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DESCRIPCION

Injerto con matriz proteinica porosa y procedi-
miento para su elaboracion.

El invento hace referencia a un injerto y al proce-
dimiento para su elaboracion.

Del estado actual de la técnica ya se conocen va-
rios tipos de injertos y de procedimientos para su ela-
boracién.

Las estructuras injertables en combinacién con cé-
lulas se aplican sobre todo en el 4mbito de la ingenie-
ria tisular, un campo de investigacién interdisciplina-
rio que se ocupa de las metodologias y los materiales
para la elaboracién de sistemas de tejidos y 6rganos
“artificiales”. Asi pues, es posible aplicar injertos, por
ejemplo, de piel, de hueso, de cartilago, de cristalino
o de vasos, fabricados artificialmente.

En la cirugia vascular se aplican injertos de luz pe-
queia sobre todo cuando los vasos propios del pacien-
te no son viables. Esto ocurre, por ejemplo, cuando se
necesita una longitud de vaso determinada o cuando
los vasos aut6logos no son aplicables por sus caracte-
risticas patofisiolégicas. En dicho caso se aplican pro-
tesis vasculares artificiales, para las que se usan mate-
riales tales como hilados de politereftalato de etileno
(PET) (nombre comercial del dacrén) o de politetra-
fluoretileno expandido (ePTFE).

Se prefiere utilizar injertos vasculares fabricados a
partir de estas sustancias, puesto que poseen propie-
dades beneficiosas en cuanto a estructura y biocom-
patibilidad. Asi, por un lado se permite el crecimiento
del tejido circundante y por otro se impide la salida de
plasma sanguineo a través de los poros. En el caso de
los injertos de ePTFE, eso se consigue ajustando el ta-
mafio de los poros, mientras que los injertos de hilado
de PET se impregnan con una membrana de material
reabsorbible como, por ejemplo, coldgeno o gelatina.
Tras la implantacién, la membrana queda reabsorbi-
da en la medida en que el tejido nuevo circundante
crezca hacia el interior de la capa porosa de colageno.

Si se emplean materiales artificiales recubiertos de
coldgeno por una sola cara, en el caso de las prétesis
vasculares de luz pequefa, por ejemplo, se corre el
riesgo de que, debido a que la superficie extrafia de la
luz interior queda expuesta, se induzca la coagulacién
sanguinea y el vaso implantado se ocluya muy rapida-
mente. Esto sucede porque el contacto de una corrien-
te sanguinea lenta con una superficie artificial puede
provocar la activacion del sistema de coagulacion, del
sistema del complemento y del sistema inmune.

Por ese motivo, no pueden utilizarse dichas pré-
tesis para vasos de luz pequefa (@ < 6 mm), ya que
existe el riesgo de una oclusién rapida del vaso.

Otros enfoques mas desarrollados prevén para evi-
tar la coagulacién una colonizacién de los injertos con
células, por ejemplo, células endoteliales o fibroblas-
tos.

Las células endoteliales revisten la superficie de
los vasos sanguineos humanos. La colonizacién de la
luz de la prétesis vascular con este tipo de célula pro-
porciona a la corriente sanguinea una superficie con
unas caracteristicas que reducen la activacién de los
sistemas de coagulacién y del complemento. El co-
cultivo de protesis vasculares con fibroblastos y célu-
las endoteliales -como se muestra, por ejemplo, en el
documento PCT 98/01782- fomenta el arraigo del in-
jerto en el tejido circundante y la estabilizacion de la
capa de células endoteliales en la luz interior.
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Asfi pues, resulta de gran importancia para la fun-
cionalidad de los injertos la interaccién de los distin-
tos tipos de células que estdn presentes, por ejemplo,
en los vasos naturales. Aparte de una elevada biocom-
patibilidad, también debe garantizarse que la estructu-
ra del implante pueda ajustarse a las caracteristicas de
las distintas células.

Otro enfoque consiste en la utilizacién de vasos
acelularizados de origen animal. En el documento US
5.899.936 se colonizan vasos con células autélogas,
después de haberlos desprovisto de sus componentes
celulares, y luego se injertan.

Una desventaja importante de estos enfoques la
representa el hecho de que los injertos no pueden fa-
bricarse de forma adaptada al paciente, sino que su
longitud y tamafio dependen del animal donante. Ade-
mads, no estdn del todo claros los riesgos de transmi-
sién de enfermedades por virus o priones a través de
dichos tejidos.

Otro inconveniente consiste en el hecho de que no
es posible insertar una estructura de apoyo adicional
en un injerto fabricado de este modo para aumentar la
estabilidad. Asimismo, las estructuras acelularizadas
sOlo pueden conservarse en determinadas circunstan-
cias. El nuevo debate sobre los xenotransplantes agre-
ga un nuevo motivo para preferir las prétesis vascula-
res fabricadas tecnolégicamente.

En otros enfoques experimentales se pretende de-
sarrollar injertos completamente reabsorbibles com-
puestos por materiales artificiales como son el aci-
do poliglicélico o el polil4ctido. Estos materiales son
sustituidos por tejido propio del cuerpo en el proceso
de curacion de heridas. Una ventaja de estos injertos
consiste en el hecho de que los materiales se regene-
ran completamente y no queda rastro de los materiales
artificiales, los cuales podrian provocar infecciones,
en el interior del cuerpo. El inconveniente de estos
injertos es que afectan al crecimiento celular durante
la reabsorcién, por ejemplo, desplazando el pH en la
descomposicion del polilactido, y dificultan el control
de la regeneracion del tejido ya que una reabsorcién
temprana puede provocar el fracaso del injerto.

En el documento WO 00/47129 se describe un
procedimiento para fabricar una membrana reabsor-
bible mediante un patrén con una estructura tridimen-
sional. En este caso, la membrana también puede es-
tar constituida con material artificial no reabsorbible
y, en su caso, estar recubierta con una matriz proteini-
ca.

Este procedimiento tiene la desventaja de que la
fabricacion de la membrana de estructura tridimensio-
nal es muy costosa. En primer lugar, deben fabricarse
los patrones para las distintas membranas necesarias
en cada caso antes de poder producir la estructura de
apoyo en si misma.

El documento US 4.787.900 describe un procedi-
miento en el que se recubre una estructura interna de
material reabsorbible con una capa externa también
de material descomponible. Ambas capas pueden co-
lonizarse con células posteriormente. El inconvenien-
te de este procedimiento es el hecho de que la estruc-
tura externa no puede adaptarse a las caracteristicas
del entorno en el que se va a implantar. Ademas, la
fabricacion de la capa externa en este procedimiento
estd ligada a pasos muy costosos, ya que la estructura
externa, después de un proceso de liofilizacion, debe
recortarse al grosor de capa deseado, lo que supone
un desperdicio de material considerable.



3 ES 2272 607 T3 4

Los injertos deben poseer también determinadas
caracteristicas mecdnicas y estructurales. Asi, aparte
de presentar una estabilidad estructural suficiente, de-
ben demostrar un comportamiento de fuerza y exten-
sién en concordancia con el tejido al que sustituyen.
Asimismo, los injertos deben poseer distintas formas,
longitudes y didmetros. Ademads, la microestructura-
cién, como, por ejemplo, la estructura porosa, desem-
pefia una funcién importante para la colonizacién con
células o para el crecimiento del nuevo tejido. Los in-
jertos deben destacar ademds por el hecho de que no
desencadenen alergias ni reacciones inmunoldgicas y
que puedan adaptarse al tejido en cuestion sobre el
que se van a implantar.

Asi pues, el objetivo del invento consiste en idear
un injerto y un procedimiento para elaborarlo en el
que el injerto se coloniza con distintos tipos de célu-
las y se impide un encapsulamiento de la estructura
extrafia o (en caso de una prétesis vascular) un tapo-
nado.

En el proceso mencionado al principio este ob-
jetivo se soluciona segtn el invento mediante la fa-
bricacién de un injerto con una estructura extrafia es-
tructurada y una matriz proteinica porosa anclada, al
menos parcialmente, en la estructura extrafia con una
estructura de poros orientada; en dicho injerto se uti-
liza como estructura extrafia un material que se ha
seleccionado entre un material artificial, resistente y
estructurado, un material artificial, reabsorbible y es-
tructurado y un material natural estructurado o una
combinacién de los materiales mencionados; el pro-
cedimiento por su parte incluye los siguientes pasos:
a) preparacion de la estructura extrafia, b) aplicacion
de una suspension, dispersién o pasta con coldgeno o
componentes solubles no colagénicos, c¢) colocacion,
al menos parcial, de la suspension, la dispersién o la
pasta en la estructura extrafia por presion, vacio o cen-
trifugacién, d) refrigeracién por una cara de una su-
perficie de la suspension, la dispersién o la pasta y
aislamiento simultdneo de la otra superficie.

Ademés, el objetivo se soluciona a través de un
injerto con una matriz proteinica anclada, al menos
parcialmente, en una estructura extrafia estructurada
con una estructura porosa orientada, en el cual se uti-
liza para la estructura extrafia un material selecciona-
do entre un material artificial resistente y estructura-
do, un material artificial, reabsorbible y estructurado
y un material natural estructurado o una combinacién
de los materiales mencionados.

La estructura extrafia puede desempefar varias
funciones, como, por ejemplo, una funcién de apoyo
o la funcién de barrera contra la pérdida de humedad
y las infecciones. Esto dltimo, por ejemplo, puede ser
necesario en el caso de un injerto de piel. Otra posible
funcién de la estructura extrafia es el abastecimiento
de alimento en injertos de luz grande. En ese caso la
estructura extrafia puede adquirir la forma de red de
fibras huecas o como minimo poseer algunas fibras
huecas.

En la colonizacién del injerto segtin el invento con
células, éstas pueden emigrar progresivamente a lo
largo de las fibras proteinicas hacia la matriz, ya que
la estructura porosa y el tamafio de los poros puede
adaptarse especificamente a cada tipo de célula.

Con el anclaje de la matriz proteinica de estructu-
ra porosa orientada en la estructura extrafia ademas se
garantiza una estabilidad suficiente del injerto en su
totalidad.
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En una realizacién preferente del procedimiento
seglin el invento se utiliza como estructura extraiia un
material artificial resistente que se selecciona a par-
tir de un grupo que comprende politetrafluoretileno,
poliuretano, poliestirol, poliéster, cerdmica o metales.

En los ultimos afios se ha impuesto el uso de po-
litetrafluoretileno expandido (ePTFE) como el mate-
rial artificial preferido para los injertos. Este material
€s poroso y tiene una estructura que permite que, en
caso de implante, no crezcan las células en él. En es-
tos injertos vasculares correspondientes al estado de
la técnica se consigue, gracias a la composicién de
los poros, que no escape por ellos ningin liquido (in-
cluida sangre).

En otra realizacion preferente del procedimiento
segun el invento, se emplea como estructura extrafia
estructurada un material artificial reabsorbible que se
selecciona a partir de un grupo que incluye polilacti-
do, 4cido poliglicélico, polihidroxialcanoato o copo-
limeros de éstos.

En dicha realizacién no se excluye la utilizacién
de otros materiales naturales reversibles como mate-
rial extrafio estructurado seleccionados a partir de un
grupo que comprende la quitina, la celulosa, el cola-
geno o la hidroxilapatita (fosfato célcico). Estos pue-
den aplicarse, por ejemplo, como material extraiio en
forma de pelicula estructurada superficialmente. En-
tre los compuestos de fosfato cdlcico se encuentran,
por ejemplo, la apatita, el fosfato tricdlcio y el trifos-
fato tetracdlcico, combinado con hidréxido calcico.

De manera alternativa, la estructura extrafia es-
tructurada puede estar compuesta por combinaciones
de los materiales mencionados anteriormente.

La forma de la estructura extrafia puede seleccio-
narse libremente. Asi, puede adoptar una forma plana
para injerto de piel o tubular en el caso de los injer-
tos vasculares, pudiendo adquirir esta forma tubular
distintas configuraciones como, por ejemplo, de tubo
bifurcado o no bifurcado, etc. Para otras finalidades
de aplicacién como, por ejemplo, cartilagos o huesos,
puede conformarse también como cilindro, rectidngu-
lo o vélvula cardiaca. Cuando la estructura extraiia
posee fibras huecas, éstas pueden estar insertadas en
la matriz protefnica y servir de conductos para el abas-
tecimiento de nutrientes a las células con las que ésta
puede colonizarse.

En el procedimiento segin el invento la matriz
protefnica se fabrica a partir de una suspension, dis-
persion o pasta con coldgeno y componentes solubles
no colagénicos.

El coldgeno es la proteina mds abundante en el
cuerpo humano y forma parte esencial de la matriz
extracelular de la piel, los vasos, los huesos, los ten-
dones, los cartilagos, los dientes, etc. Es preferible la
utilizacion de coldgeno nativo puesto que el coldgeno
como biomaterial presenta toda una serie de propie-
dades positivas.

Las sustancias acompaifiantes no colagénicas pue-
den ser factores de crecimiento, principios activos u
otros componentes de la matriz extracelular como la
elastina, la laminina, la fibronectina, el 4cido hialuré-
nico o el glucosaminoglucano. Los componentes so-
lubles comprenden, por un lado, dcidos como el HCI,
el 4cido acético o el dcido ascorbico, puesto que, co-
mo ya se sabe, el rango de pH 6ptimo para la fabrica-
cion de esponjas de coldgeno liofilizadas se encuentra
entre 2,5 y 3,5. Por otro lado, los aditivos solubles
como la glicerina o el etanol o finamente dispersos
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como el fosfato cdlcico, etc., pueden emplearse como
sustancias acompaiiantes ya que, gracias a su concen-
tracién, puede ajustarse la morfologia de los cristales
de hielo y, con ello, la estructura porosa.

En el procedimiento segin el invento, se aplica
uniformemente la suspensién sobre la estructura ex-
trafia y por medio de presion, vacio o centrifugacién
se inserta en ésta, como minimo de forma parcial.

Mediante la aplicacién uniforme de la suspensién
se garantiza la formacién de un grosor de capa unita-
rio, lo cual hace innecesario el corte o el procesamien-
to posteriores y ahorra pasos de trabajo complemen-
tarios. En este proceso, se pueden obtener grosores de
entre 0,1 y 5 cm. Los procedimientos de presion, va-
cio o centrifugacion se pueden regular de tal manera
que se controle la suspensién y se introduzca en la es-
tructura extrafia estructurada/porosa con una profun-
didad determinada. Al llevar a cabo esta accidn es be-
neficioso controlar la temperatura del ensayo, ya que
la viscosidad de la suspensién depende de esta mag-
nitud.

Ademds, en el procedimiento segtn el invento, la
estructura porosa orientada de la matriz proteinica se
forma por refrigeracién unilateral de una superficie y
el aislamiento simultdneo de la otra superficie. Duran-
te el proceso se controla por una cara la refrigeracién
de la suspension proteinica de forma continuada o es-
calonada, mientras que la otra cara se limita con un
aislante como, por ejemplo, aire, gases o teflén. Du-
rante el proceso de congelacién la suspensién puede
cristalizarse parcial o completamente. Los coldgenos
y las sustancias disueltas son apartadas en su gran par-
te del frente celular en la fase de hielo que es cada vez
mayor, mientras que las proteinas suspendidas y las
sustancias disueltas o dispersadas se concentran arri-
ba, entre los cristales de hielo. Mediante la velocidad
de congelacion y la composicién quimica de la sus-
pension proteinica se puede establecer ventajosamen-
te la estructura y el tamafio de los cristales de hielo a
un grosor de capa determinado.

El documento WO 99/27315 expone un procedi-
miento de congelacién en el cual, a diferencia de lo
descrito anteriormente, se congelan a la vez dos caras
opuestas entre si. Este impreso, no obstante, parte de
la base de que la congelacion unilateral es negativa y
que no produce una estructura porosa orientada.

Sin embargo, como se pudo demostrar en el proce-
dimiento segun el invento, durante el proceso de con-
gelacion unilateral los cristales de hielo también cre-
cen casi al mismo tiempo que el gradiente térmico y
de forma orientada a través de la muestra. Estando la
suspension proteinica insertada en la estructura extra-
fia, los cristales de hielo también crecen parcialmente
en dicha estructura extrafa.

Se prefiere una estructura porosa orientada ya que
asi puede adaptarse 6ptimamente la estructura a cual-
quier tejido. La adaptacién de la estructura y el ta-
maiio de los poros mejora la migracién del tejido cir-
cunstante.

También es preferible establecer el tamaifio de los
poros de la matriz protefnica entre 5 yum y 500 yum.

En el proceso de liofilizacion los cristales de hielo
se subliman originando espacios vacios que se corres-
ponden con la estructura de poros orientados. De este
modo, al implantarse, las células del tejido circundan-
te pueden crecer a lo largo de las fibras penetrando en
el injerto. Por la deshidratacién durante la sublima-
cion, se forman enlaces covalentes entre las moléculas
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de coldgeno, con lo que la matriz adquiere la estabi-
lidad deseada. En este caso es positivo que se pueda
determinar especificamente el grado de reticulacién
mediante el proceso de liofilizacién o mediante mani-
pulaciéon quimica del producto liofilizado. La matriz
proteinica obtenida tras el proceso de liofilizacion se
ancla directamente en la estructura extrafia y ya no se
precisan mas pasos para unir la estructura extrafia con
la matriz proteinica.

Por otro lado, es preferible esterilizar la estructura
tras el proceso de liofilizacién. Se trata de un requi-
sito deseable para el almacenamiento o la utilizacién
directa de las estructuras.

A partir de ese momento, puede injertarse direc-
tamente la estructura o, en una realizacion preferible
del procedimiento segun el invento, colonizarse con
células. Para ello pueden emplearse y, seguidamente,
cultivarse células donantes, células madre o lineas ce-
lulares xenogénicas, alogénicas o autélogas. Esta co-
lonizacidn se realiza preferentemente en un biorreac-
tor con carga fisiolégica, empleando en funcién del
uso final un cocultivo de los tipos celulares presentes
en el tejido natural, los cuales pueden aplicarse a la
estructura en momentos diferentes.

La estructura puede cultivarse hasta que se pro-
duzca la adhesion firme de las células o bien puede
incubarse hasta el momento en que ocurra una des-
composicion o una conversién de los componentes re-
absorbidos. La duracién del cultivo dependera en ca-
da caso de la forma de la estructura y de las células
aplicadas.

Esto tiene la ventaja de que, por ejemplo, los in-
jertos vasculares pueden proveerse con una capa in-
terna de células epiteliales evitando asi la generacién
de trombos o la calcificacién del injerto, sobre todo al
emplear células donantes autélogas.

Asimismo, seglin convenga, antes de la implan-
tacién puede cargarse o recubrirse la estructura con
principios activos como, por ejemplo, hirudina, aspi-
rina, heparan sulfato, albimina o similares. La emi-
sién de los principios activos puede controlarse, pre-
ferentemente, mediante una capa adicional aplicada
de hidrogel o mediante el tipo de enlace de los princi-
pios activos.

Gracias al invento, se consigue con medios sim-
ples que el injerto pueda adaptarse de forma fécil y
eficiente a las necesidades especificas del tejido cir-
cundante mediante la formacién de una estructura po-
rosa orientada. Al mismo tiempo, los injertos fabrica-
dos conforme al procedimiento que describe el pre-
sente invento destacan por su estabilidad mecénica
y su compatibilidad biol6gica. Ademads, la estructura
puede fabricarse en muy diversas formas geométricas
y utilizarse, ademds de otros campos, en aplicaciones
farmacéuticas o cosméticas o en la reconstruccion ti-
sular.

El procedimiento ofrece la posibilidad de fabricar
injertos con un buen grado de reabsorbibilidad en po-
cos pasos y sin un gasto técnico o material excesivo,
y con una proporcién de material extrafio limitada.

Las cantidades de material aplicable, en especial
en la matriz proteinica, pueden calcularse con exacti-
tud de forma que se evite un gasto de material inne-
cesario. Al mismo tiempo puede obtenerse el grosor
de capa deseado del injerto. Con el procedimiento es
posible fabricar matrices proteinicas con grosores de
capa de entre 0,1 y 5 cm.

Resulta muy sencillo calcular la forma deseada de
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una estructura porosa y puede fabricarse con medios
simples, de modo que se evitan construcciones costo-
sas, como los patrones, y se obtiene una ventaja con-
siderable en cuanto a tiempo y dinero.

A continuacién, se describe el resto de ventajas
con ayuda de los dibujos adjuntos.

Se entiende que las caracteristicas que se han men-
cionado anteriormente y que se presentardn a conti-
nuacién no tienen por qué emplearse en la combina-
cién aqui expuesta, sino que pueden utilizarse en otras
combinaciones o de forma independiente sin que por
ello se superen los limites del presente invento.

En los dibujos se representan ejemplos de reali-
zacion del invento, los cuales se describen a conti-
nuacién con mayor detalle. Las figuras muestran lo
siguiente:

La figura 1 muestra una representacion detallada
en seccion de un ejemplo de realizacién de un injerto
seglin el presente invento;

La figura 2 muestra una seccidn transversal de otro
ejemplo de realizacion de un injerto segtn el presente
invento, en concreto, una protesis vascular;

La figura 3 muestra un ejemplo de régimen de
temperatura correspondiente a una congelacién uni-
lateral controlada;

La figura 4 muestra un dispositivo para la fabrica-
cién de un injerto con estructura porosa orientada;

La figura 5 muestra una representacién en seccién
aumentada del dispositivo de la figura 4.

En la figura 1 se representa globalmente con el
ndmero 10 un injerto con una estructura extrafia inter-
na 11 con poros cerrados 12 y poros abiertos 13, que
atraviesan toda la estructura, y ademds con una matriz
proteinica 14 compuesta por fibras largas de proteinas
15. Las fibras de proteinas 15 estan dispuestas en fi-
nas peliculas de proteinas 16 y en fibras de proteinas
cortas 17, las cuales forman juntas los poros 18.

Durante el proceso de fabricacion, se ancla la ma-
triz proteinica 14 en la estructura extrafia 11, la cual
estd estructurada en poros cerrados 12 y abiertos 13.
La matriz proteinica 14 estd compuesta de fibras pro-
tefnicas 15 en enlace covalente que, debido al procedi-
miento de fabricacidon que se describird més adelante
y la anisotropia del hielo, que forman peliculas protei-
nicas 16 muy finas y estdn unidas entre si por medio
de varias fibras proteinicas cortas 17. Los poros abier-
tos 13 de la estructura extrafia 11 son grandes en com-
paracién con los poros 18 de la matriz proteinica 14,
de modo que la estructura de la matriz proteinica 14
puede prolongarse sin obstaculos en los poros 13 de la
estructura extrafia 11. La matriz proteinica 14 queda
estabilizada frente a influencias mecénicas por medio
de la unién directa con la estructura extrafia 11. En los
poros 18 de la matriz proteinica 14 pueden absorber-
se células y fluidos, actuando la pelicula proteinica 16
y las fibras proteinicas cortas 17 como superficies de
adhesién para dichas células. Al utilizarse coldgeno
como componente proteinico, las células fijadas pue-
den convertir el material de apoyo reabsorbible en una
matriz extracelular perteneciente al propio cuerpo.

En la figura 2 se muestra una prétesis vascular 20
que se ha fabricado segtin el procedimiento confor-
me al presente invento. En este injerto, se ha anclado
profundamente una matriz protefnica 21 en una es-
tructura extrafia 22. La pared interna 23 de la prétesis
vascular 20 conforma el limite de la luz 24. La matriz
proteinica 21 estd compuesta por fibras proteinicas 25
con poros 26. Las fibras proteinicas 25 estdn en con-
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tacto directo con la luz 24 a través de los poros 27 de
la estructura extrafa 22.

La estructura extrafia 22 proporciona a la protesis
20 una estabilidad suficiente. En el interior de los po-
ros orientados 26 de la matriz proteinica 21 pueden
crecer ininterrumpidamente células como, por ejem-
plo, los fibroblastos. Adicionalmente, la pared interior
23 de la prétesis vascular 20 puede colonizarse con
células endoteliales para evitar la trombogeneidad de
la protesis.

En este punto debe hacerse notar que la prétesis
vascular mostrada en la figura 2 sélo es una realiza-
cién de ejemplo. El invento se puede aplicar en otras
formas y para otras funciones, por ejemplo, como par-
ches en injertos de piel, en forma de cilindro o rectin-
gulo en injertos de cartilagos y huesos o en valvulas
cardiacas.

Mediante el procedimiento pueden fabricarse in-
jertos con matrices proteinicas de distintos grosores
de capa. Para obtener un grosor de capa determinado,
se debe aplicar un régimen de temperatura especifico.

La figura 3 muestra el régimen de temperatura de
una suspension de coldgeno a una velocidad constan-
te de enfriamiento de -9 K/min para distintos grosores
de capa, expresado en funcién del tiempo. Los regi-
menes de temperatura se han medido para los siguien-
tes grosores de capa d: 2,5;2; 1,5; 1 y 0,5 cm. El punto
de medicién 30 del régimen de temperatura estd re-
presentado esquematicamente en la seccion situada a
la derecha del diagrama. La zona d delimitada por las
flechas 31 representa el grosor de la matriz proteini-
ca (en este caso compuesta de coldgeno). El nimero
32 designa una sustancia artificial que hace las fun-
ciones de estructura extraia. Las flechas 33 indican la
direccién de la refrigeracion. Asi pues, tenemos que
para un grosor de pared de 1 cm son necesarios entre
10 y 15 min para alcanzar una temperatura de -50°C.
La curva inferior 33 del diagrama muestra el régimen
de temperatura para un grosor de pared de < 1 mm.
Para estos grosores de pared se obtiene por extrapo-
lacién un tiempo de refrigeracién de 5-10 min para
obtener -50°C. En estas condiciones se forman crista-
les de hielo de un didmetro aproximado de 35 ym a
través de la suspensién de coldgeno.

La figura 4 muestra un dispositivo para la fabrica-
cioén de un ejemplo de realizacién del procedimiento
seglin el presente invento, en concreto, de una prote-
sis vascular. Se tensa una estructura extrafia 40 pre-
formada en forma de tubo por sus extremos a dos
conductos metdlicos 41 y 42; en el conducto meta-
lico 41 se fija un anillo 43, mientras que el conduc-
to metdlico 42 presenta una brida. El anillo 43 y la
brida 42 estan separados respectivamente del extremo
de los conductos metdlicos 45 y 46 a una distancia a
determinada.

El dispositivo muestra ademds una pelicula 47 que
posee depresiones 48 y 49 que la atraviesan comple-
tamente y cuyas dimensiones se corresponden con el
anillo 43 y la brida 44. La distancia b de las depre-
siones se corresponde con la longitud que va desde
el anillo 43 hasta la brida 44 incluyendo la extensién
intermedia de la estructura extrafia 40. La pelicula 47
puede estar recubierta en la superficie 50 comprendi-
da entre las depresiones 48 y 49 por una suspension
de proteinas y, finalmente, puede enrollarse alrededor
de los conductos metdlicos 41 y 42 y la estructura ex-
trafia 40; esto se sefiala mediante una flecha 51. Los
conductos metdlicos 41 y 42 pueden estar conectados
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por su extremo libre a una bomba de vacio indicada
por las flechas 52 y 53.

En la figura 5 se muestra una representacién en
seccién ampliada del dispositivo de la figura 4. Se
han utilizado los mismos nimeros que en la figura 4,
siempre y cuando €stos hicieran referencia a las mis-
mas caracteristicas.

La brida 44 del conducto metélico 42 se introduce
en la depresion 49 de la pelicula 47. Por encima del
extremo 46 del conducto 42 se inserta la estructura
extrafia 40 con forma de tubo. En la figura, se intro-
duce el conducto metélico 42 a través del anillo 43
en la estructura extrafia 40 con forma de tubo hasta el
extremo del conducto metdlico 46. Entre la superficie
50 de la pelicula 47 y la estructura extrafia 40 en for-
ma de tubo se determina por medio de la medida d el
grosor de la capa de la suspensién protefnica, que se
establece por la distancia entre la pelicula 47 y la es-
tructura extrafia 40 en forma de tubo. El grosor de la
capa puede modificarse libremente cambiando la pro-
fundidad de las depresiones 48 y 49 o la longitud de
la brida 44 y el anillo 43.

Por medio del ejemplo descrito a continuacion, se
ilustrard la aplicacién del dispositivo.

Ejemplo
Fabricacion de una protesis vascular segiin el invento

Se fabrica segin los procedimientos conocidos
una estructura extraiia 40 en forma de tubo a partir de
politetrafluoretileno expandido (ePTFE) con un dia-
metro interno de 4 mm y un grosor de pared de 100
um. Por medio del estirado se consigue una porosidad
muy elevada, estando el tamafio medio de los poros de
60 um determinado por la separacién de los nudos del
PTFE.

Los extremos del tubo, cuya longitud total es de
340 mm, se deslizan cada uno 15 mm sobre conduc-
tos metdlicos 41 y 42 con un didmetro exterior de 4,1
mm y con dos luces concéntricas. El conducto meta-
lico 42 posee a una distancia de 15 mm de su extremo
una brida 44. Sobre el segundo conducto se encuentra
un anillo 43 que puede fijarse al conducto mediante
un manguito. El anillo 43 presenta un dispositivo de
agarre 54 en el que puede fijarse un extremo de la es-
tructura extrafia 40 al anillo 43. Los extremos libres
de los conductos metélicos pueden conectarse a una
bomba de vacio.

Por otro lado, se fabrica una suspension colagé-
nica acuosa con una viscosidad de 8 Pa x s a 25°C a
partir de coldgeno indisoluble tipo 1 al 2%, aislado de
piel bovina, y dcido ascérbico al 2%. El pH de la sus-
pension se establece en 3,4 con dcido clorhidrico. Esta
suspension se aplica con una cuchilla dosificadora so-
bre una pelicula rectangular 47 con unas dimensiones
de 350 mm x 19 mm y un grosor uniforme de 1 mm.

La pelicula 47 presenta una firmeza suficiente y
estd hecha, por ejemplo, de teflén. Resulta ventajoso
que las caras mds cortas de la pelicula 47 estén pro-
vistas de sendas depresiones 48 y 49 cuya distancia
se corresponda con la del anillo 43 y la brida 44, en-
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tre los cuales se extiende la estructura extrafia 40 con
forma de tubo. Por otro lado, puede determinarse el
grosor de pared de la muestra a partir de la profundi-
dad de las depresiones 48 y 49 y modificando la brida
44 y el anillo 43.

A continuacién, se colocan el anillo 43 y la brida
44 de los conductos de metal 41 y 42 en las depre-
siones 48 y 49 de la pelicula 47 recubierta con la sus-
pension de coldgeno y se enrolla la pelicula 47 sobre
una mesa plana alrededor del conjunto de la estructu-
ra extraiia 40 con forma de tubo y las conexiones de
los conductos metalicos. Con ello se obtiene un mol-
de para la prétesis vascular que se va a preparar, con
la brida 44 y el anillo 43 como limites laterales y la
pelicula 47 como limite exterior y, simultineamente,
como capa de aislamiento. Para ello, los conductos
metdlicos se conectan por sus extremos libres a una
bomba de vacio. Con ayuda de la bomba de vacio se
aplica una pequefia subpresion de 100 mbar y se ab-
sorbe la suspension haciendo que se dirija hacia el in-
terior de los poros del tubo de ePTFE. A continuacion,
uno de los conductos 41, con un didmetro exterior de
4 mm, se desliza a través del anillo 43 hasta el extre-
mo del otro conducto metdlico 46. En el extremo del
conducto metdlico 41 se encuentra una junta 55 que
impide que salga el liquido refrigerante en el punto
de conexion (entre el conducto 41 y el conducto 42).

Seguidamente se congela la suspension de cold-
geno de forma dirigida mediante un procedimiento
de congelacién controlado aplicado tinicamente a una
cara. Para ello, se hace descender la temperatura del
conducto metdlico 41, que ahora cumple la funcién
de un tubo refrigerante, desde la temperatura ambien-
te (aprox. 25°C) hasta -50°C a un ritmo constante de
-6 K/min. Como medio refrigerante se emplea isopro-
panol; para repartir la temperatura de forma uniforme
a lo largo de todo el conducto metélico se divide tam-
bién el medio refrigerante y se transporta hacia el ter-
mostato en contracorriente a través de las luces dis-
puestas concéntricamente.

Tras la congelacidn se retira la pelicula 47. Se al-
macenan las muestras durante un minimo de 12 horas
a una temperatura de -70°C y, a continuacion, se liofi-
lizan. Durante este proceso se mantiene la temperatu-
ra del condensador a -85°C hasta que el contenido de
agua de la matriz de coldgeno generada sea inferior a
un < 10%. Finalmente, se extrae la matriz de coldge-
no del molde y se somete a una temperatura de 106°C
con una subpresion de 5 x 107 bar durante unas 14
horas para que el coldgeno se reticule por deshidrata-
cién térmica.

Entonces, se separan los extremos de las muestras
a una distancia de 20 mm del borde de la muestra.

Tras la subsiguiente esterilizacion, la prétesis vas-
cular fabricada conforme al procedimiento segin el
invento a partir de coldgeno con refuerzo de ePTFE
estard lista para ser colonizada con miofibroblastos y
células endoteliales en un reactor celular.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para elaborar un injerto con una
estructura extrafia estructurada y una matriz proteini-
ca porosa con una estructura de poros dirigida, ancla-
da, como minimo parcialmente, en dicha estructura
extrafia, en el cual se emplea como estructura extrafia
un material seleccionado entre un material artificial
resistente y estructurado, un material artificial reab-
sorbible y estructurado, un material natural estructu-
rado o una combinacion de dichos materiales, con los
siguientes pasos: a) preparacién de la estructura extra-
fia; b) aplicacién de una suspension, una dispersion o
una pasta con coldgeno y componentes no colagéni-
cos solubles; ¢) insercién, como minimo parcial, de
la suspensidn, la dispersion o la pasta en la estructura
extrafia por presion, vacio o centrifucacion; d) refri-
geracion por una cara de una de las superficies de la
suspension, la dispersion o la pasta y aislamiento si-
multdneo de la otra superficie.

2. Procedimiento segtn la reivindicacién 1 carac-
terizado por el hecho de que se emplea como estruc-
tura extrafia estructurada un material artificial resis-
tente perteneciente a un grupo que abarca politetra-
fluoretileno, poliuretano, poliestireno o poliéster, ce-
rdmica o metal.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 1 carac-
terizado por el hecho de que para la estructura extra-
fla se emplea un material artificial reabsorbible per-
teneciente a un grupo que abarca polildctido, dcido
poliglicdlico, polihidroxialcanoato o copolimeros de
éstos.

4. Procedimiento segtin la reivindicacién 1 carac-
terizado por el hecho de que para la estructura ex-
trafia se emplea un material natural perteneciente a
un grupo que abarca polisacaridos como la quitina, la
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celulosa, el coldgeno o la hidroxilapatita, como, por
ejemplo, el fosfato célcico.

5. Procedimiento segtin una de las reivindicacio-
nes de la 1 a la 4 caracterizado por el hecho de que
el tamafio de los poros de la matriz proteinica es de
entre 5 um y 500 ym.

6. Procedimiento segtin una de las reivindicacio-
nes de la 1 a la 5 caracterizado por el hecho de que
la matriz proteinica se liofiliza tras la refrigeracion.

7. Procedimiento segtin una de las reivindicacio-
nes de la 1 a la 6 caracterizado por el hecho de que
el grosor de capa de la matriz proteinica se encuentra
entre 0,1 y 5 cm.

8. Procedimiento segin una de las reivindicacio-
nes de la 1 a la 7 caracterizado por el hecho de que
el injerto se esteriliza tras la liofilizacién.

9. Procedimiento segtin una de las reivindicacio-
nes de la 1 a la 8 caracterizado por el hecho de que
el injerto se coloniza con células antes del implante.

10. Procedimiento segtin una de las reivindicacio-
nes de la 1 a la 9 caracterizado por el hecho de que
el injerto se carga o se recubre antes del implante con
un principio activo que pertenece a un grupo que com-
prende hirudina, aspirina, hepardn sulfato o albimina.

11. Injerto con una estructura extrafia y una ma-
triz protefnica con estructura porosa dirigida, anclada,
como minimo parcialmente, en la estructura extrafia,
en el cual se utiliza como estructura extrafia un mate-
rial seleccionado entre un material artificial resisten-
te y estructurado, un material artificial reabsorbible y
estructurado, un material natural estructurado o una
combinacién de dichos materiales.

12. Injerto segin la reivindicacién 11 caracteri-
zado por el hecho de que se fabrica segtin el procedi-
miento descrito en una de las reivindicaciones de la 1
ala 10.
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