T e Tow ~3bbun reia e uad i wats Ko ikt gk o bbb 8 e

MINISTERIO DE INDUSTRIA — 10 A1
__ REGISTRO DE LA FROPIEDAD INDUSTRIAL Esg B
@ FECHA P‘B'FE”EW&
© Concedido el Reglstro de aeuerda

con los datos que figuran en la pee:

sente doscripcion y segiin el tons (/[ é 5 ) “ 9

. lk ' tenfdo de la Mamoria adjunta,
ESPARA PATENTE DE INVENCION
(30 PrIORIDADES:
® @Nuumo @ FECHA @ PAIS
576/77 18 de enerc de:1977 SUIZA
@rzcm DE PUBLICIOAD @CLASIFIGACION INTERNACIONAL I'AT!N'I’z'D( LA QUE ES DIVISIONARIA

\

AGIK

EJmiruro oE LA vENcIoN

PROCEDIMIENTO DE FABRICACION DE UNA MEMERANA SINTETICA PARA AFOSI-
TOS. : h ,

@ SOLICITANTE (5)
\

BATTELLE MEMORIAL INSTITUIE.

OOMICILIO DEL SOLICITANTE

T, route de Drize, 1227 CAROUGE, Suiza.

@ INVENTOR (ES)

- Daniel BICHON, Ing.

@ mvuLar @e

@ REPRESENTANTE

GOMEZ-ACEBO

]
SE COM :
UNE A+4  MOD. 3108 UTILICESE c O PRIMERA PAGINA DE LA MEMORIA {



o

10

15

20

25

.30

- que respecta a su parte destinada a ponerse en contacto directo

" con la herida s proteger y a tratar, merced a su propiedad de

' arrancamiento molesto para el paclente y retrasa el proceso de

.

La presente invencidn tiene por objeto un procedi-
miento para la produccidn de un tejido 4 membrans sintdtica a -
bagse de poli-gminodecidos, designado familiarmente, por esté ﬁg
zén, con el término de "piel artificial, ¥til como curacidn
absorbible in situ por el organismo humano 4 animal.

En efecto, la membrana ¢ "piel artificial® de la in-
vencidn es ventajosamente utilizable como curacidn puesto que
es absorbible, al menos en parte, por biodegradacidn en contag
to con el organismo humano 4 animal liberando produotos de de-
gradacidn no tdxicos, asimilables por el organismo vivo eﬁ
cuestidn, teniendo estos productos, preferentemente, la propig
dad de favorecer la cicatrizacidn de ios tejidos wvivos.

Ast puds, la piel artificial conforme a la invencidn
presenta, con respecto a las curaciones de tipo usual, la ven-

taja de poder dejarse in situ permanentemente, al menos en lo

ger biodegradable.

Esta piel artificial es absorbida progresivamente
por el orzganismo, en su totalidad 4 al menos en lo que conciexr
ne a la parte aplicada sobrs la herida, a medida de la cicat:l
zacidn de los tejidos vivos. La utilizacidn de esta piel arti
f£icial como curacidn permite: por consiguiente, remedisr uno de
los principales inconvenlentes de lasg curaciones conocidas en.
materias no biodegradables, a saber, la necesldad de renovar

periddicamente el apdsito lo que ocagicze una operacidn de

regeneracidn de los tejidos.

g

La invencidn tiene igualmente por objeto proporcionaj

una plsl artificlal que presenta algunas de las propledades fa
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vorables de la piel natural, es decir que combing una excelen-
te retencidn de los liquidos acuosos con una porogidad eleva-
da, lo que permite, de un lado una excelente oxigenacidn de
los tejidos vivos en los que se aplica esta piel y, de otro
lado, la aplicacidn de sustancias medicamentosas, por ejemplo
en forma de pomadas 4 de soluciones acuosas, & través-de esta
piel, ‘oponidndose a la vez al paso.de los microorgenismos, co
mo los microbios y virus, las levaduras U hongos.

El interds manifiesto de los apdsitos al menos par-
cialmente absorbibles por el organismo ya es reconocido con
anterioridad a la presente invencidn.

La patente francesa 1.593.5%8 (PARACHEM CORPORATION)
deseribe un apdsito que comprende dos capas de materis absorbi
ble por el cuerpo humano, de las cuales una, destinada a apli-
carse directamente sobre una herida, es preferentemente en for
ma porosa. '

Esta materia absorbible es esencialmente a base de
derivados de celulosa.

Ias dos capas del apdsito descritas en esta patente
pueden ser en forma densa & bién en forma "porosa ¢ ventilada"
¥y se explica que esta Mltima forma tenga una actividad hemos-
tdtica mds elevada que la forma densa pero por el contrario
ofrece un poder de retencidn menor de los liguidos.

As{ puds, este apdgito permite obtener simplemente
wna retencidn mds & menos eficaz de los liquidos que se desli
zan de una herida y una proteccidn mecdnica de ésta contra la
contaminacidn por los microbios, similares a las que resultan
del empleo de apdsitos convencionales conocidos,‘con el unico

resultgdo suplementario respecto de estos Wltimos, de poder

N KU RV S A=

ser, al menos parcialmente, resorbido por el organismo.

PR
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Ia patente USA 2.682.872 (BOWER) describe un apdsito
constituido por una '"materia orgdnica desecada' absorbible por
log fluidos de los tejidos vivos, compuesto pof'dos capas de
las cusles la primera, destinada a aplicarse directamente go~-
bre la herida, tiene una estructura porosa y la segunda, désti
nada a constituir la parte exterior del apdsito, es "relativa-

‘mente no porosa" y comprende la materia orgdnica en un estado
menos fdcilmente absorbible que en la primera capa del apdsito.

Esta "materia orgdnica desecada" estd, preferentemens
te, constitulda por sustancias congtitutivas de la sangre ani-
mal.

Consecuentemente, este apdsi%o pregenta, como se deg
cribe en la patente francesa 1.593.518, la caracteristica de
ser gl menog parcizlmente resorbible por el organismo humano
pero no posee, igualmente, la caracteristica de permeasbilidad
selectiva que constituye, como se ha indicado mds arriba, unmo

de lqs prineipales objetivos de la presente invencidn.

Ia solicitud de patente francesa n? 2.150.695 (AJINO-
MOTO) se refiere a un procedimiento de fabricacidn de artfculog
moldeados a base de poliamino-dcidos, 6 de sustancias similares
pudiendo estar estos artfculos en forma de peliculas destinadag
a emplearse como piel artificial. .

Eota solicitud de patente describe la utilizacidn, cg
mo polimeros, de amino-dcidos, de copolimeros(film&genos de di-

~decidos aminados y de ésteres de didcidos aminados reticulados .
por medio de di-isocianatos en particular de un copolimero de

.(3-L- aspartato de metilo y de L-leucina cuyos grupos ésteresr
han sido saponificados, ¢ incluso de un copolimero de X—lpglg
tamato de metilo y de D,I-metionina, que son sustancias fdcil-

mente resorbibles por los tejidos vivos.
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" microbios y virus

" regorbible por los tejidos vivos, piel que tiene, como se ha

reteniendo los micro-organismos patdgenos exteriores y porque

-5 -

Sin embargo, y dejando a parte el hecho de que por
razones de toxicidad, la utilizacidn de isocianatos no sea de-
gseable para productos biocompatibles, y aunque la estruectura
de las pelfculas obtenidas por el procedimiento descrito en
la solicitud de patente francesa 2.1%0.695 corresponde a una
permeabilidad elevada frente al oxigeno y sustancias en solu-
cidn en un medio acuoso, por ejemplo amino-dcidos, sales, glu=-
cosa y urea, esta estructure no permite combinar una buena re-
tencidn de los fluidos del organismo con la permeahilidad'ele-
vada frente a los gases, asf como la obtencidn de una excelen~-
te aptitud para permitir el paso de spsfancias medicamentosas'f

impidiendo a la vez el paso de los miéro-organismos como los

Por el contrario, la presente invencidn permite pre

cisemente procurar una piel artificial, al menos parcialmente

indicado mds arriba, alguna; de sus propiedades casi iddnticas
a lasg de la piel natural.

A este efecto, la piel artificial conforme a la in-
vencidn y que compreﬁde dos capas solidarias de las cuales
una, al menos, es resorbible por el organismo, aplicdndose la
primera,.interior, directamente sobre la herida y la segunda
constituye una proteccidn exterior, se caracteriza porque'la
segunda capa estd constituida por un tejido poroso semipermea-
ble de estructura asimdtrica, es decir cuyos poros, tienen una
geccidn que decrece en el sentido interior-exterior y que deja

pasar el alre, el agua y las sustancias de bajo peso moleculary

la primera capa estd constituida por un tajido hidrdéfilo no t4

xico de materia biodegradeble, alveolar con cdlulas comunicane-
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tes, esponjosa y permeable a los lfgquidos, elegida entre los
polfmeros y copolimeros de los deidos y dsteres o -sminados.

Asi pudy, la piel artificial seguin la invencidn se
distingue de los apdsitos anteriormente conocidos, & base de mg
terias resorbibles por los tejidos vivos, por su estructura paz *
ticular que comprende dos capas distintas, aﬁgque constituidas
de sustancias bastante similares, que tienen cada una ung tex-
-tura y une funcidn especifica y que cooperan entre si de modo
a permitir conseguir uns combinscidn de propiedades que no se
encuentra en ninguno de los apdsitos conocidos.

Como polfmero y copolimerc filmdgeno de deido of-emi~
nado 4 de dster de decido -eminado, s; puede utilizar cualquier
sustancia de este fipo apropiada, preferentemente, formada =a
partir de deidos y dsteres de deidos -aminados, Teles polime-
ros ¢ copolimeros son sustancias macromoleculares sintdticas
£ilmdgenas perfectamente conocidas cuya preparacidn se descri-
be en la literatura cientIfica. A este efecto, se podrd con=-
sultar la reférencia sigulente:

"Synthetic Polypeptides" par Bamford, Elliott et Han-
by, Academic Press, New=York (1.956); "Advances in Protein Che
mistry 13, 243 y siguiente. (1.958). 4 A

Como dsteres de los_diécidos aminados, se puede utilil
,zar*lbs ésteres de alquilos fgcilmente saponificables por los
dlealis diluidos, en particular los alquilos inferiofes, por
e jemplo metilo y etilo.

BEs posible utilizar el mismo polimero regorbible por

los tejid&s vivos pars fo;mar lasg dos capas constitutivas de ls
plel artificial segin la invencidn, aunque, bién entendido, los

procesos de preparccidn de las capas sean diferentes. Sin em

bargo, preferentemente se utilizan dos materias diferentes, .a
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|una de estas capas. 4sf puds, preferentemente, la primera ca-

la 1o sumo el 50 % de I~leucini y, en cuanto al resto, de feido
tho(--]:,-gil.u:l:émico y/0 aspdrtico percialmente esterificado, segﬁn

lefecto se sabe que la velocidad de biodegradacidn de la poli-L-

la siguiente manera! se comienza por fabricar un copolimero en-

que emparentadas, pare formar estas dos capas, a fin de conse-

pa (la que estd destinada a aplicarse directamente sobre la he-
rida) estd. constituida por un copolimero de L-leucina y de ds=
ter -L-glutdmico 4 aspdrtico al menos percialmente saponificg

do. Este copolimero puede estar formado por al menos el 10 % y

la velocidad deseada para la biodegradacidn de esta capa. En

~leucina sola es con mucho mds ddbil que la del Zeido poliglutd

mico de modo que, para uns mezZcla de estos compusstos, la QelocL .

-

dad de biodegradacidn serd tanto menor respectivamente tanto ma
yor, cuanto la proporcidn de I~leucina sea mayor, respectivamen
te menor. La materié de la primera capa comprenderd ventajosa-
mente pusntes de reticulacidn, por ejemplo puentes didsteres
con un diol, por ejemplo polioxietileno~glicol. Dicho copolfme:
ro presenta la ventaja particular dg tener propiedades fisicas
muy prdximas de las del coldgeno natural humano. Preferentemen
te, el espesor de la primera capa estd comprendido entre 0,5 y

3 mm.

Para preparar esta primera capa, se podrd proceder de

tre N-carboxi-anhfdricos de dcidos (J €steres—)aminados. Por

ejemplo, se elegird la leucina y un ﬂ—éster de alquilo del deoi
do aspdrtico; estos N-carboxianhfdridos son por su parte obteni
dos por accidn del fosgeno en las funciones amino-dcidos libres

de estas sustancias. Proferentemente, se acelera la polimeriza

cidn, con hidruro de sodio. En el caso del deido aspdrtico se
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- trans-esterificacidn en dster metflico puesto que el copolime-

_segdn lag tdcnicas usuales, por ejemplo, en MeOH en presencia

| parce esta pasta en capa sobre una placa y se la seca hasta la}

..o .las funciones dster carboxflico esterificadas. Despuds se

-8 -

utiliza, como productos de partida, el dster bencilico puﬁsto
que es un producto fdcilmente disponible y su N-carboxianhfdri
do polimeriza fécilmente (1o que no ocurre con el dster metili
¢0, por ejemplo). Por el contrario, el N-carboxianhidrido del
oK -glutemato de metilo polimeriza sin dificultad.: - '

Despuds se somete el copolimero asi obtenido a una

ro bencflico se saponificarfa dificilmente durante la etapa de

saponificacidn ulterior. Esta trans-esterificacidn se regliza

de SO,H, (Polymer (1.975). Quede biég entendido que si en lu-
gar del d4ster bencflico se utiliza, como producto de partida,
el dster metilico del dcido glutémico, la trans-esterificacidn
anterior no tiene objeto.

A continuacidn se forma una pasta de copo}imero me-
tilado con un disolvente orgdnico y una sal hidrosoluble pero
insoluble en el disolvente orgdnico, por ejemplo NaCl; se es- _

evaporacicn del disolvents. Despuds se somete la caps a una -
saponificacidn en una mezcla de sosa cdustica diluida y de un

disolvente hidrdfilo, lo que salifica una proporeidn notable

somete la placa & una reticuiacidn, por ejemplo templdndola en
una solucidn de SO4Hp en un diol, por ejemplo polioxi-etileno
glicol; Esta reticulacidn d4 a la capa un buén comportamiento |
mecdnico y flexibilidsd. Finalmente, se lava sbundantemente . .
la placa con égua pare eliminar todos los productos solubles
as{ como la sal adlida cuya disolucidn crea la estructura al=-
veolar buscada. Finalmente, se seca la placa cuya materia es’

flexible y resistente.
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La estructura esponjosa de esta primera capa le per-
mite tener una flexibilidad conveniente para seguir los movi-
mientos del tejldo vivo con el que estd en contacto y tener,
ademds, una excelente adherencia con este Wltimo durante el
desarrollo fibrobldstico que se produce en el momento de su cil
catrizacidn.

Para formar la segunda capa (la que estd destinada
a constituir la pared de proteccidn, vuelta hacia el exterior),
ge utilize preferentemente un copolfmero de I=leucina y de .
L-glutemato de o ~alquilo, y, mds particularmente, un copéli—
mero formado a partir de proporciones molares iguales de cada
uno de estos mondmeros. :

Preferentemente, el espesor de esta segunda capa eg«

t4 comprendido entre 50 y 100 Su

Ia estructura semi-permeable asimdtrica de esta se~
gunda capa, que pueﬁe ser gimilar a la de cilertas membranas
de ultrafiltracidn § de dsmosis inversa, es una estructura,
de un tipo conocido de por sf (ver por ejemplo "Polymer Scien
ce & Technology", volumen 6 (1.974), p. 459 PLENUM PRESS; -
"Synthetic Polimeric Membranes por R.B. KESTING (1.971) Mc
Graw & Hill), que comprende poros de didmetros variables en el
sentido perpendicular a la superficie de la capa. disminuyen-
do el valor medio de los didmetros de forme aproximadamente
regular a partir de la cara de esta capa que estd en contacto
con la primera capa hacia la cara libre de esta segunda capa.

Se puede preparar esta capa nwy gimplemente de la si
guiente manera: se esparce en una placa de vidrio una capa de
golucidn viscosa del polimero en un disolvente hidrosoluble,
por ejemplo.dimetilformamida, se dejé esta capa equilibrarse

algunos instantes al aire y se la templa en agua fria el tiep
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- golubles en agua (My > 20.000).

- medio, como son medicementos en solucidn acuosa ¢ incorporadags

gos son eflcazmente mantenidos alejados de la herids.
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po-suficiente para que el disolvente se elimine completamente.
Despuds se la seca en aire caliente. Se obtiene entonces una
capa pldstica flexible cuya porosidad en la cara adherente a
la placa de vidrio es wisible con el microscopio y cuyos poros,
en la ocara exterior, son tan finos qus prdcticamente no son
degcubribles ni siquiera con grandes aumentos.

En lo que se refiere al desecho de esta capa (signi-
ficando ests término, en la tdcnica de las membranas de ultra-
filtraccidn 4 de dsmosis inversa, el porcentaje de una susfan—
cla en solucidn dada que es retenido por la membrana), desecho
que depende esencialmente de las dimensiones de los poros de
esta capa que estdn situados cerca de‘la parte de la capa dis-
puesta del lado de su "cara libre" exterior, corresponde por
ejemplo- & un valor prdcticamente nulo frente a una sustancia de
bajo peso molecular, como es el agua ¥y el clﬁrurd de sodio, un
valor medio, del drden del 30 al 50 % para sustancias que tie-
nen un. peso molecular mds elevado, del orden de 1.000 a-5.000
como la albimina, y un valor igual & § muy prdéximo de 100 %

para sustancias macromolesculares como las resinas sintdticas
Asf resulta que sustancias de peso molecwlar déovil &

A

en pomadas, pueden atravesar fdcilmente la capa superficial de
la plel artificial conforme a la invencidn, cuwando esta piel
ge aplica como apdsito sobre una herida, mientras que las bae-

terias, virus y otros micro-organismos como las levaduras ¥y ho;

En lo que concierne a la permeabilidad al agua y a ,
las soluciones acuosas de esta segunde caps de la piel artifi-

cial, puede corresponder, por ejemplo, 2 wn flujo del orden de




e e s et s

o iemt masakaal S come—eds

- imai e e o P e o ae s

10

15

20

25

- copolimero de la segunda capa en un disolvente hidrosoluble,
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50 cm3 de agua por wl y por hora, bajo una gsobrepresidn inter-
na de 12 cem aprokimadamente de mercurio en el sentido que vé
de la primera capa a la segunda.

El procedimiento de fabricacidn de la piel artifi-
cial de la invencidn se caracteriza porque despuds de haberse
preparado su primera capa se aplica sobre dsta la segunda §
la materia de ella de tal forma que sea la cara de esta Wltimal
la que incluya los poros mayores que constituye la superficie
de unidn entre las dos capas. ,

Segun un mdtodo de ejecucidn de este ;rocedimiento,
se aplica sobre una de las caras de la primera capa una solu~
cidn adhesiva de un N-carboxianhidridé de un amino-deido en wn
disolvente orgdnico, se desengancha la segunda capa de su pla-
ca~-goporte en lé que ha sido preparada, se la superpone con
ligera presidn en la primera capa enlucids del adhesivo y se
deja secar el conjuﬁto hasta la evaporacidn completa del disol]
vente orgdnico. La unidn entre las dos capas se efectuard asi
por mediacidn de la cara de la segunda capa cuyos poros son
mds gruesos.

A continuacidn se esteriliza la piel artificial por
los procedimientos habituales. A

Como N—carbox;anhidrido adhesivo, se puede emplear
el de la glicina y, como disolvente, el acetato de etilo.

Segin otro procedimiento de ejecucidn, se procede co
mo sigue: despuds de haber preparado la primera capa como se

ha descrito mds arriba, se esparce sobre dsta una solucidn del

Despuds se templa el conjunto en agua helada un tiempo suficien

te para que el disolvente se elimine por difusidn y que la se-

gunda capa se solidifique.
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| carse sobre la herida (primera oapa) hacia la capa superficial

. | (segunda capa) que en el sentido inverso. Por comsiguiente, el

f das sucesivamente de forma Integra pbr los tejidos vivbs de la

| herida en la que se gplica. Como variante, gsolo la primers ca

egtructura semi-permeable asimétrica) que no cumple, en este

- caso, mds que una misidn de proteccidn superficial temporal.

- 12 -~

‘ Como disolvente hidrosoluble se pusde utilizar THF,
dioxano piridina, etec.

Debe hacerse notar que la estructura particular de
la membrana artificial conforme a la invencidn parece conferir)
ademds, de las caracterfsticas de permeabilidad a los lfguidos
mds elevada en el sentido que vd de la capa destinada a gpli=-

deslizamiento de un liquido, como agua & los liguidos fisiold-
gicos segregados por la herida en vias de cicatrizacidn, es fg
cilitado sin perjudicar la proteccidn de esta herida.

La utilizacidn de la piel a;tificial conforme a la
invencidn es particularmente ventajosa para el tratamiento de
todos tipos de heridas, en particular las heridas con pérdida
de sugtancias como las heridas traumdticas, quemaduras, cos-
trgs, ete, ¥ para'la preparacidn de los ingertos cuxéneos,'

Cuando se utiliza esta piel como apdsito resorbible

in situ, las dos capas que le constituyen pueden ser resorbi-

pa espesa (capa de estructura esponjosa) puede ser resorbida,

¥ se desune a continuacidn la cape superficial delgada (capa d¢

En el primer caso, ninguna operacidn de arrancamieﬁ-
to del apdsito se necesita y, en el segundo caso, el arranca-
miento final de la capa superficiasl delgada puede efectuarse en
un estadio de cicatrizacidn muy avanzado de la herida y por

tanto es fdcil, prdcticamente sin dolor y sin efecto retarda-

dor en la cicatrizacidn.
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| mente. ﬁespués de 1 hora de adicidn, se ha reducido el caudal
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La invencidn serd mejor comprendida merced a los:
ejemplos no limitativos siguientes, destinados a ilustrar la

invencidn sin, sin embargo, limitar su alcance.

Ejemplo 1
4) Preparacidn de la primera capa (tipo glutamatd de

metilo-leucina)

a) Preparacidn del N-carboxianhfdrido del L-glutamat
de -metilo <?H3~O-CH2 - CH, - OB~00 j)

A\ -4

0
NH-CO ~

En un recipiente de laboratorio provisto de un agi~

tador, termdmetro y refrigerante a re@lujo recorrido por uns

mezecla refrigerante a 0-2°C, se ha coiocado 250 g de I~glutamas

to de K-metilo y 3 litros de tetrahidrofurano (THF). Se intQL ,

duce a 40°C, agitando, fosgeno a razén de 11/minuto aproximada

de C0Cly a~ 0,5 1/minuto y se ha continuado la adicidn toda-
via durante 1 hora. A continuacidn se ha eliminado el exceso
de fosgeno y el disolvente a presidn reducida y se ha recolec-
tado 278 g (93 %) del anhfdrido buscado (P. 99°C). Esta reac-
cidn ha sido efectuada semin: "Biopolimers 15 (1.976), 1.869".

b) Prepafaeidh del N-carboxianhidrdido de I-leucinas
se ha procedido por analogla oon el procedimiento anterior a
partir de 200 g de lewcina y se ha obtenido 215 g (90 #) del
anhfdrido buscado.

¢) Polimerizacidn de una mezcla de los N~carboxianhi
dridos de L=-glutamato de &-metilo y de leucina: en 2.000 ml
de benceno seco, se han introducido 59,8 g de N~carboxianhfdri
do de L-glutemato de o -metilo y 27 g de N-carboxianhidrido de

leucina., Tas cantidades molares de los constituyentes eran

calculadas para que la mezcla comprendiera 65 moles % del mond
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6 g de NaH y 240 mg de trietilamina (iniciador) a una tempera-

' trafluoroetileno (PTFE) en un espesor de 2 mm. A continuacidn

| blente, se ha templado la placa de PTFE recubierta de la capa

polimdrica 17 horas en una sdlucidn agitada que contiene 10 ml

"escurrido la placa, se la ha secado durante 5 horas a %0°C y

te 1a plaéa con agua hasta la eliminacidn de todas las trazas
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‘mero glutdmico y 35 moles % del otro mondmero. Se han affadido

tura de 20°C y se ha dejado la copolimerizacidn que continde
durante 24 horas.

A continuacidn se ha vertido la solucidn reaccional
en 5 litros de etanol frio con violenta agitacidn lo que ha te-
nido por efecto destruir el NaH y provocar la precipitacidn del
polfmefo. Se ha secado date y se ha disuelto de nuevo en deidd
dicloracético (DCA), ¥y despuds se ha preoiﬁitado en alcohol lo
que ha permitido obtenerlo en forma purificada y perfectam;nte
goluble en los disolventes orgdnicos como CHOl3, THF, CHpCly
(disolventes helicdgenos). Rendimiengb 680 g (0 %).-

d) Preparacidn de la materia alveolar: se han disuel
to 0,5 g del copolimero, preparado como se ha descrito anterion
mente, en una mezcla de 1,5 g de CH013 ¥ 2ml de Bz y se han aqé
dido 4 g de NaCl finamente molido. Se ha homogeneizado esta

pagta en el mezclador y se ha esparcido en una placa de polite~
se ha secado esta capa a 60°C hasta la desaparicidn de los di-

gsolventes.

e) Saponificacidn y reticulacidn: a temperaturs am-
de NaOH 1N, 70 ml de etanol y 20 ml de acetona. Despuds se ha
se la ha vuslto a templar en 100 ml de una solucidn de. polioxi~
etileno glicol 300 que contiene 5 g de S0,H, 98 % (solucidn

0,5 ¥). Despuds de 24 horas a T0°C, se ha lavado abundantemen=

de_deido y de sal. Despuds se ha secado la placa en estufa =2
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70°C. La materia asf preparada es flexible y resistente, in~
gsoluble en 4eido diclorsedtico (DCA) pero soluble en NeCH 0, 1NL
Por disolucidn en una cantidad conocida de dleali y titulacidn
a contrapelo con HCl(fenolftaleina), se ha comprobado que el
59 % de los grupos metilo originales han sido saponificados en
grupos ~COOH.

Se observard que si, en lugar de someter la placa a
una reticulacidn en PEG SO4H», se la neutraliza simplemente en
una solucidn de S0,H, 3 % en PEG, se obtiene una vez secado,
un producto soluble en DCA y de gran fragilidad mecdnica.

Ha de hacerse notar gque apl?cando los medios descri-
tos anteriormente de 2 a 4, se han préparado polfmeros de glu~
tamato de metilo y de leucina (Glu (OMe)/Ieu) en proporciones
molares sigulentes: 85/15; 44/56; 50/50. Estos polfmeros han
sido utilizados, como se ha descrito en los pdrrafos 4 a g pa-
ra la preparacidn dé variantes de la primera capa de la presen
te membrana resorbible para épdsitos.

B) Preparacidn de la segunda capa de la piel srti-

ficial.

Se disuelve 40 g de un oopolimero estadfstico de I-
=leucina y de IL-glutamato de & -metilo preparado como se ha
descrito en la parte A de este ejemplo (proporcidn molar de los

mondmeros de partida = 50/50 aproximadamente) en 69 g de tetrg

hidrofurano y despuds se afladen 17 g de formamida a la solucidn

asf obtenida.

Se refrigera la solucidn a 0°C y se la cuela en una
placa de vidrio culidadosamente desengrasada, de modo a conse—
guir una curva viscosa que tiene un espesor aproximedo de 0,5

mm. Se deja evaporar la mezcla de disolventes, manteniendo eg

ta capa durante 2 minutos al aire, a la temperatura ambiente y
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deépués se templa la placa de vidrio y la capa de solucidn en
un bafic de agua helada y se las mantiene durante 1 hora en es-
te bafio. Se obtiene as{ la formacidn de una membrana semi-per
meable de estructuras asimdtrica cuyos poros en la cara conti-
gua & la placa tienen una dimensidn del drden de 0,001 a 0,01
/u mientras que son, microscdpicamente, prdcticamente invisi-
bles en la otra cara. Estz membrana, cuyo espesor apreximado
es de 45 micrones (0,045 mm) se desune por su parte de la su~
perficie de la placa de vidrio. ' )
Esta membrana permite el paso de un flujo de agua py
ra de 0,75 ml/minuto—em? a una presidg de 1,5 keg/cm®, ¥ presen

ta las caracterfsticas de desecho siguientes:

Sustancia en solucidn acuosa
gometida a una ultrafiltracidn _ : Desecho %

‘a_travds de la membrana:

Cloruro de sodio (sol. HOQ a 5 %) 0

Alb¥mina bovina 35

Polivinilpirrolidona (peso molecular:
360.000) , 26

C) Montaje, esteriiizacidn y_conservacidn de la
pliel artificial.

Se emsamblan las dos capas cuya preparacidn y las
caracterfsticas se han indicado anteriormente pegdndolas en-
tre si por medio de la cantidad justo necesaria de una solu-
cidn concentrada adhesiva de glicina = N - carboxi - anhidride

en acetato de etilo (despuds de la pegadura y endurecimiento,

la presencia de esta solucidn no es prdeticamente ya descubri-
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ble).
Finalmente, se esteriliza el conjunto obtenido (va-
por de agua seco a 140°C) durante 20 minutos.

' La piel artificial asf obtenida puede conservarse a
la temperatura ambiente, sin alteracidn durante varios meses,
a2l menos, en estado hiumedo (impregnada de glicerina 4 de sue~
ro fisioldzico) con emhalaje esteril.

Ejemplo 2
A) Preparacidn de la primera capa (tipo deido aspdr-
tico-leucina) U
a) Preparacidn del N—carbox?anhidrido del ’3-aspar—
tato de bensilo Ph—CHz-O-OO-GHQ-?H-CO
NH~CO

0:

Se ha procedido exactamente como se ha descrito em
el ejemplo 1 pdrrafo A) a) utilizando como f£cido eminado 20 g
de aspartato de [3-$encilo lo que ha proporcionado 20 g (89 %)
del N—carboxianhfdrido buscado (F.100°C).

b) N-carboxianhfdrido de la leucina: ver ejemplo 1,
pdrrafo 4) b).

¢) Copolimerizacidn de una mezcla (50:50 molar) de
los N~-carboxianhfdridos de [»-aspartato de metilo y de leuci~
na.

Se ha efectuado esta copolimerizacidn a partir de
une golucidn de 26 g del derivado aspéftico y 16,3 g del deri-
vado de leucina en una mezZcla de 560 ml de benceno y 140 ml de
dioxano. Se ha operado como se ha descrito en el pdrrafo co=
rrespondiente A) c) del ejemplo 1 por medio de 100 mg de tri-
etilamina (TEA) y 1 g de NaH. Despuds de 24 horas, se ha fil-
trado el NaH y utilizado la solucidn directamente para la eta=

pa que sigue.
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"formo y 20 g de benceno. Se ha afiadido a la solucidn 18 g de

| NaCl finamente triturado en el mortero. ILa pasta resultante

"puds ha sido lavada con agus corriente hasta la eliminacidn to-
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d) Transesterificacidn: A la solucidn de poli~-(aspar
tato de bencilo~peucina) obtenida como se ha descrito anterior+
mente, se han afiadido 610 ml de benceno a fin de diluir la mez-
cla y disminuir su viscosidad. Despuds, a 65°C, se ha afladido
uﬁa sdlncidn de 17,4 ml de SO4Hp concentracidn (98 #) en 430 ml
de metanol. Se ha calentado 60 horas a ebullicidn y despuds

¥

se ha concentrado en vacfo hasta la separacidn del polimero poxr
precipitacidn. Se ha recogido dste en 100 ml de THF y despuds
de la filtracidn, se han afiadido 2 litros de agua destilada lo
que ha provocado de nuevo su precipitacidn. Se ha lavado lcon
agua este polfmero, se le ha secado a 50°C y se le ha purifica-
do por disolucidn en 100 ml de DCA, p;eeipitacidn en agua, la-
vado hasta neutralidad y secado. Se han obtenido asi 20 g de
copolimero poli-(aspartato de P-metilo-leucina), 50:50 molar)
que comprende todavia 3 moles %# de restos bencilicos (andlisis

e) Preparacidn de la materias alveolar: se han disuel

to 3 g del cdpolimero anterior en una mezcla de 14 g de cloro-|

ha sido esparcida como en el ejemplo anterior y secada. Deg-

tal de la sal y secada a 60°C.

£) Szponificacidn y reticulacidn: .

Se ha templado la placa en una solucidn de sosa 1 N
en etanol absoluto y se la ha dejédo bajo agitacidn suave durag
te 24 horas. Lsg espums ha sido lavada con etanol.absoluto ¥y ex
una muestra, se han dosificado los grupos -COONa por tritura-
cidn. Se ha encontrado que el 50 % de los grupos aspartato de
metilo han sido saponificados. >
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{ °C en un bafio 0,5 N de SO4Hp en polietileno glicol 300 a 70°C.

|25 moles %; grados de reticulacidn 17,5 moles % (por tanto gra
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A continuacidn se ha templado la placa 18 horzs a 70

Se ha lavado a continuacidn la placa con agua corriente y se hs
triturado el porcentaje de grupos =CO0H. Se ha encontrado 26%
de grupos -=COOH. Con ello se ha llegado a la conclusidn de qud
24 % de los grupos -COOH han sido esterificados por polietile-
no-glicol. La espuma asf reticulada es flexible y sdlida en eg

B) y C) Preparacidn de la segunds capa y montaje de
dstas para la confeccidn de "la plel artificial.

Se ha procedido exactamente como se ha descrito en

tado seco.

A
los pdrrafos correspondientes B) y C) del ejemplo 1.

Ejemple 3 ~ ) )
Ias diferentes variantes de “"pileles artificiales" op

tenidas segin los ejemplos 1 y 2 anteriores han sido sometidas
a los ensayos de utiiizacidn giguientes:

Se han preparado tres muestras de pieles artificiales,
respectivamente A, B y C de lag cuales la primera capa que se
pone en contacto con la herida estgba constituida de los poli-
meros siguientes:

A): poli (Leu-Asp), (50:50); grado de saponificacidn
50 moles %, es decir la mitad de los grupos éster del asparta=-
40 de metilo grado de reticulacidn 0 %.

B): poli (Leu-Asp), (50:50); grado de saponificacidn

do de -COOH libres 17,5 moles #).

0): poli (Leu-Asp), (50:50); grado de saponi%iéaﬁidh“
40 moles %; grados de reticulacidn 5 moles % (por tanto grado
de ~COOH libres 35 moles #).

Debe hacerse notar que la primers capa de la muestra

et o BB A heT o 5 et ek e e 2 e b4 v bt a0 P20 e bbe B P8 . s e
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A ha sido preparada segin los datos del ejemplo 2 a excepcidn
de la etapa de etapa de reticulacidn que ha sido omitida.

Se ha esterilizado estas muestras dos horas bajo ra-
yos UV despuds de lo cual ge bhan aplicado de estas muestras
fragmentos (10 x 5mm y 2,5 mm de espesor) sobre incisiones
practicadas en la regidn de los hombros de ratas macho WISTAR.
Degpuds de un periodo de espera de 24 horas a 3 semanas, los
enimales han sido sacrificados, los spdsitos han sido retirados
¥ la resorcidn de la materia que constituye la primera capa ha
sido evaluads visualmente y expresada, de forma aproximgd; en
% del tejido original efectivamente resorvido.

Ios resultados figuran en ei cuadro siguiente:

Tiempo de resorcidn
Muestra
24 horas . 40 dfas 3 semanas
8 % 0 % 100 %
14 10 % 20 %
35 % 100 % —

Estos resultados ponen de manifiesto eclaramente que
el grado de resorcidn aumenta en funcidn del grado de ~COOH
libres, es decir del grado de saponificacidn e inversamente en
funcidn del grado de reticulacidn.

Ajustando estos pardmetros segun los medics divulga-}
dos en la presente invencidn, se puede por tanto obiener diver
sos productos cuyos grados de resorcidn corresponden a las di-
ferentes finalidades buscadas.

Por lo demds, sustituyendo en las muestras anterio~
res el resto aspdrtico por el resto glutdmico, se comprngg,y»_

permaneciendo el resto de las cosas iddnticas, que el grado de




| resorcidn es aumentado de forma. significativa.

| constar que las disposiciones anteriormente indicadas, son sug

.| ceptibles de modificacionss de detalle, en cuanto no alteren

% Mt et B s & am A em i S n m e

- 21 -

Degerita suficienxeﬁenﬁe la naturaleza del invento,

asf como la manera de realizarlo en la prdetica, debe hacerse

su principio fundamental.
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REIVINDICACIONES

18.- Procedimiento de fabricacidn de una membrana
gintdtica para apdsitos, de materia polipeptidida sintdtica,
que comprende dos capas solidarias de las cuales una, al me-
nos es resorbible’.  por el organismo,  aplicdndose la primera,
interior, directamente sobre la herida y la segunda constituye
wna proteccidn exterior, estando constituida la segundércapa
por un tejido poroso, semi-permeable cuyos poros tienen una
seccidn que decrece en el sentido interior-exterior, lo q?e la
confiere una permesbilidad asimdtrica, dejando pasar aire,
agua y sustanclas de bajo peso molecu}ar, y deteniendo a la
vez los micro-organismos patdgenos ex%eriores; y estando cons-
tituida la primera capa por un tejido hidrdfilo no tdxico de
materia biodegradable, alveolar de células comunicantes, espon

josa y permeable a los liquidos elegida entre los polimeros y

. copolimeros de los dcidos y ésteres O(~aminados; caracterizado

porque despuds de haber preparado la primera capa, se apliea

gobre dsta la segunda capa de modo que la cara de esta segunda

capa, cuyos poros tienen la mayor seccidn, se adhiera a la
primera capa.
28 ,~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, carac-
terizado porque se aplica gobre una de las caras de la'primera
capa una solucidn adhesiva é; un N-carboxianhidrido de un ami-

no-dcido en un disolvente orgdnico; se desune la segunda capa

"de su soporte en el que ha sido preparada independientemente;
- se la aplica sobre la primera capa, constituyendo la cara mds

‘porosa la superficie de unidn; y se deja secar el conjunto hag

ta la evaporacidn completa del disolvente orgdnico.

38,.~- Procedimiento segin la reivindicacidn 2, carac-,
terizado porque el smino-dcido del adhesivo es glicina y el:d;
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| congtituye la segunda capa en un disolvente hidrosoluble y se

‘ do.

terizado porque la segunda cape estd constituida por uns materja

deidos Ol~sminados y de los d&steres alquilados de estos decidos.

solvente es acetato de etilo.
48,- Procedimiento segin la reivindicacidn 1, carac-
terizado porque despuds de haber preparado la primera capa se

esparce sobre dsta, en frfo, una solucidn del copolfmero que

templa el conjunto en agua helada de modo a eliminar, por difu
gidn, el disolvente hidrosoluble.

58 ,= Procedimiento''segin la reivindicacidn 1, carac-
terizado porque la primera capa estd constituida por un copoli
mero de L-leucina y de deido of-I-glutdmico paréialmenté este-
rificado.

68.~ Procedimiento segin la‘}eivindicacidn 1, carac-‘
terizado porque la primera eépa estd constituida por un copoli

mero de L-leucina y de decido aspdrtico parcialmente esterifica

78, Proceﬁimiento segun las reivindicaciones 5 y 6,
caracterizado porque el copdlimero de la primera capa se reti- .
cula por puentes dster resultantes de una esterificacidn de laé
funciones =COOH con diol, en particular polioxietileno glicol
300. ‘

84,- Procedimiento seguin la reivindicacidn 7, carac-
terizado porque el copolimero estd constituido por al menos 104
¥y a lo sumo por 50 % de L-leucina y, para el resto, dcidos oL~
-glutdmico 4 L-aspdrtico

98, - Procedimiento segin la reivindicacidn 1, carac-
terizado porque el espesor de la primera capa es de 0,5 a2 3 mm.

10&,- Procedimiento segin la reivindicacidn 1, carac;'

elegida entre los polimeros y los copolimeros filmdgenos de los
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118.~ Procedimiento seguin la reivindicacidn 10, carag
terizado porque la segunda capa estd constituids por un copoli
mero de L-leucina y de L-glutamato de O{-alquilo, en particulaj
ﬁetilo.

)

128.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 10, ca-
racterizado porque el copolimero se forma a partir de propor-
ciones iguales de cada uno de los mondmeros de partida.
138,~ Procedimiento segun la reivindicacidn 10, ca-
racterizado porque el espesor de la segunda capa es de 50 a
100 fae 7
148.- Procedimiento de fabricacidn de una membrana
sintdtica para apdsitos, tal y como qt‘ieda sustancialmente des-
cerito en la presente Memoria. ‘
Esta Memoria consia &e 24 hojas, escritas a mdquina
por una sola cara. :
Madrid 18 ENE. 1978

BATTELLE MEMORIAL INSTITUTE

Jo Ba. GORA
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