién, o a una construccién de
ingenieria de tejidos con sembrado celular de la invencién, para su uso en un procedimiento de reparacién de un
defecto tisular tal como un defecto osteocondral en un mamifero, que comprende las etapas de proporcionar un
andamiaje de colageno multicapa de la invencién, conformar el andamiaje para encajar en el defecto, opcionalmente
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empapar el andamiaje, bien antes o después de la conformacion, en una solucién de material bioldgico, e insertar el
andamiaje en el defecto. Opcionalmente, el material biolégico se puede incorporar en los andamiajes durante el
procedimiento de fabricacion. Tipicamente, el andamiaje tiene una capa de base que comprende colageno y HA, y
en el que el andamiaje se inserta en el defecto de modo que la capa base se apoya en la parte mas profunda del
defecto. En un modo de realizacion, el defecto también se conforma para garantizar un buen ajuste entre el defecto
y el andamiaje. Los ejemplos de otros defectos tisulares que se pueden reparar usando los andamiajes de la
invencion incluyen defectos mandibulares/maxilofaciales, defectos cardiovasculares, reconstruccion traqueal,
reparacion de defectos del cartilago dentro de cualquier articulacion dentro del sistema esquelético (por ejemplo,
cadera, rodilla, hombro, tobillo, mano, pie, cuello, columna vertebral), cualquier defecto del tejido blando dentro del
cuerpo, artritis reumatoide, artrosis, cualquier forma de artritis que dé como resultado en dafio del cartilago,
reparacion del dafo colateral en las articulaciones debido a un traumatismo (por ejemplo, ligamento cruzado
anterior, manguito de los rotadores desgarrado, tobillo roto/dislocado, reparacién del menisco), reparacién de la
articulacién del tobillo y reconstruccion de tejidos blandos (maxilofacial, aumento de tejidos).

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Seccion transversal de 10 um tefida con azul de toluidina de la capa inferior de CHA de un andamiaje de
2 capas, que muestra la presencia de particulas de hidroxiapatita (HA) dentro de los puntales del andamiaje. Esto
confirma que la HA permanece dentro del andamiaje durante el "procedimiento de estratificacion iterativa".
(Andamiaje de CHA de capa inferior = 200 % en peso de HA)

Figura 2: Estructura de los poros del andamiaje de 2 capas de 200 % en peso de CHA/Col1. La estructura de los
poros del andamiaje se investigd incrustando el andamiaje y, a continuacién, seccionandola hasta un espesor de
10 um usando un microtomo. Los cortes se montaron en portaobjetos de vidrio y los puntales del andamiaje se
tiieron usando tincion con azul de toluidina. La figura 3 muestra una imagen de una micrografia de las secciones
histolégicas del andamiaje de 2 capas al 200 % en peso de CHA (capa de base)/Col1 (capa superior) usando
microscopia 6ptica. Las micrografias indican que las capas de base de 200 % en peso retienen su estructura de los
poros durante el procedimiento de "criodesecacién iterativa". La capa superior también muestra una morfologia de
poro equiaxial.

Figura 3: Patrones XRD para el polvo puro de HA en azul y el andamiaje de CHA de capa inferior en negro, con los
picos caracteristicos para HA en rojo. (Andamiaje de CHA de capa inferior = 200 % en peso de HA). Esto muestra
que la HA se ha incorporado con éxito al andamiaje y que la pureza de la fase no se ve afectada por el
procedimiento.

Figura 4: Comparacion de las propiedades mecanicas de un andamiaje de colageno estandar, la capa inferior u
6sea (capa 3 que contiene colageno de tipo | y 200 % en peso de HA), la capa intermedia (capa 2 que contiene
cantidades iguales de colageno de tipo |, colageno de tipo Il y HA) y la capa superior o de cartilago (capa 1 que
contiene cantidades iguales de colageno de tipo | y tipo Il) y un andamiaje de 3 capas después del tratamiento con
DHT a 105 °C durante 24 horas.

Figura 5: Permeabilidad de las capas individuales del andamiaje en comparacion con la de un andamiaje de
colageno puro. (CHA de capa inferior = 200 % en peso de HA, capa intermedia = colageno de tipo | en acido acético
0,05 M : colageno de tipo Il en acido acético 0,05 M : 200 % en peso de HA en acido acético 0,5 M (1:1:1), capa
superior = colageno de tipo | en acido acético 0,05 M : colageno de tipo 1l en acido acético 0,05 M (1:1)).

Figura 6: Micrografias representativas de la estructura de los poros de cada una de las capas componentes del
andamiaje de 3 capas producido de forma aislada que muestra la arquitectura de poro homogénea. (CHA de capa
inferior = 200 % en peso de HA, capa intermedia = colageno de tipo | en acido acético 0,05 M : colageno de tipo Il en
acido acético 0,05 M : 200 % en peso de HA en &cido acético 0,5 M (1:1:1), capa superior = colageno de tipo | en
acido acético 0,05 M : colageno de tipo Il en acido acético 0,05 M (1:1)).

Figura 7: Porosidad de un andamiaje de colageno estandar, cada una de las capas componentes del andamiaje de
3 capas producido de forma aislada, y un andamiaje de 3 capas, que muestra la alta porosidad de todas las
variantes del andamiaje. (CHA de capa inferior = 200 % en peso de HA, capa intermedia = colageno de tipo | en
acido acético 0,05 M : colageno de tipo Il en acido acético 0,05 M : 200 % en peso de HA en &cido acético 0,5 M
(1:1:1), capa superior = colageno de tipo | en acido acético 0,05 M : colageno de tipo Il en acido acético 0,05 M

(1:1)).

Figura 8: Comparacion de los diametros de poro de cada una de las capas componentes del andamiaje de 3 capas
producido de forma aislada. Se encontré que los diametros de poro promedio varian de 112 um (andamiaje de capa
intermedia) a 136 um (andamiaje de capa inferior). (CHA de capa inferior = 200 % en peso de HA, capa intermedia =
colageno de tipo | en acido acético 0,05 M : colageno de tipo Il en acido acético 0,05 M : 200 % en peso de HA en
acido acético 0,5 M (1:1:1), capa superior = colageno de tipo | en acido acético 0,05 M : colageno de tipo Il en acido
acético 0,05 M (1:1)).
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Figura 9: Micrografias SEM del andamiaje de 3 capas que muestran la estructura altamente porosa, el alto grado de
interconexién de los poros y la integracion perfecta de las capas componentes. (CHA de capa inferior = 200 % en
peso de HA, capa intermedia = colageno de tipo | en acido acético 0,05 M : colageno de tipo Il en acido acético
0,05 M : 200 % en peso de HA en &cido acético 0,5 M (1:1:1), capa superior = colageno de tipo | en acido acético
0,05 M : colageno de tipo Il en acido acético 0,05 M (1:1). Este ejemplo se produjo usando la 'técnica de
estratificacion iterativa' y la criodesecacioén usando una temperatura de congelacién de -40 °C).

Figura 10: Los numeros de células para los andamiajes de 3 capas en comparaciéon con andamiajes de colageno a
los 7 y 14 dias que muestran un incremento en el nUmero de células de aproximadamente el 50 % desde el dia 7
hasta el dia 14 tanto para el andamiaje de colageno como para el andamiaje de 3 capas. (CHA de capa inferior =
200 % en peso de HA, capa intermedia = colageno de tipo | en acido acético 0,05 M : colageno de tipo Il en acido
acético 0,05 M : 200 % en peso de HA en acido acético 0,5 M (1:1:1), capa superior = colageno de tipo | en acido
acético 0,05 M : colageno de tipo Il en acido acético 0,05 M (1:1). Este ejemplo se produjo usando la 'técnica de
estratificacion iterativa' y la criodesecacién usando una temperatura de congelacién de -40 °C).

Figura 11: La contraccion del andamiaje de 3 capas en comparacion con un andamiaje de colageno estandar a los 7
y 14 dias después de la siembra con preosteoblastos de ratdbn MC3T3-E1. Se encontr6 que el andamiaje de 3 capas
se contrae en menor medida que el andamiaje de colageno estandar. (CHA de capa inferior = 200 % en peso de HA,
capa intermedia = colageno de tipo | en &cido acético 0,05 M : colageno de tipo Il en acido acético 0,05 M : 200 % en
peso de HA en &cido acético 0,5 M (1:1:1), capa superior = colageno de tipo | en acido acético 0,05 M : colageno de
tipo Il en acido acético 0,05 M (1:1). Este ejemplo se produjo usando la 'técnica de estratificacion iterativa' y la
criodesecacion usando una temperatura de congelacion de -40 °C).

Figura 12: Secciones transversales tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E) preparadas histolégicamente del
andamiaje de 3 capas después de 14 dias de cultivo in vitro con preosteoblastos de ratén MC3T3-E1. (CHA de capa
inferior = 200 % en peso de HA, capa intermedia = colageno de tipo | en acido acético 0,05 M : colageno de tipo Il en
acido acético 0,05 M : 200 % en peso de HA en &cido acético 0,5 M (1:1:1), capa superior = colageno de tipo | en
acido acético 0,05 M : colageno de tipo Il en acido acético 0,05 M (1:1). Este ejemplo se produjo usando la 'técnica
de estratificacion iterativa' y la criodesecacion usando una temperatura de congelacién de -40 °C).

Figura 13: Imagen histolégica de un andamiaje de colageno de tipo I/acido hialurénico (HyA) que contiene 10 mg/ml
de HyA, después de 21 dias de cultivo con MSC de rata en medio condrogénico, tefiido con verde rapido, safranina-
O y hemotoxilina.

Figura 14: Resultados de las pruebas de resistencia de adherencia de las capas para los andamiajes de 2 y 3
capas. (andamiajes de 2 capas = CHA de capa inferior = 200 % en peso de HA, capa superior = colageno de tipo |
en acido acético 0,05 M; andamiajes de 3 capas = CHA de capa inferior = 200 % en peso de HA, capa intermedia =
colageno de tipo | en acido acético 0,05 M : colageno de tipo Il en acido acético 0,05 M : 200 % en peso de HA en
acido acético 0,5 M (1:1:1), capa superior = colageno de tipo | en acido acético 0,05 M : colageno de tipo Il en acido
acético 0,05 M (1:1). Ambos producidos usando la 'técnica de estratificacion iterativa' y la criodesecacion usando una
temperatura de congelacion de -40 °C).

Figura 15: Andamiaje de 3 capas a) Imagen SEM que muestra la microestructura del andamiaje, b) Secciones
tefiidas con H&E 14 dias después de la siembra.

Figura 16: A - ChondroColl - andamiaje de 3 capas. B - Imagenes histolégicas de zonas superficiales, intermedias y
profundas de cartilago normal que muestran la orientacién de los condrocitos.

Figura 17: Imagenes histoldgicas de zonas superficiales, intermedias y profundas de cartilago normal que muestran
la orientacion de los condrocitos.

Descripcion detallada de la invencion

Materiales y procedimientos

EJEMPLO 1

El modo de realizacion 1 se refiere a la producciéon de un andamiaje de dos capas usando la técnica de
"criodesecacion iterativa". La invencién consiste en una capa de hueso de base compuesta por colageno de tipo | 'y
preferentemente 200 % en peso de hidroxiapatita, pero esto puede variar desde 0 % en peso de HA hasta 500 % en
peso de HA. La capa superior de cartilago esta compuesta de colageno de tipo | y tipo Il. La proporcién de colageno
de tipo | respecto a colageno de tipo Il puede ser de 0:1 a 1:0.

La suspension preferente de 200 % en peso de colageno/HA (CHA) para la capa 6sea del andamiaje se prepara
como sigue: Se prepararon 240 ml de preferentemente acido acético 0,5 M (esto puede variar de 0,05 M a 10 M)
anadiendo 6,9 ml de &cido acético glacial a 233,1 ml de agua desionizada destilada. Se colocaron 1,2 g de colageno
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de tenddn bovino microfibrilar (Collagen Matrix Inc., NJ, EE.UU.) en un vaso de precipitados y se afadieron 100 ml
de solucion de acido acético 0,5 M. El vaso de precipitados se refrigerd a 4 °C durante la noche para permitir que el
colageno se hinchase y, por tanto, se mezclase mas facilmente. Se us6 un sistema de enfriamiento por agua
WK1250 (Lauda, Westbury, NY, EE.UU.) para enfriar un recipiente de reaccion de vidrio a 4 °C. Se afadio la
solucién de colageno y &cido acético al recipiente de reaccion. Se afiadieron 100 ml de la solucién de acido acético
0,5 M al vaso de precipitados para retirar cualquier colageno restante y, a continuacion, se vertieron en el recipiente
de reaccién. Los componentes se mezclaron usando una mezcladora vertical IKA Ultra Turrax T18 (IKA Works Inc.,
Wilington, NC) a 15.000 rpm durante 90 minutos. Los componentes de la suspensién se mantuvieron a 4 °C durante
la mezcla para evitar la desnaturalizacion del colageno como resultado del calor generado durante el procedimiento.

Se afiadieron 2,4 g de polvo de hidroxiapatita (HA) (Captal 'R’ Reactor Powder, Plasma Biotal, Reino Unido) a 40 ml
de la solucion de acido acético 0,5 M. La suspension de HA en &cido acético se mezcld en un dispositivo de
administracién de tipo jeringa creando una suspensién homogénea de particulas de HA dentro de la solucién de
acido acético. Se afnadieron 10 ml de la suspension de HA a la suspensién de colageno durante la mezcla colocando
la punta del tubo del dispositivo de administracion de HA en el centro de vortice creado por la mezcladora. Esto
garantizd una rapida dispersion de la suspension de HA en la suspensién de colageno. Se anadieron 10 ml de la
suspension de HA a la suspension cada hora (4 adiciones de 10 ml de suspensién de HA en total). La suspension se
mezcld durante otros 60 minutos después de la adicion de los 10 ml finales de HA, dando un tiempo de mezcla total
de 330 minutos (5 horas y media). El intervalo entre la adicion de las partes alicuotas de la suspension de HA se
puede variar de 30 a 240 minutos. El nimero de adiciones también se puede variar, preferentemente la HA se afade
en al menos 2 partes alicuotas.

Las suspensiones de CHA que contienen otras cantidades de HA se pueden producir variando la cantidad de HA
anadida, por ejemplo, para una suspension al 100 % en peso de CHA, se afadirian 1,2 g de polvo de HA a 40 ml de
acido acético 0,5 M. Los ejemplos de dichas suspensiones se describen en la solicitud de patente internacional
(Publicacion) n.2. WO2008/096334 (Royal College of Surgeons en Irlanda).

Después de la mezcla, la suspensién se desgasificd en un matraz conico conectado a una bomba de vacio durante
30 minutos para retirar las burbujas de aire no deseadas dentro de la suspensién. A continuaciéon se colocaron
15,6 ml de la suspensién en una bandeja de acero inoxidable de grado 304 cuadrada de 60 mm x 60 mm. A
continuacion, la suspensién se criodesect en un criodesecador Virtis (VirTis Co., Gardiner, NY, EE.UU.). El ciclo de
criodesecacion usado se puede variar para producir andamiajes con diferentes estructuras de poro. Esto se logra
variando la temperatura de congelacion usada de -10 °C a -70 °C. El ciclo de criodesecacion a -40 °C consistié en
las siguientes etapas: La bandeja se coloc6 en un estante del criodesecador a 20 °C. El ciclo implicé enfriar el
estante a -40 °C a una velocidad constante preferente de 0,9 °C/min, basado en los hallazgos de un estudio previo
(O'Brien FJ; 2004). La velocidad de enfriamiento seleccionada puede variar de 0,1 °C/min a 10 °C/min. La
temperatura del estante se mantuvo a continuacion constante durante 60 minutos hasta completar el procedimiento
de congelacién. A continuacién, la temperatura del estante se elevé a 0 °C durante 160 minutos. A continuacion, la
fase de hielo se sublimé a vacio de 200 mTorr a 0 °C durante al menos 17 horas para producir el andamiaje de CHA
poroso.

Se produjo una suspension de colageno de tipo | (Col1) como sigue:

La suspensién de Col1 preferente contiene 5 g/l de colageno de tipo | suspendido en acido acético 0,05 M. La
cantidad de Col1 se puede variar entre 5 g/l y 50 g/l. La concentracion de acido acético usada puede variar entre
0,01 M y 10 M. Se prepararon 240 ml de acido acético 0,05 M afnadiendo 0,69 ml de acido acético glacial a
239,31 ml de agua desionizada destilada. Se afadieron 160 ml de &cido acético 0,05 M a 0,8 g de Col1 y se dejo
hinchar durante la noche en el refrigerador a 4 °C. Se us6 un sistema de enfriamiento por agua WK1250 (Lauda,
Westbury, NY, EE.UU.) para enfriar un recipiente de reaccion de vidrio a 4 °C. Se afadi6 la solucién de colageno y
acido acético al recipiente de reaccion y los componentes se mezclaron durante 90 minutos. Después de la mezcla,
la suspension se desgasificd en un matraz conico conectado a una bomba de vacio durante 30 minutos para retirar
las burbujas de aire no deseadas dentro de la suspensién. La suspension se coloc6 en una botella y se almacené en
un refrigerador a 4 °C. La concentracion de acido acético usada para producir la suspension de Col1 se puede variar
de 0,01 Ma 10 M.

Procedimiento de estratificacion iterativa

El andamiaje de CHA de la capa 6sea se rehidraté en una solucién de &cido acético para evitar el colapso del
andamiaje después de la adicion de la suspensién de la segunda capa y también para evitar la infiltracion excesiva
de la suspension de la segunda capa en el andamiaje de base. La concentracion de la solucién de acido acético se
puede variar de 0,001 M de acido acético a 5 M, siendo la concentracién preferente de solucion de acido acético de
0,025 M. Se prepararon 800 ml de acido acético 0,025 M afnadiendo 1,1 ml de &cido acético glacial a 798,9 ml de
agua desionizada destilada. La rehidratacion implicé llenar la bandeja de criodesecacion de 60 mm x 60 mm con
acido acético y colocar el andamiaje en ella. A continuaciéon se coloc6 a vacio hasta que el andamiaje se habia
rehidratado completamente y se habian retirado las burbujas de aire del andamiaje. El exceso de acido acético se
retird con una pipeta. Se pipetearon cuidadosamente en la parte superior 15,6 ml de la suspensién de colageno de la
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capa superior. La construccion de dos capas se devolvid a continuacién al criodesecador y se criodesec6 usando el
procedimiento de criodesecacion descrito anteriormente.

EJEMPLO 2

El modo de realizacion 2 se refiere a un andamiaje de tres capas, la capa base del andamiaje tiene propiedades
estructurales y de composicion similares a la capa de hueso subcondral y consiste en los constituyentes primarios
del hueso; colageno de tipo | (la fase organica) e hidroxiapatita (la fase mineral). La capa intermedia tiene una
composicion similar al cartilago calcificado y consiste en colageno de tipo Il que esta presente en el cartilago y
también colageno de tipo | e hidroxiapatita (presente en el hueso). La capa superior, modelada sobre las zonas
superficiales a profundas del cartilago articular, comprende colageno de tipo | y de tipo II.

Capa osea:

La capa ésea consistio en un andamiaje de CHA, con la cantidad de HA presente variando entre el 0 % en peso y el
500 % en peso. La suspension de CHA se fabricd y se criodesecd como se describe en el modo de realizacion 1
anterior.

Capa intermedia:

La capa intermedia consistié en colageno de tipo | (Col1) (Collagen Matrix Inc., NJ, EE.UU.), colageno de tipo Il
(Col2) (colageno de tipo Il porcino, Biom'up, Lyon, Francia) e hidroxiapatita (HA) (Captal 'R' Reactor Powder, Plasma
Biotal, Reino Unido).

Se produjo una suspension de colageno de tipo | (Col1) como se describe en el modo de realizacién 1. La
suspension de colageno de tipo Il (Col2) puede contener de 5 g/l a 50 g/I de colageno de tipo Il. La suspensién de
Col2 de 5 g/l se produce colocando 0,2 g de Col2 en un vaso de precipitados de vidrio y afiadiendo a continuacion
40 ml de solucién de acido acético. La concentracion de acido acético usada se puede variar de 0,01 M a 0,5 M. La
solucion se refrigeré a 4 °C durante la noche para permitir que el colageno se hinchara. La solucion se coloco en
hielo y se mezclé usando un homogeneizador durante 30 minutos para producir una suspension homogénea. Las
suspensiones que contienen las mayores cantidades de Col2 se producen incrementando la cantidad de Col2
anadido, por ejemplo, una suspension de Col2 al 1 % contiene 0,4 g de Col2 en 40 ml de &cido acético 0,05 M.

La suspension de capa intermedia se produjo combinando la suspension de CHA, la suspensién de Coll y la
suspension de Col2, producidas como se describe en el modo de realizacion 1y 2, en un vaso de precipitados de
vidrio. Se mezclaron las 3 suspensiones mediante mezcla usando un homogeneizador durante 30 minutos hasta que
se produjo una solucién homogénea. A continuacién, la suspension homogénea se desgasificé para retirar las
burbujas de aire colocando el vaso de precipitados en una camara de vacio conectada a una bomba de vacio. La
cantidad de cada suspensién componente en la capa intermedia se puede variar entre un 0 % y un 100 %.

Antes de la adicion de la suspensién de la capa intermedia al andamiaje de la capa ésea, el andamiaje de la capa
Osea se rehidraté. Esto es necesario para prevenir el colapso del andamiaje. El medio de rehidratacion preferente
era una solucion de acido acético de 0,025 M. Se prepararon 800 ml de acido acético 0,025 M anadiendo 1,1 ml de
acido acético glacial a 798,9 ml de agua desionizada destilada.

Se us6 una bandeja de acero inoxidable de grado 304 cuadrada de 60 mm x 60 mm para producir los andamiajes
estratificados. Se produjo un andamiaje de capa 6sea de CHA y se rehidrat6 como se describe en el modo de
realizacién 1. Se pipetearon 15,6 ml de la suspensién de la capa intermedia sobre la capa ésea de CHA rehidratada.
La cantidad anadida a cada una se puede variar para obtener un espesor de capa intermedia de entre 1 mm y
15 mm. La construccion de 2 capas se criodesecd a continuacién como se describe en el modo de realizacion 1.

Capa de cartilago:

La suspension de la capa de cartilago se produjo colocando la suspensién de Col1 y la suspensién de Col2,
producidas como se describe anteriormente, en un vaso de precipitados, colocando el vaso de precipitados en hielo
y después mezclando hasta que se produjo una solucién homogénea. A continuacion, la suspensién homogénea se
desgasifico para retirar las burbujas de aire colocando el vaso de precipitados en una camara de vacio conectada a
una bomba de vacio. La proporcién de la suspension de Col1 respecto a la suspension de Col2 (Col1:Col2) puede
variar de 0:1 a 1:0.

Antes de la adicién de la capa de cartilago, el andamiaje de 2 capas se rehidrat6é en acido acético como se describe
previamente. Se pipeted la suspension de la capa de cartilago sobre el andamiaje de 2 capas rehidratado, la
cantidad usada variando de 3 ml a 60 ml, para obtener un andamiaje que varia de 1 mm a 15 mm, dependiendo del
espesor requerido. Toda la estructura se criodesec6 de nuevo para producir un andamiaje de 3 capas.

Después de la criodesecacion, la estructura porosa de 3 capas se reticulé usando un procedimiento de reticulacion
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deshidrotérmica (DHT). Esto implicé colocar la estructura en un horno de vacio (Fisher IsoTemp 201, Fisher
Scientific, Boston, MA) para reticular el colageno y por tanto proporcionar un incremento en la resistencia mecanica
de la estructura. La reticulacion se puede llevar a cabo a una temperatura de desde 105 °C a 180 °C a vacio de
50 mTorr durante 24 horas.

EJEMPLO 3

En otro ejemplo se produce un andamiaje de 3 capas donde la capa de base se reticula mediante un procedimiento
de reticulacion quimica descrito anteriormente (EDAC) antes de la adicién de la 2 capa para mejorar la rigidez
mecanica del andamiaje y mantener una estructura de poro equiaxial cuando se afiaden capas adicionales al
andamiaje. El grado de reticulacion usado se puede controlar basado en los requisitos estructurales.

EJEMPLO 4

El modo de realizacion 4 se refiere a un procedimiento alternativo para la produccion de andamiajes estratificados de
ingenieria de tejidos. El procedimiento implica producir una suspensién a base de colageno como se indica
anteriormente, y pipetear los 67,5 ml de la suspension en una bandeja de acero inoxidable de grado 304 cuadrada
de 127 mm x 127 mm. Esta bandeja se coloca a continuacion en el criodesecador y la suspensién se congela a una
temperatura de entre -10 °C y -70 °C a una velocidad constante preferente de 0,9 °C/min. Esta velocidad de
congelacién se puede variar entre 0,1 °C/min y 10 °C/min. La temperatura del estante se mantuvo después
constante durante 60 minutos para completar el procedimiento de congelacion. A continuacion se retird el andamiaje
congelado del criodesecador y se aplicaron 67,5 ml de una segunda capa de suspensién en la parte superior. A
continuacion, la estructura de 2 capas se criodeseco. El ciclo implica enfriar el estante a una temperatura de entre -
10 °C y -70 °C a una velocidad constante de 0,9 °C/min. La temperatura del estante se mantuvo después constante
durante 60 minutos para completar el procedimiento de congelacion. A continuacién, la temperatura del estante se
elevé a 0 °C durante 160 minutos. A continuacién, la fase de hielo se sublimé a vacio de 200 mTorr a 0 °C durante al
menos 17 horas para producir el andamiaje poroso de 2 capas.

EJEMPLO 5

El modo de realizacion 5 se refiere a un andamiaje de 3 capas y al procedimiento de fabricacién. El procedimiento
implica la produccion de una suspension a base de coldgeno como anteriormente, y pipetear 67,5 ml de la
suspensién en una bandeja de acero inoxidable como se describe anteriormente. La bandeja se coloca en el
criodesecador y la suspension se congela a una temperatura de entre -10 °C y -70 °C a una velocidad de
congelacién constante adecuada, preferentemente 0,9 °C/min. La temperatura del estante se mantuvo constante
durante al menos 60 minutos para completar el procedimiento de congelacién. Se aplicé una segunda capa de
suspensién a esta suspension congelada y se repitié la etapa de congelacion de >60 minutos. El material de 2 capas
congelado se retird después del criodesecador y se pipeted de nuevo una 32 suspensiéon a base de colageno en la
parte superior. Esto se devolvié a continuacion al criodesecador y se criodesecé usando un ciclo de criodesecacion
donde el estante se enfrid a una temperatura de entre -10 °C y -70 °C a una velocidad constante de 0,9 °C/min. La
temperatura del estante se mantuvo después constante durante 60 minutos para completar el procedimiento de
congelacién. A continuacion, la temperatura del estante se elevé a 0 °C durante 160 minutos. A continuacion, la fase
de hielo se sublimé a vacio de 200 mTorr a 0 °C durante al menos 17 horas para producir el andamiaje de 3 capas.

EJEMPLO 6

Otro modo de realizacion que se refiere al andamiaje divulgado en el presente documento se refiere al uso del
andamiaje como un sistema portador para administracion de factores de crecimiento. Los factores de crecimiento
que se podrian incorporar al andamiaje incluyen la superfamilia de TGF-8, IFG, FGF, BMP, PDGF, EGF y
cannabinoides. Estos factores de crecimiento se podrian incluir en el andamiaje de varias maneras, que incluyen
empapar el andamiaje preparada en una solucion que contenga el factor de crecimiento de interés, a través de
reticulacion, usando la transcripcion o a través de otros procedimientos.

Caracterizacién de los andamiajes

Las propiedades de las capas individuales de andamiaje y los andamiajes estratificados producidos en este estudio
se compararon con un andamiaje de control hecho de colageno de tipo |, fabricado usando el protocolo estandar
como se detalla anteriormente. En resumen, se produjo una suspensién usando 5 g/l de colageno de tipo | en una
solucién de acido acético 0,05 M y se liofilizé a una velocidad de enfriamiento constante hasta una temperatura de
congelacién final de -40 °C.

Rigidez mecanica
Para garantizar la supervivencia después de la implantacién, las propiedades mecanicas del implante deben ser

suficientes para resistir las fuerzas experimentadas durante la carga. También se ha demostrado que las
propiedades mecanicas del andamiaje afectan la respuesta celular (Engler et al.; 2006). Engler et al. encontraron
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que el linaje de diferenciacién para MSC variaba dependiendo de la elasticidad del sustrato, resultando un fenotipo
neuronal en sustratos blandos y resultando osteoblastos en sustratos de alta rigidez. Las propiedades mecanicas
tendrian, por tanto, una importancia particular en las aplicaciones donde se produce la cicatrizaciéon de defectos
debido a la infiltracion de MSC, por ejemplo, si el andamiaje se fuera a usar en combinaciéon con la técnica de
microfracturas. Las pruebas mecénicas se llevaron a cabo en muestras de 9,7 mm de diametro usando la maquina
de pruebas mecanicas Zwick Z050 (Zwick/Roell, Alemania). Antes de la prueba, las muestras se prehidrataron con
solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Los andamiajes se cargaron a una tasa de deformacion del 10 % por
minuto y el médulo se definié como la pendiente de un ajuste lineal a la curva de tensién-deformacion en el intervalo
de deformacién del 2-5 %.

Se determinaron las propiedades mecanicas de cada capa individual del andamiaje de 3 capas producidas de forma
aislada y del andamiaje de 3 capas y se compararon con un andamiaje de colageno estandar. Los resultados se
muestran en la figura 4. Se encontrdé que la capa inferior tenia el moédulo de compresiébn mas alto de
aproximadamente 0,95 kPa, significativamente mas alto que los otros dos grupos (p < 0,05). Esto se debe a la
presencia de la fase mineral de HA. Se encontré que los médulos de compresion de la capa intermedia y la capa
superior eran entre aproximadamente 0,3 kPa y 0,4 kPa, sin que se encontrara una diferencia significativa entre los
dos grupos. Se encontré que el modulo de compresion del andamiaje de 3 capas era similar al del andamiaje de
colageno, sin que se encontrara una diferencia estadisticamente significativa (p > 0,05) entre los dos grupos.

Distribucion de la hidroxiapatita (HA)

La distribucién de la hidroxiapatita (HA) dentro de un andamiaje de 2 capas se investigé incrustando el andamiaje en
un polimero, llevando a cabo la preparacién histolégica y a continuacion tiiendo con tinte de azul de toluidina. El
andlisis microscépico permiti6 examinar la distribucion de HA. La presencia de particulas de HA dentro de los
puntales de colageno es evidente, como se muestra en la figura 1. La difraccion de rayos X (XRD) se usé para
analizar el efecto del procedimiento de fabricaciéon en la composicién quimica del andamiaje de CHA de la capa
inferior. El patrén de XRD para el andamiaje de la capa inferior se compard con el del polvo de HA puro y con el
patron de XRD estandar para HA (JCPDS 72-1243). Los resultados, que se muestran en la figura 3, confirman la
presencia de HA en el andamiaje de CHA de la capa inferior. No se identificaron otras fases de fosfato de calcio,
confirmando por tanto que no se ha producido la degradacién del componente de HA.

Permeabilidad del andamiaje

La permeabilidad de un material poroso es la facilidad con la que un fluido puede fluir a través de él. La alta
permeabilidad es esencial para los materiales de andamiajes de ingenieria de tejidos para permitir la migracion
celular a su centro. La permeabilidad de las capas individuales del andamiaje de 3 capas se compara en la figura 5.
Se puede ver que la permeabilidad del andamiaje se relaciona con la rigidez del sustrato, con los andamiaje que se
encontré que tenian un moédulo de compresién mas alto mostrando la mayor permeabilidad. La permeabilidad de
nuestro andamiaje de 3 capas se puede controlar alterando las propiedades mecanicas de las capas individuales del
andamiaje, para producir un andamiaje éptimo.

Porosidad y estructura de los poros

Un alto nivel de porosidad es un requisito vital para los andamiajes usados para la regeneracién de tejidos a fin de
permitir la infiltracion de células, la difusién de nutrientes y la eliminacién de desechos. Si la porosidad es
insuficiente, se producira una necrosis avascular en el centro del material implantado, dando lugar al fracaso de la
construccion. Una de las principales ventajas de la presente invencién es el alto grado de porosidad dentro de todas
las regiones del andamiaje. La porosidad de cada una de las capas componentes del andamiaje de 3 capas se
determiné usando el procedimiento de densidad seglin el estandar F2450-04: Standard Guide for Assessing
Microstructure of Polymeric Scaffolds for Use in Tissue Engineered Medical Products (Guia estandar para evaluar la
microestructura de andamiajes poliméricos para su uso en productos médicos de ingenieria de tejidos, usando las
siguientes formulas

% de porosidad = V ,/V 1 x 100

Donde Vp es el volumen de los poros en el andamiaje, V1 es el volumen total del andamiaje, determinado midiendo
las dimensiones de la muestra, ms es la masa del andamiaje y ps es la densidad del material.

La porosidad promedio de cada capa se muestra en la figura 7. Se encontré que la capa superior tenia la porosidad
mas alta y la capa inferior la mas baja. Se encontr6 que la diferencia entre los grupos era estadisticamente
significativa (p < 0,05). Se observé una reduccién en la porosidad debida a la adicidén de particulas de HA, pero esto
es insignificante en términos reales (99,5 - 98,8 %). Es necesario un alto nivel de porosidad para garantizar la
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infiltracién de las células en el centro del andamiaje y también el suministro de nutrientes y la eliminacién de
desechos de estas células. Si la porosidad es insuficiente, se produciran areas de necrosis dentro del andamiaje.

El tamafno de poro y la estructura de los poros de los materiales del andamiaje también son importantes. Una
estructura de poros de interconexion homogénea con un tamafo de poro éptimo es necesaria para generar con éxito
tejido de reparacion. Si los poros son demasiado pequefos, la migracion celular es limitada, mientras que si los
poros son demasiado grandes, existe una disminucion en el area de la superficie, que limita la adhesion celular
(O'Brien FJ, 2005; Murphy CM, 2009). Una de las ventajas del procedimiento de criodesecacion usado para producir
los andamiajes detallados en la presente invencién es la capacidad de controlar con precision el tamafo de poro y la
homogeneidad de los poros. La estructura de los poros de las capas individuales del andamiaje y de los andamiaje
de 2 capas se analiz6 incrustando el andamiaje en glioxetacrilato JB4 (Polysciences, Alemania), tanto en el plano
longitudinal como en el plano transversal, preparando histolégicamente los andamiaje y tifiéndolos con azul de
toluidina antes de realizar un analisis microscopico. En la figura 6 se muestran micrografias representativas que
demuestran la homogeneidad de los poros de las capas individuales del andamiaje. Estas micrografias demuestran
que la adicion de colageno de tipo Il e hidroxiapatita a las diversas capas no afecta a la homogeneidad de los poros.

El tamafo de poro se determind usando un procedimiento de intercepcion lineal. En la figura 8 se muestran los
tamanos de poro promedio de las capas individuales del andamiaje producidas de forma aislada usando un ciclo de
criodesecacion a -40 °C. Se encontré que los diametros de poro promedio varian de 112 um para el andamiaje
intermedio a 136 um para el andamiaje inferior. El tamafo de poro de cada capa individual se puede controlar
alterando la temperatura de congelacion usada durante el procedimiento de criodesecacion.

También se obtiene una estructura de poros homogénea cuando se producen andamiajes estratificadas. Las
imagenes de microscopio de secciones tanto de la capa superior como inferior de un andamiaje de 2 capas que se
muestra en la figura 2 demuestran la capacidad del procedimiento de "estratificacion iterativa" para producir una
construccion estratificada con una estructura altamente porosa y una distribucién del tamafo de poro homogénea en
toda ella.

El andlisis de microscopia electrénica de barrido (SEM) del andamiaje de 3 capas (figura 9) demuestra el alto grado
de interconexion de los poros a lo largo de la construccién. La continuidad estructural en las interfases es evidente,
ya que las capas individuales se integran a la perfeccion. Esta perfecta integraciéon de las capas del andamiaje es
vital para promover la regeneracion del tejido de reparacién anatomica. Este tipo de estructura continua no se puede
lograr usando otros procedimientos de produccién de andamiajes estratificados que impliquen, por ejemplo, la sutura
o el pegado entre si de las capas del andamiaje.

Bioactividad in vitro

La capacidad de las células para unirse, infilirarse y proliferar dentro del andamiaje de 3 capas descrito en la
presente invencion se investigd a través del cultivo in vitro. Discos de andamiaje, de 12,7 mm ('2") de diametro y
4 mm de altura, se cortaron de laminas de andamiaje prefabricadas del material de andamiaje de 3 capas. Los
andamiaje se sembraron con células preosteoblastos de raton MC3T3-E1 a una densidad de 2 x 10° células por
andamiaje. Los andamiajes se evaluaron 7 y 14 dias después de la siembra. La figura 12 muestra secciones
transversales de un andamiaje de 3 capas, después de 14 dias de cultivo, preparadas histolégicamente y tefidas
usando tincion con hematoxilina y eosina (H&E). Se observé que las células se infiltraron en el andamiaje y se
adhirieron a los puntales de colageno.

El nimero de células se determiné por cuantificacion de ADN usando el ensayo de ADN de Hoechst. Se uso6 reactivo
de lisis Qiazol para permitir la disociacion de complejos de nucleoproteinas. El tinte Hoechst 33258 se afadié
después para marcar el ADN de forma fluorescente y se leyd la emisién fluorescente usando un espectrofotometro
de fluorescencia. Las lecturas se convirtieron en numero de células usando una curva estandar. Los nimeros de
células para los andamiajes de colageno y de 3 capas a los 7 y 14 dias se muestran en la figura 10. Existié un
incremento en el ndmero de células de aproximadamente el 50 % desde el dia 7 hasta el dia 14 tanto para el
andamiaje de colageno como para los andamiajes de 3 capas, que indica que las células proliferan facilmente dentro
de ambos tipos de andamiajes. Esto demuestra que los andamiajes son altamente biocompatibles, proporcionando
un excelente entorno para el crecimiento y la diferenciacion de las células MC3T3.

Resistencia de adhesion interfacial

La resistencia de adhesion interfacial entre las capas de la construcciébn multicapa descrita en el presente
documento es una propiedad importante. Si la resistencia de la adhesion es insuficiente, se producira una
deslaminacién en las interfases de las capas. La resistencia de adhesién interfacial tanto de las construcciones de 2
capas como de 3 capas se determind usando un equipo disefiado a medida y ajustado a la maquina de pruebas
mecanicas Zwick Z050 (Zwick/Roell, Alemania). Las pruebas implicaron adherir la estructura a stubs de prueba
usando un adhesivo de alta viscosidad. Se aplicé una carga de tracciéon a las muestras a una tasa de deformacion
del 10 % por minuto. Las muestras fueron sometieron a prueba hasta el fracaso. La prehidratacion de las muestras
en PBS se llevo a cabo antes de la prueba y la prueba se llevd a cabo en un bafio de PBS para mantener la

14



10

15

20

25

30

35

ES 2740363 T3

hidratacién durante el periodo de prueba. La extraccién de las fibras se observé en la superficie de fractura después
de las pruebas, indicando una verdadera integracién de las capas del andamiaje.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para producir un andamiaje de colageno multicapa en el que cada capa tiene una estructura
porosa, comprendiendo el procedimiento una técnica de estratificacion iterativa en la que cada capa se forma
independientemente por congelacion o liofilizacion seguida de rehidratacion, antes de la adicién de una capa
siguiente, en el que la capa final se forma por liofilizacién de la estructura multicapa.

2. Un procedimiento como se reivindica en la reivindicacién 1, en el que todas las capas del andamiaje se forman
por liofilizacion.

3. Un procedimiento de produccion de un andamiaje de colageno de tres capas de acuerdo con la reivindicacién 1,
comprendiendo el procedimiento las etapas de:

- preparar una primera suspensién homogénea de colageno vy liofilizar la suspensién para proporcionar una primera
capa;

- rehidratar la primera capa formada;

- preparar una segunda suspensién homogénea de colageno y verter la segunda suspension homogénea sobre la
primera capa rehidratada para formar un material compuesto de dos capas, y liofilizar el material compuesto de dos
capas;

- rehidratar el material compuesto de dos capas; y

- preparar una tercera suspension homogénea de colageno y verter la tercera suspension homogénea sobre el
material compuesto de dos capas para formar un material compuesto de tres capas, y liofilizar el material compuesto
de tres capas para formar el andamiaje de colageno de tres capas.

4. Un procedimiento como se reivindica en cualquier reivindicacién precedente en el que el andamiaje comprende
tres capas, una primera capa que comprende colageno de tipo | e hidroxiapatita (HA), una segunda capa que
comprende colageno de tipos | y Il e hidroxiapatita, y una tercera capa que comprende colageno de tipos | y Il y poca
o ninguna hidroxiapatita, en el que la proporcién del colageno de tipo | respecto al colageno de tipo Il en la segunda
capa es de 1:4 a 4:1 (p/p).

5. Un procedimiento como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 3 o 4, en el que la tercera capa
comprende un polimero, en el que el polimero es opcionalmente un glicosaminoglicano (GAG).

6. Un procedimiento para preparar un andamiaje de colageno de tres capas de acuerdo con la reivindicacion 1,
adecuado para su uso como un andamiaje de reparacion osteocondral, comprendiendo el procedimiento las etapas
de:

- preparar una primera suspension de colageno de tipo | e hidroxiapatita (HA) en forma de suspension y congelar o
liofilizar la suspension para proporcionar una primera capa;

- cuando la primera capa se forma por criodesecacion, rehidratar la primera capa formada;

- preparar una segunda suspension de colageno de tipo I, colageno de tipo Il y HA en forma de suspensién y afadir
la suspension sobre la primera capa para formar un material compuesto de dos capas, y congelar o liofilizar el
material compuesto de dos capas;

- cuando la segunda capa se forma por criodesecacion, rehidratar la segunda capa;

- preparar una tercera suspension de colageno de tipo | y de tipo Il y opcionalmente un polimero y/o una molécula
biol6gicamente activa, y afnadir la tercera suspension sobre el material compuesto de dos capas para formar un
material compuesto de tres capas, y liofilizar el material compuesto de tres capas para formar el andamiaje de
colageno de tres capas; y

- opcionalmente, reticular una o mas de las capas del andamiaje.

7. Un el andamiaje de colageno multicapa que comprende tres capas criodesecadas en el que una primera capa
comprende colageno de tipo | e hidroxiapatita (HA), una segunda capa comprende colageno de tipo | y un colageno
de tipo Il y HA, y una tercera capa comprende colageno de tipo | y de tipo Il y un polimero y/o una molécula
biol6gicamente activa, y en el que el andamiaje se prepara mediante un procedimiento de la reivindicacion 1.

8. Un andamiaje de colageno multicapa como se reivindica en la reivindicacion 7, en el que el polimero de la tercera
capa comprende un GAG.
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9. Un andamiaje de colageno multicapa como se reivindica en la reivindicacion 7 u 8, adecuado para su uso en
aplicaciones de reparacion de tejidos y huesos o aplicaciones de ingenieria de tejidos, especialmente la reparacion
de defectos osteocondrales, en el que el andamiaje tiene una arquitectura de poros continuos que se extiende a lo
largo de las capas.

10. Un andamiaje de colageno multicapa como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en el que
las capas del andamiaje se integran perfectamente.

11. Un andamiaje de colageno multicapa como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en el que
el andamiaje tiene una porosidad de al menos el 95 %.

12. Un andamiaje de colageno multicapa como se reivindica en la reivindicacion 11, en el que el andamiaje tiene una
porosidad de al menos el 98 %.

13. Una construccion de ingenieria de tejidos con sembrado celular que comprende un andamiaje de colageno
multicapa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12, en el que las células se disponen dentro de los
poros del andamiaje.

14. Un andamiaje de colageno multicapa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12 o una
construccion de ingenieria de tejidos con sembrado celular de acuerdo con la reivindicacion 13, para su uso en un
procedimiento para reparar un defecto de tejido en un mamifero, en el que el procedimiento comprende conformar el
andamiaje para que se ajuste al defecto, incorporar opcionalmente en el andamiaje una molécula biologicamente
activa, bien antes o después de la conformacion, e insertar el andamiaje en el defecto.
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Figura 4 Figura 5
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Figura 7 Figura 8
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Figura 10 Figura 11
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Figura 13
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Figura 15
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Figura 17
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