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DESCRIPCION
Tubo inductor de la regeneracién nerviosa
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a un tubo inductor de la regeneracién nerviosa mediante el cual un nervio periférico
cortado o escindido por un accidente o una operacion quirirgica es reconectado utilizando la elongacion de las
células nerviosas. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a un tubo inductor de la regeneracion
nerviosa en donde se utiliza colageno como un andamio para la regeneracion nerviosa, y en donde los tejidos
nerviosos cortados o escindidos son fijados en su direccion extendida y son conectados entre si sin que resulten
inhibidos por tejidos circundantes.

Hay muchos ejemplos en los que el dafio del nervio periférico causado por un accidente o similar no puede ser
completamente restaurado. Hay también muchos ejemplos clinicos en donde se debe escindir un nervio periférico
como resultado de operaciones quirirgicas en general. En el dafio de nervios periféricos, el injerto de nervios
autdlogos ha sido el unico medio ademas de la anastomosis directa. Sin embargo, el resultado de los mismos no es
siempre satisfactorio ya que la recuperacion de la percepcion sensorial y la capacidad para la locomocion son malas
y se nota ademas la secuela debida a un control erréneo. Ademas, hay muchos pacientes que se quejan no solo de
secuelas tales como dolor y deficiencia en la percepcion sensorial, sino también de la anormal percepcion sensorial
de la zona enferma o, particularmente, de dolor.

Desde principios de los afios 1980 se ha llevado enérgicamente a cabo un intento para la regeneracion del nervio
mediante la conexién de huecos de nervio periférico usando un tubo conector hecho de materiales artificiales. Sin
embargo, todos los estudios sobre canales conectores usando materiales artificiales sintéticos no absorbentes han
terminado en fracaso. Con objeto de solucionar lo anterior, es necesario considerar elementos tales como que se
evite la invasion de tejidos conjuntivos del exterior durante la regeneracion de haces nerviosos, que es necesario el
intercambio de sustancias dentro y fuera de los canales o la neogénesis de vasos sanguineos capilares en las
paredes de los canales, que es necesaria una sustancia que actie como un andamio adecuado para el crecimiento
de células de Schwann y axones en el canal y que, después de la regeneracion, se degrade y absorba el material
empleado. Teniendo en cuenta estas condiciones, a partir de entonces se han llevado a cabo estudios para un tubo
artificial conector de nervios mediante un material biodegradable y bioabsorbible.

En cuanto a la regeneracion del nervio periférico, desde que en 1982 se presenté un modelo de tubo de silicona, se
han realizado intentos para ampliar la distancia entre los mufiones que pueden ser regenerados usando un tubo de
silicona. Sin embargo, puesto que no se pueden filtrar nutrientes a través de la pared del tubo de silicona, se
presenta el problema de que los nutrientes no son suficientemente proporcionados al axén nervioso, por lo que no
se puede producir un vaso sanguineo capilar en silicona, y no se ha dispuesto de una regeneracion nerviosa
satisfactoria ni siquiera cuando se ha empleado un tubo de silicona. Ademas, incluso si se puede regenerar el
nervio, esta el problema de que el tubo de silicona es en cualquier caso una sustancia extraia que debe ser
eliminada por medio de otra operacién quirurgica, etcétera.

Por otro lado, se ha intentado la regeneracion del nervio periférico utilizando un tubo que comprende un polimero
biodegradable en lugar de un tubo de silicona. Cuando se utiliza un tubo para regeneracién nerviosa que comprende
un polimero biodegradable, el tubo para regeneracion nerviosa es gradualmente degradado y absorbido in vivo por
hidrdlisis o por la accion de enzimas una vez que se ha regenerado el nervio, por lo que no hay necesidad de
extraerlo por un medio tal como otra operacion quirurgica.

En cuanto a un tubo para regeneracién nerviosa que comprende un polimero biodegradable como tal, hay una
descripcion en, por ejemplo, el Documento 1 de Patente de un material auxiliar para regeneracion nerviosa que
comprende haces de fibra de colageno revestida con laminina y fibronectina. En el Documento 2 de Patente hay una
descripcion de un tubo que comprende materiales biodegradables y bioabsorbibles y, en la luz del tubo, un cuerpo
de colageno que tiene huecos y que penetra en el tubo casi en paralelo a la linea axial de dicho tubo, en donde el
hueco esta lleno de un gel matricial que contiene colageno, laminina, etcétera. En el Documento 3 de Patente hay
una descripciéon de un tubo nervioso artificial que comprende un tubo que comprende materiales biodegradables y
bioabsorbibles y haces de fibra de colageno revestida con laminina insertados en la luz del tubo casi en paralelo a la
linea axial del tubo. En el Documento 4 de Patente hay una descripciéon de un material sustrato para la
reconstruccion de nervios que tiene una estructura en la que fibras que comprenden un material bioabsorbible
forman haces. En el Documento 5 de Patente hay una descripcidon de un soporte tal como una esponja, tubo o rollo
que comprende colageno. En el Documento 6 de Patente hay una descripcion de un soporte que esta compuesto de
una matriz fina y esponjosa que comprende un material biodegradable o un material bioabsorbible y una via de
induccion de biotejidos lineal o una via de induccién de 6érganos lineal. En el Documento 7 de Patente hay una
descripcion de un tubo para regeneraciéon nerviosa que contiene una esponja que comprende un material de
polimero biodegradable y un material de refuerzo que comprende un polimero biodegradable que tiene un periodo
de degradacion y absorcion mas prolongado que el de dicha esponja, en donde la cara interior del mismo
comprende esponja.
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En todos esos tubos para regeneracion nerviosa se utiliza coldgeno como un andamio para la regeneracion
nerviosa, pero la propiedad adhesiva, la propiedad de crecimiento celular y la propiedad inductora de diferenciacion
del colageno con respecto a las células nerviosas no son satisfactorias.

Documento 1 de Patente: Solicitud de Patente Japonesa (JP-A) abierta a inspeccion publica, n® 237139/93.
Documento 2 de Patente: WO 98/22155.

Documento 3 de Patente: WO 99/63908.

Documento 4 de Patente: Solicitud de Patente Japonesa (JP-A) abierta a inspeccion publica, n° 2000-325463.
Documento 5 de Patente: Solicitud de Patente Japonesa (JP-A) abierta a inspeccion publica, n® 2001-70436.
Documento 6 de Patente: Solicitud de Patente Japonesa (JP-A) abierta a inspeccion publica, n° 2002-320630.
Documento 7 de Patente: Solicitud de Patente Japonesa (JP-A) abierta a inspeccion publica, n° 2003-19196.
Descripcion de la invenciéon

Problema que ha de solventar la invencién

La presente invencion ha sido ideada a la vista del estado actual de la técnica previa como tal, y su objeto es
proporcionar un tubo inductor de la regeneraciéon nerviosa en el que, como un andamio para la regeneracion
nerviosa, se emplee un colageno que tenga una propiedad adhesiva, una propiedad de crecimiento celular y una
propiedad inductora de diferenciacion excelentes con respecto a las células nerviosas.

Medio para solventar el problema

Con la finalidad de alcanzar dicho objeto, el presente inventor ha investigado un método para producir el colageno
que se emplea como un andamio de regeneracion nerviosa y, como resultado, el presente inventor ha hallado que el
cloruro sodico que esta inevitablemente contaminando en las fases de lavado y precipitacion salina durante la
produccion de colageno a partir de materiales tales como la piel de cerdo afecta negativamente a la regeneracion de
las células nerviosas y que, cuando se emplea colageno en el que esta reducida la concentracion de cloruro sédico,
se potencian el crecimiento de las células nerviosas y la elongacion de la neurita, con lo cual se ha completado la
presente invencion.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere, en un tubo inductor de la regeneracion nerviosa de acuerdo con la
Reivindicacion 1 en el que se emplea colageno como un andamio para la regeneracioén nerviosa, a un tubo inductor
de la regeneracion nerviosa que se caracteriza por que se utiliza un colageno que ha sido purificado con objeto de
hacer que la concentracion del cloruro sédico contenido en él no sea superior a 2,0% en peso o, preferiblemente, de
0,1 a 1,5% en peso en estado seco.

En una realizacion preferida del tubo inductor de la regeneracion nerviosa de la presente invencion, la purificacion
del colageno se lleva a cabo por medio de una precipitacion isoeléctrica en la que el pH es 6,0 o superior y es
inferior a 10,0, el tubo inductor de la regeneracion nerviosa se forma revistiendo con colageno un cuerpo tubular que
comprende un polimero biodegradable y llenando el cuerpo tubular con el colageno, el polimero biodegradable se
selecciona del grupo que consiste en poli(acido glicolico), poli(acido lactico) y un copolimero de acido lactico con
caprolactona, y el cuerpo tubular tiene un diametro interno de 0,1 a 20 mm, un diametro externo de 0,15 a 25 mmy
una longitud de 1,0 a 150 mm.

Ventajas de la invencion

De acuerdo con la presente invencion, se utiliza colageno puro en el que la concentraciéon del cloruro sédico que
esta inevitablemente contaminando durante las operaciones de produccién de colageno esta reducida a no mas de
2% en peso, por lo que ahora es posible proporcionar un tubo inductor de la regeneracion nerviosa que tenga una
propiedad adhesiva, una propiedad de crecimiento celular y una propiedad inductora de diferenciacion excelentes
con respecto a las células nerviosas.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una fotografia microscépica que muestra el estado de células en gel de colageno en el ejemplo de la
invencion.

La Figura 2 es una fotografia microscopica que muestra el estado de células en gel de colageno en el ejemplo
comparativo.

La Figura 3 es un grafico de la absorcion (valores relativos) medida en el Experimento 1.
La Figura 4 es un grafico de la absorcion (valores relativos) medida en el Experimento 2.
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En la Figura 5 se muestran los detalles de los revestimientos de colageno 1 a 6 usados en el Experimento 3.
La Figura 6 es un grafico de la absorcion (valores relativos) medida en el Experimento 3.
La Figura 7 es un grafico de la absorcion (valores relativos) medida en el Experimento 3.

La Figura 8 es una fotografia microscopica que muestra el estado de la diferenciacion de células cultivadas en una
placa con revestimiento de colageno (pH de 5,5) del Experimento 4.

La Figura 9 es una fotografia microscopica que muestra el estado de la diferenciacion de células cultivadas en una
placa con revestimiento de colageno (pH de 8,5) del Experimento 4.

La Figura 10 es una fotografia microscopica que muestra el estado de la diferenciacion de células cultivadas en una
placa con revestimiento de colageno (pH de 10,2) del Experimento 4.

La Figura 11 es un grafico de la proporcion de diferenciacion celular después de un cultivo durante cuatro dias,
medida en el Experimento 4.

La Figura 12 es un grafico de la proporcion de diferenciacion celular después de un cultivo durante once dias,
medida en el Experimento 4.

Mejor modo de llevar la invencion a cabo

El tubo inductor de la regeneracion nerviosa de la presente invencién se caracteriza por que en él se emplea, como
un andamio para la regeneracidon nerviosa, un colageno que ha sido purificado con objeto de hacer que la
concentracion del cloruro sédico que lo contamina durante las operaciones de produccion de colageno no sea
superior a 2% en peso en estado seco.

Puesto que el colageno desempefia un papel de sustrato para diversas clases de células, su afinidad por los tejidos
es buena cuando se aplica a cuerpos vivos como un material médico, por lo que ya ha sido empleado como un
andamio para el crecimiento de células nerviosas.

El colageno convencional utilizado como un andamio para la regeneracion nerviosa se prepara normalmente del
modo siguiente. De esta manera, se emplea como material de partida la piel de cerdo recogida y congelada en una
factoria para analisis de carne, se afade a la misma una proteasa neutra, lo que va seguido de calentamiento, la
mezcla se lava repetidamente con una disoluciéon de cloruro soédico, se deshidrata, se lava con isopropanol y
acetona y se seca in vacuo, se afade el trocito desgrasado resultante a una disolucién de acido acético, se ajusta el
pH empleando acido clorhidrico, se afiade pepsina a la mezcla para descomposicion, se afiade una disolucién de
hidroxido sédico para ajustar el pH a un valor elevado (operacidon 1 para inactivacion de virus), se afade acido
clorhidrico para ajustar el pH a un valor bajo (operacién 2 para inactivacion de virus), se ajusta el pH a un valor de 2
a 3 utilizando hidréxido sédico, lo que va seguido de filtracion, se afiade una disolucion de cloruro sédico al producto
de filtraciéon para precipitacion salina, se lleva a cabo una operaciéon de concentracién por medio de separacion
centrifuga, se afade el producto concentrado a agua pura y se disuelve en ella, se afiade a la disolucion una
disolucién de cloruro sédico una vez mas para precipitacion salina y se concentra la mezcla por medio de separacion
centrifuga, lo que va seguido de liofilizacion.

El colageno convencionalmente utilizado incluye como tal las operaciones de lavado con una disolucion de cloruro
sodico y de precipitacion salina usando una disoluciéon de cloruro sodico durante su proceso de fabricacion, por lo
que la concentracion de cloruro sddico en el colageno, incluyendo aquél que esta disponible en el mercado, es 4%
en peso o mas. Los presentes inventores pensaron que la concentracion de cloruro sédico en el colageno afecta a la
vida y el crecimiento de las células nerviosas y que, cuando la concentracion es demasiado elevada, la membrana
celular resulta destruida a causa de la presiéon osmética. Por lo tanto, cuando el colageno que se purifica con objeto
de reducir la concentracion del cloruro sédico contenido en él se emplea para un tubo inductor de la regeneracion
nerviosa, el resultante tubo inductor de la regeneracién nerviosa alcanza una propiedad de adhesion celular y una
propiedad de crecimiento celular mucho mejores que las de uno en que se emplea el colageno convencional.
Basandose en el hallazgo como tal, en la presente invencion se utiliza colageno puro en el que la concentracion del
cloruro sédico contenido en él, en términos de un estado seco, ha sido reducida a 2,0% en peso o menos,
preferiblemente de 0,1 a 1,5% en peso, como un andamio del tubo inductor de la regeneracion nerviosa. La
concentracion de cloruro sédico se mide por medio de espectrofotometria de absorcién atéomica (por conversion en
ceniza). Con la finalidad de prevencion de la destruccion de la membrana celular por reducciéon de la presion
osmotica, cuanto menor sea la concentracion de cloruro sadico, mejor. Sin embargo, teniendo en cuenta el punto de
vista técnico y la estabilidad del colageno, el limite inferior sera aproximadamente 0,1% en peso. Como un método
para reducir la concentracion de sal, estan un método de precipitacion (concentracion) isoeléctrica como el descrito
mas adelante y un método de dialisis.

La medicién de la concentracion de cloruro sédico por medio de espectrofotometria de absorcién atémica se lleva a
cabo de tal modo que se ponen de 1 a 4 g de una muestra en un vaso de precipitados de cuarzo, la muestra se
carboniza mediante una elevacion gradual de la temperatura sobre un calentador eléctrico y se transforma
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finalmente en cenizas por tratamiento en un horno de mufla durante un periodo de 6 a 8 horas (500 °C), se
redisuelve el residuo en una disolucioén acuosa de acido clorhidrico al 10% en peso y se diluye la disolucién para
llevar la concentracion final a 1% en peso, y luego se lleva a cabo la medicién por medio de una espectrofotometria
de absorcién atémica con llama usando acetileno y aire. La longitud de onda de medicion es 589,6 nm.

El colageno utilizado en el tubo inductor de la regeneracion nerviosa de la presente invencion puede ser producido
mediante cualquiera de los métodos convencionalmente conocidos y, por ejemplo, puede ser producido de tal modo
que se utiliza como material de partida el colageno convencional que ha estado disponible en el mercado para uso
médico, como se menciond anteriormente, y se disuelve en agua destilada para inyeccién bajo enfriamiento a una
temperatura de 2 a 10 °C, se somete la disolucion a un ajuste del pH dentro de un intervalo de 6,0 a menos de 10,0
usando una disolucién de hidroxido sédico, se somete la disoluciéon a una precipitacion isoeléctrica y se centrifuga,
se desecha el liquido sobrenadante y se liofiliza el precipitado. Los presentes inventores hallaron que se puede
presentar una propiedad inductora de la diferenciacion celular muy superior al utilizar un colageno que tiene dicho
intervalo de puntos isoeléctricos, con lo cual se completa la presente invencién. Aunque no esta clara la razén
detallada de por qué la propiedad inductora de la diferenciacion celular resulta potenciada mediante el uso de un
colageno que tiene un punto isoeléctrico de 6,0 a menos de 10,0 como un andamio para la regeneracion nerviosa,
existe la posibilidad de que la fraccion precipitada cuando el pH es inferior a 6,0 o es 10,0 o0 mas contenga un factor
que tiene baja afinidad por las células y, por el contrario, es también probable que el colageno precipitado cuando el
pH es de 6,0 a menos de 10,0 tenga una afinidad particularmente elevada por las células. Alternativamente, el
colageno no purificado esta constituido por colageno de tipo | y colageno de tipo Ill en una proporcion de
aproximadamente 7:3, y puede haber una influencia al cambiar esta proporcion constitutiva de tipo | a tipo Ill. En la
presente invencion, el intervalo de puntos isoeléctricos es mas preferiblemente un pH de 7,0 a menos de 9,5, y mas
preferiblemente un pH de 8,0 a menos de 9,0.

El tubo inductor de la regeneracion nerviosa de la presente invencion puede ser fabricado mediante los métodos
convencionalmente conocidos y, por ejemplo, puede ser formado de tal modo que se reviste con colageno un cuerpo
tubular que comprende un polimero biodegradable y luego se llena el area interna del cuerpo tubular con el
colageno. Aunque el tamafio del cuerpo tubular puede variar dependiendo del sitio del nervio que se va a regenerar
y también de la resistencia necesaria para el mismo, es habitual que el diametro interno sea de 0,1 a 20 mm, el
diametro externo sea de 0,15 a 25 mm y la longitud sea de 1,0 a 150 mm. En realidad, se prefiere preparar
previamente en diversos tamafos los tubos inductores de la regeneracion nerviosa que comprenden cuerpos
tubulares a la vista de la restriccion temporal y el coste de produccion.

Los ejemplos del polimero biodegradable que constituye el cuerpo tubular incluyen poli(acido glicélico), poli(acido
lactico), un copolimero de acido lactico-caprolactona, un copolimero de acido glicélico-caprolactona, polidioxanona y
acido glicdlico-acido trimetilencarboxilico. A la vista de su disponibilidad y su manipulacion sencillas, se prefiere
emplear poli(acido glicélico), poli(acido lactico) o un copolimero de acido lactico-caprolactona, y se prefiere emplear
particularmente poli(acido glicélico). Cada uno de estos polimeros biodegradables puede ser utilizado solo, o se
pueden utilizar dos o mas de los mismos mediante mezclamiento. Si el colageno utilizado en la preparacion del tubo
inductor de la regeneracion nerviosa es purificado por medio de una precipitacion isoeléctrica como se define en las
reivindicaciones, el polimero biodegradable que constituye el cuerpo tubular es entonces un Unico polimero
biodegradable seleccionado de entre poli(acido glicdlico), poli(acido lactico), un copolimero de acido lactico-
caprolactona, un copolimero de acido glicdlico-caprolactona, polidioxanona, y acido glicdlico-acido
trimetilencarboxilico.

En cuanto al cuerpo tubular, se puede utilizar un cuerpo en donde el polimero biodegradable anteriormente
mencionado se ha convertido en un cuerpo tubular poroso o un cuerpo en donde multiples fibras ultrafinas del
polimero biodegradable anteriormente mencionado han sido dispuestas en haces y luego han sido tejidas en forma
tubular. El tamafio de los poros y la fraccion de huecos del elemento poroso y el tipo de punto (mallas) se pueden
ajustar apropiadamente dependiendo del uso y la resistencia pretendidos.

Se prefiere que el diametro de la fibra ultrafina que comprende el polimero biodegradable sea de 1 a 50 ym. Cuando
el diametro de la fibra es demasiado pequefio, el espacio de las fibras se vuelve denso, por lo que puede suceder
que el colageno apenas se filtre en el cuerpo tubular o que disminuya la flexibilidad del cuerpo tubular. Por el
contrario, cuando el diametro de la fibra es demasiado grande, la cantidad retenida de colageno se vuelve pequenia,
por lo que puede suceder que no aumente la velocidad de crecimiento del nervio o que la resistencia del cuerpo
tubular se vuelva insuficiente. Mas preferiblemente, el diametro de la fibra ultrafina es de 3 a 40 ym, y mas
preferiblemente de 6 a 30 um.

En la formacioén del cuerpo tubular, se prefiere que de 5 a 60 de las fibras ultrafinas que comprenden el polimero
biodegradable y que tienen el anterior diametro se dispongan en haces y se tejan alternativamente en forma de
urdimbres y tramas. Cuando los numeros de las fibras ultrafinas que se van a disponer en haces son demasiado
pequefios, puede suceder que la resistencia del cuerpo tubular se vuelva insuficiente o que no se pueda asegurar
una suficiente cantidad retenida de colageno. Por el contrario, cuando los nimeros de las fibras ultrafinas que se van
a disponer en haces son demasiados, puede suceder que no se pueda preparar un cuerpo tubular de diametro fino o
que no se pueda asegurar la flexibilidad del cuerpo tubular. Mas preferiblemente, los nimeros de las fibras ultrafinas
son de 10 a 50, y mas preferiblemente de 20 a 40.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2555978 T3

Cuando se forma un cuerpo tubular mediante una tejedura alterna de los haces de fibras ultrafinas, se prefiere que el
tamafio de los poros de la red sea aproximadamente de 5 a 300 pm, y mas preferiblemente de 10 a 200 ym. Cuando
el tamafio de los poros de la red es demasiado pequefio, puede suceder que el crecimiento de las células y los
tejidos resulte inhibido a causa de la reducciéon de la invasion de vasos sanguineos capilares o a causa de la
reduccion de la permeabilidad del agua. Cuando es superior a aproximadamente 300 pum, la invasion de los tejidos
se vuelve excesiva, por lo que el crecimiento de las células y los tejidos puede resultar inhibido.

En la presente invencion, se reviste la superficie externa del cuerpo tubular aplicando varias veces una disolucién de
colageno mediante un método que es conocido entre las personas expertas en la técnica, mientras que se llena la
zona interna (la luz) del cuerpo tubular cargando colageno en ella. La disolucién de colageno utilizada en este
proceso puede contener laminina, proteoglicano de sulfato de heparan, entactina y factor de crecimiento. Los
ejemplos del factor de crecimiento incluyen el factor de crecimiento epidérmico (EGF; del inglés, epidermal growth
factor), el factor de crecimiento de fibroblastos (BFGF; del inglés, fibroblast growth factor), el factor de crecimiento
nervioso (NGF; del inglés, nerve growth factor), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF; del inglés,
platelet-derived growth factor), el factor 1 de crecimiento de tipo insulina (IGF-1; del inglés, insulin-like growth factor
1) y el factor B de crecimiento transformante (TGF-§; del inglés, transforming growth factor-g). Con respecto a la
disolucion de colageno, se prefiere que, después de cada aplicacion de la misma en forma de una disolucion en
acido clorhidrico usando una brocha o un pincel, se deje que se seque completamente la disolucién y luego se lleve
a cabo la siguiente aplicacion, por medio de lo cual se realiza una pluralidad de aplicaciones.

Se prefiere que el cuerpo tubular que se reviste o llena de colageno sea sometido a tratamientos de congelacion,
liofilizacidon y entrecruzamiento para entrecruzar el colageno. La congelacion se lleva a cabo bajo la condicion de
preferiblemente -10 a -196 °C, y mas preferiblemente de -20 a -80 °C, durante un periodo de 3 a 48 horas. Como
resultado de la congelacion, se forma un fino hielo entre las moléculas de colageno y en la disolucion de colageno se
produce una separacion de fases que da lugar a una esponja. Después de esto, la anterior disolucién de colageno
congelada es liofilizada in vacuo a una temperatura inicial de -40 a -80 °C y durante un periodo de aproximadamente
12 a 48 horas. Como resultado de la liofilizaciéon, se evapora el fino hielo entre las moléculas de colageno y, al
mismo tiempo, la esponja de colageno se vuelve fina. Los ejemplos del método de entrecruzamiento incluyen
entrecruzamiento por rayos y, entrecruzamiento por radiacion ultravioleta, entrecruzamiento por rayos electrénicos,
entrecruzamiento por deshidratacion térmica, entrecruzamiento con glutaraldehido, entrecruzamiento epoxidico y
entrecruzamiento con carbodiimida soluble en agua, y, entre estos, se prefiere un entrecruzamiento por
deshidratacion térmica en el que el grado de entrecruzamiento puede ser facilmente controlado y el cuerpo vivo no
resulta afectado ni siquiera al llevarse a cabo el tratamiento de entrecruzamiento. El entrecruzamiento por
deshidratacion térmica se lleva a cabo in vacuo a una temperatura, por ejemplo, de aproximadamente 105 a 150 °C,
mas preferiblemente de aproximadamente 120 a 150 °C, y mas preferiblemente de aproximadamente 140 °C,
durante un periodo de aproximadamente 6 a 24 horas, mas preferiblemente de aproximadamente 6 a 12 horas, y
mas preferiblemente de aproximadamente 12 horas. Cuando la temperatura de entrecruzamiento es demasiado
elevada existe la posibilidad de que se reduzca la resistencia del material biodegradable y bioabsorbible, mientras
que, cuando es demasiado baja, existe la posibilidad de que no tenga lugar una suficiente reaccion de
entrecruzamiento.

Ejemplos

A continuacién se mostraran experimentos que demuestran realmente la superioridad del colageno de la presente
invencion.

Medicion de la concentracion de cloruro sédico

La mediciéon de la concentracion de cloruro sédico por espectrometria de absorcién atomica se lleva a cabo de tal
modo que se ponen de 1 a 4 g de una muestra en un vaso de precipitados de cuarzo, y la muestra se carboniza
sobre un calentador eléctrico elevando gradualmente la temperatura y se transforma finalmente en cenizas en un
horno de mufla durante un periodo de 6 a 8 horas (500 °C). El residuo es redisuelto en una disolucidon acuosa de
acido clorhidrico al 10% en peso, y la disolucion es diluida para llevar la concentracion final a 1% en peso y es
sometida a la medicién por medio de un método de absorcién atémica con llama usando acetileno-aire. Por cierto, la
longitud de onda de medicién es 589,6 nm.

Experimento 1: Experimento para la incubacién de gel de colageno
1. Objeto de este experimento

Normalmente, en los experimentos de incubacién de células es fundamental una incubacién bidimensional sobre el
fondo de una placa de pocillos. Sin embargo, se ha dicho que, cuando se lleva a cabo una incubacion tridimensional,
el comportamiento de las células es muy diferente de aquél en el caso de la incubacion bidimensional y, al evaluar la
regeneracion nerviosa, se ha creido que la incubacion tridimensional es un sistema que esta mas proximo al sistema
real. En consecuencia, en este experimento se lleva a cabo una incubacion tridimensional usando gel de colageno
con la finalidad de confirmar si el comportamiento de las células incubadas es diferente dependiendo del tipo del
colageno.
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2. Colageno utilizado en este experimento
(1) Colageno para los ejemplos comparativos

Como un colageno para los ejemplos comparativos se us6 "NMP Collagen PS", fabricado por Nippon Ham. Este
colageno para los ejemplos comparativos se fabrica de tal modo que se emplea piel de cerdo como material de
partida y se somete a los tratamientos de desgrase y purificacion. El tratamiento de desgrase incluye repetidas
operaciones de lavado usando una disolucion de cloruro sédico, mientras que el tratamiento de purificacion incluye
una operacion de precipitacion salina usando cloruro sédico. Cuando este colageno para los ejemplos comparativos
fue sometido a medicion por medio de una espectrometria de absorcion atémica (mediante conversion en cenizas),
contenia 4,0% en peso de cloruro sédico en su estado seco.

(2) Colageno de los ejemplos de la invencion

Se utilizé6 como material de partida una parte del anterior colageno para los ejemplos comparativos y se purificé por
medio de una precipitacion isoeléctrica en donde el pH era 8 o mas e inferior a 9, con lo cual se preparo el colageno
de los ejemplos de la invencion. Cuando este colageno de los ejemplos de la invencion fue sometido a medicién por
medio de una espectrometria de absorcion atémica (mediante conversiéon en cenizas), contenia 1,0% en peso de
cloruro sédico en su estado seco.

3. Preparacion de medio de gel de colageno

Cada una de las dos clases de colageno anteriormente preparadas fue disuelta en acido clorhidrico de acuerdo con
el método convencional para preparar una disolucion de colageno al 0,5% en peso en acido clorhidrico. Se
afadieron 300 pl de la disolucion de colageno de los anteriores ejemplos de la invencion a cada uno de ocho pocillos
de una microplaca de 24 pocillos (fabricada por Iwaki), mientras que se afiadieron 300 pl de la disolucion de
colageno de los ejemplos comparativos a cada uno de otros ocho pocillos de la misma placa. Después de eso, se
dejo la placa en reposo a 37 °C en una incubadora durante 30 minutos.

4. Incubacion de las células PC12 con gel de colageno

(1) Se cultivaron previamente células PC12 (células procedentes del feocromocitoma adrenal de ratas desarrollado
por Dainippon Pharmaceutical Laboratory Products) en un medio DMEM hasta seis subcultivos, las células se
recuperaron por separacion centrifuga y se suspendieron en 15 ml del medio DMEM para ajustar los numeros
celulares a 1 x 10° células, y luego se anadieron a las mismas 15 pl de una disolucion de 50 ug/ml de NGF (factor de
crecimiento celular fabricado por R&D Systems Inc.; un tampdén de fosfato), con lo cual se preparé una disolucion de
cultivo.

Por cierto, el medio DMEM es uno en el que se afiaden 25 ml de suero bovino fetal (fabricado por Dainippon
Pharmaceutical Laboratory Products), 50 ml de suero equino (fabricado por Dainippon Pharmaceutical Laboratory
Products) y 5 ml de una disolucién 200 mM de glutamina (fabricada por Dainippon Pharmaceutical Laboratory
Products; 29,23 mg/ml) a, y se mezclan con, 500 ml de un medio liquido RPMI 1640 (fabricado por Dainippon
Pharmaceutical Laboratory Products; que no contiene acido glutamico y contiene bicarbonato sédico).

(2) Se echaron gota a gota 300 pl de la disolucién de cultivo preparada de tal modo al pocillo del medio de colageno
previamente preparado.

(3) La placa de pocillos fue incubada en una incubadora (37 °C; concentracion de CO,: 5,0%) durante cuatro dias.
5. Observacion del estado de las células

Después de la incubacion durante cuatro dias, se observo el estado de las células en el gel de colageno bajo un
microscopio y se tomaron fotografias de los ejemplos representativos de dicho estado. Los resultados se muestran
en la Figura 1y la Figura 2.

6. Medicién de los niumeros de células vivas

(1) Con objeto de medir los niumeros de células vivas después de la incubacion durante cuatro dias, se echaron gota
a gota 50 pl de una disolucion de colagenasa al 1% en peso a cada pocillo y se agité suavemente la mezcla junto
con el pocillo, con lo cual se disolvio el gel de colageno a 37 °C en menos de 30 minutos.

(2) Una vez disuelto el gel de colageno, se afiadieron 50 pl de una disolucién de ensayo de MTT a cada pocillo y se
dejo luego la placa en reposo en una incubadora durante 30 minutos.

(3) Tras ser dejada la placa en reposo durante 30 minutos, se midi6 la absorbancia a 450 nm y se determinaron el
valor medio y la desviacion estandar para cada gel de colageno a partir de los valores de la absorbancia en ocho
pocillos, y el resultado se muestra en la Figura 3 en forma de grafico. Por cierto, en el grafico de la Figura 3, la
absorbancia del colageno de los ejemplos de la invencion se expresa en términos de un valor relativo, definiéndose
como 100 la absorcion media de los geles de colageno de los ejemplos comparativos. Mientras tanto, la absorcion

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2555978 T3

corre en paralelo a los nUmeros de células vivas.
7. Consideracion de este experimento
(1) Observacion del estado de las células

Como resulta evidente de la comparacion de la Figura 1 con la Figura 2, la incubacion en que se usa el colageno de
los ejemplos de la invencién (Figura 1) muestra mejor crecimiento de las células que la incubacién en que se usa el
colageno de los ejemplos comparativos (Figura 2), y la elongacion de la neurita también es significativa.

(2) Medicion de numeros de células vivas

Como resulta evidente de la Figura 3, la absorbancia de la incubacién en que se emplea el colageno de los ejemplos
de la invencién es mayor que la absorbancia de la incubacion en que se emplea el colageno de los ejemplos
comparativos en un grado de 39% de media, y la diferencia como tal es ademas una diferencia significativa a la vista
de la estadistica (p < 0,01). En consecuencia, a partir del resultado de la Figura 3, se advierte que el colageno de los
ejemplos de la invencion tiene una capacidad de crecimiento celular significativamente mayor que el colageno de los
ejemplos comparativos.

(3) A partir de los resultados anteriores se concluye que el colageno de los ejemplos de la invencion es mejor que el
colageno convencional de los ejemplos comparativos en términos de capacidad de crecimiento celular y capacidad
para inducir diferenciacion.

Experimento 2: Experimento sobre la propiedad adhesiva del revestimiento de colageno
1. Objeto de este experimento

Un objeto del mismo es que, para comparar la propiedad de adhesion celular entre el colageno de los ejemplos de la
invencion y el colageno convencional, las células flotantes después de la incubacién en ambos colagenos fueron
aspiradas y eliminadas usando un aspirador, sélo se midieron las células adheridas a la placa y se compararon sus
numeros para confirmar si habia una diferencia significativa en la propiedad adhesiva de las células dependiendo del
tipo del colageno.

2. Preparacion del revestimiento de colageno

(1) Se diluyeron el colageno de los ejemplos de la invencion y el colageno de los ejemplos comparativos con acido
clorhidrico para llevar la concentracion a 0,05% en peso y se pusieron 300 pl de cada una de esas disoluciones de
colageno en cada uno de ocho pocillos de una microplaca de 24 pocillos (fabricada por Iwaki), dejandose luego
reposar la microplaca en un frigorifico durante una hora.

(2) Tras ser dejada la microplaca en reposo durante una hora, se aspir6 la disolucién de colageno de cada pocillo
usando un aspirador y se sometio el revestimiento de colageno adherido al pocillo a un secado natural durante 1
hora en una camara limpia.

3. Incubacion de las células PC12 con el revestimiento de colageno

(1) Se cultivaron previamente células PC12 (células procedentes del feocromocitoma adrenal de ratas desarrollado
por Dainippon Pharmaceutical Laboratory Products) en un medio DMEM hasta seis subcultivos, las células se
recuperaron por separacion centrifuga y se suspendieron en 25 ml del medio DMEM para ajustar los numeros
celulares a 5 x 10° células, y luego se afadieron a las mismas 25 pl de una disolucion de 50 ug/ml de NGF (factor de
crecimiento celular fabricado por R&D Systems Inc.; un tampén de fosfato), con lo cual se preparé una disolucion de
cultivo.

(2) Se echaron gota a gota 300 pl de la disolucion de cultivo preparada de tal modo al pocillo del medio de colageno
previamente preparado.

(3) La placa de pocillos fue incubada en una incubadora (37 °C; concentraciéon de CO2: 5,0%) durante cinco dias.
4. Medicion de los numeros de células adheridas

(1) Con objeto de eliminar las células flotantes y las células que no estaban firmemente adheridas, se aspiraron
todos los medios inclinando la placa de pocillos en un angulo de 85°. En todo momento se prestd la maxima
atencioén para no aspirar las células adheridas.

(2) Después de esto, se afiadieron 300 ul de un medio DMEM y 30 ul de una disolucion de ensayo de MTT a cada
pocillo y se dejo luego la placa en reposo en una incubadora durante 30 minutos.

(3) Tras ser dejada la placa en reposo durante 30 minutos, se midi6 la absorbancia a 450 nm y se determinaron el
valor medio y la desviacién estandar para cada revestimiento de colageno a partir de los valores de la absorbancia
en ocho pocillos, y el resultado se muestra en la Figura 4 en forma de grafico. Por cierto, en el grafico de la Figura 4,
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la absorbancia del revestimiento de colageno de los ejemplos de la invencion se expresa en términos de un valor
relativo, definiéndose como 100 la absorcion media del revestimiento de colageno de los ejemplos comparativos.

5. Consideracion de este experimento

Como resulta evidente de la Figura 4, la absorbancia que expresa los numeros de células adheridas del
revestimiento de colageno de los ejemplos de la invencién era mayor que la absorbancia del revestimiento de
colageno de los ejemplos comparativos en un grado de 49% de media, y la diferencia como tal fue ademas una
diferencia que era significativa en términos de estadistica (0,01 < p < 0,05). La propiedad de adhesion celular es un
factor muy importante para el andamio en la medicina de regeneracion y, del resultado de la Figura 4, se advierte
que el colageno de la presente invencion es adecuado para utilizar como un andamio para la regeneracion nerviosa
en comparacion con el colageno convencional.

Experimento 3: Experimento de incubacién del revestimiento de colageno en el que se cambia la concentracion de
cloruro sédico

1. Objeto de este experimento

Un objeto del mismo es comprobar el grado de influencia de la diferencia en las concentraciones del cloruro sédico
contenido en el colageno, sobre la vida y el crecimiento de las células.

2. Preparacion del revestimiento de colageno

(1) Se prepararon el colageno de los ejemplos de la invencion empleado en el Experimento 1, en el que se llevo la
concentracion de cloruro sédico a 5% en peso o 10% en peso mediante la adicion de cloruro sédico al colageno; y el
colageno de los ejemplos comparativos empleado en el Experimento 1, en el que se llevd la concentracion de
cloruro sédico a 5% en peso o 10% en peso mediante la adicién de cloruro sédico al colageno (véanse los
revestimientos 1 a 6 de colageno de la Figura 5). Se prepar6 cada uno de los colagenos en una disolucion al 0,01%
en peso en acido clorhidrico y se echaron gota a gota 300 pl de cada colageno en cuatro pocillos usando dos
microplacas de 24 pocillos (fabricadas por lwaki), dejandose luego reposar las microplacas en un frigorifico durante
una hora.

(2) Tras ser dejadas las microplacas en reposo durante una hora, se aspir6 la disolucion de colageno de cada pocillo
usando un aspirador y se sometio el revestimiento de colageno adherido al pocillo a un secado natural durante 1
hora en una camara limpia.

3. Incubacién de las células PC12 con el revestimiento de colageno

(1) Se cultivaron previamente células PC12 (células procedentes del feocromocitoma adrenal de ratas desarrollado
por Dainippon Pharmaceutical Laboratory Products) en un medio DMEM hasta seis subcultivos, las células se
recuperaron por separacion centrifuga y se suspendieron en 15 ml del medio DMEM para ajustar los numeros
celulares a 1 x 10° células, y luego se anadieron a las mismas 15 pl de una disolucién de 50 ug/ml de NGF (factor de
crecimiento celular fabricado por R&D Systems Inc.; un tampdén de fosfato), con lo cual se preparé una disolucion de
cultivo.

(2) Se echaron gota a gota 300 pl de la disolucion de cultivo preparada de tal modo al pocillo del medio de colageno
previamente preparado.

(3) La placa de pocillos fue incubada en una incubadora (37 °C; concentraciéon de CO2: 5,0%) durante cinco dias.
4. Medicion de los nimeros de células vivas

(1) Se anadieron 30 pl de una disolucion de ensayo de MTT a cada pocillo y se dejo6 luego la placa en reposo en una
incubadora durante 30 minutos.

(2) Tras ser dejada la placa en reposo durante 30 minutos, se midi6 la absorbancia a 450 nm y se determinaron el
valor medio y la desviacién estandar para cada revestimiento de colageno a partir de los valores de la absorbancia
en ocho pocillos, y el resultado se muestra en las Figuras 6 y 7 en forma de graficos. Por cierto, en los graficos de
las Figuras 6 y 7, la absorbancia del revestimiento de colageno de los ejemplos de la invencion se expresa en
términos de un valor relativo, definiéndose como 100 la absorcién media del revestimiento de colageno de los
ejemplos comparativos.

5. Consideracioén de este experimento

Como resulta evidente de las Figuras 6 y 7, existe la tendencia de que, cuanto mayor es la absorbancia, menor es la
concentracion de cloruro sddico en el colageno y de que la absorbancia del cultivo al utilizar el colageno de los
ejemplos de la invencion [revestimiento 1 de colageno (concentracion de cloruro sédico: 1% en peso)] era mayor que
la absorbancia del cultivo al usar el colageno de los ejemplos comparativos [revestimiento 6 de colageno
(concentracion de cloruro sédico: 10% en peso)] en un grado de 27% de media, siendo ademas dicha diferencia una
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diferencia que era significativa en términos de estadistica (p < 0,01). A partir de los resultados de las Figuras 6y 7,
se advierte que el colageno de los ejemplos de la invencion que contiene baja concentracion de cloruro sédico es
superior al colageno de los ejemplos comparativos en cuanto a capacidad de crecimiento celular.

Experimento 4: Experimento para evaluar la diferenciacién celular por incubacién de células de crestas neurales
usando colagenos que tienen diferentes puntos isoeléctricos

1. Objeto de este experimento

Un objeto del mismo es comprobar el grado de influencia de la diferencia en los puntos isoeléctricos del colageno
sobre la diferenciacion celular.

2. Preparacion de polvo de colageno concentrado por medio del punto isoeléctrico

(1) Se afadio agua Milli Q a 6 g de NMP Collagen PS para preparar 1000 ml, en total, de una disolucion de colageno
al 0,6% en peso.

(2) Se agité la mezcla sobre hielo durante un periodo de uno a tres dias para que se disolviera completamente el
colageno en el agua.

(3) Se anadid gota a gota una disolucion 1 N de NaOH a la disolucién y se recuperaron en otro recipiente 200 ml de
una disolucién de colageno que contenia el precipitado en un estado de pH de 5,5.

(4) Se continud la adicion gota a gota de la disolucion 1 N de NaOH vy, similarmente, se recuperaron en otros
recipientes 200 ml de disolucién en cada uno de los estados de pH de 8,5y 10,2.

(5) Cada una de las tres muestras resultantes fue transferida a un tubo de centrifuga y fue centrifugada a 3000 rpm
durante 45 minutos.

(6) El liquido sobrenadante de cada tubo de centrifuga fue desechado y el precipitado fue congelado a -40 °C
durante la noche y fue tratado durante dos dias en una maquina liofilizadora.

(7) Las muestras resultantes fueron sucesivamente denominadas "muestra 1" (pH de 5,5), "muestra 2" (pH de 8,5) y
"muestra 3" (pH de 10,2).

En cada una de las muestras de colageno la concentracion de cloruro sédico era 1,2% en peso.
3. Preparacion de la disolucién de colageno

(1) Se afadio una disolucion 0,001M de HCI a 300 mg de cada una de las anteriores muestras 1, 2 y 3 para preparar
10 ml, en total, de una disolucién de colageno al 0,3% en peso.

(2) Se llevé un mezclamiento a cabo utilizando un aparato Voltex y luego se dejo6 reposar la mezcla a 4 °C durante la
noche para que se disolviera completamente ese colageno.

(3) Se afiadieron 9 ml de una disolucion 0,001M de HCI a 1 ml de cada muestra de concentracion 0,3% en peso, lo
que fue seguido de un buen mezclamiento para preparar una disolucion de colageno al 0,03% en peso.

(4) Se pusieron 200 ul de cada una de las anteriores disoluciones de colageno al 0,03% en peso en cada pocillo de
una microplaca de 24 pocillos (fabricada por Iwaki) y luego se dej6 reposar la microplaca a temperatura ambiental
(20 °C) durante diez minutos.

(5) Se aspird la disolucién de colageno, se afiadié 1 ml de PBS (-) a los pocillos y se aspird la mezcla, realizandose
repetidos lavados.

(6) La microplaca fue simplemente dejada reposar en una camara limpia para que se secara.
4. Incubacion de las células

(1) Se diluyeron células pigmentarias procedentes de la cresta neural (desarrolladas por Kurabo Industries; n° de
codigo: KM-4009MP) con un medio exclusivo para ellas (fabricado por Kurabo Industries; n° de cédigo: M-254-500 +
n° de codigo: S-002-5) para obtener 3,75 x 10* células por ml y luego se sembraron 500 pl de la dilucién en cada
pocillo.

(2) Se llevé a cabo una incubacion durante cuatro dias a 37 °C, siendo 5,0% la concentracion de COx.

(3) Una vez aspirado el medio, se afiadieron en seguida 500 pl del medio exclusivo a las células y, después de eso,
se llevd a cabo una incubacion durante tres dias a 37 °C, siendo 5,0% la concentracion de CO..

(4) Una vez aspirado el medio, se afiadieron en seguida 500 pl del medio exclusivo a las células, se llevd a cabo una
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incubacion durante cuatro dias mas a 37 °C, siendo 5,0% la concentracion de COy, y, después de eso, se observo el
grado de diferenciacion celular en cada pocillo.

5. Consideracion de este experimento

Como resulta evidente de las Figuras 8 a 10, se advirtieron diferencias significativas en los niveles de diferenciacion
celular dependiendo de las diferencias en el punto isoeléctrico del colageno y se pudo confirmar, a partir de la
observacion de la forma celular, que la diferenciacion estaba significativamente activada en la muestra 2 (pH de 8,5).

Se confirmé ademas de las Figuras 11 y 12 que, cuando se calculaba la proporciéon de las células diferenciadas en
las células vivas totales, la proporcion de diferenciacion celular (%) era mayor cuando el pH era 8,5 que en los casos
en que los pHs eran 5,5y 10,2.

Proporcion de diferenciacién celular (%) = (nimero de células diferenciadas)/(numero total de células vivas).

A la vista del hecho de que, en general, el colageno se metaboliza/absorbe in vivo en un plazo de aproximadamente
dos semanas, se cree que, si se dispone de una proporcion de diferenciacion celular de 40% o mas después de la
incubacion durante 11 dias, se alcanza un buen resultado en el campo real de la regeneracién nerviosa. La
proporcion de diferenciacion celular es mas preferiblemente no inferior a 50%, mas preferiblemente no inferior a 60%
y mas preferiblemente no inferior a 70%.

Aplicabilidad industrial

Puesto que el tubo inductor de la regeneracion nerviosa de acuerdo con la presente invencion es excelente en
términos de propiedad de adhesion celular, capacidad de crecimiento celular y capacidad para inducir diferenciacion
celular, su aplicacién en la medicina de regeneracion nerviosa se amplia y es bastante Util.
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REIVINDICACIONES

Un método para preparar un tubo inductor de la regeneracién nerviosa, en donde se utiliza colageno como un
andamio para la regeneracion nerviosa y en donde la concentracion de cloruro sddico del colageno en estado
seco no es superior a 2,0% en peso, método que:

(i) comprende la operacion de purificar el colageno por medio de una precipitacion isoeléctrica en la que el pH
es 6,0 o superior y es inferior a 10,0, y comprende ademas la operacion de formar el tubo inductor de la
regeneracion nerviosa revistiendo con el colageno un cuerpo tubular que comprende un polimero
biodegradable y llenando el cuerpo tubular con el colageno, en donde el polimero biodegradable que
constituye el cuerpo tubular es un unico polimero biodegradable seleccionado de entre poli(acido glicdlico),
poli(acido lactico), un copolimero de acido lactico-caprolactona, un copolimero de acido glicolico-
caprolactona, polidioxanona y acido glicélico-acido trimetilencarboxilico; o

(ii) comprende la operacion de purificar el colageno por medio de un método de dialisis.

El método para preparar el tubo inductor de la regeneracion nerviosa segun la Reivindicaciéon 1, en donde se
utiliza colageno como un andamio para la regeneracion nerviosa y en donde la concentracion de cloruro sédico
del colageno en estado seco no es superior a 2,0% en peso, método que comprende la operacion de purificar el
colageno por medio de una precipitacion isoeléctrica en la que el pH es 6,0 o superior y es inferior a 10,0, y
comprende ademas la operacion de formar el tubo inductor de la regeneracion nerviosa revistiendo con el
colageno un cuerpo tubular que comprende un polimero biodegradable y llenando el cuerpo tubular con el
colageno, en donde el polimero biodegradable que constituye el cuerpo tubular es un Unico polimero
biodegradable seleccionado de entre poli(acido glicdlico), poli(acido lactico), un copolimero de acido lactico-
caprolactona, un copolimero de acido glicélico-caprolactona, polidioxanona y acido glicolico-acido
trimetilencarboxilico.

El método para preparar el tubo inductor de la regeneracion nerviosa segun la Reivindicaciéon 1, en donde se
utiliza colageno como un andamio para la regeneracion nerviosa y en donde la concentracion de cloruro sédico
del colageno en estado seco no es superior a 2,0% en peso, método que comprende la operacion de purificar el
colageno por medio de un método de dialisis.

El método segun la Reivindicacion 3, que comprende ademas la operacion de formar el tubo inductor de la
regeneracion nerviosa revistiendo con el colageno un cuerpo tubular que comprende un polimero biodegradable
y llenando el cuerpo tubular con el colageno.

El método segun cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 4, en donde la concentracion de cloruro sédico del
colageno en estado seco es de 0,1 a 1,5% en peso.
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Figura 1

Estado de las células en el gel de colageno de los ejemplos de la
invencion después de una incubacién durante cuatro dias

)

Las células creceny las Las neuritas se alargan en
neuritas se alargan cierta direccién

Las neuritas se alargan en Las células y las neuritas se
tres dimensiones alargan en cierta direccién
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Figura 2

Estado de las células en el gel de colageno de los ejemplos comparativos
después de una incubacion durante cuatro dias

(1)

Las células no crecen bien y Las células no crecen bien y
casi no existen neuritas casi no existen neuritas

Las células no crecen bien y
casi no existen neuritas
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Figura 3

ES 2555978 T3
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de colageno

comparativos

Figura 5
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Figura 7
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Figura 9
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Figura 11

Proporcion de diferenciacion celular (%)
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Figura 12
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