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DESCRIPCION
Superficies texturizadas para implantes
Campo técnico

Esta invencion se refiere a materiales de implantes biocompatibles que tienen topografias superficiales texturizadas
para reducir una respuesta celular indeseable tras la implantacion en el cuerpo y la formacion subsiguiente de
contractura capsular, con aplicacidn particular a implantes protésicos, tales como implantes mamarios de silicona.
También se divulgan métodos para preparar tales superficies y plantillas Utiles para preparar tales superficies.

Antecedentes

La cirugia basada en implantes se realiza en una variedad de situaciones, desde la reconstruccion por anomalias
congénitas y defectos posteriores a la mastectomia por razones oncoldgicas, hasta aumentos por razones
cosméticas. Desafortunadamente, los implantes mamarios actualmente disponibles no estdn exentos de
complicaciones innatas. La complicacion mas comun y la causa de insatisfaccion del paciente después de la
implantacion es la formacién de contractura capsular. (1) 1.773.584 aumentos de senos por razones estéticas fueron
declarados en todo el mundo a la Sociedad Internacional de Cirugia Plastica Estética en 2014. (2) Se ha especulado
que las tasas de contractura capsular ocurren en hasta el 17.5% de los procedimientos basados en implantes y, por
lo tanto, un ndmero significativo de estas mujeres habra experimentado contractura capsular. (3)

La contractura capsular es la exageracion de la respuesta de cuerpo extrafio del tejido mamario de la paciente al
implante mamario. La secuencia normal de la reaccién de cuerpo extrafio a un biomaterial da como resultado una
capsula que separa el implante. (4) Sin embargo, en algunos pacientes esta respuesta es exagerada y la capsula
fibrosa se vuelve mas gruesa, fibrética y menos flexible, lo que puede manifestarse como mastalgia, firmeza
mamaria y un mal resultado estético. Como consecuencia, muchos pacientes requeriran una nueva operacion para
descomprimir la contractura capsular. (5)

Se ha demostrado que la contractura capsular es multifactorial, con material de relleno, colocacién submuscular del
implante, radioterapia adyuvante, colonizacion bacteriana del implante y textura de la superficie del implante, todo
ello implicado en su desarrollo. (6)

Los implantes mamarios actuales, con una carcasa de elastémero y un relleno de gel de silicona o solucién salina,
evolucionaron a partir de un disefio teorizado en la década de 1960, que se convirtid en un implante texturizado
recubierto de poliuretano a fines de la década de 1960. (7, 8) Como consecuencia de la preocupaciéon de que el
poliuretano era procanceroso y debido a la capacidad de la espuma de poliuretano para reducir la tasa de
contractura, debido a la creencia de que la textura del implante reducia las tasas de contractura, se desarrollaron
varias texturas de superficie de implante hechas de silicona (9, 10). Desde entonces, la construccion basica de la
carcasa y el relleno ha perdurado, pero con modificaciones sutiles en la textura de la superficie de estos implantes.
Las texturas que estan actualmente disponibles se obtienen imprimiendo sal o espuma de poliuretano en la
superficie de estas carcasas de implantes o0 moldeando la carcasa del implante a partir de un molde pretexturizado.
(11) Si bien las técnicas de fabricacion empleadas son toscas, una revision sistematica y un metaanalisis han
demostrado el efecto protector de la textura del implante sobre la contractura capsular. (12, 13) Sin embargo, ningun
estudio ha demostrado que una superficie de implante en particular sea mas eficiente para reducir la contractura y el
enfoque predominante de las empresas de implantes hasta la fecha ha sido comercializar sus implantes con poca
evidencia cientifica que atestiglie su capacidad.

Se ha demostrado que las topografias de micro y nano superficies influyen en la proliferacién, unién, adhesion,
migracion y morfologia celular. (14) Muchas de las topografias morfolégicas que existen in vivo que interactian con
las células son las de la matriz extracelular (MEC) y se ha demostrado que las MEC de diferentes tipos de tejidos
promueven la produccion de morfologias tisulares de donde se derivan. (15, 16) También se ha teorizado que las
texturas de los implantes reducen la contractura al interrumpir la capsula plana que rodea el implante y promover el
crecimiento interno del tejido mamario. (17) Sin embargo, también se ha demostrado que las "macrotexturas"
profundas, con caracteristicas superficiales profundas, desprenden particulas de silicona y aumentan la inflamacion
dentro de las capsulas del implante. (18)

En general, las superficies de los implantes pueden tener un perfil de superficie principal compuesto por la forma de
la superficie, que es la forma general de la superficie del material. Por ejemplo, la superficie de un implante mamario
adoptara generalmente una forma curva, quizds con contornos/ondas adicionales que pueden ser
caracteristicas/ondulaciones naturales que se forman como resultado de la estructura fisica del implante. Sin
embargo, la forma en que tales superficies interactian con el tejido corporal a nivel celular se describe mejor con
referencia a la rugosidad de la superficie, que se refiere a la textura topografica de la superficie del implante primario
en una escala mas pequefia.

Los implantes mamarios se forman tipicamente sumergiendo una plantilla en forma de implante (mandril) en
polimero liquido para que quede uniformemente recubierto. Antes del curado, el implante puede someterse a un
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proceso de texturizacién como la impresiéon en un molde para crear una textura estampada en silicona (por ejemplo,
el implante Mentor Siltex™). Luego, el mandril se coloca en una cabina de flujo laminar caliente para permitir que el
polimero se solidifique alrededor de la plantilla (curado). Este paso de curado permite aplicar una cantidad igual de
calor alrededor del implante para que se cree una superficie homogénea. Este proceso se puede repetir varias veces
para aumentar el grosor del implante y, a continuacién, el implante se puede tratar mas con un disolvente para que
quede liso (para alisar aun mas la superficie). Por lo tanto, los implantes mamarios de silicona generalmente se
fabrican mediante este mismo proceso basico, independientemente de si estan disefiados para ser lisos o
texturizados.

En este sentido, las superficies de los implantes que son "lisas" de hecho suelen presentar un grado menor no
intencionado de rugosidad superficial como resultado de finas ondulaciones, ranuras y/u otras anomalias
superficiales que son un subproducto inherente del proceso mediante el cual se preparan las superficies (por
ejemplo, que se forman durante el proceso de curado cuando la silicona liquida se escurre por el mandril bajo la
fuerza de la gravedad).

Sin embargo, las superficies formalmente "texturizadas" comprenden tipicamente una topografia de superficie muy
texturizada. Tales texturas pueden ser patrones geométricos que se repiten regularmente o pueden ser de
naturaleza irregular.

El documento WO2009/046425, por ejemplo, describe superficies de implantes texturizadas que tienen un patrén
repetitivo geométrico regular altamente ordenado (barras paralelas) a micro o nanoescala que se afirma que
interrumpen la formacién de biopeliculas bacterianas en la superficie del implante. El patron repetido se forma
mediante la produccion de un patron maestro usando técnicas fotolitograficas aplicadas en la fabricacién de
semiconductores y el patron maestro luego se usa para contactar impresos con patrones replicados en la superficie
del implante. Sin embargo, aunque las técnicas fotolitograficas convencionales pueden proporcionar estructuras
geométricas simples como las ranuras representadas en el documento WO02009/046425, tales métodos no son
atractivos cuando se buscan patrones geométricos mas complejos porque dichos patrones dependen de la
preparacion y el uso de fotomascaras con niveles graduados de opacidad a través de los cuales los niveles
graduales de luz UV pueden pasar a la fotorresistencia. Dichas fotomascaras son caras de producir y no se pueden
modificar una vez producidas, lo que significa que cada disefio/patron deseado requiere la preparacion previa de
fotomascaras a medida.

El documento W095/03752 (véase la figura 4) también representa una superficie de implante que tiene un patron
repetitivo geométrico regular altamente ordenado (pilares). Estas superficies microtexturizadas uniformes se pueden
producir mediante el uso de tecnologia de propulsores de haz de iones (ver, por ejemplo, la pagina 2 de
WQ95/03752). Sin embargo, tales superficies de implante de patrén uniforme conducen tipicamente a la orientacion
de los fibroblastos de acuerdo con el patrén de superficie respectivo (véanse, por ejemplo, los parrafos 28, 34 y las
figuras 14 y 15 del documento W0O2009/046425). Sin embargo, como se explicd anteriormente, se entiende que la
orientacion organizada de los fibroblastos y, posteriormente, el colageno es una etapa clave en la promocion de la
contractura de la capsula fibrética. Por lo tanto, aunque tal orden de fibroblastos podria ser mas aceptable en
aplicaciones externas, como para su uso en la cicatrizacion de heridas, tales superficies con patrones altamente
ordenados no son ideales para su uso en implantes protésicos, como los implantes mamarios, que son propensos a
la formacién de capsulas y contractura.

Sin embargo, en la literatura se ha propuesto una variedad de superficies de implantes con textura irregular (es
decir, no uniforme) con una variedad de resultados celulares diferentes observados. Sin embargo, varios enfoques
para proporcionar superficies texturizadas no han logrado reducir o prevenir la formacién de capsulas y la posterior
contractura. Por ejemplo, los parrafos 86-89 y las figuras 7 a 9 del documento WO 2011/097499 describen una serie
de superficies de textura irregular, que no proporcionan la modulacion de capsula deseable. Se utiliza una técnica de
"pérdida de sal" en la producciéon de Biocell™ disponible comercialmente (Allergan, Inc.). Estas superficies se
describen e ilustran con mas detalle en [Barr, S. 2009]. Esta técnica da como resultado una estructura de célula
abierta. Las superficies de implante formadas por esta técnica de "pérdida de sal" también se representan en la
figura 5 del documento WO95/03752. Sin embargo, tales implantes no son ideales ya que la introduccion de
particulas extrafias en la superficie de la silicona puede producir efectos perjudiciales sobre las propiedades del
implante de silicona, por ejemplo, si las sales relevantes se encapsulan en la silicona.

Una técnica alternativa para formar una estructura abierta implica el uso de una espuma de célula abierta o una tela
polimérica fibrosa para formar o imprimir un patrén en la superficie del implante. Por ejemplo, el implante Siltex™
(Mentor), disponible comercialmente, usa un mandril con una textura de espuma de poliuretano que se imprime en la
silicona durante el curado. En los documentos US 2011/0276134, WO 2011/097499 y US2002/0119177 también se
describen técnicas similares de texturizacion de tejido/espuma de células abiertas. Si tales estructuras de célula
abierta se logran usando una tela con una geometria uniforme, entonces se pueden lograr estructuras de célula
abierta con irregularidad a pequefa escala pero uniformidad de larga distancia (ver, por ejemplo, la figura 10 y 12 de
US 2011/0276134). Si bien se informa que tales estructuras de células abiertas logran cierto éxito en la prevencion
de la formacion de capsulas, también tienen inconvenientes porque los finos intersticios y bordes formados como
resultado del proceso pueden carecer de robustez y pueden desprenderse de la superficie del implante bajo fuerzas
de friccion que conducen a fragmentos de silicona desprendidos en el cuerpo. Ademas, los poros grandes,
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tipicamente macroscépicos, formados por tales procesos tienen lados profundos y hoyos, lo que significa que las
células quedan incrustadas en los valles profundos del implante y no pueden migrar debido a lados que son
demasiado empinados para que las células escalen. Si bien esto puede dificultar el proceso de formacion de la
capsula, las células no pueden mostrar un comportamiento migratorio y proliferativo natural con inhibicién por
contacto de las células dentro de las depresiones profundas de los implantes de textura intensa. Esto es indeseable
ya que una célula adherente, como un fibroblasto que es capaz de unirse, migrar, proliferar y funcionar en una
superficie con un estrés minimo y sin inhibicién, es probable que se comporte como lo haria un fibroblasto in vivo
dentro de la MEC nativa. No obstante, las depresiones profundas normalmente todavia permiten el eventual
crecimiento sustancial de células en los poros de la superficie, pero si bien esto puede anclar firmemente el implante
en su lugar en el cuerpo, El crecimiento excesivo de tejido puede dar lugar a dificultades mas adelante si el implante
tiene que ser retirado o reemplazado (por ejemplo, si a pesar de todo se produce una contraccién capsular), ya que
una gran cantidad de tejido corporal también tendra que cortarse con el implante.

El documento WO95/03752 divulga un método alternativo para producir topografias superficiales irregulares en
implantes mamarios de silicona mediante la adiciéon de particulas de silicona filtradas a la superficie todavia
pegajosa del mandril antes del curado y la aplicacion de una capa superior (paginas 10 a 12).

El documento W02015/121686, que tiene inventores en comun con la presente solicitud, propone una superficie
texturizada irregular modelada sobre la membrana basal de la piel, siendo las caracteristicas especificas de la
membrana basal tales que impartan a la superficie sintética los valores caracteristicos correspondientes para la
rugosidad superficial media Sa, la altura cuadratica media de la raiz Sq, altura maxima de pico a profundidad de
depresion Sz, asimetria superficial media Ssk, valor medio de exceso de curtosis (Sku menos 3) y dimension fractal.

El documento W0O2013151755 divulga un material de implante que tiene una superficie de implante con una
pluralidad de miembros en contacto con el tejido.

Sumario de la invencién

Los inventores proponen nuevas topografias de superficies texturizadas biomiméticas para implantes,
particularmente implantes mamarios. Los inventores han descubierto en particular que controlando aspectos de la
textura de la superficie para que se parezcan a las caracteristicas correspondientes de la topografia de la superficie
del tejido adiposo, se podria lograr una respuesta celular mejorada, indicativa de una contraccién capsular reducida,
y un anclaje/crecimiento celular apropiado.

Los inventores buscaron producir una topografia de implante con una procedencia de la mama, especificamente
tejido adiposo de la mama. Los inventores han empleado biomimetismo de sitio especifico para generar una nueva
superficie de implante que se adapta al sitio de implante previsto. Asi, cuando se implanta un implante que
comprende la nueva superficie del implante, como es convencional, en el plano del tejido entre el tejido adiposo de
la mama en la parte anterior y la fascia del musculo pectoral en la parte posterior, la superficie que linda con el tejido
adiposo proporciona un entorno eficaz para la adhesion, el crecimiento y la proliferacién celular.

Para llegar a la nueva superficie del implante, los inventores aislaron el tejido adiposo de la interfaz del tejido
adiposo, llevaron a cabo una serie de técnicas de fijacion, lo caracterizé mediante técnicas de imagen, lo modelé con
analisis de imagenes a medida y generd una réplica sintética de la superficie del tejido adiposo observada mediante
fotolitografia 3D.

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona un material de implante que tiene una superficie de
implante, cuya superficie de implante comprende una pluralidad de miembros en contacto con el tejido dispuestos en
una matriz bidimensional regular o irregular, cada miembro en contacto con el tejido tiene una superficie curva
convexa de contacto con el tejido, en la que la superficie del implante tiene de 1000 a 50000 miembros en contacto
con el tejido por cm?.

Descripcion detallada del invento
Textura de superficie

Los inventores han identificado caracteristicas de la superficie del tejido adiposo que, cuando se reproducen en la
superficie de un implante, pueden contribuir a mejorar la respuesta celular y reducir la contractura capsular. En
particular, una o mas de las siguientes caracteristicas superficiales se pueden reproducir en la superficie del
implante: la forma aproximadamente hemisférica de las células adiposas que forman la superficie del tejido adiposo
(contra el cual se colocara el implante); el empaquetado cerrado de las células adiposas en la superficie (que el
empagquetado cerrado trunca eficazmente los hemisferios, haciendo que parezcan fusionarse); la densidad de
células (células por unidad de area), que esta relacionada con el empaquetado cerrado; el tamafio medio (diametro)
de las células adiposas (que a su vez determina el radio de curvatura que presentan las células en la superficie); la
distribucion o variacion de tamario (diametro); el espaciado promedio entre células adyacentes (distancia vecina mas
cercana); la distribucion o variaciéon en el espaciado entre células adyacentes (distancia del vecino mas cercano); la
cobertura de la superficie de las células (grado en que la superficie del tejido estd formada por elementos distintos
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de las células); y el rango de altura para la nanotextura en la superficie celular (la nanovariacion de altura
superpuesta sobre la micro/macro topografia de las células adiposas casi hemisféricas empaquetadas juntas).

Sin desear estar ligado a ninguna teoria, la provision de una superficie similar al tejido adiposo en el implante puede
permitir que el implante se tesele o se empaquete en el tejido adiposo del pecho. La topografia biomimética
proporciona adecuadamente un entorno para las células que es menos probable que las superficies de implantes
convencionales para provocar una respuesta de cuerpo extrafio y especialmente contractura capsular.

La superficie de implante del material de implante de la invencion busca imitar una o mas de las caracteristicas de la
superficie del tejido adiposo que ha sido cuidadosamente caracterizada por los inventores.

Los miembros de la superficie del implante en contacto con el tejido corresponden a las células adiposas que
proporcionan la topografia de la superficie adiposa. Como se sefialé anteriormente, una caracteristica de la
superficie del tejido adiposo es la matriz de formas aproximadamente (en parte) hemisféricas: una forma globular,
por lo que los miembros de la superficie del implante en contacto con el tejido tienen una superficie convexa (es
decir, extendiéndose hacia fuera/alejdndose de la superficie) curvada en contacto con el tejido. La provision de una
serie de tales superficies curvas convexas imita las multiples superficies curvas que surgen del empaquetado
compacto de las células adiposas.

Adecuadamente, la superficie curva convexa de contacto con el tejido tiene un radio de curvatura para el cual el
radio es aproximadamente constante. Es decir, la curvatura es aproximadamente una curvatura esférica.
Adecuadamente, la superficie curva convexa de contacto con el tejido corresponde a una parte de la superficie de
una esfera. Adecuadamente, la superficie curva convexa de contacto con el tejido corresponde a una parte
sustancial de la superficie (curva) de un hemisferio.

Adecuadamente, cada miembro en contacto con el tejido tiene la forma de una parte o la totalidad de un hemisferio.

Adecuadamente, cada miembro de contacto con el tejido, o al menos su superficie curva convexa de contacto con el
tejido, tiene una forma globular. Los miembros en contacto con el tejido tienen adecuadamente de la forma de una
parte o de la totalidad de un globo. Es decir, son o forman parte de un glébulo.

Los miembros en contacto con el tejido pueden ser protuberancias, nédulos, hoyuelos elevados o glébulos de
manera que la superficie del implante tenga una disposicién bidimensional de protuberancias, nédulos o hoyuelos
elevados. Por tanto, cada una de las protuberancias, nédulos, hoyuelos elevados o glébulos proporciona una
superficie curva convexa de contacto con el tejido de modo que el efecto acumulativo de la disposicion de dichas
superficies curvas es el de imitar la topografia de la superficie del tejido adiposo.

Como se indicod anteriormente, los miembros en contacto con el tejido (protuberancias, nédulos o hoyuelos elevados)
tienen adecuadamente la forma de parte o de la totalidad de un hemisferio. Los inventores creen que el hemisferio
es la forma que mas se asemeja a la superficie del tejido adiposo nativo.

La altura de los miembros en contacto con el tejido corresponde adecuadamente a la altura de un hemisferio que
tiene un radio de curvatura correspondiente al radio de curvatura de la superficie curva convexa de contacto con el
tejido. Por tanto, la altura corresponde adecuadamente al radio del hemisferio.

Adecuadamente, varia la altura de los miembros en contacto con el tejido. Es decir, la pluralidad de miembros en
contacto con el tejido incluye miembros en contacto con el tejido de diferentes alturas, de modo que hay variacion de
altura dentro de la poblacion de miembros en contacto con el tejido.

Los valores medios de altura adecuados estan en el rango de 1 a 200 ym, adecuadamente de 1 a 150 ym,
adecuadamente de 5 a 150 ym, adecuadamente de 10 a 150 ym, adecuadamente de 15 a 150 um, adecuadamente
de 15 a 130 ym, adecuadamente de 15 a 120 ym, adecuadamente de 15 a 110 ym, adecuadamente de 15 a 100
Um, adecuadamente de 15 a 90 um, adecuadamente de 15 a 80 pm, adecuadamente de 15 a 70 um,
adecuadamente de 15 a 60 ym, adecuadamente de 15 a 50 ym, adecuadamente de 15 a 45 ym, adecuadamente de
15 a 45 ym, adecuadamente de 25 a 45 ym, adecuadamente de 30 a 45 ym, adecuadamente de 30 a 42 ym,
adecuadamente de 32 a 42 ym, adecuadamente de 34 a 42 ym, adecuadamente de 34 a 40 ym, adecuadamente de
35 a 40 ym, adecuadamente de 36 a 40 um, de manera adecuada aproximadamente 38 ym. Quedara claro a partir
de los intervalos anteriores que un limite inferior adecuado para la altura media es 1 ym, adecuadamente de 5 ym,
adecuadamente de 10 ym. En el caso de miembros de contacto con tejido separados entre si, la altura se mide
desde la superficie "base" ubicada entre los miembros de contacto con tejido. En el caso de miembros hemisféricos,
la altura corresponde al radio del hemisferio.

Adecuadamente, al menos el 30% de la poblacion de miembros en contacto con el tejido se encuentran dentro del
rango de altura de 1 a 200 yum, adecuadamente de 1 a 150 um, adecuadamente de 5 a 150 um, adecuadamente de
5 a 150 pym, adecuadamente de 5 a 150 ym, adecuadamente de 15 a 130 ym, adecuadamente de 15 a 120 um,
adecuadamente de 15 a 110 ym, adecuadamente de 15 a 100 ym, adecuadamente de 15 a 90 um, adecuadamente
de 15 a 80 ym, adecuadamente de 15 a 70 ym, adecuadamente de 15 a 60 ym, adecuadamente de 15 a 50 pym,
adecuadamente de 15 a 45 ym, adecuadamente de 20 a 45 ym. Quedara claro a partir de los intervalos anteriores

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 857498 T3

que un limite inferior adecuado para la altura es 1 ym, adecuadamente de 5 ym, adecuadamente de 10 pm.
Adecuadamente de, al menos el 40% de la poblacion de los miembros en contacto con el tejido se encuentran
dentro de este rango de altura, adecuadamente al menos el 50% de la poblacién, adecuadamente al menos el 60%,
adecuadamente al menos el 70%, adecuadamente al menos el 80%, adecuadamente al menos el 90%.

En realizaciones en las que los miembros en contacto con el tejido no estan separados y no hay espacio entre los
miembros en contacto con el tejido que pueda considerarse como una superficie "base", se puede obtener una
superficie/plano base hipotética con referencia a la informacién del perfil de altura (del tipo mostrado en las figuras
10-1B y 10-2B, obtenido a partir de datos de formacion de imagenes con laser confocal), trazandose la
superficie/plano de la base hipotética para que coincida con las depresiones/valles entre los picos. En tal caso, los
valores medios de altura promedio se seleccionan adecuadamente de los rangos establecidos anteriormente y los
siguientes rangos: adecuadamente de 1 a 200 ym, adecuadamente de 1 a 150 ym, adecuadamente de 5 a 150 um,
adecuadamente de 5 a 130 ym, adecuadamente de 5 a 120 ym, adecuadamente de 5 a 110 ym, adecuadamente de
5 a 100 ym, adecuadamente de 5 a 90 ym, adecuadamente de 5 a 80 ym, adecuadamente de 5 a 70 um,
adecuadamente de 5 a 60 ym, adecuadamente de 5 a 50 ym, adecuadamente de 5 a 45 ym, adecuadamente de 5 a
45 uym, adecuadamente de 5 a 45 pm, adecuadamente de 5 a 45 um, adecuadamente de 5 a 40 um,
adecuadamente de 5 a 35 ym, adecuadamente de 5 a 32 ym, adecuadamente de 5 a 30 um, adecuadamente de 5 a
28 um, adecuadamente de 5 a 25 pm, adecuadamente de 10 a 40 ym, adecuadamente de 10 a 35 um,
adecuadamente de 10 a 30 ym, adecuadamente de 15 a 40 ym, adecuadamente de 15 a 35 pm. Quedara claro a
partir de los intervalos anteriores que un limite inferior adecuado para la altura media es 1 ym, adecuadamente de 5
um, adecuadamente de 10 ym.

Adecuadamente, al menos el 30% de la poblaciéon de los miembros en contacto con el tejido (no espaciados) se
encuentran dentro del rango de altura de 1 a 200 ym, adecuadamente de 1 a 150 ym, adecuadamente de 5 a 150
um, adecuadamente de 5 a 130 um, adecuadamente de 5 a 120 pym, adecuadamente de 5 a 110 pm,
adecuadamente de 5 a 100 ym, adecuadamente de 5 a 90 ym, adecuadamente de 5 a 80 uym, adecuadamente de 5
a 70 pm, adecuadamente de 5 a 60 ym, adecuadamente de 5 a 50 ym, adecuadamente de 5 a 45 um,
adecuadamente de 5 a 45 ym, adecuadamente de 5 a 45 ym, adecuadamente de 5 a 45 ym, adecuadamente de 5 a
40 um, adecuadamente de 5 a 35 um, adecuadamente de 5 a 32 um, adecuadamente de 5 a 30 um,
adecuadamente de 5 a 28 ym, adecuadamente de 5 a 25 ym, adecuadamente de 10 a 40 ym, adecuadamente de
10 a 35 ym, adecuadamente de 10 a 30 ym, adecuadamente de 15 a 40 ym, adecuadamente de 15 a 35 ym.
Quedara claro a partir de los intervalos anteriores que un limite inferior adecuado para la altura es 1 um,
adecuadamente 5 pym, adecuadamente 10 pym. Adecuadamente, al menos el 40% de la poblacién de los miembros
en contacto con el tejido se encuentran dentro de este rango de altura, adecuadamente al menos el 50% de la
poblacion, adecuadamente al menos el 60%, adecuadamente al menos el 70%, adecuadamente al menos el 80%,
adecuadamente al menos el 90%.

La superficie subyacente del material del implante, sobre la que se superpone la superficie del implante, puede ser
plana o no plana. Por ejemplo, como se discutié anteriormente, el material del implante puede tener una forma
curva, por ejemplo, para adaptarse a la forma del implante.

Adecuadamente, la cobertura de la superficie de los miembros en contacto con el tejido, siendo la extensién en la
que la superficie del implante esté cubierta/proporcionada por los miembros en contacto con el tejido, es al menos
del 20% (% del area total de la superficie del implante cubierta). La cobertura de la superficie se puede determinar
tomando medidas a partir de imagenes adecuadas de la superficie, por ejemplo, una imagen SEM. Adecuadamente,
la cobertura de la superficie de los miembros en contacto con el tejido es de al menos 30%, adecuadamente al
menos 40%, adecuadamente al menos 50%, adecuadamente al menos 60%, adecuadamente al menos 70%,
adecuadamente al menos 80%, adecuadamente al menos 90%, adecuadamente al menos 95%, adecuadamente al
menos 98%, adecuadamente al menos 99%, adecuadamente de aproximadamente 100%. Adecuadamente, el
numero de miembros en contacto con el tejido, su tamafo y ubicacion, es tal que la mayoria, adecuadamente al
menos el 60%, adecuadamente al menos el 70%, adecuadamente al menos el 80%, adecuadamente
sustancialmente toda, adecuadamente, toda la superficie del implante es proporcionada por las superficies curvas
convexas de contacto con el tejido de los miembros en contacto con el tejido.

Se cree que esta cobertura de "alta densidad" es una imitacién particularmente eficaz de la superficie del tejido
adiposo.

La superficie del implante tiene 1000 a 50000 miembros en contacto con el tejido por cm?, adecuadamente de 1000
a 35000, adecuadamente de 1200 a 35000, adecuadamente de 1500 a 35000, adecuadamente de 1750 a 32500,
adecuadamente de 2000 a 30000, adecuadamente de 2000 a 30000, adecuadamente de 2250 a 30000,
adecuadamente de 2250 a 27500, adecuadamente de 5000 a 40000, adecuadamente de 10000 a 40000,
adecuadamente de 10000 a 30000, adecuadamente de aproximadamente 25000 miembros en contacto con el tejido
por cm?. Quedara claro a partir de los rangos anteriores que un limite inferior adecuado para la densidad (miembros
en contacto con el tejido por cm?) de los miembros en contacto con el tejido puede ser 5000, adecuadamente de
10000. Quedara claro a partir de los intervalos anteriores que un limite superior adecuado para la densidad
(miembros en contacto con el tejido por cm?) del contacto con el tejido puede ser 40000.
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En realizaciones, la pluralidad de miembros en contacto con el tejido son miembros discretos, en el sentido de que
estan separados entre si. En las realizaciones, la pluralidad de miembros en contacto con el tejido no son miembros
discretos. Adecuadamente, son adyacentes entre si, por ejemplo, para que parezcan unidos o fusionados entre si.

Adecuadamente, la pluralidad de miembros en contacto con el tejido es una pluralidad de hemisferios truncados
dispuestos para formar una matriz bidimensional de hemisferios fusionados.

Adecuadamente, los miembros que entran en contacto con el tejido estan empaquetados de forma compacta.
Adecuadamente, los miembros en contacto con el tejido estan dispuestos de manera que tengan una estructura de
empaquetado correspondiente a una capa en una estructura empaquetada compacta, especialmente seleccionada
entre empaquetada compacta hexagonal (hcp) y cubica centrada en la cara (fcc).

Adecuadamente, cada miembro en contacto con el tejido tiene al menos cuatro, adecuadamente al menos cinco,
adecuadamente seis vecinos (es decir, otros miembros en contacto con el tejido).

Adecuadamente, cada miembro en contacto con el tejido tiene al menos cuatro, adecuadamente al menos cinco,
adecuadamente de seis vecinos (es decir, otros miembros en contacto con el tejido) dentro de una distancia
correspondiente a 2 veces la anchura (por ejemplo, el didmetro) del miembro en contacto con el tejido. Se considera
que un vecino estd ubicado dentro de esa distancia si al menos parte del vecino estd rodeado por una linea
imaginaria que define un circulo alrededor del miembro en contacto con el tejido, cuyo circulo tiene un radio de, en el
caso anterior, 2 veces el ancho (por ejemplo, diametro) del miembro de contacto con el tejido. Adecuadamente, la
distancia corresponde a 1.5 veces la anchura (por ejemplo, el diametro) del miembro en contacto con el tejido.

Adecuadamente, los miembros en contacto con el tejido son sustancialmente simétricos alrededor de un eje de
rotacion que es perpendicular a la superficie del implante (la direcciéon Z se extiende verticalmente desde la
superficie del implante).

Adecuadamente, los miembros en contacto con el tejido estén sustancialmente libres de caracteristicas de borde y/o
caracteristicas de esquina. Adecuadamente, la superficie del implante esta sustancialmente libre de caracteristicas
de borde y/o caracteristicas de esquina.

Adecuadamente, la superficie del implante tiene valles formados por dos 0 mas miembros adyacentes en contacto
con el tejido (por ejemplo, miembros hemisféricos (parte) adyacentes). De hecho, el truncamiento de los miembros
adyacentes en contacto con el tejido puede proporcionar los valles. Adecuadamente, los valles estan
interconectados. Es decir, un valle esta unido a uno o mas de otros valles (adecuadamente, dichos otros valles estan
formados por miembros adyacentes en contacto con el tejido). Los valles se pueden unir de un extremo a otro para
formar la red interconectada.

Matriz bidimensional significa que los miembros en contacto con el tejido estdn ubicados en una matriz que se
extiende en ambas direcciones lineales paralelas a la superficie del implante (direcciones X e Y). Por tanto, la
provisién de superficies curvas convexas de contacto con el tejido de la invencion representa un enfoque
fundamentalmente diferente de las morfologias superficiales basadas en ranuras.

Adecuadamente, la matriz es una matriz sustancialmente hexagonal.

Adecuadamente, la matriz bidimensional es una matriz bidimensional sustancialmente regular. Esto refleja el orden
en la superficie del tejido adiposo, aunque existe alguna desviacion de la verdadera regularidad. Sin embargo, son
posibles incluso arreglos mas regulares/ordenados o arreglos irregulares/desordenados.

Adecuadamente, el espaciado medio de centro a centro vecino mas cercano de la matriz de miembros en contacto
con el tejido, TCMccave, es de 1 a 200 ym, adecuadamente de 1 a 150 um, adecuadamente de 1 a 120 um,
adecuadamente de 5 a 120 ym, adecuadamente de 10 a 120 ym, adecuadamente de 20 a 120 um, adecuadamente
de 30 a 120 ym, adecuadamente de 30 a 110 ym, adecuadamente de 30 a 100 ym, adecuadamente de 40 a 100
um, adecuadamente de 40 a 90 um, adecuadamente de 45 a 90 pm, adecuadamente de 50 a 90 um,
adecuadamente de 55 a 90 ym, adecuadamente de 60 a 90 ym, adecuadamente de 60 a 85 ym, adecuadamente de
65 a 85 ym, adecuadamente de 65 a 80 ym, adecuadamente de 68 a 80 uym, adecuadamente de 68 a 78 um,
adecuadamente de 69 a 75 ym, adecuadamente de 70 a 75 ym, adecuadamente alrededor de 73 pym. Quedara claro
a partir de los intervalos anteriores que un limite superior adecuado para el espaciado medio del vecino mas cercano
de centro a centro es 200 ym, adecuadamente de 150 ym, adecuadamente de 100 ym. El punto central de un
miembro en contacto con el tejido es el punto central cuando la superficie del implante se ve "de arriba hacia abajo".
En el caso de miembros (aproximadamente) hemisféricos en contacto con el tejido, el punto central es el centro de
un circulo cuya circunferencia corresponde al limite del miembro en contacto con el tejido en el plano X-Y (es decir,
la seccidn transversal relevante del miembro en contacto con el tejido). En el caso de otras formas, el punto central
se puede obtener seleccionando un circulo cuyo diametro sea tal que el circulo abarque la seccion transversal X-Y
del miembro en contacto con el tejido (es decir, cuando se ve "de arriba hacia abajo").

Adecuadamente, al menos el 30% de la poblacién de los miembros en contacto con el tejido tiene un espacio vecino
mas cercano de centro a centro en el rango de 1 a 200 ym, adecuadamente de 1 a 150 ym, adecuadamente de 1 a
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120 ym, adecuadamente de 5 a 120 ym, adecuadamente de 10 a 120 ym, adecuadamente de 20 a 120 um,
adecuadamente de 30 a 120 pym, adecuadamente de 30 a 110 uym, adecuadamente de 30 a 100 pum,
adecuadamente de 40 a 100 ym, adecuadamente de 40 a 90 ym, adecuadamente de 45 a 90 ym, adecuadamente
de 50 a 90 ym, adecuadamente de 55 a 90 ym, adecuadamente de 60 a 90 ym, adecuadamente de 60 a 85 um,
adecuadamente de 65 a 85 ym, adecuadamente de 65 a 80 uym. Quedara claro a partir de los intervalos anteriores
que un limite superior adecuado para el espaciado medio del vecino méas cercano de centro a centro es 200 um,
adecuadamente de 150 ym, adecuadamente de 100 adecuadamente de 1 a 120 um. Adecuadamente, al menos el
40% de la poblacion de los miembros en contacto con el tejido se encuentran dentro de este rango, adecuadamente
al menos el 50% de la poblacion, adecuadamente al menos el 60%, adecuadamente al menos el 70%,
adecuadamente al menos el 80%, adecuadamente al menos el 90%.

Adecuadamente, el diametro medio de la pluralidad de miembros en contacto con el tejido, TCMdave, es de 1 a 200
um, adecuadamente de 1 a 150 um, adecuadamente de 1 a 120 pym, adecuadamente de 5 a 120 um,
adecuadamente de 10 a 120 pm, adecuadamente de 20 a 120 pym, adecuadamente de 30 a 120 pm,
adecuadamente de 30 a 110 pm, adecuadamente de 30 a 100 pym, adecuadamente de 40 a 100 pm,
adecuadamente de 40 a 90 ym, adecuadamente de 45 a 90 ym, adecuadamente de 50 a 90 ym, adecuadamente de
55 a 90 mm, adecuadamente de 60 a 90 mm, adecuadamente de 60 a 85 mm, adecuadamente de 65 a 85 um,
adecuadamente de 65 a 80 ym, adecuadamente de 68 a 80 um, adecuadamente de 68 a 78 um, adecuadamente de
69 a 75 ym, adecuadamente de 70 a 75 ym, adecuadamente aproximadamente 73 pym. Quedara claro a partir de los
intervalos anteriores que un limite superior adecuado para el diametro medio es 200 ym, adecuadamente de 150
um, adecuadamente de 100 uym. El diametro de un miembro en contacto con el tejido se puede obtener siguiendo la
metodologia descrita anteriormente para obtener el punto central del miembro en contacto con el tejido, por lo que el
circulo seleccionado en ese método proporciona el valor de diametro para el miembro en contacto con el tejido.

Adecuadamente, al menos el 30% de la poblacion de miembros en contacto con el tejido tiene un didmetro en el
rango de 1 a 200 ym, adecuadamente de 1 a 150 ym, adecuadamente de 1 a 120 ym, adecuadamente de 5 a 120
um, adecuadamente de 10 a 120 um, adecuadamente de 20 a 120 ym, adecuadamente de 30 a 120 um,
adecuadamente de 30 a 110 uym, adecuadamente de 30 a 100 um, adecuadamente de 40 a 100 pum,
adecuadamente de 40 a 90 ym, adecuadamente de 45 a 90 uym, adecuadamente de 50 a 90 um, adecuadamente de
55 a 90 ym, adecuadamente de 60 a 90 ym, adecuadamente de 60 a 85 um, adecuadamente de 65 a 85 um,
adecuadamente de 65 a 80 um. Quedara claro a partir de los intervalos anteriores que un limite superior adecuado
para el espaciado medio del vecino mas cercano de centro a centro es 200 ym, adecuadamente de 150 ym,
adecuadamente de 100 ym. Adecuadamente al menos el 40% de la poblacién de miembros que entran en contacto
con el tejido se encuentra dentro de este intervalo, adecuadamente al menos el 50% de la poblacion,
adecuadamente al menos el 60%, adecuadamente al menos el 70%, adecuadamente al menos el 80%,
adecuadamente al menos el 90%.

Adecuadamente, la superficie del implante es una superficie cerrada. Es decir, esta sustancialmente libre,
adecuadamente completamente libre, de poros u otras estructuras abiertas. Por tanto, adecuadamente, el material
de implante no es una célula abierta o un material poroso. Esto no excluye que el material a granel (es decir, debajo
de la superficie) tenga una estructura porosa o abierta.

La superficie del implante también puede comprender una textura a nanoescala. Por ejemplo, esto se puede lograr
mediante el uso de grabado con plasma de oxigeno como se describe en este documento. Los inventores han
descubierto que la provisidon de tal nanotextura imita la textura correspondiente en las superficies hemisféricas de las
células adiposas. Adecuadamente, las superficies de contacto con el tejido de los miembros en contacto con el tejido
comprenden caracteristicas a nanoescala (por ejemplo, crestas o picos) que tienen una altura (medida, por ejemplo,
por AFM) en el intervalo de 200 a 800 nm, adecuadamente de 300 a 700 nm. Adecuadamente, la altura media de
estas caracteristicas esta en el intervalo de 200 a 800 nm, adecuadamente de 300 a 700 nm, adecuadamente de
400 a 600 nm.

Uso quirurgico

Los inventores prevén un uso no cosmético del material de implante. Por ejemplo, en cirugia reconstructiva o
aumento de senos, por ejemplo después de una cirugia o lesion oncolégica.

El material de implante divulgado en el presente documento, adecuadamente como parte de un implante, puede
colocarse de forma subcutanea, subfascial o submuscular. En el caso de un implante mamario, el implante puede
ubicarse en el plano tisular entre el tejido adiposo de la mama (anteriormente) y la fascia del musculo pectoral
(posterior).

Uso cosmético

El material de implante de la invencion se puede utilizar en métodos cosméticos, por ejemplo, un método cosmético
de aumento de pecho.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 857498 T3

Dichos métodos pueden comprender la etapa de implantar en el cuerpo humano un implante que comprende el
material de implante como se divulga en este documento.

Material del implante

En realizaciones de cualquiera de los aspectos de la presente, el material de implante comprende, adecuadamente
comprende como componente principal (por ejemplo, al menos 50% en peso del peso total del material del implante,
preferiblemente al menos 60% en peso, mas preferiblemente al menos 70% en peso, mas preferiblemente al menos
80% en peso, mas preferiblemente al menos 90% en peso) en realizaciones consisten sustancialmente, en
realizaciones tipicas consisten en un material biocompatible adecuado.

Adecuadamente, el material se puede moldear, por ejemplo, mediante grabado y/o moldeo en una superficie
texturizada. Adecuadamente, el material puede adecuadamente comprender como componente principal (por
ejemplo, al menos 50% en peso del peso total del material de implante, preferiblemente al menos 60% en peso, mas
preferiblemente al menos 70% en peso, mas preferiblemente al menos 80% en peso, mas preferiblemente al menos
90% en peso, més preferiblemente al menos 95% en peso, mas preferiblemente al menos 99% en peso) en las
realizaciones consisten sustancialmente en, tipicamente consisten en un polimero sintético biocompatible,
adecuadamente de un polimero de organosilicio, preferiblemente una silicona y mas preferiblemente
polidimetilsiloxano (PDMS).

Se prefiere particularmente que la superficie del material de implante para el que se especifican aqui los parametros
de rugosidad superficial (es decir, la superficie destinada a entrar en contacto con el tejido del paciente, es decir, la
superficie de contacto con el tejido) comprenda el polimero sintético biocompatible mencionado anteriormente. De
hecho, como se indicé anteriormente, adecuadamente la superficie consiste sustancialmente en un polimero de
organosilicio, preferiblemente PDMA. Por tanto, en las realizaciones, la superficie (superficie de contacto con el
tejido) es una superficie texturizada de organosilicio, siendo la textura como se describe aqui.

Adecuadamente, la composicién del material de implante es sustancialmente homogénea, especialmente en una
direccién de profundidad desde la superficie (superficie de contacto con el tejido) hacia el material a granel.

El material de implante forma adecuadamente al menos parte de la capa superficial del implante relevante. Por
tanto, las superficies de los implantes de la invencién pueden comprender parcialmente superficies de implantes
convencionales, asi como las superficies novedosas y ventajosas descritas en este documento. En realizaciones, las
superficies de material de implante de la invencién descritas en este documento forman al menos la mitad, en
realizaciones adecuadas mas de la mitad, preferiblemente sustancialmente todas (por ejemplo, al menos 90%, 95%,
98% 0 99% por area de la superficie del implante) de la superficie del implante en contacto con el tejido, tal como en
el caso de que la superficie del implante en contacto con el tejido consista en dicho material de implante. El material
que comprende las superficies de la invencidn puede ser diferente a otros materiales del implante o puede ser el
mismo. Por tanto, el implante puede comprender una capa inferior del mismo de un material diferente a la capa
superficial del implante de la invencion.

El implante puede ser cualquier implante adecuado capaz de insertarse en un paciente, preferiblemente un implante
protésico, opcionalmente un implante para insercion interna debajo de la superficie de la piel de un paciente, mas
preferiblemente un implante mamario.

Como se sefialé anteriormente, los materiales de implante de la presente invencion se configuran preferiblemente
para insertarse subcutdneamente dentro de un paciente o pueden administrarse externamente. Preferiblemente, el
implante se administra (se pretende que esté ubicado) internamente, por ejemplo, subcutaneamente,
subfascialmente o submuscularmente.

Plantillas

En un aspecto adicional de la invencién se proporciona una plantilla para usar en la preparacién de un material de
implante segun cualquier aspecto o realizaciéon de la presente. Adecuadamente, dicha plantilla comprende una
superficie texturizada como se describe de acuerdo con cualquier aspecto o realizacidon en este documento, o un
negativo (por ejemplo, un molde inverso) de una superficie texturizada como se describe en este documento. La
plantilla puede comprender tipicamente la informacién tridimensional, es decir, informacién X, Y, Z, correspondiente
a la superficie del material del implante de la invencién como se define de acuerdo con cualquier aspecto y
realizacién de la presente. En las realizaciones, la plantilla es un sello o molde, por ejemplo, un sello para imprimir
una textura superficial de la invencidon en una superficie de implante o moldear la superficie del implante,
opcionalmente en el que el sello o molde es un sello o molde de silicona. Por tanto, una superficie puede
estamparse o moldearse varias veces para proporcionar un material de implante que tenga una superficie como la
definida anteriormente. En las formas de realizacion, la propia plantilla es un molde. El uso de moldes es
beneficioso, ya que se pueden utilizar para fabricar rapidamente una gran cantidad de implantes.
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Métodos

Aqui también se divulga un método para preparar un material de implante que tiene una superficie texturizada que
comprende los pasos de adquirir datos espaciales en las dimensiones X, Y y Z (es decir, datos espaciales
tridimensionales) de una superficie de tejido adiposo y usando dichos datos espaciales para crear la superficie
texturizada del implante.

Adecuadamente, el uso de los datos espaciales comprende ademas el paso de procesar los datos espaciales y usar
los datos procesados para crear la superficie texturizada del implante.

Por tanto, los inventores proponen la adquisicion de datos de imagen/topografia 3D correspondientes a una
superficie de tejido adiposo para la reproduccion (formacién de) una superficie de implante. Este enfoque representa
una desviaciéon considerable de los enfoques convencionales para texturizar superficies de implantes, que se basan
principalmente en la aplicacién de prueba y error de métodos toscos y a menudo irreproducibles que no
proporcionan un control adecuado de las superficies de implantes producidas (por ejemplo, haciendo espuma de
células abiertas o texturizando, usando métodos de sal).

En realizaciones, la etapa de adquirir los datos espaciales X, Y, Z se realiza mediante cualquier perfilbmetro de
contacto o sin contacto adecuado, adecuadamente de mediante microscopia de fuerza atémica, escaner laser 3D o
perfilador éptico.

En realizaciones, el paso de crear la superficie texturizada usando los datos espaciales X, Y, Z incluye impresion
tridimensional o fotolitografia o litografia de haz E, particularmente fotolitografia éptica, por ejemplo, litografia UV,
por ejemplo, usando un grabador laser. En una realizacion, el método incluye el paso de procesar los datos 3D
(espaciales X, Y, Z) convirtiendo, convirtiendo adecuadamente de digitalmente los datos respectivos en una forma
de datos que pueda ser leida por un sistema de litografia sin mascara. En una realizacion, el paso de procesamiento
incluye la formacién de una imagen en escala de grises de dos o mas de 8 bits (u opcionalmente de 16 bits) en la
que las 256 (por ejemplo u opcionalmente 65536) intensidades de escala de grises diferentes corresponden a
cambios en la altura vertical de una superficie medida. Alternativa o adicionalmente, el paso de procesamiento
incluye unir dos 0 mas imagenes en escala de grises (mapas) para formar un montaje en mosaico de imagenes de
superficie antes de aplicar la imagen a una superficie, por ejemplo, antes de asignar una serie de dosis de radiacion
en cada pixel y asi controlar la exposicion de la fotorresistencia.

El uso de tales métodos permite por tanto la produccién de caracteristicas superficiales controladas en una
superficie de implante, que se basan en la reproduccion de caracteristicas superficiales tomadas de un entorno de
tejido adiposo y no de superficies fabricadas por las formas crudas e incontroladas descritas en la técnica anterior. El
método es mas versatil que los métodos de la técnica anterior y la adaptacion de la informacién digital X, Y, Z puede
proporcionar no solo la topografia celular en si, sino una variedad de topografias de la superficie utilizando las
caracteristicas de la superficie del tejido adiposo como inspiracion original. El procesamiento y manipulacion de los
datos de la superficie durante la litografia o la impresion permite la reproduccién de una variedad infinita de disefios
de superficies.

El uso de la litografia por haz de electrones (E-beam) puede permitir la reproducciéon de caracteristicas que tienen
una resolucién lateral de <50 nm. Por tanto, en una realizacion, el proceso de formacion de la superficie de la
invencion a partir del uso de datos espaciales X, Y, Z incluye el uso de litografia por haz de electrones (E-beam).

En realizaciones, el método comprende ademas usar los datos espaciales X, Y, Z para exponer una fotorresistencia
(por ejemplo, una fotorresistencia de haz E) que comprende la informacion X, Y, Z respectiva.

El método incluye adecuadamente el uso de la fotorresistencia expuesta y revelada (por ejemplo, una resistencia de
haz de electrones) para formar la superficie texturizada. El paso de usar la fotorresistencia expuesta y revelada para
transferir la superficie texturizada a una plantilla puede comprender opcionalmente usar un método de grabado,
opcionalmente grabado con oxigeno y/o grabado profundo con iones reactivos.

Las realizaciones del método incluyen el uso de los datos espaciales X, Y, Z para exponer la fotorresistencia y/o una
capa protectora de haz electrénico que comprende el uso de los datos espaciales de X, Y, Z para instruir el
suministro de dosis variables de radiacién a una superficie fotorresistente y/o de resistencia de haz E para exponer
una fotorresistencia y/o resistencia de haz E que comprende la informacion X, Y, Z respectiva. Por lo general, los
métodos de fotolitografia para preparar caracteristicas 3D en objetos (como los que se usan comunmente en la
industria de los semiconductores) utilizan una fotomascara graduada para controlar la intensidad relativa de la
radiacion recibida por varias partes de la fotorresistencia durante el paso de fotolitografia. Sin embargo, es caro y
requiere mucho tiempo preparar tales fotomascaras y, una vez hechas, no se pueden variar y deben usarse para
hacer una variedad de patrones idénticos. Por el contrario, el uso de los datos X, Y, Z (por ejemplo, el color o la
representacion en escala de grises de la altura del pico al valle) para controlar la intensidad relativa de la radiacion
recibida en un punto dado de la fotorresistencia (por ejemplo, mediante el uso de una maquina de escribir laser
configurada para leer tales datos en escala de grises) puede permitir ventajosamente la exposicion de una
fotorresistencia que, después del revelado, tenga las caracteristicas de la superficie directamente en lugar de usar
una fotomascara. En otras palabras, en las realizaciones, el método de litografia es un método de litografia sin
mascara.
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En las realizaciones, el paso de preparar la fotorresistencia incluye aumentar o disminuir la escala de los parametros
originales X, Y y/o Z para la reproducciéon en la fotorresistencia. Esto se puede usar de manera ventajosa si la
fotorresistencia necesita ser mas delgado en la direccién vertical que las caracteristicas verticales de la superficie
que se esta reproduciendo. Las caracteristicas pueden ampliarse nuevamente durante otro paso, como el uso de
grabado, por ejemplo, grabado profundo con iones reactivos.

También se divulga en el presente documento un método para preparar un material de implante que tiene una
superficie texturizada que comprende el paso de hacer un molde de una superficie de tejido adiposo, el modelo
contiene datos espaciales que representan las dimensiones X, Y y Z y utiliza dicho modelo para hacer el material de
implante texturizado.

Método de aplicacion de textura a las superficies de la invencion.

El método puede comprender la etapa de preparar dicha superficie texturizada del material de implante mediante
grabado, estampado o moldeado. En realizaciones, el método comprende la etapa de preparar dicha superficie
texturizada del material de implante mediante grabado. En realizaciones, el método comprende la etapa de preparar
dicha superficie de material de implante texturizado mediante estampacién, opcionalmente estampacion multiple de
una sola superficie para producir una superficie texturizada que tiene varias regiones estampadas de textura
irregular, por ejemplo, en las que las imagenes estampadas cubren al menos la mitad, adecuadamente de mas de la
mitad, y en realizaciones sustancialmente toda la superficie del implante configurada para contactar con el tejido de
un paciente cuando se inserta. En realizaciones, el método comprende la etapa de preparar dicha superficie
texturizada del material de implante mediante moldeo.

En realizaciones, el material de implante preparado mediante dicho método es un material de implante como se
describe en cualquiera de los aspectos y realizaciones de la invencién descritas en este documento.

Conjunto de datos

También se divulga en el presente documento el uso de datos espaciales que representan las dimensiones X, Yy Z
adquiridas de una superficie de tejido adiposo en un método de preparacion de un material texturizado o
fotorresistente para su uso en la preparacion de un material texturizado. En realizaciones, el material texturizado es
un material de implante texturizado como se describe en este documento o una plantilla como se describe en este
documento.

También se divulga en el presente documento un método para procesar y/o modificar datos espaciales en las
dimensiones X, Y y Z, adecuadamente para proporcionar un conjunto de datos capaz de ser utilizado por una
impresora, por ejemplo, una impresora laser o una impresora 3D.

Los datos espaciales adquiridos de la superficie del tejido adiposo pueden procesarse antes de su uso en dicho
método de preparacion.

Los datos espaciales en las dimensiones X, Y y Z pueden adquirirse de una superficie de tejido adiposo.

También se divulga en el presente documento un soporte de datos, adecuadamente un soporte de datos legible por
ordenador, que comprende datos espaciales como se define en el presente documento.

Tejido

En los métodos y usos anteriores, el tejido (es decir, el tejido del que los datos espaciales son las dimensiones X, Y
y Z se han obtenido o son representativos) es tejido adiposo, preferiblemente tejido adiposo de la mama.

Al imitar las sefiales topograficas del tejido adiposo en la superficie de un implante de silicona, las células que lo
encuentran se adhieren y se estabilizan sin estresarse y transformarse en un fenotipo proinflamatorio/fibrético que
da como resultado el inicio de inflamacién croénica y fibrosis alrededor del implante a través de la atraccion y
activacion de neutréfilos y macréfagos. En consecuencia, se cree que la extension de la reaccion a cuerpo extrafio y
la posterior formacion de la contractura capsular podrian evitarse potencialmente.

Si bien se entiende que el tejido adiposo puede realizar tales funciones en el cuerpo, es completamente
sorprendente que los excelentes resultados obtenidos utilizando los materiales fabricados preparados muestren los
excelentes resultados observados cuando las caracteristicas topograficas 3D se reprodujeron en las superficies de
los implantes de silicona como se describe en la seccion de ejemplos.

Otros aspectos

También se divulga en el presente documento un material de implante que comprende una superficie texturizada
preparada mediante un método segun se define de acuerdo con cualquier aspecto o realizacién del presente
documento.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 857498 T3

También se proporciona una plantilla para usar en la preparacién de un material de implante de la invenciéon como
se describe en este documento, teniendo dicha plantilla parametros de superficie texturizada como se define aqui, o
un negativo de dichos parametros de superficie texturizada, en el que opcionalmente la plantilla es un molde o sello,
tal como se define anteriormente.

También se divulga en este documento el uso de una plantilla como se describe en este documento en un método
para fabricar un material de implante texturizado. Normalmente, la plantilla es una plantilla de silicona, mas
preferiblemente PDMS.

También se divulga en este documento un método cosmético que comprende la etapa de insertar un material de
implante como se describe en cualquiera de los aspectos y realizaciones de la invencion divulgados en este
documento por via subcutanea en un paciente. Adecuadamente, dicho método es para proporcionar una contraccion
capsular minima o nula y/o una respuesta inmunogénica celular. Ademas, en las realizaciones, el método es para
reconstrucciones de la mama.

General

El término "que comprende" abarca "que incluye" asi como "que consiste" por ejemplo, un implante "que comprende"
X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, por ejemplo, X + Y.

La palabra "sustancialmente" no excluye "completamente", por ejemplo, una composiciéon que esta "sustancialmente
libre" de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la palabra "sustancialmente" puede
omitirse de la definicion de la invencion.

El término "aproximadamente" en relacion con un valor numérico x es opcional y significa, por ejemplo, x + 10%.

El experto comprendera bien el uso del término "irregular" en el contexto de las superficies de la presente invencion.
Adecuadamente, el término "irregular” en el contexto de las superficies de la presente invencion se refiere a areas de
superficie que estan desprovistas de patrones geométricos regulares (como patrones repetidos), como en las
escalas macro, micro y/o nano relevantes (como en el nivel de 1 cm x 1 cm, 1 mm x 1 mm, 100 micrones x 100
micrones y/o submicrénicos). El término "irregular" en el contexto de las superficies de la presente invencioén incluye
por tanto superficies que parecen estar desordenadas.

Se apreciara al leer la presente solicitud que la superficie de los implantes preparados segun la presente invencién
puede formarse mediante el uso de un sello que tiene una superficie de textura irregular que imparte su topografia
de superficie irregular al implante al estampar. Por tanto, el sello puede usarse repetidamente sobre la superficie del
implante para proporcionar finalmente hasta una cobertura de superficie completa que consiste en la superficie
irregular sustancialmente repetida impresa por el sello. Por tanto, se pretende que el término "irregular" en el sentido
de la presente invencion incluya superficies que tienen mas de una, como una pluralidad de areas repetidas de tal
topografia de superficie irregular. El alcance de la invencién esta limitado por las reivindicaciones adjuntas.

descripcion de figuras
La figura 1 muestra un diagrama de flujo del proceso de fabricacién de las superficies de los implantes.

La figura 2 muestra S.E.M. imagen de la superficie del I6culo de la mama que ilustra la naturaleza esférica compacta
de esta superficie. Barra de escala 100 pym.

La figura 3 es un mapa de altura confocal laser de tejido mamario nativo.

La figura 4 muestra la salida confocal laser que captura la "superficie adiposa original".
La figura 5 es un esquema de la distancia y el “didmetro” del "vecino mas cercano".

La figura 6A es un histograma del diametro de la esfera.

La figura 6B es un histograma de distancias de los vecinos mas cercanos.

La figura 6C es una demostracion del flujo del proceso de analisis de Matlab (de izquierda a derecha): (A) Mapa de
bits original del tejido mamario; (B) Divisiéon de A usando umbrales de superficie; (C) Punto central de las areas
umbral de B; y (D) Mapa de bits generado de esferas con las mismas propiedades estadisticas que A (barras de
escala = 100 ym).

La figura 7 muestra la imagen definida por Matlab.
Las figuras 8A, 8B y 8C muestran informacion estadistica obtenida de la superficie del modelo.

La figura 9 muestra la superficie modelada grabada.
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La figura 9B muestra un grafico que indica la correlacion de la altura de la nano-textura con la receta de grabado.

La figura 10 muestra informacion sobre el tejido nativo y sobre la superficie modelada cuando se transfiere a
silicona: datos de altura de imagen de mapa de bits 1A generados a partir del programa Matlab; 1B perfil de altura
del mapa de bits 1A a lo largo de la linea negra en 1A; 1C, una representacién 3D del mapa de bits en 1A; 2A un
escaneo 2D de la superficie de silicona real creado con SU8 y escaneado con un microscopio confocal laser; 2B
perfil de altura de 2A a lo largo de la linea negra en esta figura; y 2C una representacion 3D de la superficie
modelada real Superficie escaneada confocal laser real.

Las figuras 11A y 11B muestran un S.E.M. imagen de fibroblastos adheridos a la superficie adiposa y S.E.M. imagen
de macrofagos THP-1 adheridos a la superficie adiposa.

Las figuras 12A y 12B muestran un S.E.M. imagen de fibroblastos adheridos a superficie modelada y S.E.M. imagen
de macréfagos THP-1 adheridos a la superficie modelada.

Las figuras 13A, 13C, 13E y 13G son fibroblastos y macréfagos adheridos a las superficies mostradas en las figuras
13B, 13D, 13F y 13H (azul = nucleos, verde = adherencias focales, rojo = citoesqueleto).

La figura 14 muestra expresiones génicas relativas de QRT-PCR de IL-10, TNF-alfa, ILB1, CD206 e IL6 en
comparacion con el plastico de cultivo de tejidos.

La figura 15 muestra la produccién relativa de citocinas de GRO-Alpha, IL10, IL8 y TNF Alpha en comparacioén con el
plastico de cultivo de tejidos.

La invencién se describe con mas detalle a modo de ejemplo solo con referencia a los siguientes ejemplos y
procedimientos experimentales.

Materiales y métodos

Se han creado 2 superficies biomiméticas, la superficie "adiposa original" y la superficie "adiposa modelada". Las
muestras de tejido utilizadas en este estudio se obtuvieron a través de la investigacion de cirugia plastica y
reconstructiva (PRSR) de ética del banco de tejidos y piel (Codigo de ética del Comité de Etica de Investigacién del
Noroeste - 11/NW/0683). Se obtuvo el consentimiento informado de los pacientes para el uso de su tejido en este
estudio. Todo el procesamiento del tejido mamario se realizd en nuestro laboratorio autorizado por la Autoridad de
Tejidos Humanos. A continuaciéon se describe la caracterizacion y fabricacidon de dos nuevas superficies de
implantes de polidimetilisiioxano (PDMS) derivadas de la topografia del tejido mamario nativo.

Recogida de tejido mamario y fijacién de muestras

Se recogid tejido mamario de tres pacientes de operaciones electivas de reduccion mamaria cosmética y se
transport6 a nuestro laboratorio en Dulbecco's Modified Eagle Medium (Sigma-Aldrich, Reino Unido) suplementado
con 1% de penicilina y estreptomicina (laboratorios PAA, Pasching, Austria), 1% L-glutamina (PAA) y suero bovino
fetal al 10% (PAA). Los pacientes no tenian antecedentes médicos de malignidad o afecciones fibréticas, ninguno
era obeso y ninguno fumaba.

El tejido mamario se lavé minuciosamente en solucién salina tamponada con fosfato (PAA) templada suplementada
con penicilina y estreptomicina (PAA) al 1% antes de que los I6bulos del tejido adiposo mamario se diseccionaran de
las muestras de tejido mamario. Se diseccionaron los I6bulos del tejido mamario y se fijaron en paraformaldehido al
2% (Sigma-Aldrich), glutaraldehido al 2.5% (Sigma-Aldrich) y tampén hepes 0.1 M (Formedium, Reino Unido)
durante 7 dias a 4°C.

El tejido adiposo se lavd cuatro veces en agua destilada durante 15 minutos cada una y luego se fijé posteriormente
en tetréxido de osmio al 1% (Agar Scientific, Reino Unido) en hepes 0.1 M (Formedium) durante 1 hora. Después de
dos pasos de lavado adicionales en agua destilada de 15 minutos cada uno, el tejido se deshidraté usando pasos de
acetona graduados de 25%, 50%, 75%, 90% y 100%, durante 15 minutos en cada paso. Luego se realizaron tres
lavados mas en acetona al 100% antes de que el tejido se secara en un punto critico (Quorum Technologies Ltd.
East Sussex, Inglaterra).

Imagen, medicién de muestras y generacion de "superficie adiposa original"

Para la obtencion de imagenes confocales con laser, se monto tejido adiposo fijo en un talén de microscopia
electronica de barrido (SEM) y se midié utilizando un microscopio confocal l1dser 3D de la serie X-100/X-200 con un
objetivo de 50x (Keyence, Japdn). La superficie de los adipocitos se midié usando un microscopio Dimension Icon
(Bruker, EE. UU.), Mapeo de fuerza cuantitativa usando una punta SCANASYST-FLUID + (nitruro de silicio, nominal
k = 0.7) (Bruker). Para la microscopia electrénica de barrido (SEM), las muestras montadas se recubrieron por
pulverizacién catodica con oro y paladio durante 120 segundos usando un recubridor de pulverizacidon catddica
SC7620 (Quorum Technologies Ltd, Reino Unido) y se obtuvieron imagenes usando un FEI (Oregén, EE. UU.)
Quanta 250 FEG SEM.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 857498 T3

Las imagenes del microscopio confocal laser se exportaron luego como un archivo de datos de grupo de puntos
.asc. Este archivo .asc se abrié en Gwyddion. La sustraccion de fondo de la imagen mediante una funcion de ajuste
polinomial se utilizé6 antes de que los datos se convirtieran en un mapa de bits en escala de grises de 8 bits, que
contenia los datos de altura en este archivo como 256 escalas de grises. Esto cred la superficie "Adiposo original".
(figura 3).

Medida de la superficie adiposa

La superficie "Adiposo original" se analizé mas a fondo para definir sus caracteristicas estadisticas. El codigo de
Matlab fue disefiado para reconocer los limites entre cada hemisferio dentro de estas imagenes. Esto se logro
mediante la segmentacion de la cuenca (ver figura 6C). Luego, el cédigo establecié la altura maxima de cada uno de
estos segmentos para reconocer la posicion del centroide de cada hemisferio dentro de estos segmentos, antes de
que una funcién de ajuste de esfera 3D estableciera el ajuste mas cercano de una esfera a cada segmento. El
cédigo también generé datos para la distancia del vecino mas cercano (la distancia entre un centroide y el siguiente)
y el diametro del hemisferio. (figura 5)

El cédigo Matlab define una superficie "adiposa modelada"

El codigo de Matlab produjo una superficie, generada a partir de las medidas tomadas de la superficie "adiposa
original". Al combinar el diametro del hemisferio y la relacién de cada hemisferio con su vecino mas cercano, se
generd una nueva superficie "Adiposa Modelada" con los mismos atributos estadisticos que el tejido nativo. (figura
6C). Esto permitié la generacion de una nueva imagen de mapa de bits "adiposo modelado” (figura 7). La superficie
"adiposa modelada" tenia los mismos atributos estadisticos que la superficie adiposa original. Los datos estadisticos
se muestran con los ajustes de distribucion logaritmica normal en las figuras 8A, 8B y 8C.

Fotolitografia 3d

Después de la generacién de un mapa de bits de las superficies "adiposa original" y adiposa modelada ", estas se
transfirieron a PDMS utilizando litografia en escala de grises sin mascara de un molde fotorresistente SU-8 ilustrado
en la figura 1.

La capa base

En una sala limpia de clase 100, se sonico una oblea de silicio simple de 4 x 4 cm durante 10 minutos en acetona,
alcohol isopropilico (IPA) y agua destilada, se secé con gas nitrégeno y se horned en una placa caliente durante 10
minutos a 150°C. A continuacién, se centrifugé hexametildisilazano (Microchem, EE. UU.) Sobre la oblea a 3000 rpm
durante 45 segundos antes de devolverlo a la placa calefactora durante 10 minutos mas. Como capa de adhesion,
se centrifugé SU8-2000.5 (Microchem, EE.UU.) sobre la oblea a 3000 rpm y se horned en rampa de 25°C a 95 °C
antes de mantenerlo a 95°C durante 5 minutos. La oblea revestida con SU-8 se expuso por inundacién a luz de
longitud de onda de 454 nm durante 20 segundos antes de volver a colocarse en la placa calefactora durante 5
minutos mas. La oblea recubierta de SU-8 se desarrollé en disolvente EC durante 1 minuto antes de enjuagarla en
IPA y hornear a 150°C durante 10 minutos.

La textura superficial

A continuacién, se centrifugé una capa secundaria mas gruesa de SU-8 2025 (Microchem, EE. UU.) Sobre la
superficie de la oblea revestida con la capa base a 4000 rpm, correspondiente a un espesor de 30 um. A esto le
siguié un horneado previo a la exposicion en rampa de 25°C a 95°C antes de mantenerlo a 95°C durante 10
minutos.

Exposicion

La oblea se expuso al patron "adiposo original" o "adiposo modelado" utilizando un aparato de escritura laser
(LW405 Microchem, ltalia). Las imagenes de mapa de bits se invirtieron antes de su uso con imaged (19). Las
imagenes de mapa de bits invertidas se cargaron en el software de escritura laser y el tamafo de pixel se registré en
0.5 ym en X e Y. Se uso6 un objetivo de 40x para exponer la fotorresistencia y la dosis de potencia del laser fue
dictada por el nivel de escala de grises correspondiente (0 es sin dosis y 256 es la dosis maxima). La optimizacion
se realizé en un disefio de cufia en escala de grises y las imagenes de mapa de bits se volvieron a formatear
utilizando un codigo en Matlab para mejorar la linealidad de la fotorresistencia.

Desarrollo

Una vez que se transfirid el patrén, la oblea se sometié a un horneado posterior a la exposicion durante 10 minutos a
95°C antes del desarrollo del patron en disolvente Microposit EC (Chestech Ltd, Reino Unido) durante 10 minutos
con agitacién suave. A continuacion, los sustratos se aclararon en IPA.
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Textura secundaria

En el caso de la superficie adiposa modelada, para impartir una rugosidad a la superficie que tenia propiedades
estadisticamente similares a las del tejido adiposo nativo, se utilizé una receta de grabado con oxigeno para
texturizar la superficie del master SU-8. Se utilizé un sistema Oxford Plasmlab System 100 (Oxford, Inglaterra) para
grabar la superficie SU-8 durante 6.5 minutos a 5 mTorr de presion, con una potencia de RF de 5, una presion de
ICP de 300 y un caudal de O2 de 45 Sccm.

El vapor de trimetilclorosilano actia como una capa de liberacién entre la silicona y el molde maestro

Para pasivar la superficie del molde SU-8, para reducir la unién de la silicona a esta plantilla maestra, se utilizd
trimetilclorosilano (TMCS, Sigma, Reino Unido). El master SU-8 y 0.5 ml de TMCS se colocaron al vacio para
vaporizar el TMCS. El vacio se mantuvo durante 1 hora para vaporizar el TMCS vy silanizar la oblea.

La silicona de grado médico crea superficies adiposas en silicona

Para moldear la silicona posterior de cada oblea maestra, se utilizd silicona MED 6215 (Nusil California, EE. UU.),
Una silicona de grado médico con permiso para su uso en humanos. Esta silicona se centrifugd sobre la oblea a 200
rpm y se curd durante la noche en un horno a 65°C antes de despegarse de la superficie del SU8 para producir tanto
la superficie "Adiposo original" como la "Adiposa modelada".

Caracterizacion del sustrato

Las superficies de implantes fabricadas se caracterizaron mediante AFM, imagenes confocales con laser y
microscopia electrénica de barrido.

Crecimiento de los macroéfagos thp-1

Se cultivaron células de monocitos THP-1 humanos en medio RPMI 1640, "medio normal" (Sigma Aldrich, Reino
Unido) suplementado con penicilina y estreptomicina (PAA) al 1%, L-glutamina (PAA) al 1% y suero bovino fetal al
10% (PAA) en matraces de plastico de cultivo de tejidos (TCP) T75 (Corning Incorporated, EE. UU.). Los monocitos
se incubaron a 37°C en CO2 al 5% y el medio se cambié semanalmente. Los monocitos THP-1 se trataron con
acetato de miristato de forbol 25 nM (PMA, Sigma Aldrich, Reino Unido) durante 24 horas para facilitar la
diferenciacion en macrofagos. Después de la diferenciacion, los macréfagos se lavaron dos veces con medio normal
y se dejaron reposar durante 24 horas mas en medio normal. Antes de la siembra, se privd de suero a los
macréfagos durante 24 horas en medio FBS al 0.5% para sincronizar estas células. Las células se sembraron a
razén de 250.000 células por pocillo de una placa de cultivo de 24 pocillos (Corning Incorporated, EE.UU.) y cada
experimento se realizo por triplicado.

Preparacion de superficies de cultura

Las superficies fabricadas se cortaron en discos de 15 mm usando un cortador de punzén, antes de adherirse al
fondo de una placa de 24 pocillos (Corning Incorporated) usando una gota de silicona MED 6215 sin curar, que se
curd durante la noche a 65°C. Se utilizaron como controles TCP y una superficie lisa de silicona MED 6215,
fabricada curando PDMS en una oblea de silicio simple. Antes de la siembra celular, las superficies fabricadas se
lavaron dos veces con PBS y se esterilizaron usando etanol al 70% durante 15 minutos. Los implantes fabricados se
secaron al aire durante media hora y se lavaron dos veces con PBS. Para microscopia confocal, se tomaron
biopsias de 6 mm de las superficies fabricadas y

Extraccion de ARN, sintesis de ADNc y reaccién cuantitativa en tiempo real de la cadena de polimerasa

Las células se lavaron una vez con PBS, antes de lisarse en tampon RLT (Qiagen, Reino Unido) y se recogio el
lisado. EI ARN se extrajo utilizando el kit Qiagen ARN Mini segun las instrucciones del fabricante. La pureza y la
cantidad de ARN se evaluaron usando un espectrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, EE. UU.) Antes de
que el ARN se transcribiera a ADNc usando un kit de sintesis de ADNc gScripts (Quanta Biosciences, EE. UU.). La
gRT-PCR se realizé en una maquina LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Alemania) como se describid
anteriormente (20). Se analizé la expresion génica del factor de necrosis tumoral alfa (TNF alfa), interleucina beta1
(ILB1), interleucina 6 (IL6), interleucina 10 (IL10) y receptor de manosa (CD206). Los cebadores y las sondas se
disefaron utilizando Universal Probe Library y se adquirieron de Sigma Aldrich, Reino Unido. Los valores de ACT se
calcularon restando los valores de CT del gen de referencia beta actina promediado. Las expresiones génicas
relativas se calcularon utilizando el método AACT.

Marcador inflamatorio de matriz de citocina

El medio de cultivo celular se aspird del pocillo de cultivo celular en cada momento y se almacené a -80°C hasta su
uso posterior. El andlisis de Luminex se realizé mediante el inmunoensayo Procart-Plex™ Mulitplex (eBioscience,
Viena, Austria) para IL-1RA, IL-1beta, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF alfa, IFN gamma y GRO alfa segun las
instrucciones del fabricante.
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inmunocitoquimica

Se realiz6 inmunocitoquimica en fibroblastos derivados de mama para la vinculina, F-Actina y DAPI. Se realizé
inmunocitoquimica en macréfagos usando Integrin a-v. Los discos de las superficies de los implantes fabricados se
cortaron con una biopsia por puncién de 6 mm, se adhirieron a cubreobjetos circulares de 8 mm utilizando 3 pl de
silicona MED-6215 mezclada y se curaron a 65°C durante la noche, esterilizando y sembrando con 10.000
macréfagos o 5.000 fibroblastos.

Después de 24 horas de crecimiento celular, las células se fijaron en formalina tamponada neutra al 10% (Sigma-
Aldrich, Reino Unido) durante 1 hora, se lavé en solucién salina tamponada con Tris (TBS, Sigma-Aldrich, Reino
Unido) y la formalina sin reaccionar se inactivd incubando en glicina al 1% durante 30 minutos. Las células fijadas se
permeabilizaron con Triton-X 100 al 1% (Sigma-Aldrich, Reino Unido) durante 30 minutos. Después, las células se
lavaron dos veces antes de bloquearlas en albumina de suero bovino al 10% (BSA, Sigma-Aldrich, Reino Unido)
durante 1 hora. Después del lavado, los fibroblastos se incubaron en anticuerpo antivinculina a una diluciéon de 1:
200 en BSA al 10% (V9131, Sigma-Aldrich, Reino Unido) durante 1 hora a temperatura ambiente (TA). Después de
lavar, los macroéfagos se incubaron en Anti-Integrin a-v a una dilucion de 1: 750 en BSA al 10% (ab124968, Abcam,
Cambridge, Reino Unido) durante 1 hora a temperatura ambiente. Las células se lavaron en TBS-Tween (TBST,
0.1% Tween en TBS) y se incubaron en el anticuerpo secundario, tinte antimouse (anticonejo) Alexa-Fluor-488
(Invitrogen, Reino Unido) a una concentraciéon de 1: 200 durante 1 hora a temperatura ambiente en la oscuridad. Las
células se lavaron con TBST, se incubaron con Rhodamine Phalloidin (Sigma-Aldrich, Reino Unido) a una
concentracion de 1: 1000 durante 45 minutos, con 4', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 1: 500 en TBST, Invitrogen,
Reino Unido) durante 15 minutos antes de lavarlos dos veces y colocarlos en PBS a 4°C hasta obtener la imagen.

Microscopia confocal

Las imagenes se adquirieron utilizando un microscopio confocal de barrido l&ser invertido Leica SP5 (Leica, Wetzlar,
Alemania) con una lente de inmersién x40. Se tomaron imagenes de las muestras en PBS y se usé Imaged para
compilar cortes de pila z usando la herramienta de proyeccion maxima.

Microscopia electrénica de escaneo

Se eliminé el medio de crecimiento y las células se lavaron dos veces con tampoén hepes 0.1 M (Formedium, Reino
Unido). Las células se fijaron en glutaraldehido al 2,5% (Sigma-Aldrich) y tampdén hepes 0.1 M (Formedium, Reino
Unido) durante 1 hora a TA. Después de dos pasos de lavado en agua destilada de 15 minutos cada uno, el tejido se
deshidraté a través de una serie graduada de etanol, 25%, 50%, 75%, 90% y 100%, durante 15 minutos en cada
paso. A continuacion, se realizaron tres lavados mas en etanol al 100% antes de que las células y el implante se
secaran en un punto critico (Quorum Technologies Ltd. East Sussex, Inglaterra).

Resultados
La superficie adiposa permanece intacta después de la fijacion del tejido.

Se demostré que la textura del tejido adiposo mamario se conserva después de la fijacion del tejido. S.E.M. las
imagenes ilustran la textura de la superficie de estos I6culos mamarios; una disposicion compacta de esferas con
una capa variable de fibras que recorren su superficie (figura 2).

La microscopia confocal laser define las estadisticas de textura del I6bulo adiposo

Las imagenes confocales con laser (figura 3) muestran que el microscopio confocal laser logré obtener imagenes de
la superficie natural de la mama. Los adipocitos presentes, los bloques de construccion individuales de esta
superficie, también conservaron su naturaleza esférica y no se habian colapsado, lo que demuestra que la técnica
de fijacion habia conservado con éxito el contenido estructural de estas esferas.

Se extrajo un mapa de bits de los datos de mediciéon de la superficie, donde la altura se representé como 256
escalas de grises, de las imagenes confocales del laser (figura 4). Esto definié la superficie "Adiposo original”.

Los datos confocales laser permiten la extraccion de datos estadisticos de la superficie adiposa

El codigo Matlab, escrito para extraer los datos estadisticos de la superficie, permitia medir las distancias de los
vecinos mas cercanos Yy los didmetros de las esferas (figura 5).

Los diametros de las esferas variaron de 16.8 mm a 152.53 mm (media de 43.26 mm, mediana de 40.6 ym, DE
13.69 pym) (figura 6A), mientras que las distancias del vecino mas cercano variaron de 30.69 ym a 159.09 pm (media
de 71.4 ym, mediana de 66.8 ym, DE 31.77 ym) (figura 6B).

El cédigo de Matlab define la estructura base de la "Superficie adiposa”

Sobre la base de las esferas reconocidas en la superficie de una muestra, el cédigo de Matlab generd la textura
base de la nueva superficie adiposa modelada en escala de grises en funcién de la posicion y los diametros de las
esferas en esta superficie (figura 6C, 7).
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AFM cuantifica estadisticamente la superficie adiposa

Los perfiles de altura de 12 adipocitos de los datos se obtuvieron de las exploraciones AFM de las superficies de los
adipocitos. Los perfiles de altura variaron entre cada adipocito, pero la informacién obtenida permitié determinar una
receta de grabado para imitar los perfiles de altura/textura en la superficie adiposa modelada.

Los escaneos AFM de esta nanotextura mostraron que tiene una rugosidad aleatoria en su superficie y un perfil de
altura que coincide con el de los adipocitos.

La superficie del molde SU-8 se texturizé usando una receta de grabado con oxigeno de 6.5 minutos que produjo
una textura en la superficie del molde (figura 12B, grabado durante 6.5 minutos) con estadisticas y una altura de
superficie que se encuentra dentro del rango de la medida en los adipocitos mamarios nativos.

La medicion confocal laser demuestra la transferencia exitosa de la superficie adiposa modelada a silicona

La figura 10-1A ilustra los datos de altura generados por el codigo Matlab para la superficie de la superficie adiposa
modelada en 2d, como una representacion 3D (10-1C) y como un grafico del perfil de esta superficie (10-1B) a lo
largo de la linea negra en la imagen 10-1A. La figura 10 2A, 2B, 2C muestra la superficie adiposa modelada
escaneada usando un microscopio confocal laser y los mismos resultados 2D, 3D y de perfil.

El crecimiento de fibroblastos y macréfagos de origen humano muestra el reconocimiento de la macrotextura de la
superficie

Se cultivaron fibroblastos y macréfagos en cultivo sobre la superficie de las superficies adiposa original y adiposa
modelada. Los fibroblastos se adhirieron a estas superficies y se conformaron a la macro textura debajo de ellas,
orientandose a lo largo de los valles de las caracteristicas esféricas debajo de ellas como se muestra mas
aparentemente en las figuras 11A, 12A.

Los macrofagos también se agruparon alrededor de la circunferencia de las caracteristicas esféricas en las figuras
11B, 12B.

No se observaron diferencias significativas en los complejos de adhesion focal entre las superficies adiposa original
y adiposa modelada en fibroblastos y macréfagos. Sin embargo, el patrén de reconocimiento de macrotexturas y
crecimiento de fibroblastos alrededor de la periferia de las formas esféricas debajo de ellos fue continuo en las
imagenes mostradas en las figuras 13A y 13E.

La superficie adiposa modelada induce una alteracion positiva en los perfiles de genes cultivados en su superficie en
comparacion con las superficies lisas de silicona.

Como se muestra en la figura 14, la superficie adiposa modelada provocé una polarizacién pro-M2 en macréfagos
THP-1. A las 12 horas, TNF alfa (vs adiposo original p = 0.0008, vs liso p = 0.0008), ILB1 (vs adiposo original p =
0.0007, vs liso p = 0.0006) e IL6 (vs liso p = 0.0006) tuvieron la expresion génica relativa méas baja en la superficie
modelada en comparacion con la superficie adiposa lisa y original. A las 24 horas, IL10, que es una citoquina
antiinflamatoria, tuvo la expresién mas alta en la superficie adiposa modelada en comparacién con la superficie
adiposa original (p = 0.0003) y la superficie lisa (p = 0.0003). EI CD206, que es un marcador del fenotipo M2a, tuvo
una expresion relativa mas alta en la superficie adiposa modelada en comparacién con la superficie lisa a las 12
horas (p = 0.0001) y una superficie adiposa superior a la original (p <0.0001).

También se puede ver que en muchos casos, las superficies fabricadas tenian menos influencia inflamatoria sobre
los macréfagos THP-1 que el propio plastico de cultivo de tejidos.

La superficie adiposa modelada induce una alteracion positiva en la expresion de citocinas en macrofagos cultivados
en su superficie

Los perfiles de citocinas de los mismos macréfagos analizados en los datos de PCR anteriores, reforzaron el hecho
de que la superficie adiposa modelada provocé un efecto positivo en los macréfagos THP-1 (figura 15). A las 12
horas, la Superficie Adiposa Modelada provocé la mayor produccion de citocina antiinflamatoria IL10 (vs adiposo
original p = 0.0032 y vs lisa p = 0.0186) y la producciéon mas baja de antiinflamatorio Gro-Alpha (vs adiposo original p
= 0.0031 y vs Lisa p = 0.0192), TNF-Alpha (vs adiposo original p <0.0001 y vs Lisa p = 0.0186), quimioatrayente de
neutrdfilos IL8 (vs adiposo original p = 0.0035 y vs lisa p = 0.0134). A las 24 horas, los niveles de IL8 mostraron
nuevamente los niveles mas bajos en la superficie adiposa modelada (vs adiposo original p = 0.0098 y vs lisa p =
0.0477).

Observaciones

Se ha demostrado que la nueva textura de la superficie reduce la respuesta inflamatoria de los macréfagos e induce
un fenotipo de macréfago activado alternativamente en la respuesta inicial del biomaterial in vitro.
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Mediante un cuidadoso analisis de la superficie y el posterior modelado, los inventores han caracterizado las
caracteristicas relevantes del tejido adiposo mamario nativo. Especificamente, esto ha llevado a una mejor
comprension de las formas y disposicién de las caracteristicas en la superficie del tejido mamario nativo y esto, a su
vez, ha ayudado a la replicacion de estas caracteristicas en la silicona. Mediante la combinacién de una técnica
fotolitografica y el grabado con plasma de oxigeno, generalmente reservado para la industria de la microelectronica,
se ha logrado una micro y nanotextura superpuesta compleja en la superficie de la silicona de grado médico, que
imita la que se encuentra dentro de la mama.

Para examinar el efecto in vitro de la textura del implante, se ha utilizado un ensayo desafiante basado en
macroéfagos, que es un tipo de célula con un papel indiscutible en la regulacién de la reaccién de cuerpo extrafio.
(25) Los macréfagos llegan a la interfaz de la herida del biomaterial dentro de las primeras horas y permanecen
durante varios dias y dictan la reaccion de cuerpo extrafio aguas abajo, razén por la cual se han elegido puntos de
tiempo de 12 y 24 horas para evaluar sus reacciones. (26) Citocinas proinflamatorias IL-1 (3, (27), IL-6 (28), EI TNF
alfa (29) y la IL-8 (30) implicados en la activacién de los macrofagos y la IL-10 (31), una potente citoquina
antiinflamatoria, tienen papeles importantes en la reaccion de los macréfagos a las superficies de los biomateriales y
en la determinacion del resto del cuerpo extrafio. (31) También se ha descubierto que la IL8 y el TNF-alfa estan
regulados al alza en las capsulas fibréticas contraidas. (32) Cada uno de los genes asociados con estas citocinas o
las citocinas en si se modulaban favorablemente por la superficie del implante novedoso.

Los fibroblastos son el tipo de célula tradicional que se utiliza para evaluar la reaccion a las superficies de los
implantes, ya que generan una matriz extracelular que es el componente principal de la capsula. Los fibroblastos se
incluyeron en la evaluacion de las superficies del implante como un indicador de la alineacion celular porque se ha
teorizado que esto, con los implantes de superficie lisa, se ha teorizado que aumenta las tasas de contractura. (17)
Los fibroblastos se reclutan aproximadamente entre 24 y 48 horas después de la creacién de la herida al final de la
fase inflamatoria y al comienzo de la fase proliferativa y son activados por los quimioatrayentes y las citocinas
producidas por los macroéfagos. (33) La superficie del implante ha demostrado que los fibroblastos reconocen la
superficie del implante y siguen los valles entre cada hemisferio en la superficie en una variedad de direcciones
diferentes, rompiendo asi la alineacion vista en los implantes de superficie lisa.

Nuestros resultados muestran que dos tipos de células diferentes estan influenciados por la topografia de la
superficie y que la modulacién de esta respuesta es posible al proporcionar una topografia que imita una superficie
de tejido adiposo, siendo esta respuesta independiente de la quimica del implante. (34)

En este documento se citan varias patentes y publicaciones con el fin de describir y divulgar mas completamente la
invencion y el estado de la técnica al que pertenece la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un material de implante que tiene una superficie de implante, cuya superficie de implante comprende una
pluralidad de miembros en contacto con el tejido dispuestos en una matriz bidimensional regular o irregular, teniendo
cada miembro en contacto con el tejido una superficie curva convexa de contacto con el tejido, en el que la
superficie del implante tiene de 1000 a 50000 miembros en contacto con el tejido por cm?.

2. Un material de implante de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que sustancialmente toda la superficie del
implante es proporcionada por las superficies curvas convexas de contacto con el tejido de los miembros en
contacto con el tejido.

3. Material de implante segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que la superficie curva y convexa de
contacto con el tejido tiene una curvatura esférica.

4. Material de implante segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la pluralidad de miembros en
contacto con el tejido es una pluralidad de hemisferios truncados dispuestos para formar una matriz bidimensional
de hemisferios fusionados.

5. Un material de implante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la pluralidad de miembros
en contacto con el tejido incluye miembros en contacto con el tejido de diferentes alturas de manera que hay
variacion de altura dentro de la poblacién de miembros en contacto con el tejido.

6. Material de implante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el diametro medio de la
pluralidad de miembros en contacto con el tejido, TCMdJAVE, es de 1 a 120 ym.

7. Un material de implante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el espaciado medio del
vecino mas cercano de centro a centro de la matriz de miembros en contacto con el tejido, TCMccAVE, es de 1 a
120 ym.

8. Un material de implante sintético segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la superficie de
contacto con el tejido comprende un polimero biocompatible, opcionalmente un polimero de organosilicio,
opcionalmente una silicona.

9. Un material de implante sintético segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la superficie de
contacto con el tejido comprende polidimetilsiloxano.

10. Un material de implante sintético segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el material forma
al menos parte de la capa superficial de un implante protésico, opcionalmente un implante colocado
subcutaneamente/subfascialmente/submuscularmente tal como un implante mamario.

11. Material de implante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la pluralidad de miembros en
contacto con el tejido tiene una altura media de 5 pm a 120 ym.

12. Material de implante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la superficie del implante
comprende una textura a nanoescala que imita una textura correspondiente en las superficies hemisféricas de las
células adiposas.

13. Material de implante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que cada miembro en contacto
con el tejido tiene al menos cuatro miembros vecinos en contacto con el tejido.

14. Un material de implante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la superficie del implante
tiene de 10000 a 40000 miembros en contacto con el tejido por cm?.

15. Una plantilla para su uso en la preparacion de un material de implante segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, teniendo dicha plantilla una superficie texturizada correspondiente a la superficie del implante como se
describe segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, o un negativo de la superficie del implante como se
describe segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes.
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ES 2 857498 T3

1) Oblea de Si limpia

2) Girar Hexametildisilazano (HMDS) a 3000 rpm durante 45 segundos
Hornear a 150°C

3) Girar SU-82000.5 a 3000 rpm durante 1 minuto

4) Horneado de preexposicion en rampa de 25-95°C

5) Exposicion con caja de luz U.V. durante 4 segundos

6) Devolver a la placa calefactora para horeado de postexposicion
durante 5 minutos

7) Revelar en solvente EC durante 1 minuto y lavar en IPA

8) Girar SU8-2025 a 4000 rpm durante 2 minutos

Figura 1
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ES 2 857498 T3

9} Horneado de preexposicion en rampa de
25a935°C

10) Exponga la oblea a una imagen en escala de
grises usando L wdls con lente 3, filtre 100%, D-
step 1, aumento 33, Sesgo B

11} Horneado posterior a la exposicion a 95°C
durante 10 minutoes

P

| 1Z) Revelar en solvente EC durante 53 minutos y
| lavar con IPA

13) Horneado a 180°C durante 10 minutos

14) Superficie silanizada por deposicion de
vapor con trimetileloresilano durante 1 hora

13) Girar MED 6213 PDM5 sobre la
superficie 5U-8, curar a 65°C durante 12
heras en un herne y pelar el POMS
curado de la superficie

Figura 1 cont
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ES 2 857498 T3

Figura 2
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ES 2 857498 T3

Figura 3

Figura 4
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ES 2 857498 T3

Figura 5
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ES 2 857498 T3

Distancias del vecino mas cercano
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ES 2 857498 T3

Figura 7
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MNimero
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Figura 8A
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Mamero
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Variacion de las distancias de altura del centro
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Figura 8B
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Mamerao

ES 2 857498 T3

Variaciones de distancias del vecino mas cercano
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Figura 8C
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ES 2 857498 T3
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ES 2 857498 T3
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ES 2 857498 T3

Figuras 11Ay 11B

Figuras 12Ay 12B
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ES 2 857498 T3

Figura 13
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ES 2 857498 T3
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Produccion Relativa de Citocinas

Produccion Relativa de Citocinas
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Figura 15
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