ES 2984 707 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA (@ Numero de publicacion: 2 984 707
@Int. Cl.:

A61L 27/26 (2006.01)
A61L 27/22 (2006.01)

®@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea: 27.10.2017  E 20201412 (2)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 08.05.2024  EP 3799892

Titulo: Armazon hibrido adecuado para regenerar tejidos animales y proceso para la fabricacion del

armazon
Prioridad: @ Titular/es:
28.10.2016 EP 16425100 DIALYBRID S.R.L. (100.0%)

Via Vivaldi 32/A

Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la 22063 Canta CO, IT
traduccién de la patente: @ Inventor/es:

30.10.2024 GRECO, FRANCESCO GIOVANNI;

RIBOLDI, STEFANIA ADELE:

DENTINHO VAN UDEN, SEBASTIAO NICOLAU;
CATTO, VALENTINA ILARIA MARIA y
MERONI, DAVIDE

Agente/Representante:
DURAN-CORRETJER, S.L.P

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




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2984707 T3

DESCRIPCION
Armazon hibrido adecuado para regenerar tejidos animales y proceso para la fabricacion del armazon
Sector de la invencion

El solicitante informa de que el proyecto que da lugar a esta solicitud ha recibido financiacion del programa de
investigacion e innovacion Horizon 2020 de la Union Europea en el marco del acuerdo de subvencion Marie
Sklodowska-Curie n.° 642458.

Las investigaciones realizadas bajo dicho programa dieron lugar a una invencién en el sector de los
armazones adecuados para la regeneracion de tejidos animales, y de un proceso de fabricacion del armazon,
perteneciendo este ultimo al sector de los armazones utilizados para reparar zonas anatomicas dafiadas en el
aparato cardiovascular (por ejemplo, el miocardio, las valvulas cardiacas y los vasos sanguineos), y al sector
de los denominados accesos vasculares (o injertos arteriovenosos), es decir, aquellas proétesis vasculares
que se utilizan para entrar en el torrente sanguineo mediante acceso por via percutanea.

Estado de la técnica anterior

Se conoce que los armazones son adecuados para conducir a la regeneracion, la estimulacién y el soporte
de tejidos nativos comprometidos. Dichos armazones se fabrican, en general, a partir de materiales naturales
(tales como colageno, elastina, fibrina, gelatina, fibroina, quitosano, acido hialurénico, etc.) o materiales
sintéticos (tales como PCL - policaprolactona, PGA - &cido poliglicélico, PLA - &cido polilactico, PTFE -
politetrafluoroetileno, PET - tereftalato de polietileno, poliuretanos, etc.) con el fin de conferir propiedades
mecanicas adecuadas a las de los tejidos a reemplazar, en el momento y en el lugar de la implantacién. Con
el progreso en el proceso de reparacion y la consiguiente generacion de nuevos tejidos biologicos, dichos
armazones suelen ser reformados y degradados, total o parcialmente, para ser incorporados en, o
reemplazados por tejido recién formado.

Por consiguiente, uno de los principales problemas en el disefio de un armazén es, simplemente, reunir las
propiedades de biocompatibilidad y las propiedades mecanicas del material con sus capacidades de
degradacion, para que el armazén pueda acompafiar, no entorpecer, los procesos de reparacion. En este
contexto, los materiales naturales parecen sobresalir, en general, por sus propiedades de biocompatibilidad,
degradabilidad y capacidad para reproducir las estructuras nativas, favoreciendo la integracién con las células
hospedadoras, mientras que los materiales sintéticos ofrecen un mejor control de las propiedades mecanicas
del armazén, lo que es crucial para la aplicacion en tejidos sometidos a continuas tensiones mecanicas, tales
como las habituales del sistema cardiovascular. Por lo tanto, se han realizado varios intentos para combinar
materiales naturales y materiales sintéticos, en muchas formas y en diferentes organizaciones estructurales,
con el fin de fabricar armazones que pudieran permitirse las ventajas de ambas clases de materiales.

Por ejemplo, se generaron armazones de fibroina y poliuretano, tanto en forma de membranas continuas
como de membranas fibrosas, mezclando los dos materiales en disolucion o en suspension, o mediante la
aplicacion de un recubrimiento de fibroina sobre una estructura a base de poliuretano. Mas especificamente,
en el sector de las protesis vasculares, se han empleado diversas tecnologias, tales como electrohilado,
inmersién, espumado con gas, etc., para fabricar estructuras tubulares hibridas en las que se encuentran
macromoléculas naturales (tales como fibroina, colageno, elastina, etc.) combinadas con polimeros sintéticos
(tales como poliuretanos, alcohol polivinilico, policaprolactona, etc.).

En el contexto de los accesos vasculares para hemodidlisis, por el contrario, los injertos se utilizan
comunmente para conectar un vaso arterial con un vaso venoso, con el fin de garantizar la capacidad de
realizar el tratamiento de dialisis, y, en general se componen solo de materiales sintéticos y no degradables,
tales como PTFE (politetrafluoroetileno), tereftalato de polietileno, poliuretano. La razén de esta peculiaridad
radica en el hecho de que para las fistulas arteriovenosas es fundamental la necesidad de garantizar
suficientes propiedades mecanicas para soportar la tension habitual de esta aplicacion concreta, es decir,
ademas de la ciclica habitual del torrente sanguineo, la debida a la puncién repetida mediante la utilizacion de
agujas de didlisis.

Entre los diversos documentos del estado de la técnica que describen armazones de materiales naturales y
sintéticos, se encuentra la Patente n.° CN 101214393 B, que da a conocer una proétesis vascular multicapa
fabricada mediante electrohilado, que comprende una capa interior de material natural y una capa exterior de
material sintético.

La Patente n.° CN 101708344 B da a conocer una protesis vascular multicapa fabricada mediante
electrohilado, que comprende una capa interior de material natural y una capa exterior de poliuretano.

La Patente n.2 CN 101874751 B cubre un armazén multicapa fabricado por “eliminacion de particulas”. Las
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capas se obtienen a partir de materiales poliméricos (degradables y no degradables), inorganicos, de origen
biolégico (conocidos en el sector, incluyendo fibroina entre los degradables y poliuretano entre los no
degradables) o mezclas de los mismos, y las diferentes capas pueden tener una composicion diferente unas
de otras.

Otros documentos encontrados en la técnica anterior son:
La solicitud de Patente n.° CN 103585674 A da a conocer un procedimiento para preparar un armazon de
fibra de fibroina porosa en el que se afiade un material de polimero sintético (por ejemplo, PU) a la fibroina.

El documento de YONGZHEN TAO et al.: “Rheological and Mechanical Behaviour of Fibroin Reinforced
Waterborne Polyurethane”, POLYMERS, vol. 8, n.° 3, 21 de marzo de 2016 (21-03-2016), pagina 94,
XP55360549, DOI: 10.3390/polym8030094 da a conocer la utilizacion de poliuretano reforzado con fibroina
para la ingenieria de tejidos.

El documento de P. Petrini et al.: “Fibroin-polyurethane scaffolds for tissue engineering”, Journal of Materials
Science: Materials in Medicine, 1 de diciembre de 2001 (01-12-2001), paginas 849-853, XP55360564, Boston
DOI: 10.1023/A:1012847301850 Recuperado de Internet: URL: https://rd.springer.com/content/pdf/10.1023/
A: 1012847301850.pdf [recuperado el 30 de marzo de 2017] da a conocer armazones de poliuretano con un
recubrimiento de fibroina de seda y su utilizacion para la ingenieria de tejidos.

La Patente n.° CN 102499800 A da a conocer un soporte vascular reparador de vasos de pequefio diametro
con una red interior de fibroina de PCL y una capa intermedia enfundada con un tubo de fibroina.

La solicitud de patente n.° CN 102817105 A da a conocer un procedimiento para preparar una fibra
compuesta de polimero sintético y polimero natural con una estructura de nucleo y cubierta mediante hilado
electrostatico coaxial. El procedimiento utiliza el polimero sintético (por ejemplo, poliuretano) como cubierta, y
el polimero natural (por ejemplo, fibroina) como nucleo.

Inconvenientes del estado de la técnica

Las mayores dificultades en la fabricacion de armazones hibridos, compuestos de materiales sintéticos y
naturales, son principalmente de tipo practico y experimental, ya que muchas veces los tratamientos
necesarios para procesar los materiales sintéticos (por ejemplo, la solubilizacién en agresivos disolventes)
son perjudiciales para el propoésito de una conformacion estable de macromoléculas naturales, que son
desnaturalizadas o degradadas durante el proceso, perdiendo en parte sus propiedades. En otros casos, los
tratamientos necesarios para estabilizar los materiales naturales (tales como, en el caso de la fibroina, la
cristalizacion) se determinan en las reacciones de las diferentes fases, natural y sintética, de diferentes
entidades (por ejemplo, en el caso mencionado anteriormente de la cristalizacion, contraccion volumétrica)
que impiden una 6ptima coalescencia entre los materiales. Por el término coalescencia se entiende la fusion
entre materiales (o capas de materiales), debido al contacto intimo, a la unién, al tejido, a la interseccion, al
entremezclado o a otros modos de conexion fisica. Muchos intentos de cubrir materiales sintéticos con
materiales naturales, destinados a aumentar la integracién del armazén con el organismo hospedador, luego
fallaron debido a la escasa coalescencia en la interfaz entre los dos materiales, lo que determina el
desprendimiento del recubrimiento.

En consecuencia, los mayores problemas a mejorar en los armazones conocidos se refieren a:

a) la integracion del armazon con los tejidos bioldgicos circundantes,

b) el mantenimiento de las propiedades elasticas intrinsecas del polimero sintético, que son esenciales
para aplicaciones cardiovasculares, y para aplicaciones en el sector de los accesos vasculares para
hemodidlisis,

c) la estabilidad en la combinacién de polimero natural y sintético, necesaria para evitar que los
tratamientos de procesamiento posterior y/o las condiciones de funcionamiento determinen la
delaminacion y/o la separacion de los dos materiales.

En cuanto a los documentos citados anteriormente, se encontraron las siguientes deficiencias con respecto a
los temas citados anteriormente.

La solicitud de Patente n.° CN 103585674 A no resolveria el problema de mejorar las propiedades de
integracion del armazon con los tejidos bioldgicos circundantes, ya que el polimero sintético estaria presente
en la interfaz del armazoén con los tejidos bioldgicos circundantes, perjudicando la integracion del armazén.

El documento de YONGZHEN TAO et al., da a conocer una técnica en la que la adicion de fibroina afecta
significativamente a las propiedades elasticas del poliuretano, lo que induce el fortalecimiento y el
endurecimiento. Ademas, la solucion propuesta no resolveria el problema de mejorar las propiedades de
integracion del armazon con los tejidos bioldgicos circundantes, ya que el polimero sintético estaria presente
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de todos modos en la interfaz del armazoén con los tejidos biologicos circundantes.

El documento de P. Petrini et al., da a conocer una técnica en la que la fibroina solo esta presente en la
interfaz armazon-tejido, pero falla al analizar los efectos del recubrimiento de fibroina sobre las propiedades
mecdanicas de las espumas de poliuretano y, admite, con seguridad, que existe un desajuste de las
propiedades mecanicas del sustrato de poliuretano (elastoméricas) y del recubrimiento de la proteina.

La patente n.° CN 102499800 A da a conocer una técnica que aparentemente consigue combinar fibroina y
PCL, pero no se hace mencién de las propiedades elasticas del polimero sintético, y una “conexion de sutura”
parece ser necesaria para permitir que un tubo externo de fibroina mejore las propiedades de integracion con
los tejidos exteriores (no con los interiores).

La solicitud de Patente n.° CN 102817105 A da a conocer una técnica que, de hecho, combina material
natural y sintético, pero falla en proporcionar las propiedades de integracion deseadas con los tejidos
bioldgicos circundantes (el material sintético, y no el material natural esta presente en la interfaz con los
tejidos circundantes), y en la conservacion de las propiedades elasticas intrinsecas del poliuretano (no se
mencionan las propiedades mecanicas en la fibra hilada coaxialmente).

En el caso especifico de los accesos vasculares para hemodialisis, existen una serie de inconvenientes
asociados a la utilizacion clinica de protesis fabricadas con materiales sintéticos:

— escasa semejanza de las caracteristicas morfolégicas y mecénicas de la proétesis con las de los vasos
sanguineos nativos;

— derivado del punto anterior: formacion de hiperplasia neointimal en la anastomosis y posterior estenosis u
oclusion de la prétesis e incidencia de fendmenos trombdticos;

— mala integracion de la protesis con los tejidos bioldgicos circundantes y escasa o nula capacidad de
remodelacion,

— derivado del punto anterior: inflamacion cronica en la zona de la protesis.

Ademas de los inconvenientes mencionados anteriormente, los accesos vasculares sintéticos conocidos
utilizados en el sector de la hemodialisis adolecen, asimismo, de:

- no garantizar un sellado rapido del sitio de puncién, una vez que se retira la aguja, lo que provoca un
retraso de la hemostasia;
- fendémenos infecciosos.

Objetivos de la invencion

La invencion esta definida en las reivindicaciones adjuntas. En concreto, la invencion se refiere a un
procedimiento para fabricar una mezcla de fibroina y poliuretano tal como esta definido en la reivindicacion
adjunta 1, a un procedimiento para preparar una capa de fibroina y poliuretano tal como esta definido en la
reivindicacion adjunta 4, asi como a la utilizacion de una combinacion de disolventes para preparar una
solucion de fibroina y poliuretano tal como esté definido en la reivindicacion adjunta 7.

La presente invencion se refiere también a un armazon fabricado de materiales naturales y sintéticos,
adecuado para regenerar tejidos cardiovasculares o para su utilizacion como un acceso vascular para
hemodidlisis desprovisto de los inconvenientes de la técnica anterior y, por lo tanto, adecuado para:

a) proporcionar integracion con los tejidos biologicos circundantes;

b) conservar las propiedades elasticas intrinsecas que son esenciales para las aplicaciones
cardiovasculares y para las aplicaciones en el sector de los accesos vasculares para hemodialisis, y

c) combinar de manera estable materiales naturales y sintéticos para evitar que los tratamientos
posteriores al procesamiento y/o las condiciones de funcionamiento provoquen la delaminacion y/o la
separacion de los dos materiales.

Este objetivo se consigue mediante una combinacion de un material natural, fibroina, con un material
sintético, un poliuretano, y confiriendo al armazoén una organizacion estructural multicapa especifica.

La invencion da a conocer, asimismo, como proporcionar armazones conformados de tal manera que sean
adecuados para reemplazar valvulas cardiacas auriculoventriculares o semilunares y tractos vasculares
bifurcados afectados por patologias.

Finalmente, la invencién da a conocer un proceso, particularmente adecuado a escala industrial, para fabricar
los armazones definidos en el primer objetivo.
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Estado de la técnica anterior

Se comienza por decir que, a continuacion, en la presente descripcion, por fibroina se entiende fibroina de
seda y la sangre se considera un tejido del cuerpo animal, y se considera que la "porosidad” se define como
el porcentaje de espacio vacio en un solido.

El primer objetivo es un armazén hibrido fabricado por depédsito sucesivo, sobre un soporte de forma
adecuada, de materiales tales que generan:

- capas periféricas, disefiadas para interactuar con los tejidos en el sitio del implante, y adecuadas para
mejorar la integracion del armazon con las células del organismo hospedador;

- una o varias capas intermedias, en las que los materiales se combinan para conferir propiedades
mecanicas al armazon adecuadas para soportar las tensiones habituales del lugar del implante,

siendo los materiales:

- fibroina, para las capas periféricas,
- poliuretano combinado con fibroina, para cada capa intermedia,

de modo que el armazén comprenda fibroina en las capas periféricas, que confieren al armazoén la propiedad
de integracién con los tejidos bioldgicos circundantes, y poliuretano combinado con fibroina en una o varias
capas intermedias, que determinan la coalescencia estable entre capas adyacentes a la vez que se
mantienen las propiedades elasticas intrinsecas conferidas al armazén por el poliuretano en dichas capas
intermedias.

De hecho, la experiencia directa del solicitante confirmé que, en ausencia de fibroina en una o varias capas
intermedias, es problematico garantizar la coalescencia entre los diferentes materiales y las diferentes capas
dentro del armazén. De hecho, tal como se muestra en el gréafico de la figura 5, la curva caracteristica de
“Carga/Extension” de una muestra realizada mediante electrohilado de una capa de fibroina, electrohilado de
una capa subsiguiente de poliuretano y, a continuacién, electrohilado de una segunda capa de fibroina
(gréfica “nucleo de PU”) mostré una morfologia tipica de dientes de sierra, debido, precisamente, a la
delaminacion entre capas. Los solicitantes pudieron superar este problema, que habria perjudicado la
integridad y el comportamiento mecénico del armazon final, solo agregando fibroina a las capas interiores del
armazoén (véanse para comparacion la grafica “nucleo de mezcla SF-PU” en el mismo grafico, que muestra un
comportamiento mas ordenado y nitido, tipico de un continuo).

La organizacion estructural, es decir, la forma impartida al armazén definido anteriormente, es de cuatro tipos:

- un armazoén tubular, adaptado para ser utilizado como proétesis vascular o como acceso vascular;

- un armazoén laminar, adaptado para la regeneracion de tejidos cardiovasculares y, en concreto, del
miocardio;

- un armazoén moldeable, de forma compleja y adecuado para reemplazar vélvulas cardiacas
auriculoventriculares o semilunares o sus partes, tales como el anillo, los senos valvulares, las hojuelas;

- un armazén en forma de conducto bifurcado de una sola pieza adecuado para la sustitucion de tractos
vasculares bifurcados que padecen afecciones tales como estenosis y aneurismas, por ejemplo, en
posicion iliaca, carotidea o coronaria.

De hecho, los solicitantes realizaron varios estudios con el fin de garantizar la posibilidad de ajustar las
propiedades mecanicas del armazéon a los diferentes distritos anatémicos citados anteriormente. Se
obtuvieron evidencias a través de experimentos de que, al variar las respectivas proporciones de fibroina y
poliuretano en una o varias capas intermedias, se puede modular la elasticidad del armazén, manteniendo la
coalescencia entre los materiales y las capas. Tal como se muestra en las graficas representadas en la figura
6 a continuacion, relativa a mallas electrohiladas con capas intermedias de composiciones variadas (75 % de
fibroina y 25 % de poliuretano, o 50 % de fibroina y 50 % poliuretano, o 25 % fibroina y 75 % poliuretano),
aumentar el porcentaje de poliuretano permite conseguir mayores deformaciones a la rotura, mientras que
aumentar el porcentaje de fibroina rigidiza la malla.

La capacidad de ajuste de las propiedades mecanicas descritas anteriormente, ademas de permitir el
mantenimiento de las propiedades elasticas intrinsecas del poliuretano, esencial para aplicaciones
cardiovasculares, también permite adaptar las propiedades del armazon al sitio especifico de implantacion
(por ejemplo, una vélvula cardiaca, en lugar de un musculo cardiaco, o un vaso sanguineo), lo que es crucial
para evitar el dafiino desajuste de elasticidad entre los tejidos nativos y el armazén, conocido por ser una de
las principales causas de la falta de integracion del propio armazén.

El segundo objetivo de la invencion es un proceso en el que la capa intermedia o las capas intermedias son
generadas a partir de una mezcla de fibroina y poliuretano (mezcla preparada de manera separada y, a
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continuacion, tratada para formar el armazon).

El proceso utilizado para fabricar el armazoén hibrido es el electrohilado, que, en general, permite obtener
filamentos continuos de diametro nanométrico 0 micromeétrico y, en este caso, permite producir matrices de
nanofibras o microfibras que se asemejan por su efectividad a la matriz extracelular (MEC) de tejidos nativos.
Con técnicas conocidas en las que se utilizan colectores de material compuesto en etapas separadas, el
electrohilado también permite obtener un armazoén de forma compleja que comprende conductos bifurcados y
valvulas auriculoventriculares o semilunares.

El proceso de la invencion, especialmente adecuado para la escala industrial, comprende, basicamente:

— el electrohilado, como minimo, de una primera capa de fibroina solubilizada sobre un colector de forma
adecuada para el armazén deseado;

— el posterior depo6sito sobre |la primera capa de una o varias capas intermedias compuestas por materiales
de fibroina y poliuretano combinados, mediante el electrohilado de una mezcla de fibroina y poliuretano;

— el electrohilado, como minimo, de una ultima capa de fibroina solubilizada, depositada en la capa o capas
intermedias, siendo dicho proceso adecuado en un contexto industrialmente sostenible, para conseguir
armazones en los que la fibroina y el poliuretano estan completamente integrados, no degradados y no
desnaturalizados.

Las capas intermedias de fibroina y poliuretano son fabricadas con la mezcla de dichos dos materiales
solubilizados en las siguientes condiciones:

a) en una combinacién de disolventes adecuados para solubilizar ambos o cada uno de los dos
materiales, si es necesario utilizando aditivos (por ejemplo, sales, tales como bromuro de litio, cloruro de
litio, yoduro de litio) para mejorar la solubilizacion de los materiales;

b) a una concentracion adecuada para la porosidad del armazén en fabricacion (menor concentracion
para conseguir una mayor porosidad) y para el siguiente procedimiento de procesamiento (por ejemplo,
utilizando preferentemente disolventes altamente volatiles, si la mezcla es procesada a continuacién
mediante electrohilado, con el fin de favorecer una mejor evaporacion del solvente), en una proporcion de
peso adecuada y en condiciones ambientales adecuadas (por ejemplo, aumentando la temperatura por
encima de la temperatura ambiente para favorecer la solubilizacion completa de los materiales,
protegiéndolos de la desnaturalizacion y la degradacion);

c) con una secuencia de operaciones segun las caracteristicas de los materiales y de los disolventes que
se estan utilizando (secuencia que significa el orden en el que los distintos reactivos son puestos en
contacto entre si para evitar cualquier precipitacion de materiales previamente solubilizados, o reacciones
no deseadas).

Por ejemplo, se solubilizan fibroina y poliuretano en una proporcién de 1:1 en acido férmico, y diclorometano
en una proporcion de 3:2 para obtener una disolucion con 2 % de fibroina y 2 % de poliuretano, solubilizando
la fibroina en &cido férmico y el poliuretano en acido férmico y diclorometano y, a continuacion, se combinan
las dos soluciones.

Opcionalmente, el armazén es sometido a tratamientos fisicoquimicos conocidos, destinados a eliminar los
residuos de disolvente y/o a inducir la cristalizacion de la fibroina. Las medidas gue se pueden tomar son:
exposicion a disolventes organicos, o soluciones de disolventes organicos y agua, o agua pura, aplicacion de
esfuerzos mecanicos, tratamientos térmicos.

Se debe considerar que el proceso de fabricacion del armazon fue afinado como resultado de estudios y
experimentos, enfocados en encontrar las mejores condiciones para tratar la fibroina y el poliuretano en un
contexto industrialmente sostenible, sin inducir la desnaturalizacién y/o la degradacion de los materiales, y
garantizar una coalescencia completa entre ellos en el armazon final.

Por ejemplo, en el caso citado anteriormente, de preparar una mezcla de fibroina y poliuretano, se probaron
varios intentos para evitar la utilizacion de HFP (hexafluoroisopropanol) que, a pesar de ser ampliamente
utilizado para disolver simultaneamente fibroina y polimeros sintéticos (véanse, por ejemplo, las Patentes
citadas CN 103585674 A y CN 102499800 A), se caracteriza por una extrema volatilidad y alto coste, por lo
que es escasamente compatible con los procedimientos industriales.

Después de varias pruebas (por ejemplo, con dimetilacetamida, dimetilformamida y cloroformo), se encontré
que una combinacion de disolventes tales como el acido trifluoroacético y el diclorometano, o el acido férmico
y el diclorometano (3:2) puede solubilizar tanto la fibroina como el poliuretano, evitando precipitaciones,
desnaturalizaciones y degradaciones, siendo adecuada para electrohilado en un contexto industrialmente
sostenible. Utilizando acido férmico y diclorometano (3:2), por ejemplo, se encontraron evidencias de que la
mezcla puede ser procesada mediante electrohilado para fabricar mallas de buena calidad (mostradas en la
figura 7), que se asemejan a la matriz extracelular nativa, en la que la fibroina y el poliuretano estéan
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completamente entremezclados y son completamente coalescentes, a fin de evitar la delaminacion y/o la
separacion local entre los diferentes materiales.

De hecho, se obtuvieron evidencias a través de experimentos de que el proceso inventado también es lo
suficientemente robusto como para permitir una amplia variacion de la relacion respectiva de fibroina y
poliuretano en una o varias capas intermedias, para permitir el ajuste fino mencionado anteriormente de las
propiedades mecanicas del armazoén, sin pérdida de coalescencia entre materiales y capas. De manera
interesante, los cambios en las respectivas proporciones de fibroina y poliuretano en dichas capas no
parecieron afectar significativamente la tension de rotura promedio de los armazones, lo que confirma que el
proceso permite una buena coalescencia entre los dos materiales y la integridad de la microestructura.

Una coalescencia estable de este tipo entre capas se encontrd también en los armazones después de ser
sometidos a tratamientos de cristalizacion (por ejemplo, en una disolucién de metanol y agua, o en una serie
de disoluciones degradadas de etanol y agua), evaluandose que el proceso para la fabricacion de los
armazones permite que la fibroina y el poliuretano tengan una coalescencia completa, de modo que
respondan a la vez a los tratamientos que suelen determinar una separacion o delaminacion entre los dos
materiales (debido a la contraccién volumétrica de la fibroina y no del poliuretano tras la cristalizacion).

Opcionalmente, también, la superficie interior del armazén, o todo el armazén, son sometidos a tratamientos
fisicoquimicos, utilizando compuestos y técnicas conocidas en el sector de la bioingenieria, con el fin de
mejorar la hemocompatibilidad y las propiedades antimicrobianas del propio armazon, y su permeabilidad al
plasma sanguineo. Las medidas que pueden ser tomadas individualmente o en dos o mas juntas son las
siguientes:

a) la superficie interior del armazén esta recubierta o funcionalizada con heparina, warfarina, estatina,
compuestos derivados del aceite de pescado, grafito u otros compuestos a base de carbono,
antitrombina, argatroban, fibronectina, recubrimientos a base de sulfato, o sometidos a procesos fisicos
tales como tratamientos con plasma de gas y luz ultravioleta, con el fin de mejorar las propiedades de
hemocompatibilidad;

b) el armazoén esté total o parcialmente impregnado o recubierto con albimina u otros compuestos con el
fin de controlar la permeabilidad del plasma sanguineo;

c) el armazon estd recubierto o funcionalizado total o parcialmente con plata, con péptidos
antimicrobianos o con moléculas antibidticas y antivirales, o es generado a partir de fibroina modificada
genéticamente, para aumentar las propiedades antimicrobianas.

Ventajas de la invencion

Una ventaja “constructiva o de proceso” de la invencion reside principalmente en el hecho de que el
tratamiento industrialmente sostenible de la fibroina y el poliuretano para fabricar cada capa intermedia
permite una excelente coalescencia de los dos materiales en el interior de esas mismas capas y con las
capas periféricas que no se separan unas de otras, tal como en el caso del recubrimiento, y no determina
dafo o desnaturalizacion de la fibroina y el poliuretano durante el procesamiento.

Ademas de esto, una ventaja “operativa” del armazon multicapa de la invencion radica en el hecho de que el
armazoén se une a las ventajas de un material natural y biodegradable (por ejemplo, la biocompatibilidad, la
degradabilidad in vivo, la posibilidad de ser remodelado) con las de un material sintético y no degradable (por
gjemplo, la mayor estabilidad de las propiedades mecanicas y, especificamente para el poliuretano, la alta
elasticidad). En el caso general de una aplicacion cardiovascular, la presencia de poliuretano mejoraria la
elasticidad de la matriz, resultando en un excelente comportamiento mecanico con respecto a la tension tipica
en el sitio del implante, asi como una mayor resistencia a la sutura.

Mas especificamente, en caso de utilizar el armazdn como acceso vascular, el armazon hibrido de fibroina y
poliuretano ofrece las siguientes ventajas con respecto a los implantes que se utilizan actualmente en las
clinicas:

— gracias a la fibroina: una mejor reproduccion de las caracteristicas morfolégicas de los vasos sanguineos
nativos, que da como resultado facilitar el acceso de las células del cuerpo hospedador y, de este modo,
mejorar la integracion y remodelacion de la prétesis, una disminucion de la inflamacion crénica debido a la
implantacion, una reduccién de la formacion de hiperplasia neointimal en la anastomosis y, en ultima
instancia, un menor riesgo de estenosis y trombosis. En este sentido, ya se ha demostrado en la literatura
cientifica que las protesis vasculares electrohiladas de fibroina son totalmente degradadas y reemplazadas
por tejido vascular natural en tan solo 7 dias después de su implantacién en un modelo animal (rata)
[fuente de referencia |. Cattaneo, M. Figliuzzi, N. Azzollini, V. Catto, S. Fare, MC. Tanzi, A. Alessandrino,
G. Freddi, A. Remuzzi, “In vivo regeneration of elastic lamina on fibroin biodegradable vascular scaffold.”
Int J Artif Organs, marzo de 2013; 36 (3): 166-74-];

— gracias al poliuretano: una mayor elasticidad de la pared de la prétesis, lo que permite un rapido sellado
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del punto de puncién de la diélisis y, en consecuencia, una mejor hemostasia. En este sentido, se conoce
que las protesis vasculares electrohiladas de poliuretano tienen indudables ventajas cuando se utilizan
como acceso vascular para dialisis, solo por dicho motivo,

— gracias a la fibroina: la prétesis podria gozar de moderadas propiedades antimicrobianas (siendo este
aspecto actualmente objeto de investigacion cientifica) y, por lo tanto, ser menos susceptible a la infeccion.

Descripcion detallada de la invencion

La invencion se describird a continuacion en detalle con ejemplos de realizacion y con la ayuda del dibujo en
el que:

- las figuras 1 a 4 son vistas, en perspectiva o en seccion transversal.

La figura 1 muestra un armazén 1 hibrido, tubular, de fibroina y poliuretano adecuado para ser utilizado como

protesis vascular o como acceso vascular, de 7 mm de didametro interno y 200 mm de longitud, con la

siguiente organizacion estructural:

- la primera capa 2, de fibroina, tiene un grosor de 0,05 mm y una porosidad del 60 %;

- la capa intermedia 3, de fibroina y poliuretano, tiene un grosor de 0,2 mm y una porosidad del 40 %;

- laultima capa 4, de fibroina, tiene un grosor de 0,04 mm y una porosidad del 50 %.

La figura 2 muestra un armazoén 5 hibrido, de fibroina y poliuretano, en forma de laminilla moldeable, de 15

mm de longitud y 5 mm de ancho, adecuado para regenerar tejidos vasculares y, en concreto, el miocardio,

con la siguiente organizacion estructural,

- la primera capa 2a, de fibroina, tiene un grosor de 0,3 mm y una porosidad del 50 %;

- la capa intermedia 3a, de fibroina y poliuretano, tiene un grosor de 0,2 mm y una porosidad del 70 %;

- laultima capa 4a, de fibroina, tiene un grosor de 0,2 mm y una porosidad del 40 %.

La figura 3 muestra un armazén 6 hibrido, de fibroina y poliuretano, adecuado para reemplazar una valvula

aobrtica, que comprende:

- una parte tubular 7 proximal, adecuada para la conexion al miocardio ventricular, de diametro y longitud
congruentes con los fisiolégicos en el sitio anatémico del implante;

- una parte intermedia 8, de forma trilobulada, que se asemeja a los senos naturales de Valsalva en la
valvula natural, y que aloja las tres valvas de la vélvula o cuspides de la valvula;

- una parte tubular 9 distal, adecuada para la conexion a la aorta, de diametro y longitud congruentes con
los fisioldgicos en el sitio anatomico de implantacion,

- teniendo en comun las tres partes la siguiente organizacion estructural:

- la primera capa 2b, de fibroina, que tiene un grosor de 0,05 mm y una porosidad del 60 %,

- la capa intermedia 3b, de fibroina y poliuretano, que tiene un grosor de 0,3 mm y una porosidad del 40 %;

- la ultima capa 4b, de fibroina, que tiene un grosor de 0,05 mm y una porosidad del 60 %.

La figura 4 muestra un armazoén 10 hibrido, de fibroina y poliuretano que, adecuado para reemplazar el tracto

vascular llamado bifurcacion iliaca, comprende:

- una parte comun 11, tubular, adecuada para la conexion a la aorta abdominal, de diametro y longitud
congruentes con los fisioldgicos del sitio anatémico de implantacion;

- dos secciones 12, 13 tubulares que surgen de la seccién comun 11, adecuadas para la conexiéon a las
arterias iliacas comunes, de diametro y longitud congruentes con los fisiologicos en el sitio anatdmico de
implantacion,

teniendo en comin las tres partes la siguiente organizacion estructural:

- la primera capa 2c, de fibroina, que tiene un grosor de 0,3 mm y una porosidad del 50 %,

- la capa intermedia 3b, de fibroina y poliuretano, que tiene un grosor de 0,5 mm y una porosidad del 40 %;

- la ultima capa 4b, de fibroina, que tiene un grosor de 0,4 mm y una porosidad del 60 %.



10

15

20

25

30

35

ES 2984707 T3

REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir una mezcla de fibroina y poliuretano, que comprende las siguientes etapas:
solubilizacion de la fibroina en &cido formico para obtener una primera disolucion; solubilizacion del
poliuretano en una combinacion de &cido formico y diclorometano para obtener una segunda disolucion;
mezcla de la primera disolucion con la segunda disolucion, obteniendo una mezcla de fibroina y poliuretano
disueltos en una disolucion final de acido férmico y diclorometano, en el que dicha disolucion final de acido
férmico y diclorometano comprende 3 partes de acido formico y 2 partes de diclorometano; y

en el que dicha fibroina esta solubilizada en dos partes de acido férmico para obtener dicha primera
disolucion; dicho poliuretano esta solubilizado en una combinacion de una parte de acido féormico y dos partes
de diclorometano para obtener dicha segunda disolucion; y

en el que la concentracion total de fibroina en la disolucion final de acido férmico y diclorometano esta en el
intervalo comprendido entre 0,01 % p/v y 98,01 % p/v, y la concentracion total de poliuretano en la disolucion
final de acido férmico y diclorometano esta en el intervalo comprendido entre 0,01 % p/v y 98,01 % p/v.

2. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que la fibroina y el poliuretano estan solubilizados en la
disolucion final de acido férmico y diclorometano en una proporcion de 1:1 y se obtiene una disolucion final
con 2 % p/v de fibroina y 2 % p/v de poliuretano.

3. Mezcla de fibroina y poliuretano que puede ser obtenida mediante el procedimiento segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 2, en la que dicha mezcla tiene la forma de una disolucién.

4. Procedimiento para preparar una capa de fibroina y poliuretano, que comprende las etapas de:
proporcionar una mezcla de fibroina y poliuretano segin el procedimiento de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 2; y electrohilado de dicha mezcla sobre una capa de fibroina.

5. Capa de fibroina y poliuretano que puede ser obtenida mediante el procedimiento segun la reivindicacion 4.

6. Capa, segun la reivindicacion 5, en la que la composicion es 75 % de fibroina y 25 % de poliuretano, o 50
% de fibroina y 50 % de poliuretano, 0 25 % de fibroina y 75 % de poliuretano.

7. Utilizacion de una combinacién de disolventes para preparar una disolucion de fibroina y poliuretano, en la
que dicha combinacién de disolventes es &acido trifluoroacético y diclorometano, o acido férmico y
diclorometano 3:2.

8. Utilizacion, segun la reivindicacion 7, en la que la combinacién de disolventes es acido férmico y
diclorometano 3:2.
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

Esta lista de referencias citada por el solicitante es unicamente para mayor comodidad del lector. No forman
parte del documento de la Patente Europea. Incluso teniendo en cuenta que la compilacion de las
referencias se ha efectuado con gran cuidado, los errores u omisiones no pueden descartarse; la EPO se

exime de toda responsabilidad al respecto.

Documentos de patentes citados en la descripcion

« CN 101214393 B
« CN 101708344 B
« CN 101874751 B

Literatura no patente citada en la descripcion

« YONGZHEN TAO et al. Rheological and
Mechanical Behavior of Fibroin  Reinforced
Waterborne Polyurethane. POLYMERS, 21 March
2016, vol. 8 (3), 94

» P PETRINI et al. Fibroin-polyurethane scaffolds for

tissue engineering. Journal of Materials Science:

Materials in Medicine, 01 December 2001, 849-853,

o3

AN A

A:1012847301850.pdf

- CN 103585674 A
« CN 102499800 A
« CN 102817105 A

« CATTANEO I; FIGLIUZZI M; AZZOLLINI N; V
CATTO; FARE S; MC TANZI; ALESSANDRINO A;
FREDDI G; REMUZZI A. In vivo regeneration of
elastic lamina on fibroin biodegradable vascular
scaffold. Int J Artif Organs, March 2013, vol. 36 (3),
166-74
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