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DESCRIPCION

Matriz biodegradable de dos capas para prevenir las adherencias posquirdrgicas, en particular en la reparacion de
hernias

La presente invencion se refiere a una matriz biodegradable de dos capas para prevenir adherencias posquirurgicas,
en particular tras la reparacion de tejidos blandos en cirugia abdominal, por ejemplo en la reparacion de hernias, en
el interior del cuerpo de un mamifero, de acuerdo con lo que se reivindica en la reivindicacion 1. Ademas, la inven-
cion se refiere a un procedimiento para preparar la matriz biodegradable como se define en la reivindicacion 10.

Cualquier traumatismo de un tejido suele ir seguido de la cicatrizaciéon, que normalmente va acompanada de la for-
macion de tejido cicatrizante colagenoso. Cualquier traumatismo fisico, quimico o por radiacion en un tejido bioloégico
consistente en diversas células, matriz extracelular y tejido conjuntivo puede provocar la muerte de estas células y
estructuras. El proceso de curacion de los tejidos dafiados implica varios pasos que también se encuentran en los
procesos inflamatorios. Especificamente, los primeros pasos en la cicatrizacion de heridas implican la eliminacion de
tejidos necroticos, células muertas y restos. En un segundo paso, los tejidos eliminados son sustituidos, entre otras
cosas, por células inflamatorias y fibroblastos responsables de la produccion de colageno en sus diversas formas, lo
que conduce a la formacién de tejidos cicatrizantes. Esta formacién de cicatriz es deseable para cerrar el defecto en
el tejido blando. Sin embargo, si el dafio tisular afecta a dos 0 mas tejidos que se encuentran en proximidad cercana
de unos con los otros, el proceso de cicatrizacion también puede dar lugar a la formacion de una conexién no
deseada de tejidos originalmente separados. Esta conexion suele ser denominada como formacion de adherencias.

En los procedimientos quirdrgicos, normalmente se producen multiples traumatismos tisulares previos y/o causados
por la incisién realizada por el cirujano para llegar a la zona quirurgica. En consecuencia, las adherencias postqui-
rargicas entre tejidos y/u érganos se encuentran entre las complicaciones mas comunes que se producen tras cual-
quier tipo de cirugia. Sucesos tales como una hemorragia y/o inflamacion excesivas, o el contacto intimo entre teji-
dos aumentan sustancialmente la probabilidad de formacién de adherencias en el lugar del traumatismo. Las conse-
cuencias para los pacientes causadas por tales adherencias suelen ser dolor cronico y trastornos funcionales, y en
muchos casos requeriran una nueva intervencion.

Las adherencias pueden producirse en diversas formas e intensidades. En el campo de la cirugia abdominal, la
formacion de adherencias es motivo de especial preocupacion. Las adherencias en la zona abdominal suelen ser
consecuencia de un traumatismo abdominal, frecuente en las colisiones automovilisticas, o son causadas por inter-
venciones quirurgicas. En lo que se refiere a esta ultima causa, se ha observado que las adherencias intra - abdomi-
nales suelen producirse en el lugar de los procedimientos quirdrgicos o intervencionistas para los que es preciso
abrir la pared abdominal a través de todas las capas abdominales y el peritoneo. Después de suturar la incision, el
proceso de cicatrizacion afecta a todas las capas abdominales, en particular también a la zona del peritoneo situada
a lo largo de la incision. Como resultado, es probable que los procesos fisioldgicos de cicatrizacion en el abdomen
provoquen adherencias entre los tejidos del peritoneo y los 6rganos intra - abdominales adyacentes. Se ha demos-
trado que tales adherencias se presentan en forma de adherencias densas que forman bandas anchas o como cor-
dones fuertes y tensos de unos pocos milimetros de diametro que pueden atravesar toda la cavidad abdominal. Se
han observado incluso formas extremas de adherencias abdominales que cubren zonas enteras del abdomen, lo
que imposibilita la diseccion entre, por ejemplo, las asas del intestino delgado y el peritoneo, y a menudo provoca la
perforacion de las asas del intestino delgado o grueso durante la exploracion quirdrgica.

Aunque es indeseable en general, la aparicion de adherencias posquirurgicas es especialmente preocupante en la
reparacion quirurgica de hernias. Una hernia es una afeccion definida como el desplazamiento anormal de un 6r-
gano o de tejidos que sobresalen a través de la pared de una cavidad. Aunque las hernias pueden producirse en
diversos lugares, lo mas frecuente es que afecten al abdomen, concretamente a la pared abdominal, siendo la ingle
el sitio mas frecuente. Las hernias inguinales suelen ser de tipo inguinal, pero también pueden ser femorales. Las
hernias abdominales se producen en lugares especificos dentro de puntos débiles de la pared abdominal, tales co-
mo las hernias de hiato, umbilicales, periumbilicales o de Spiegel, pero en realidad pueden producirse en cualquier
parte de la pared abdominal. Un tipo especial es la hernia incisional, que es una hernia que se produce en la zona
de una incisién quirdrgica u operacion intervencionista anterior.

Tradicionalmente, una hernia se reparaba mediante una hernioplastia abierta con suturas. Durante los meses si-
guientes a la operacion de hernia, la zona reparada estaria acumulando tejido cicatrizante, de modo que el defecto
de la hernia se cerrara y se reforzara.

Lamentablemente, en algunos pacientes se ha demostrado que el proceso de formacién de tejido cicatrizante es
deficiente, lo que después de la reparacion de la hernia da lugar a la formacion de otra hernia, es decir, a la denomi-
nada recidiva o recurrencia herniaria. Por lo tanto, en particular para la reparacion de hernias de mayor tamafo o en
caso de recidiva herniaria, los implantes de malla se utilizan hoy en dia habitualmente para la reconstruccion y el
refuerzo de la pared abdominal. En la actualidad, las mallas disponibles en el mercado que se utilizan en la repara-
cion quirurgica de tejidos blandos no son degradables o son totalmente degradables y se absorben en el organismo
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del paciente al cabo de cierto tiempo. Las mallas totalmente degradables (a menudo denominadas mallas "biologi-
cas") se desarrollaron con la esperanza de que impidieran la formacion de adherencias.

Lamentablemente, aunque son utiles para proporcionar estabilidad adicional a la zona reparada del anterior defecto
de tejido blando, tanto las mallas no degradables asi como también las biodegradables han demostrado causar
adherencias posquirurgicas. En particular, cuando se utilizan las denominadas mallas "IPOM", es decir, "mallas
preperitoneales intra - abdominales en capas", para cubrir defectos de la pared abdominal, se ha demostrado que la
formacion de bandas inflamatorias o fibrosas indeseables o de cicatrices colagenas que conectan la malla y las
estructuras intra - abdominales es la causa de dolores recurrentes y de obstruccién del intestino delgado o grueso.
Si esta ultima no se diagnostica a tiempo, puede provocar un infarto del intestino, que generalmente requiere inter-
venciones quirargicas de mayor envergadura y alto riesgo. Por ello, en caso de reparacion de hernia abdominal, la
formacion de adherencias posquirurgicas puede ser especialmente grave para el bienestar del paciente.

Con el fin de prevenir o al menos minimizar la formaciéon de adherencias postquirirgicas, se realizaron intentos de
aislar el tejido dafado y separarlo de cualquier tejido adyacente con un material biocompatible. Como resultado, se
han desarrollado barreras de adherencia, que hoy en dia estan disponibles en forma de peliculas fisicas, tejidos,
geles u otros materiales que se aplican entre las capas de tejidos al final de una intervencion quirdrgica antes de
cerrar el lugar de la incisién. Mientras se encuentra en su posicion, la barrera de adherencia actia como barrera
fisica para separar las superficies de tejido traumatizado, de modo que se evita la formacion de fibrina entre las
superficies de cicatrizacion. Entre los ejemplos de barreras antiadherencias disponibles comercialmente para su uso
en procedimientos quirurgicos se incluyen, por ejemplo:

e Preclude® es una fina lamina de ePTFE poroso (politetrafluoretileno expandido; también llamado GoreTex).
Proporciona un inserto microporoso no pegajoso, biocompatible y no inflamatorio. Sin embargo, no es ab-
sorbible ni degradable, por lo que requiere una operacion posterior para retirarlo. Ademas, debe ser sutura-
do al tejido en su lugar. Por este motivo, no se aprobé para la prevencion de adherencias en EE.UU.

e  Seprafilm® (fabricado por Genzyme) es una pelicula transparente y pegajosa compuesta de acido hialuréni-
co sadico con carboximetilcelulosa (CMC). Se adhiere a los tejidos sobre los que se aplica y se absorbe
lentamente en el organismo durante un periodo de siete dias. Su uso esta autorizado en determinados tipos
de cirugia pélvica o abdominal.

e Intercee’® (fabricado por Johnson & Johnson) es un tejido de punto compuesto por celulosa modificada que
se hincha y eventualmente se gelifica después de haber sido colocado en la zona lesionada y, al igual que
Seprafilm, forma una barrera que se absorbe lentamente a lo largo de varios dias. Esta aprobado para su
uso en cirugia pélvica.

Sin embargo, la mayor parte de estas barreras antiadherencia actualmente disponibles no impiden totalmente la
formacion de adherencias. Son especialmente inadecuados para la cirugia de reparacion de hernias, porque en este
caso no basta con impedir la formacion de tejidos de conexion entre la pared abdominal en cicatrizacién y los 6rga-
nos intra - abdominales subyacentes, sino que es al menos igual de importante garantizar que haya un crecimiento
suficiente de tejido de los tejidos adyacentes en la zona de la hernia, de forma que el hueco en la pared abdominal
quede bien cerrado. En particular, si se utilizan mallas o armazones biodegradables (temporales) para cerrar una
hernia, es esencial inducir la fibrogénesis y la formacion de cicatrices, es decir, los procesos implicados en la cicatri-
zacion de heridas, para formar una placa cicatrizante estable que evite la formacion recurrente de hernias. Por lo
tanto, el éxito de la reparacién de la hernia requiere medios que induzcan la fibrinogénesis y la formacién de tejido
puente para cerrar el defecto de tejido blando, pero sin provocar adherencias.

El documento WO 99/51163 A1 divulga una malla para cerrar una hernia, la malla comprende al menos una primera
capa de polimero degradable mas rapidamente y una segunda capa superpuesta de polimero degradable mas len-
tamente. La malla se fabrica preferentemente con PGA y PLA, pudiéndose variar la velocidad de degradacién ajus-
tando la proporcion de los dos polimeros. La segunda capa de polimero, de degradacion mas lenta, esta disefiada
para sellar la hernia hasta que se haya formado suficiente tejido nuevo (unos 6 meses). Por otra parte, se dice que la
capa de polimero que se degrada mas rapidamente favorece las reacciones inflamatorias debido a su elevada velo-
cidad de degradacion, lo que a su vez estimula la formacion de tejido cicatrizante. La malla puede incluir opcional-
mente una tercera capa, destinada a evitar que las capas de tejido se adhieran a los érganos internos.

El documento WO 2007/029913 A1 divulga una barrera antiadherente de multiples capas que comprende una capa
base estructurada nanofibrosa hecha de un polimero hidréfobo, biodegradable y biocompatible; y una capa poliméri-
ca hecha de un polimero hidréfilo de origen bioldgico, por ejemplo, colageno, gelatina, elastina, fibrina y laminina.

El documento DE 10 353 930 A1 divulga una malla textil tejida intraperitoneal (malla IPOM). La malla tiene una pri-
mera cara con filamentos hidréfobos de PVDF (fluoruro de polivinilideno) y una segunda cara con filamentos hidrofi-
los, también de PVDF. La segunda cara hidréfila esta pensada para adherirse facilmente y facilitar de esta manera el
crecimiento celular.
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El problema resuelto por la presente invencién es, por tanto, proporcionar una matriz biodegradable, que permita el
cierre rapido, seguro y estable de un defecto de tejido blando, en particular un defecto de hernia, mientras se reduce
la formacion de adherencias. Al mismo tiempo, la matriz debera ser facil y barata de fabricar y permitir su uso en
procedimientos quirdrgicos convencionales abiertos y laparoscopicos.

Este problema se resuelve con la matriz de acuerdo con la reivindicacion 1. Las realizaciones preferidas son objeto
de las reivindicaciones dependientes.

En linea con la presente invencion, se proporciona una matriz biodegradable para prevenir las adherencias posqui-
rargicas en la reparacion quirurgica de tejidos blandos, en particular después de una cirugia abdominal, dentro del
cuerpo de un mamifero. Mas concretamente, la matriz de la invencién es especialmente adecuada para cubrir zonas
del peritoneo o de la pared abdominal lesionadas durante una intervencion quirdrgica abdominal o debido a una
hernia.

El término "matriz", tal como se utiliza a lo largo de esta solicitud, se refiere a un soporte tridimensional, por ejemplo,
una malla o un armazon, con una estructura similar a una esponja, que es adecuado para ser colonizado por células.
En concreto, la matriz de la presente invencién tiene una estructura esponjosa con poros interconectados de diferen-
tes tamaros. En este sentido, la matriz sirve de plantilla tridimensional que puede ser colonizada por células o teji-
dos. Esta colonizacién puede tener lugar in vitro o in vivo. Ademas, en relacion con los trasplantes, la matriz sirve
para situar el trasplante y también como soporte para el tejido que se forma gradualmente in vivo.

La expresion "biodegradable" se refiere a un material que puede convertirse en productos metabolizables en orga-
nismos vivos (o fluidos corporales o cultivos celulares derivados de organismos vivos). Los materiales biolégicamen-
te degradables incluyen, por ejemplo, polimeros que son biorreabsorbibles y/o biogradables. "Biogradable" denota la
capacidad de ser soluble o suspendible en liquidos bioldgicos. Biorreabsorbible significa la capacidad de ser absor-
bido por células, tejidos o fluidos de un organismo vivo.

En linea con la presente invencion, la matriz incluye una capa superior porosa hecha de un primer material poliméri-
co biocompatible que comprende poli (acido lactico) (generalmente abreviado como "PLA") como componente prin-
cipal y, opcionalmente, al menos otro polimero seleccionado del grupo de poli (acido glicdlico) (generalmente abre-
viado como "PGA"), poli (acido glicélico - acido lactico) generalmente abreviado como "PLGA") y mezclas de los
mismos. El término "componente principal” significa que el contenido de PLA del primer material polimérico es mayor
que el contenido de cualquier otro polimero que pueda estar presente en el primer material polimérico.

La matriz incluye ademas una capa inferior porosa hecha de un segundo material polimérico biocompatible que
comprende como componente principal al menos un polimero seleccionado del grupo de poli (acido lactico) [PLA],
poli (acido glicdlico) [PGA], poli (acido glicdlico - acido lactico) [PLGA] y mezclas de los mismos, en el que el conte-
nido de poli (acido lactico) en el primer material polimérico es mayor que en el segundo material polimérico. El tér-
mino "mezclas de los mismos" también incluye los copolimeros de los polimeros mencionados.

Como "polimeros biocompatibles", los polimeros seran biolégicamente tolerados y no causaran rechazo cuando se
introduzcan en un organismo vivo. Para la presente invencion, los polimeros biocompatibles también abarcan los
polimeros que son reconocidos por un huésped como extrafios pero cuyo rechazo puede suprimirse mediante una
inmunosupresion adecuada.

Ambas capas de la matriz se forman como armazones porosos que comprenden una estructura similar a una espon-
ja con poros interconectados de diferentes tamafios. A este respecto, el término "poroso" se refiere a una estructura
que comprende poros, es decir, cavidades o regiones vacias. Estos poros pueden tener una forma redonda y/o una
forma angular en una seccién bidimensional y/o una forma inclinada cuando se ven tridimensionalmente. La forma
de los poros también puede caracterizarse por extensiones tales que pueden compararse con la forma de las células
nerviosas. Aunque en general, el término "poros" también se refiere a cavidades formadas por flamentos que encie-
rran una region vacia, los poros en el sentido de la presente invencion son cavidades formadas en una estructura
similar a una esponja. De este modo, las cavidades estan encerradas por paredes, como en las esponjas naturales o
los corales. Al menos algunos de los poros o cavidades estan interconectados, lo que significa que las paredes de
los poros entre dos poros adyacentes pueden comprender orificios, formando una conexién entre los citados poros
adyacentes. Esto contrasta con una estructura de malla tejida. Al menos algunos de los poros estan interconectados
de esta manera, de forma que dividen el espacio en una red intersticial conectada fluidicamente. De este modo, las
células pueden propagarse a través de la estructura de la matriz. A este respecto, se debe hacer notar que los poros
formados dentro de la capa superior y los formados dentro de la capa inferior pueden ser estructuralmente distintos
unos de los otros, por ejemplo, con respecto a su forma, tamafo y/o interconectividad.

Un elemento clave de la presente invencion es que ambas capas son biodegradables y se presentan en forma de
armazones porosos, en los que la capa superior es hidréfila, con un angulo de contacto con el agua inferior a 75°,
preferiblemente inferior a 60°, y la capa inferior es hidrofoba, con un angulo de contacto con el agua superior a 90°.
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El término "angulo de contacto”, tal como se utiliza en el contexto de la presente solicitud, se refiere al angulo de
contacto del agua sobre una superficie, es decir, al angulo formado en la interfaz en la que el agua se encuentra con
la superficie. De este modo, el "agua" utilizada para la medicién del angulo de contacto se refiere al agua pura, con-
cretamente al agua ultrapura. En particular, la medicion del angulo de contacto se lleva a cabo por el procedimiento
de la gota sésil (por ejemplo, mediante un dispositivo del tipo EasyDrop DSA20E, Kriiss GmbH) utilizando un tamafio
de gota de 0,3 0 0,1 pl. Los angulos de contacto se calculan generalmente ajustando una funcion de segmento circu-
lar al contorno de la gota colocada sobre la superficie (procedimiento "Ajuste de Circulo").

El término "hidrofilo" o "hidrofilia" utilizado en el contexto de la presente invencion se refiere a un angulo de contacto
con el agua de un area superficial de la matriz inferior a 75°.

Por otro lado, el término "hidrofobo" o hidrofobicidad se entendera como un sustrato que tiene una superficie con un
angulo de contacto con el agua superior a 90°. Con respecto a la capa inferior hidréfoba de la matriz de la invencion,
tiene preferentemente un angulo de contacto con el agua superior a 120°. Las propiedades hidréfobas suelen ser un
problema con los polimeros sintéticos, como el PLA; el PGA y el PLGA, y a menudo son incrementadas con muchos
procedimientos de postprocesado, tales como el tratamiento UV.

En particular, la capa superior de la matriz de la invencion es hidréfila a pesar de comprender los polimeros sintéti-
cos biodegradables generalmente hidréfobos que se han mencionado mas arriba. Las propiedades hidrofilas son
importantes para favorecer la penetracion y la adhesion celular.

Se ha descubierto que, gracias al primer material polimérico que comprende PLA como componente principal, las
propiedades hidrofilas de la capa superior pueden mejorarse mediante ciertos procedimientos de postratamiento, en
particular un paso de tratamiento con plasma a baja temperatura y baja presion, que se describira en detalle mas
adelante. El término "plasma" se refiere generalmente a un gas excitado y radicalizado, es decir, un gas de proceso
conductor de la electricidad en el que intervienen electrones e iones. El plasma suele generarse mediante electrodos
en una camara de vacio (la llamada "aproximacion plasmatica RF"), pero también puede generarse mediante proce-
dimientos capacitivos o inductivos, o radiacion de microondas. Mas adelante, en la seccion de experimentos, se
ofrecen mas detalles al respecto.

La matriz de la invencion proporciona multiples efectos beneficiosos: Por un lado, se ha observado que las propie-
dades hidréfilas de la capa superior de la matriz favorecen el crecimiento tisular de, por ejemplo, células peritonea-
les, células musculares lisas y fibroblastos de tejidos adyacentes en la herida que se va a cerrar, por ejemplo una
hernia, y permite una distribucién celular uniforme en la capa superior y a lo largo de ella. Ademas, la naturaleza
porosa de la capa superior proporciona un entorno estimulante de crecimiento para las células que ayudan a cons-
truir tejido de matriz extracelular y diversos tipos de fibras de colageno, formando asi una placa cicatrizante que
cierra el defecto tisular. En primer lugar, la placa cicatrizante en crecimiento establecera una conexion firme entre la
matriz degradable (y, por tanto, temporal) y los bordes del defecto tisular. En caso de hernia, la placa cicatrizante se
formara en toda la matriz para cerrar el hueco dentro de la pared abdominal. Con el tiempo, mientras continta la
degradacion de la matriz, el tejido cicatrizante recién formado asumira gradualmente la funcién de soporte necesaria
creando una cicatrizacion adicional, evitando asi la reapertura de la herida o la formacién recurrente de hernias.

Por otro lado, se ha encontrado que las propiedades hidréfobas de la capa inferior de la matriz impiden eficazmente
la adhesion de la mayoria de los tipos celulares, en particular las proteinas inflamatorias, o los fluidos hidréfilos a la
superficie inferior de la matriz, lo que impide la formacion de adherencias tisulares no deseadas. Especificamente,
cuando se probo en la reparacion de hernias abdominales, las propiedades hidréfobas de la capa inferior de la ma-
triz de la invencion impidieron con éxito la infiltracion de liquido peritoneal u otros fluidos corporales en la matriz y
minimizaron la formacion de adherencias tisulares no deseadas entre la reparacion de la hernia y las estructuras
intra - abdominales, en particular el intestino delgado.

En resumen, la matriz de la presente invencion proporciona un cierre temporal del defecto del tejido blando - por
ejemplo una hernia abdominal - y tiene los siguientes beneficios:

e Por un lado, la capa superior hidrofila porosa que recubre la hernia favorece el crecimiento y la proliferacion
de células, tales como células musculares y fibroblastos, que formaran nuevo tejido cicatrizante asumiendo
la funcién de soporte que disminuye continuamente, de la matriz. Al final, tras la degradacién completa de
la matriz (es decir, cuando se hayan absorbido los componentes poliméricos de la matriz), no quedara nin-
gun material extrafio permanente dentro del cuerpo del paciente.

e Por otra parte, las propiedades hidréfobas de la capa inferior de la matriz impiden la adhesion de células in-
flamatorias, fibrina o residuos a la matriz desde el lado intraperitoneal (es decir, el lado de la matriz que es-
ta orientado hacia la cavidad abdominal en direccion opuesta a la hernia), de modo que se evita la inflama-
cion y la formacion de tejido adhesivo entre la matriz o la placa cicatrizante recién formada y los tejidos ab-
dominales subyacentes.
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Aunque es particularmente util en la reparacion de hernias, la matriz de la invencion puede ser usada para ayudar al
proceso de curacion tras una intervencién quirirgica en general. Por ejemplo, si se realiza una cirugia abdominal y
hay inflamacién intraabdominal, es importante proporcionar una barrera entre el tejido intraabdominal inflamado y los
tejidos suprayacentes que se han cortado para acceder a la zona quirurgica, independientemente del tamafio de la
herida, por ejemplo, aunque sdlo se realice una pequefia incisién en un enfoque minimamente invasivo. Por lo tanto,
la capa hidréfoba puede proporcionar una barrera de este tipo y la capa hidroéfila puede favorecer el proceso de
curacion de las heridas quirurgicas.

Otra ventaja de la matriz de la invencidon es que ambas capas son porosas, lo que proporciona la opciéon de tener
agentes farmacoldgicamente activos - tales como factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento derivado
de plaquetas, factor de crecimiento transformante beta, factor de angiogénesis, antibiéticos, antifungicos, espermici-
das, hormonas, enzimas y/o inhibidores enzimaticos - incorporados a las capas, preferentemente a la capa superior,
para hacer llegar estos agentes al lugar de la herida y afectar positivamente al crecimiento celular, como colageno
de tipos IV y V, fibronectina, laminina, acido hialurénico y proteoglicanos, en la zona de la capa superior y adyacen-
tes a ella.

Para facilitar la adhesion y el crecimiento celular en toda la capa superior, se prefiere que toda la estructura de ar-
mazon de la capa superior tenga una superficie hidrofila, es decir, una superficie que tenga un angulo de contacto
con el agua inferior a 75°. Tales propiedades hidroéfilas se han conseguido sometiendo la matriz a tratamiento con
plasma a una temperatura inferior a 50°C y preferentemente a baja presion dentro del rango o en el rango de
102 a10°® bar, preferentemente dentro del rango de 0,1 a 1,0 mbar.

Puesto que el aumento de la hidrofilicidad ha demostrado correlacionarse con una mejor adhesion y proliferacion
celular, la capa superior de la matriz tiene preferiblemente un angulo de contacto con el agua inferior a 60°, mas
preferiblemente inferior a 45° e incluso mas preferiblemente inferior a 25°. Lo mas preferible es que el angulo de
contacto con el agua de la superficie hidrofila de la capa superior de la matriz esté comprendido entre 0° y 10°, lo
que significa que la capa superior es "superhidrofila”.

La capa superior y la inferior pueden proporcionarse como una estructura de una entidad, es decir, en la que las dos
capas estan formadas integralmente o firmemente conectadas una a la otra en mdltiples posiciones. Alternativamen-
te, las dos capas también pueden proporcionarse como dos estructuras individuales separadas una de la otra. Un
ejemplo seria que tanto la capa superior como la capa inferior se proporcionasen en forma de lamina y estuvieran
simplemente apiladas flojamente una encima de la otra.

En una realizacion particularmente preferida, las composiciones materiales de las dos capas difieren una de la otra.
La diferencia puede ser con respecto al tipo de polimero y/o al contenido de un polimero especifico en el material
polimérico. Por ejemplo, ambas capas pueden estar formadas por el mismo tipo de polimeros, pero con diferentes
proporciones de polimeros. Alternativamente, la capa superior y la capa inferior pueden diferir con respecto al tipo de
polimeros presentes en el material polimérico.

En una realizacién preferida, el primer material polimérico de la capa superior consiste en al menos un 70% de PL.
(En particular, el término "PLA" engloba todas las formas quirales de PLA, es decir, PLLA, PDLA y sus mezclas
(copolimeros)) Esto significa que la capa superior puede estar formada enteramente de PLA o puede consistir en un
70% o mas de PLA 'y un 30% o menos de al menos un polimero diferente adicional, por ejemplo PLG. Si esta pre-
sente al menos un polimero adicional, el PLA y el otro polimero o polimeros pueden formar un copolimero o la capa
superior puede proporcionarse como dos componentes separados, por ejemplo, una estructura basica de PLA con
un revestimiento del otro polimero o polimeros. Se comprobo que el PLA tiene una buena resistencia a la traccion y
un moédulo elevado. Ademas, se descubrid que el PLA era beneficioso para conseguir y mantener las propiedades
hidréfilas. Mas concretamente, se descubrié que para las estructuras porosas hechas de un material con un alto
contenido de PLA, por ejemplo, si el primer polimero consiste en al menos un 70% de PLA, la hidrofilicidad de la
superficie no sélo se podia mejorar significativamente mediante un tratamiento con plasma como el que se describe
en la presente memoria descriptiva, sino que la hidrofilicidad también podia mantenerse durante un tiempo prolon-
gado. De hecho, la hidrofilicidad también podria mantenerse después de esterilizar la matriz con peroxido de hidro-
geno (como también se describira mas adelante). Gracias a sus propiedades hidréfilas, la capa superior facilita la
adhesion de las células a la matriz y su crecimiento en ella.

Sin embargo, el PLA puro tiene el inconveniente de ser menos estable, es decir, menos resistente a la deformacion,
que, por ejemplo, el PGA. No obstante, puesto que la capa inferior puede utilizarse para proporcionar estabilidad
adicional a la matriz, la capa superior también puede consistir esencialmente en PLA. Un ejemplo especifico de un
material PLA preferido es el poli (L - lactida) que esta disponible comercialmente en Sigma Corporation (PLLA niume-
ro de catalogo P1566 ) con un peso molecular de 85.000 - 160.000 Da. Una alternativa adecuada es el PLLA de
Durect Corporation (Lactel® nimero de catalogo B6002 - 2).

Como se ha mencionado, el material polimérico de la capa superior puede estar basado en PLA, pero combinado
con uno 0 mas polimeros para aumentar la estabilidad de la capa superior. Un polimero adicional preferido es el
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PGA. Los copolimeros de PLA y PGA - denominados "poli - lactida - acido co - glicélico" (abreviados como PLGA o
PLG) - pueden ser adquiridos en diferentes proporciones de PLA/PGA con propiedades fisicas bien definidas. Al
variar la proporcion de copolimero de PLA y PGA, los distintos copolimeros de PLGA ofrecen un amplio espectro de
flexibilidades y tasas de degradacion variables, desde unos pocos dias hasta afios.

En una realizacion preferida, el segundo material polimérico de la capa inferior de la matriz consiste preferentemente
en poli (acido glicolico - acido lactico) [PLGA]. En general, cuanto mayor sea la proporcion de PGA en la composi-
cion de PLGA, mayor sera la estabilidad del polimero. Ademas, cuanto mayor es el contenido de PGA en el segundo
material polimérico, mayor es la hidrofobicidad de la capa inferior, incluso después de un tratamiento con plasma
que se utiliza para aumentar la hidrofilicidad de la capa superior. De nuevo, la capa inferior proporcionara general-
mente estabilidad adicional a la matriz, mientras que la capa superior proporciona un entorno hidréfilo y favorable a
las células que aumenta la tasa de supervivencia y proliferacion de las células sobre y dentro de la capa superior. De
esta manera, el segundo material polimérico de la capa inferior tendra generalmente un mayor contenido de PGA
que el primer material polimérico de la capa superior (ya que el primer material polimérico de la capa superior tiene
un mayor contenido de PLA que el segundo material polimérico de la capa inferior).

En una realizacion, ambas capas consisten en PLGA, pero con diferentes proporciones de PLA a PGA. Un material
polimérico preferido para la capa superior es una mezcla 85:15 de poli (acido L - lactico) (PLLA) y PGA, es decir, una
mezcla polimérica con un contenido de acido lactico (PLA) de aproximadamente 85 mol% y un contenido de acido
glicolico (PGA) de aproximadamente 15 mol%. Dicha mezcla 85:15 puede adquirirse, por ejemplo, en Evonik Indus-
tries AG (Essen, Alemania) o de la empresa Durect (Cupertino, CA, EE.UU.) bajo la marca registrada RESO-
MER® RG 858 o LACTEL® Absorbable Polymers. La capa inferior de poli (D,L - lactida - co - glicolida) puede ser una
mezcla 50:50 de PLLA y PLG, por ejemplo RESOMER® RG 502. Otras mezclas de polimeros preferidas para la capa
superior y/o inferior son poli (D,L - lactida - co - glicolida) 65:35, por ejemplo RESOMER® RG 653; poli (D,L - lactida -
co - glicolida) 75:25, por ejemplo RESOMER® RG 752; poli (D,L - lactida - co - glicolida) (elegidos siempre de forma
que el contenido en PLA del primer material polimérico sea superior al contenido en PLA del segundo material poli-
mérico).

Los procedimientos de preparacion de mallas porosas a partir de los polimeros sintéticos que se han mencionado
mas arriba son bien conocidos en la técnica. Una posibilidad es el uso de una técnica de lixiviacién salina, como se
describe, por ejemplo, en el documento EP 2256155.

Se prefiere que la capa superior comprenda o esté cubierta al menos parcialmente con al menos un polimero natural
seleccionado del grupo que consiste en colageno, gelatina, laminina, fibrindgeno, albumina, quitina, quitosano, aga-
rosa, acido hialurénico alginato y mezclas de los mismos, siendo preferible el colageno. El polimero natural propor-
ciona a la capa superior estabilidad adicional, hidrofilia y facilita la proliferacién celular. Preferiblemente, el armazén
poroso de la capa superior esta recubierto o cubierto con el polimero natural, de manera que la estructura porosa
subyacente de la capa superior no se ve modificada por el recubrimiento. Mas concretamente, se prefiere que el
polimero natural cubra la superficie de la estructura esponjosa sin formar estructuras tridimensionales adicionales
dentro de los poros de la estructura esponjosa de la capa superior. Esto garantiza que el recubrimiento no afecte
negativamente a la capacidad de las células para penetrar y extenderse dentro de la capa superior de la matriz.

En una realizacion particularmente preferida, el segundo material polimérico de la capa inferior consiste esencial-
mente en PLGA o PGA vy el primer material polimérico de la capa superior de la matriz consiste esencialmente en
PLA solo (que puede estar cubierto con un polimero natural seleccionado entre los que se han mencionado en el
parrafo anterior). De los polimeros naturales mencionados, el colageno es el mas preferido. Esto se debe a que el
colageno es una biomolécula de la matriz extracelular (MEC) y el principal componente de la piel y los huesos. Gra-
cias a su arquitectura nanofibrosa, es especialmente eficaz para promover la adhesion celular, el crecimiento y la
funcion diferenciada en cultivos de tejidos. Sin embargo, también se ha observado que la presencia de colageno en
el primer material polimérico mejora especialmente las propiedades hidréfilas de la capa superior de la matriz.

De manera especial, el término "colageno", tal como se utiliza en el contexto de la presente invencion, abarca cola-
genos derivados naturalmente y colagenos producidos sintéticamente, asi como sustancias derivadas del colageno,
tales como la gelatina, que es una forma hidrolizada de colageno. Ademas, el término "colageno" incluye también
todos los tipos de colageno. Por ejemplo, el polimero natural puede incluir sélo un tipo especifico de colageno, por
ejemplo el tipo |, o puede consistir en una mezcla de tipos de colageno, por ejemplo una mezcla de colageno tipo | y
colageno tipo V. En este ultimo caso, se da preferencia a la mezcla que contiene las proteinas en porcentajes apro-
ximadamente iguales en peso. El colageno de tipo | es el preferido, ya que es uno de los principales componentes
de los vasos sanguineos naturales y proporciona a la estructura secundaria sitios de fijacion celular, asi como resis-
tencia a la traccion. Ademas, es uno de los principales componentes de los vasos sanguineos naturales y proporcio-
na un lugar de fijacion natural para las células implicadas en el proceso de cicatrizacion de heridas. Por ultimo, pero
no por ello menos importante, también se ha demostrado que los productos de degradacion del colageno de tipo | a
[l inducen una atraccién quimiotactica de los fibroblastos humanos, lo que resulta especialmente beneficioso para el
uso previsto de la matriz de la invencion en la reparacion quirdrgica de tejidos blandos.
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En una realizacion preferida, al menos una de las capas superior e inferior, preferiblemente ambas, tiene / tienen
una forma de lamina plana y es / son deformables elasticamente para permitir su plegado o enrollado. En particular,
se prefiere que toda la matriz sea deformable elasticamente, de modo que pueda doblarse o enrollarse y pueda
volver a su forma original. Esto permite la insercion de la matriz a través de un trocar en un procedimiento laparos-
copico, por ejemplo, permitiendo una insercion IPOM de la matriz.

En general, cada capa tiene preferiblemente un grosor dentro del rango de al menos 0,1 mm a 20 mm, mas preferi-
blemente de aproximadamente 1 mm a aproximadamente 10 mm, incluso mas preferiblemente de aproximadamente
1 mm a aproximadamente 3 mm. No hace falta decir que las dos capas también pueden tener grosores diferentes.

Si se proporciona en forma de lamina, la forma exterior (vista desde arriba o en seccion longitudinal) de la matriz
puede ser de cualquier tipo, por ejemplo rectangular, cuadrada, circular, ovalada, etc., y también puede cortarse
para adaptarse a la forma del defecto de tejido blando que se va a reparar. Preferiblemente, la forma exterior de la
seccion transversal es circular u ovalada para evitar bordes afilados.

Se prefiere ademas que las capas superior e inferior - y preferiblemente toda la matriz - tengan una porosidad de al
menos el 80%, preferiblemente de al menos el 85%, mas preferiblemente de al menos el 90%. Esta porosidad ga-
rantiza que los nutrientes puedan difundirse a través de la matriz para proporcionar un entorno favorable a las célu-
las en la capa superior hidréfila que favorece la proliferacion y el desarrollo celular. Ademas, la estructura porosa
permite la incorporacion de factores de crecimiento u otras moléculas estimuladoras del crecimiento celular en la
matriz, en particular en la capa superior.

En lo que respecta al tiempo de degradacion de la matriz dentro del cuerpo - que normalmente ocurrira por medio de
la bioabsorcion de sus componentes - se prefiere que la capa superior tenga una tasa de degradacion mas rapida
que la capa inferior. En particular, el tempo de degradacion de la capa superior en el cuerpo preferiblemente va de
la mano de la formacién de tejido cicatrizante que cierra de forma segura el defecto de tejido blando cuando la matriz
se ha degradado. En particular, en la reparacion de hernias, es preferible que la capa inferior siga proporcionando un
soporte adicional cuando la capa superior se haya degradado por completo, ya que asi se evita que la hernia ante-
rior vuelva a abrirse hasta que la placa cicatrizante que se forma sobre y dentro de la capa superior en degradacion
sea lo suficientemente fuerte como para soportar la presion abdominal. Ademas, la hidrofobicidad de la capa inferior
ayuda a establecer una barrera fisica entre el tejido cicatrizante en formacion y los érganos abdominales subyacen-
tes. Por lo tanto, durante los primeros meses, cuando ese crecimiento celular es mas prominente, la formacion de
adherencias entre el nuevo tejido cicatrizante y los 6rganos intra - abdominales se evita eficazmente gracias a las
propiedades hidrofobas de la capa inferior. En el momento en que se complete la formacion de una placa cicatrizan-
te estable que cubra la antigua hernia, la capa inferior continuara degradandose, de tal forma que, por lo general,
después de 12 a 24 meses tras la implantacion de la matriz, no quedara ningun material extrafio dentro del cuerpo.

En una realizacion preferida, la matriz tiene un tiempo de degradacion total en un organismo vivo de menos de 24
meses, teniendo la capa superior un tiempo de degradacion preferido de menos de 6 meses, preferiblemente menos
de 4 meses, y la capa inferior un tiempo de degradacion preferido de al menos 4 meses, preferiblemente entre 4 y
24 meses. De esta manera, la capa inferior proporcionara una funcion de soporte adicional durante los primeros 4 a
12 meses. Al cabo de 24 meses, la capa inferior también se habra degradado mas o menos completamente.

En una realizacion especifica, se prefiere que el tiempo de degradacion de la capa superior en el organismo vivo
esté comprendido entre 1 y 4 meses, preferiblemente unos 3 meses. Para la capa inferior, en cambio, se prefiere
que el tiempo de degradacion en el organismo vivo esté comprendido entre 6 y 12 meses.

Otra ventaja de la matriz de la invencién es que permite la incorporacién de agentes en la matriz, en particular en la
capa superior, que posteriormente se suministran al defecto de tejido blando. Los agentes preferidos son el colageno
de tipo IV y V, la fibronectina, la laminina, el acido hialurénico y los proteoglicanos. Del mismo modo, también pue-
den incorporarse a la matriz agentes farmacolégicamente activos como factores de crecimiento, antibiéticos, antifun-
gicos, espermicidas, hormonas, enzimas y/o inhibidores enzimaticos.

Para promover la formacion de tejido cicatrizante en y alrededor del area de la capa superior, se prefiere que la capa
superior incluya ademas factores de crecimiento. Los factores de crecimiento suelen actuar como moléculas de
sefalizacion entre las células y a menudo promueven la diferenciacion y maduracién celular. Por ejemplo, el factor
de crecimiento epidérmico (EGF) potencia la diferenciacion osteogénica, mientras que los factores de crecimiento de
fibroblastos (FGF) y los factores de crecimiento endotelial vascular (VEGF) estimulan la diferenciacion de los vasos
sanguineos (angiogénesis). En vista del uso de la matriz en la reparacion de tejidos blandos, la capa superior incluye
preferentemente al menos un factor de crecimiento seleccionado del grupo formado por interleucinas, factor de cre-
cimiento de fibroblastos acido, factor de crecimiento de fibroblastos basico (b - FGF), factor de crecimiento epidérmi-
co, factor de crecimiento similar a la insulina, proteina de union al factor de crecimiento similar a la insulina, factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante alfa, factor de crecimiento transfor-
mante beta, VEGF y factor de crecimiento de hepatocitos (HGF). Estos factores de crecimiento son importantes para
regular la proliferacion y diferenciacion celular, la sintesis de proteinas y la remodelacion de la MEC (matriz extrace-
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lular). En particular, se ha demostrado que el b - FGF, el PDGF, el VEGF y el HGF aumentan la granulacién, la epi-
telizacion y la formacién de capilares mediante la secrecion de citocinas angiogénicas. También se ha demostrado
que inhiben la migracion de neutréfilos y macrofagos a la localizacion de la herida mediante la secrecién de factores
que inhiben la migracion y la supresién tanto de IL - 1a como de IL - 1B, y que secretan factores antiinflamatorios
que previenen la apoptosis y mejoran la cicatrizacion de la herida.

En una realizacion particularmente preferida, la capa superior incluye factores de crecimiento que se afiaden a la
matriz, en particular a la capa superior, en forma de secretoma derivada de células mesenquimales placentarias. El
secretoma disponible comercialmente derivado de (o al menos compuesto por) Células Madre de Gelatina de Whar-
ton humana (CM - hWJSC) que se cultivaron en condiciones de hipoxia resultd ser particularmente eficaz para esti-
mular la adhesién celular a la capa superior de la matriz y el crecimiento celular en ella. Este secretoma de células
madre puede adquirirse, por ejemplo, en el Instituto de Células Madre y Cancer (PT. Kalbe Farma Tbk.).

Para la preparacion de la matriz, puede utilizarse un procedimiento que incluya los siguientes pasos:

a) preparar una primera mezcla | consistente en particulas de sal y un primer material polimérico disuelto
que comprende poli (acido lactico) [PLA] como componente principal y, opcionalmente, al menos otro poli-
mero seleccionado del grupo formado por poli (acido glicélico) [PGA], poli (acido glicdlico - acido lactico)
[PLGA] y mezclas de los mismos;

b) extender la primera mezcla | sobre una superficie para formar una primera capa;

c) preparar una segunda mezcla Il consistente en particulas de sal y un segundo material polimérico disuel-
to que comprenda como componente principal al menos un polimero seleccionado del grupo consistente en
PGA, PLA, PLGA y mezclas de los mismos, en el que el contenido de PLA en el primer material polimérico
sea mayor que en el segundo material polimérico;

d) depositar una capa de la segunda mezcla Il del paso c¢) sobre la primera capa;

e) secar la estructura resultante para obtener una matriz biodegradable de dos capas con una capa supe-
rior del primer material polimérico y una capa inferior del segundo material polimérico; y

f) tratamiento con plasma de la matriz con un plasma de gas ionizado a una temperatura inferior a 50°C.

Se comprobo que el tratamiento con plasma aumentaba las propiedades hidréfilas de la superficie de la capa supe-
rior, sin tener efectos perjudiciales sobre la estabilidad o la integridad estructural de la matriz. Por otra parte, se ob-
servo que el tratamiento con plasma de las estructuras de PGA no mejoraba la hidrofilia. Debido al mayor contenido
de PLA en la capa superior en comparacion con la inferior, el tratamiento con plasma fue particularmente eficaz para
mejorar y también mantener las propiedades hidrofilas de la capa superior, pero no, o sélo en un pequefio grado, de
la capa inferior.

El plasma de gas ionizado utilizado para el tratamiento con plasma se selecciona preferentemente del grupo forma-
do por helio, argon, nitrégeno, nedn, silano, hidrégeno, oxigeno y mezclas de los mismos. Los gases de tratamiento
preferidos son el hidrogeno, el oxigeno y el nitrégeno, en particular el oxigeno.

Mas especificamente, el tratamiento con plasma implica preferiblemente un tratamiento con plasma a baja tempera-
tura y baja presion, en el que la malla portadora esta expuesta a un plasma de gas ionizado a i) una temperatura
inferior a 50°C, preferiblemente inferior a 40°C, ii) durante al menos 2 minutos, mas preferiblemente de 5 a 20 minu-
tos, y iii) a una presion A22266WOEP/07.04.2022 en el rango de 10-2 a 10-© bar, preferiblemente a una presion en el
rango de 0,1 a 1,0 mbar.

El término "plasma" por lo tanto se refiere generalmente a un gas excitado y radicalizado, es decir, un gas de proce-
so conductor de la electricidad en el que intervienen electrones e iones. El plasma suele generarse mediante elec-
trodos en una camara de vacio (la llamada "aproximacién plasmatica RF"), pero también puede generarse mediante
procedimientos capacitivos o inductivos, o radiacién de microondas.

En lugar de los pasos anteriores a) a e), la matriz de la presente invencion también puede fabricarse mediante im-
presion 3D (no reivindicada), electrohilado (no reivindicado) y otros procedimientos (no reivindicados) conocidos en
la técnica para la preparacion de armazones poliméricos.

El procedimiento puede incluir ademas un paso en el que el armazoén poroso de la capa superior formado por el
primer material polimérico se cubre con un polimero natural seleccionado del grupo de colageno, gelatina, laminina,
fibrindgeno, albumina, quitina, quitosano, agarosa, acido hialurénico alginato y mezclas de los mismos, preferente-
mente colageno. Este paso - si existe - se realiza preferentemente antes del paso de tratamiento con plasma f).
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En vista de su uso posterior como implante, la matriz de la presente invencion es entonces (es decir, después del
paso f)) preferiblemente esterilizada. Para ello, se utiliza preferentemente una técnica de esterilizacion especial
desarrollada con este fin. Esta técnica de esterilizacion permite esterilizar tejidos sensibles al calor y/o a los rayos
UV, en particular armazones poliméricos, por lo que no se limita a la matriz especial que se ha descrito mas arriba,
sino que es aplicable a todo tipo de articulos (sensibles al calor) que deban esterilizarse.

Hoy en dia no hay duda de que la esterilizacién es esencial para casi cualquier dispositivo y articulo que se utilice en
el campo médico, como instrumentos, todo tipo de implantes y cualquier elemento auxiliar quirdrgico. En teoria,
existen numerosas técnicas de esterilizacién, pero no todas son aplicables a todos los sustratos. Los sustratos meta-
licos, tales como un instrumento metalico o un implante, por ejemplo, pueden someterse a esterilizaciéon térmica
mediante vapor. Esta técnica se realiza normalmente en un esterilizador de vapor (también denominado autoclave)
utilizando vapor que suele tener una temperatura superior a 120°C bajo presion. Sin embargo, la esterilizacion por
calor no es adecuada si el articulo a esterilizar es sensible al calor. Ademas, el uso de vapor es inadecuado para
componentes biodegradables y, por tanto, hasta cierto punto solubles en agua. Por lo tanto, los sustratos poliméricos
biodegradables que comprenden un polimero natural sensible al calor, tal como el colageno, por ejemplo, no pueden
esterilizarse con vapor caliente sin dafar la estructura molecular del sustrato.

Como alternativa, un sustrato puede ser sometido a esterilizacion por gas de éxido de etileno o esterilizacion por
plasma. Sin embargo, en la medida en que se utiliza éxido de etileno, la técnica presenta el inconveniente adicional
de requerir medidas de seguridad relativamente estrictas debido a la elevada toxicidad del agente esterilizante.

Otras técnicas adicionales de esterilizacién incluyen la esterilizacion por radiacién, en particular la esterilizacion
gamma o la esterilizacion por rayos X. Por otra parte, estas técnicas tienen el gran inconveniente de que las caracte-
risticas hidrofilas de la superficie del sustrato (en este caso, la capa superior) suelen perderse o, al menos, verse
sustancialmente mermadas debido al tratamiento de esterilizacion.

Por lo tanto, para esterilizar una matriz de dos capas de acuerdo con la presente invencidon que se ha descrito mas
arriba, se requiere un procedimiento que evite el uso de calor, es decir, temperaturas superiores a 50°C, para pre-
servar la estructura polimérica tridimensional de la matriz. Ademas, el procedimiento debe permitir preservar la alta
hidrofilicidad de la capa superior durante y después del procedimiento de esterilizacion.

Teniendo en cuenta lo anterior, también ha sido un objeto adicional de la presente invencién proporcionar un proce-
so sencillo que permita la esterilizacion completa de la matriz sin comprometer la hidrofilicidad de la capa superior.

Se ha encontrado que el siguiente procedimiento cumple todos estos requisitos y, por lo tanto, es especialmente
adecuado para la esterilizacion de sustratos sensibles, como la matriz de dos capas de la presente invencion. El
procedimiento consta de los siguientes pasos

|. proporcionar una matriz de dos capas como la descrita en la presente memoria descriptiva, y

II. someter la matriz a un entorno que contenga peroxido de hidrégeno a una temperatura inferior a 50°C,
preferentemente inferior a 40°C; a una presion reducida comprendida entre 10- ¢y 102 bares; y durante al
menos 2 minutos.

El sorprendente hallazgo de que esta esterilizacién con peroxido de hidrégeno a baja temperatura consigue un ar-
ticulo biodegradable estéril e hidréfilo abre la posibilidad de un proceso sencillo para esterilizar materiales sensibles
sin afectar negativamente a su integridad estructural y propiedades hidréfilas. Como ventaja adicional, el nuevo
procedimiento de esterilizacion es muy sencillo y directo, ya que no requiere laboriosos pasos de preparacion.

El entorno que contiene perdxido de hidrégeno puede proporcionarse mediante tratamiento con plasma de H,O2 o
colocando el sustrato a esterilizar en una camara de vacio, junto con una fuente de perdxido de hidrégeno (general-
mente liquido). El tratamiento con plasma consiste preferentemente en un tratamiento con plasma a baja presion, en
el que la matriz se expone a un plasma de gas ionizado a una presion comprendida entre 10 -2y 10 -© bares, prefe-
rentemente entre 0,1 y 20,0 mbar, y a una temperatura inferior a 50°C, preferentemente inferior a 40°C, durante al
menos 2 minutos. Alternativamente, la matriz puede colocarse dentro de una camara de vacio vy, al aplicar una pre-
sion suficientemente baja para evaporar el peréxido de hidrogeno, éste se evapora y se crea una atmésfera que
contiene perdxido de hidrégeno. Las presiones (negativas) especialmente preferidas estan comprendidas entre 0,1y
20,0 mbar, por ejemplo entre 6 y 12 mbar.

El tiempo de esterilizacion depende en gran medida de la presién dentro de la camara, de la temperatura de trata-
miento y de la concentracién de la solucion de H2O.. Preferiblemente, la solucion de H>O», comprende H>O2 en una
cantidad de alrededor del 30% en volumen o menos. Los tiempos de tratamiento preferidos son de al menos unos
minutos, por ejemplo de 2 a 30 minutos, alternativamente al menos una hora. Si se aplican presiones "mas altas", en
particular por encima o alrededor de 10 mbar, y/o temperaturas bajas, por ejemplo inferiores a 40°C, o si la concen-
tracion de H>O- es inferior al 30%, por ejemplo 20 - 25%, se prefieren tiempos de tratamiento de varias horas, por
ejemplo entre 10y 12 horas.
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Como se ha mencionado inicialmente, la matriz de dos capas de la presente invencion es particularmente Gtil para
prevenir adherencias intra - abdominales, por ejemplo en el campo de la reparacion de hernias y para prevenir her-
nias recurrentes. Por lo tanto, la presente divulgacion también se refiere al uso (no reivindicado) de la matriz bicapa
de la invencion en la reparacién quirdrgica de tejidos blandos, en particular en cirugia abdominal, por ejemplo en la
reparacion de hernias. Especificamente cuando se utiliza para la reparacion de hernias el procedimiento divulgado
incluye los pasos de

i. proporcionar una matriz biodegradable que tenga una capa superior hidréfila y una capa inferior hidréfoba
como se ha descrito en las secciones anteriores;

ii. realizar una incision a través de la piel y los tejidos abdominales de un paciente para acceder a una her-
nia en la pared abdominal;

iii. colocar la matriz por encima del defecto, por ejemplo, en la pared abdominal o, alternativamente, por de-
bajo de la capa muscular de la pared abdominal (técnica de subcolocacion) o como malla intraperitoneal en
colocacion (IPOM) por debajo del peritoneo;

iv. cerrar la incision.
Si se desea, la matriz puede fijarse adicionalmente a los musculos abdominales para evitar la migracion.

Las realizaciones preferidas con respecto a la estructura de la matriz y su colocacion dentro del cuerpo de un pa-
ciente en la reparacion de una hernia se ilustran ademas mediante la figura adjunta, en la que

la figura 1 muestra un dibujo esquematico de una seccion a través de un defecto de tejido blando, especifi-
camente una hernia, reparada con la ayuda de una matriz de acuerdo con la presente invencion.

El dibujo esquematico de la figura 1 muestra un defecto (hueco) 10 en el tejido muscular 12 que ha sido puenteado
con una matriz 14 de la presente invencion. Especificamente, se proporciona una matriz biodegradable de la presen-
te invencion que tiene una capa superior hidrofila porosa 16 y una capa inferior hidréfoba porosa 18. La capa supe-
rior hidrofila 16 consiste en poli (acido lactico) [PLA] y, opcionalmente, colageno. Tiene un angulo de contacto con el
agua inferior a 10°, por lo que es superhidrdéfila. La capa inferior 18 de la matriz consiste en poli (acido glicdlico -
acido lactico) [PLGA], por ejemplo Resome™ RG 503 H de Sigma Aldrich con un contenido de lactida: glicolida de
50:50, y tiene un angulo de contacto con el agua superior a 90°. Por tanto, es hidréfoba. Las dos capas estan conec-
tadas una a la otra a lo largo de una interfaz comun 20 y forman una Unica unidad matriz de dos capas 14. Las pro-
piedades hidrofilas de la capa superior se obtienen mediante tratamiento con plasma de la matriz con un plasma de
gas oxigeno a una temperatura inferior a 40°C y a una presion comprendida entre 0,1 y 1,0 mbar. Este tratamiento
con plasma demostré poder proporcionar a la capa superior un alto contenido en PLA con propiedades hidrofilas,
mientras que las propiedades hidrofobas de la capa inferior de PLGA no se ven esencialmente alteradas por el tra-
tamiento con plasma.

En la reparacion quirdrgica de una hernia, se realiza una incisién a través de la piel 22 y los tejidos abdominales 12
del paciente para acceder a una hernia 10 en la pared abdominal. A continuacién, la matriz 14 se coloca por encima
del defecto, por ejemplo, la pared abdominal (reparacién de hernia inguinal de acuerdo con Lichtenstein) o alternati-
vamente por debajo de la capa muscular de la pared abdominal (técnica de subcolocacién) o - como en el caso
mostrado en la figura 1 - como una IPOM (malla intraperitoneal colocada) por debajo del peritoneo 24. La capa infe-
rior 18 estara orientada hacia los érganos intra - abdominales, en particular el intestino delgado 26, y la capa supe-
rior estara orientada hacia la hernia 10. Si se desea, la matriz 14 puede fijarse adicionalmente a los musculos abdo-
minales 12 y/o al peritoneo 24 para evitar la migracion. (Antes de colocar la matriz, el defecto de la pared abdominal
también puede cerrarse con puntos de sutura. La matriz se colocara entonces por encima o por debajo del defecto
reparado para estabilizar la sutura y ayudar al proceso de cicatrizacion). A continuacion, se cierra la incision cerran-
do la piel superpuesta 22 mediante puntos de sutura 28.

Después de la implantacion, generalmente se realizaran los siguientes procesos: Como estructura degradable, la
matriz proporciona una estructura de soporte temporal para que las células migren a la matriz, en particular a la capa
superior de la matriz, desde los tejidos adyacentes y proliferen. Las propiedades hidrofilas de la capa superior frente
a la hernia favorecen el crecimiento y la proliferacion de células, como células musculares y fibroblastos, que forma-
ran nuevo tejido cicatrizante asumiendo la funciéon de soporte de la matriz, que disminuye continuamente. Por otro
lado, las propiedades hidréfobas de la capa inferior hacen lo contrario: impiden que se adhieran células, tales como
células inflamatorias, fibrina o residuos, a la matriz desde el lado intraperitoneal, es decir, el lado de la matriz que
esta orientado en direcciéon opuesta a la hernia y hacia la cavidad abdominal, de modo que se evita la inflamacién y
la formacion de tejido adhesivo entre la matriz o la placa cicatrizante recién formada y los tejidos abdominales sub-
yacentes.

La capa superior tiene una tasa de degradacion mas rapida que la capa inferior. La degradacion de la capa superior
dura entre 3 y 6 meses y va acompafiada de la formacion de tejido cicatrizante que une de forma segura los bordes
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de la antigua hernia con la pared abdominal. En el momento en que la capa superior se ha degradado por completo,
la capa inferior sigue proporcionando soporte adicional contra la presién abdominal y también proporciona una barre-
ra fisica entre el tejido cicatrizante recién formado y los 6rganos abdominales subyacentes. Por lo tanto, en el mo-
mento en que el crecimiento celular es mas prominente, la formacion de adherencias entre el tejido cicatrizante y los
6rganos intraabdominales se previene eficazmente gracias a las propiedades hidrofobas de la capa inferior. Ade-
mas, si hay inflamacion intraabdominal, dicha barrera fisica también separa los tejidos inflamados de la herida qui-
rargica. Al cabo de unos 12 meses, cuando se haya completado la formaciéon de una placa cicatrizante estable que
cubra la antigua hernia, por lo general la capa inferior también se habra degradado por completo y no quedara nin-
gun material extrafio dentro del cuerpo.

La matriz se puede colocar simplemente sobre el defecto o fijarse adicionalmente en su lugar mediante puntos de
sutura u otras medidas para evitar el desplazamiento de la matriz.

Durante los dias y semanas posteriores a la insercion de la matriz, las células de los tejidos adyacentes, en particu-
lar las células musculares lisas y los fibroblastos, seguiran proliferando y formando tejido cicatrizante que cierra
firmemente la hernia. Dicho tejido cicatrizante cerrara la hernia de forma segura en el momento en que ambas capas
de la matriz se hayan degradado por completo.

Para probar los efectos que se han descrito mas arriba, la matriz de la invencién se ha probado in vivo implantandola
en ratas. Concretamente, se repard una hernia experimental de la pared abdominal en una rata con la ayuda de una
matriz de dos capas de acuerdo con la presente invencion. En este experimento, la matriz se coloco debajo del peri-
toneo, como se muestra en la figura 1. Para mantener la matriz implantada en su sitio, se fijo la matriz al tejido mus-
cular mediante unos pocos puntos de sutura antes de cerrar la piel mediante los puntos de sutura. Tras un periodo
de cicatrizacion de seis semanas, se reabrié la zona de implantacion. Se comprobé que no se habian formado adhe-
rencias entre la matriz y el intestino delgado subyacente. Por otra parte, en una zona que no estaba cubierta por la
matriz, se observo la formacion de una banda de adherencia desde el borde del higado hasta la pared abdominal.
Por lo tanto, el experimento in vivo confirmé que la matriz de la invencion previene con éxito la formacién de adhe-
rencias posquirurgicas.

En las siguientes secciones, se describiran en detalle ejemplos especificos de formas de preparar la matriz de la
invencion.

Datos experimentales
Preparacion de la matriz

Particulas de cloruro sédico (NaCl) se molieron con mortero y mazo antes de tamizarlas para obtener particulas de
NaCl de 355 a 425 pm. Se introdujeron 9 g de particulas de NaCl en un tubo de centrifugacién y se secaron en un
desecador. A continuacion, las particulas de NaCl se colocaron en un recipiente de aluminio y se vertio sobre las
particulas de NaCl una solucién de PLLA preparada con 1 g de granulos de PLLA (lactida 100 de Durect Lactel®) en
5 ml de cloroformo. La solucion de PLLA se mezclo con las particulas de NaCl y la mezcla se extendié uniformemen-
te en la bandeja de aluminio para formar una capa plana de PLLA.

Posprocesamiento opcional del colageno

Algunas matrices también estaban provistas de un revestimiento de colageno sobre la capa de PLLA (que poste-
riormente formara la capa superior). Para ello, la capa de PLLA preparada se seco y se separ6 del molde de alumi-
nio. A continuacion, se vertié una solucién de colageno (Solucion de colageno tipo I; Wako) en una placa de Petri. La
concentraciéon de la solucion de colageno se eligié dentro del rango de 0,1 a 5,0 (p/v)%, preferentemente 1% (p/v).
La capa de PLLA se sumergio en la solucion de colageno antes de colocarse en otra placa de Petri y congelarse en
un ultracongelador a - 80°C durante varias horas antes de la deshidrocongelacion (también conocida como liofiliza-
cion) al vacio de < 5 mbar (a una temperatura entre - 50 °C y - 80 °C) durante al menos 24 h.

Para formar la capa hidréfoba de PLGA (que posteriormente formara la capa inferior), se colocaron 9,0 g de particu-
las de NaCl en un segundo recipiente de aluminio y se preparé una solucion de PLGA de 1 g de granulos de PLGA
(lactida 25; glicolida 75. de Durect Lactel®) en 5 ml de cloroformo. La solucién de PLGA se mezcl6 con las particulas
de NaCl. A continuacion, se vertié la mezcla de PLGA/NaCl sobre la capa de PLLA (con o sin recubrimiento de cola-
geno) proporcionada en el primer molde de aluminio y se extendié uniformemente para formar una matriz con una
capa de PLGA sobre la capa de PLLA.

La matriz de PLLA/PLGA - NaCl se separ6 de la bandeja de aluminio y se secé en una camara de vacio a - 0,1 MPa
durante 3 - 4 dias.

Las matrices secadas resultantes de PLLA/PLGA - NaCl se colocaron en un vaso de precipitados, se sumergieron
en ddH,0 (agua desionizada dos veces) y se mantuvieron en un bafio de agitacion lineal a 25°C (temperatura am-
biente), a 60 rpm durante 48 horas para lixiviar/lavar las particulas de NaCl. El agua del vaso de precipitados se
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cambiaba cada 1 - 2 horas. Las matrices de PLLA/PLGA de dos capas se sacaron del vaso de precipitados y se
secaron en la campana extractora durante la noche.

Las matrices se prepararon con poros de un diametro comprendido entre 355 y 425 micrometros.

Se descubrié que la capa de PLGA también puede prepararse en primer lugar y la capa de PLLA en un segundo
paso.

Tratamiento con plasma de O

Las matrices - con la capa superior recubierta o no de colageno - se sometieron ademas a un tratamiento con plas-
ma utilizando un plasma de gas ionizado, preferentemente seleccionado del grupo que consiste en helio, argén,
nitrégeno, neon, silano, hidrégeno, oxigeno y mezclas de los mismos. Preferentemente, se utiliz un tratamiento con
plasma de gas de oxigeno ionizado.

El tratamiento con plasma se realizé utilizando una maquina de tratamiento con plasma de Diener (Diener electro-
nics; Plasma - Surface - Technology; Ebhausen, Alemania), dentro de una camara de vacio durante un tiempo de 5
a 20 minutos, preferiblemente de 8 a 15 minutos. Los parametros de tratamiento se fijaron de la siguiente manera:
Presion dentro de la camara de vacio: 0.40 mbar; potencia: 35 W; flujo de gas oxigeno: 5 sccm (min) - 60 sccm
(max).

Se observo que el tratamiento con plasma aumentaba significativamente las propiedades hidréfilas de la capa supe-
rior de PLLA - independientemente de la presencia de un revestimiento de colageno - pero no de la capa de PLGA.
Estos ultimos permanecieron hidrofébicos.

Esterilizacion

Con o sin recubrimiento de colageno en la capa superior, las matrices se esterilizaron posteriormente colocandolas
en un medio que contenia H20, a una temperatura inferior a 40°C. El entorno que contenia H>O- se creé dentro de
una camara de vacio, colocando la matriz en la camara, junto con un matraz o plato abierto que contenia una solu-
cion de HxO; y evacuando posteriormente la camara para evaporar el H2O,. La soluciéon de H>O, comprende H>O-»
en una cantidad igual o inferior al 30% en volumen. El tiempo de tratamiento depende en gran medida de la presion
dentro de la camara y de la concentracion de la solucion de H2O.. La presion dentro de la camara es tal que se pro-
duce la evaporacion del peroxido de hidrogeno. Las presiones (negativas) preferidas estan en el rango de 102 a
107 bar, preferiblemente en el rango de 0,1 a 20,0 mbar, por ejemplo 9 mbar. Los tiempos de tratamiento preferidos
son de al menos dos minutos, por ejemplo de 2 a 30 minutos. Sin embargo, en particular a presiones superiores a 1
mbar, por ejemplo, alrededor de 10 mbar, y/o temperaturas mas bajas (por ejemplo, inferiores a 35°C) y/o baja con-
centracion de peroxido de hidrogeno (por ejemplo, por debajo de 30 % vol.), los tiempos de tratamiento fueron prefe-
rentemente superiores a una hora, por ejemplo, de 8 a 10 horas.

Mediciones del angulo de contacto estatico, procedimiento de la gota sésil

Se realizaron mediciones del angulo de contacto para determinar el grado de hidrofilicidad o hidrofobicidad. Nor-
malmente, los angulos de contacto de las capas superior e inferior de la matriz se determinaban mediante medicio-
nes estaticas del angulo de contacto, utilizando un ensayo de gota sésil con agua ultrapura (EasyDrop DSA20E,
Kriiss GmbH). El tamafio de gota para las mediciones del angulo de contacto se fijé en 0,1 pl. Los angulos de con-
tacto se calcularon ajustando una funcion de segmento circular al contorno de la gota colocada sobre la superficie
(procedimiento de ajuste circular).
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REIVINDICACIONES

Matriz biodegradable (14) para la prevencion de adherencias posquirurgicas, en particular tras la reparacion de
tejidos blandos después de una intervencién quirdrgica abdominal, dentro del cuerpo de un mamifero; compren-
diendo la matriz

una capa superior (16) hecha de un primer material polimérico biocompatible que comprende poli (acido
lactico) como componente principal y, opcionalmente, al menos otro polimero seleccionado del grupo del
poli (acido glicélico), poli (acido glicélico - acido lactico) y mezclas de los mismos; y

una capa inferior (18) hecha de un segundo material polimérico biocompatible que comprende como com-
ponente principal al menos un polimero seleccionado del grupo que consiste en poli (acido gliclico), poli
(acido lactico), poli (acido glicolico - acido lactico) y mezclas de los mismos;

en el que el contenido de poli (acido lactico) en el primer material polimérico es mayor que en el segundo
material polimérico;

ambas capas (16, 18) estan formadas como armazones porosos que comprenden una estructura esponjosa
con poros interconectados de diferentes tamafnos,

la capa superior (16) es hidrdfila, tiene un angulo de contacto con el agua inferior a 75° y
la capa inferior (18) es hidréfoba y tiene un angulo de contacto con el agua superior a 90°.

Matriz como se ha reivindicado en la reivindicacion 1, en la que la capa superior (16) tiene un angulo de contac-
to con el agua inferior a 60°, preferiblemente inferior a 45°, mas preferiblemente inferior a 25°, aun mas preferi-
blemente inferior a 15°, mas preferiblemente dentro del rango de 0° a 10°.

Matriz como se ha reivindicado en la reivindicacion 1 o0 2, en la que las dos capas (16, 18) estan formadas inte-
gralmente o firmemente conectadas una a la otra a lo largo de una interfaz comun 20.

Matriz como se ha reivindicado en reivindicacién 1 o 2, en la que las dos capas (16, 18) se proporcionan como
dos estructuras individuales separadas una de la otra.

Matriz como se ha reivindicado en una de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el primer material polimérico
consiste en al menos un 70%, preferiblemente al menos un 80%, de poli (acido lactico), o consiste esencialmen-
te en poli (acido lactico).

Matriz como se ha reivindicado en una de las reivindicaciones 1 a 5, en la que al menos una, preferiblemente
cada una, de las dos capas (16, 18) tiene forma de lamina plana y es elasticamente deformable para permitir su
plegado o enrollado.

Matriz como se ha reivindicado en una de las reivindicaciones 1 a 6, que tiene un tiempo total de degradacion
en el organismo vivo inferior a 24 meses, teniendo la capa superior un tiempo de degradacion preferente inferior
a 6 meses, preferentemente inferior a 4 meses, y la capa inferior un tiempo de degradacién preferente superior
a 4 meses, preferentemente entre 4 y 12 meses.

Matriz como se ha reivindicado en una de las reivindicaciones 1 a 7, en la que una de las dos capas (16, 18),
preferentemente la capa superior (16), tiene un indice de degradacion mas rapido que la otra capa.

Matriz como se ha reivindicado en una de las reivindicaciones 1 a 8, en la que la capa superior (16) comprende
o esta cubierta con al menos un polimero natural seleccionado del grupo que consiste en colageno, gelatina,
laminina, fibrindgeno, albumina, quitina, quitosano, agarosa, acido hialurénico alginato y mezclas de los mismos,
siendo preferible el colageno.

10. Procedimiento para preparar una matriz de acuerdo con la reivindicacion 1 a 9, mediante

a) preparar una primera mezcla | de particulas de sal y un primer material polimérico disuelto que compren-
da poli (acido lactico) como componente principal y, opcionalmente, al menos otro polimero seleccionado
del grupo formado por poli (acido glicélico), poli (acido glicélico - acido lactico) y mezclas de los mismos;

b) extender la primera mezcla | sobre una superficie para formar una primera capa;
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c) preparar una segunda mezcla Il de particulas de sal y un segundo material polimérico disuelto que com-
prenda al menos un polimero seleccionado del grupo que consiste en poli (acido glicélico), poli (acido lacti-
co), poli (acido glicolico - acido lactico) y mezclas de los mismos, en el que el contenido de poli (acido lacti-
co) en el primer material polimérico sea mayor que en el segundo material polimérico;

d) depositar una capa de la segunda mezcla Il del paso c) sobre la primera capa del paso b);

e) secar la estructura resultante para obtener una matriz biodegradable de dos capas (14) con una capa in-
ferior (18) de segundo material polimérico y una capa superior (16) de primer material polimérico; y

f) tratar con plasma la matriz (14) con un plasma de gas ionizado a una temperatura inferior a 50°C.

Procedimiento como se ha reivindicado en la reivindicacion 10, en el que el primer material polimérico consiste
en al menos un 70% de poli (acido lactico).

Procedimiento como se ha reivindicado en las reivindicaciones 10 u 11, en el que el tratamiento con plasma se
lleva a cabo durante 2 a 30 minutos, preferentemente de 5 a 20 minutos, y a una presion comprendida entre 10
2y 1078 bares, preferentemente entre 0,1y 1,0 mbar.

Procedimiento como se ha reivindicado en una de las reivindicaciones 10 a 12, que comprende ademas un paso
de recubrimiento de la capa superior (16) de la matriz (14) obtenida en el paso d) con un polimero natural selec-
cionado del grupo de colageno, gelatina, laminina, fibrindgeno, albumina, quitina, quitosano, agarosa, acido hia-
lurénico alginato y mezclas de los mismos, preferentemente colageno.

Procedimiento como se ha reivindicado en una de las reivindicaciones 10 a 13, que comprende ademas un paso
g) de esterilizacion de la matriz resultante (14) tratandola con peroxido de hidrégeno a una temperatura inferior
a 50°C.

Procedimiento como se ha reivindicado en la reivindicacion 14, en el que el tratamiento con peréxido de hidro-
geno en el paso g) se lleva a cabo exponiendo la matriz (14) a un plasma de H20, o a una atmdsfera que con-
tenga H»0>, a presion reducida, preferiblemente en el rango de 10 -2 a 10 - © bares, mas preferiblemente en el
rango de 0,1 a 20,0 mbar, y durante al menos 2 minutos, preferiblemente de 2 a 30 minutos, o alternativamente
durante varias horas.
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