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DESCRIPCION

Método de separacién de colageno de tejido animal, método de fabricacion de una solucién de colageno y producto
manufacturado usando dicho método.

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para la separacion de colageno de diversos tejidos animales, un
método para preparar una solucién de colageno y un producto manufacturado usando dicho método. Més
especificamente, la presente invencion se refiere a un método para la separacion eficaz de colageno de tejidos dseo
y cartilaginoso, tejidos cutaneos y tejidos tendinosos/ligamentosos animales, un método para preparar una solucién
de colageno a partir de dichos tejidos aislados y una matriz de colageno y solucién de colageno altamente
concentrada usando dicho método.

Técnica antecedente

Tal como se conoce en general, el coldgeno es una proteina de la clase de escleroproteinas que constituye huesos,
cartilago, dientes, tendones y piel de animales y también escamas de los peces. El colageno esta presente como un
sélido similar a una fibra y muestra la intrincada estructura periédica estriada transversalmente al examinarlo con un
microscopio electrénico.

El colageno es una proteina estructural que se encuentra de la forma méas frecuente en todo tipo de mamiferos, y
comprende aproximadamente el 30% del peso total de todas las proteinas en el cuerpo. Actualmente, se conocen 20
especies de colageno y el colageno de tipo | es la forma de colageno mas abundante. El colageno tiene una
estructura en la que proteinas monoméricas que tienen un peso molecular de aproximadamente 300 kDa se
reticulan entre si mediante enlaces covalentes en sitios especificos. Por lo tanto, el colageno maduro forma una
forma similar a una fibra caracteristica que tiene insolubilidad en agua y resistencia a la traccion elevada. El
colageno se compone de aminoacidos constituyentes tales como glicina, prolina, hidroxiprolina, alanina y acido
glutamico, y se caracteriza particularmente por un alto contenido de hidroxiprolina que no se encuentra
habitualmente en otras formas de proteinas.

Mientras tanto, dicho colageno tiene una estructura en la que tres cadenas polipeptidicas estan enrolladas en espiral
unas alrededor de otras, mediante puentes de hidrégeno. El colageno no se descompone en agua, acidos diluidos y
alcalis diluidos, pero la ebullicion del colageno da como resultado la conversion del mismo en una estructura de una
sola cadena de gelatina que es soluble. A diferencia de la gelatina, el colageno puede adquirir una viscosidad
adecuada sin calentarlo y, por lo tanto, puede prepararse convenientemente cuando es sometido a gelificacion.
Ademas, debido a su peso molecular mas elevado que la gelatina, el colageno es mas biocompatible con tejidos
bioldgicos y muestra una elevada actividad fisioldgica. Por lo tanto, cuando se usa para tratar heridas, el colageno
facilita un proceso de cicatrizacién, que contrasta con la tendencia en la que la gelatina interfiere en la generacion
tisular. Ademas, el colageno es altamente flexible incluso cuando estd endurecido, y reticula rapidamente en un
corto periodo de tiempo, dando como resultado de este modo un tiempo de gelificacion reducido. El colageno no es
susceptible a la accion de enzimas proteoliticas tales como tripsina, pepsina, ficina, papaina y elastinasa, mientras
gue es susceptible a la descomposicién por colagenasa. La separacion de colageno de tejidos implica extraccion
con disolvente organico, tratamiento con acido/alcali, seguido por accién de enzimas proteoliticas tales como
tripsina, pepsina, ficina, papaina y elastinasa, obteniendo de este modo colageno.

Ademas, para aplicaciones in vivo, el coladgeno obtenido de este modo se disuelve en disolventes no toxicos
biol6gicamente, por ejemplo tampones tales como agua, solucion salina fisiologica y tampdn borato, o soluciones
acuosas que contienen sales, por ejemplo cloruro sédico, proteinas, sacaridos y grasas.

Actualmente se estan realizando muchos estudios para el desarrollo de un método eficaz para separar colageno.
Para garantizar cantidades suficientes de colageno para uso médico, grandes cantidades de materias primas son
necesarias y también se requiere un avance significativo en un método de separacion de colageno.

En particular, se sabe que el colageno no solamente desempefia un papel en un incremento de una concentracion
de plaguetas y la agregacion de plaquetas pero también sirve para activar las plaquetas mediante la deformacion de
formas o estructuras bioquimicas de plaquetas, y por lo tanto el colageno se usa ampliamente como hemostatico.

Se han conocido humerosos métodos para separar colageno desde la década de 1950, pero existe una dificultad en
la separacion de coldgeno puro en una forma no desnaturalizada. Por lo tanto, sigue existiendo un requisito para el
desarrollo de un método que es capaz de separar colageno de diversos tejidos y en grandes cantidades, para usar
colageno en diversos campos.
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Sin embargo, los métodos de separacién de colageno conocidos actualmente se basan principalmente en la
separacion de colageno de la piel o de tendones de mamiferos (murino, bovino, porcino y similares).
Desafortunadamente, aln no existe ningln método capaz de separar el colageno de los tejidos 6seos.

Divulgacion de la invencion
Problema técnico

Por lo tanto, la presente invencién se ha realizado en vista de los problemas anteriores, y es un primer objeto de la
presente invenciéon proporcionar un método para la separacion y la utilizacion de colageno de diversos tejidos de
animales.

Para este propésito, un segundo objeto de la presente invencién es proporcionar un meétodo para la separacion
eficaz de colageno de tejidos 6seos y cartilaginosos, tejidos cutaneos y tejidos de tendinosos/ligamentosos de
animales.

Un tercer objeto de la presente invencién es proporcionar un método para preparar una solucién de colageno a partir
de dichos tejidos separados.

Un cuarto objeto de la presente invencion es proporcionar una matriz de colageno y una solucién de colageno
altamente concentrada usando la solucién de colageno anterior.

Un quinto objeto de la presente invencion es proporcionar un método para separar colageno de diversos tejidos de
animales, un método para preparar una solucidon de coldgeno y un producto manufacturado usando dicho método,
que son adecuados para mejorar la satisfaccion del cliente mediante una calidad y fiabilidad del producto
notablemente mejoradas.

Solucién técnica

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, los anteriores y otros objetos pueden conseguirse mediante la
provisién de un método para preparar una solucién de colageno a partir de diversos tejidos de un animal, que
comprende, en el momento del tratamiento final de colageno, tratar una solucién de colageno que tiene una
concentracion predeterminada en condiciones neutras a una baja temperatura, seguido por tratamiento durante una
noche a una temperatura de 30 a 35°C; concentrar coldgeno mediante centrifugado; y disolver el colageno
concentrado de este modo en disolvente débilmente &cido refrigerado o solucion salina tamponada con fosfato
(PBS), preparando de este modo una solucién que tiene una concentracion de colageno de 1 a 5 mg/ml.

Breve descripcion de los dibujos

Los anteriores y otros objetos, caracteristicas y otras ventajas de la presente invencion se entenderan mas
claramente a partir de la siguiente descripcion detallada tomada junto con los dibujos adjuntos, en los que:

La figura 1 es una fotografia que muestra patrones y resultados de SDS-PAGE de colageno aplicado a la presente
invencion, en base a la separacién por tamafios de proteina;

La figura 2 es un gréfico y una fotografia que muestran resultados del analisis de colageno aplicado a la presente
invencién, usando un analizador de imégenes;

La figura 3 es una fotografia de un producto de matriz fabricado usando colageno de acuerdo con la presente
invencion; y

La figura 4 es una fotografia de un producto de soluciéon de colageno altamente concentrada fabricado usando
colageno de acuerdo con la presente invencion.

Mejor modo de llevar a cabo lainvencién

Las realizaciones preferidas de la presente invencion para conseguir los objetos mencionados anteriormente se
describirdn ahora en més detalle en referencia a los dibujos adjuntos.

Un método para separar colageno de diversos tejidos de animales, un método para preparar una solucion de
colageno y un producto manufacturado usando dicho método, que se aplican a la presente invencidn, se constituyen
tal como se muestra en las figuras 1 a 4.

En relacién con la descripcién de la presente invencion en lo sucesivo en el presente documento, si se considera
que la descripcién de funciones o construcciones conocidas relacionadas con la presente invencion puede hacer al
asunto de la presente invencion poco claro, la descripcion detallada de las mismas se omitira.

Los términos que se describirdn en lo sucesivo en el presente documento se establecen teniendo en consideracion
funciones en la presente invencién y pueden variar de acuerdo con la intencién del fabricante o una practica habitual
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en la técnica relacionada. Por lo tanto, los términos usados en el presente documento deben definirse en base al
contenido de la memoria descriptiva de la presente invencion.

La presente invencion se refiere a un método mejorado para separar eficazmente colageno de diversos tejidos,
particularmente un método para separar colageno de tejidos 6seos, y un método de aplicacion del colageno
separado.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “colageno separado” se refiere a aquel a partir del cual
péptidos que tienen una fuerte antigenicidad se retiraron tratando colageno, extraido de diversos animales, con
acidos o enzimas tales como pepsina, tripsina, quimotripsina, papaina y ficina.

El colageno de acuerdo con la presente invencién muestra solubilidad a una temperatura de 4 a 10°C en condiciones
de pH acido, pero insolubilidad a una temperatura de 30 a 37°C en condiciones de pH neutro. Ademas, cuando el
colageno a una concentracion predeterminada se mantiene a una temperatura de 30 a 37°C con respecto a cambios
de acidez de un valor de pH acido a un valor de pH neutro, el coladgeno de acuerdo con la presente invencion
muestra una forma de gel. La aplicacion de cierto estimulo al colageno da como resultado un cambio de la forma de
gel a la forma similar a una fibra insoluble.

En un método al que se le aplican temperatura y pH apropiados, la valoracion de colageno a un pH neutro mientras
se mantiene la condicion de temperatura de 4°C puede conservar propiedades de la fase de solucion durante un
periodo de tiempo predeterminado incluso en condiciones neutras.

Adicionalmente, se pretende que la separacion de coldgeno se lleve a cabo aprovechando las diferencias de
cambios de pH y temperaturas, diferencias de concentraciones de sal diferenciales y precipitacién en etanol.

Ademas, la presente invencion se usara como un método para concentrar colageno manteniendo una solucion de
colageno a una temperatura de 30 a 37°C en condiciones neutras durante un periodo de tiempo predeterminado
para inducir la separacion en capas, y precipitar el colageno mediante centrifugado.

Tal como se ha descrito anteriormente en el presente documento, el colageno incrementa una concentracion de
plaquetas y causa la agregaciéon de plaquetas, y también deforma las formas o las estructuras bioguimicas de
plaquetas, activando de este modo las plaquetas. Por lo tanto, el colageno también se usa ampliamente como
hemostatico.

Se sabe que la viscosidad de colageno con respecto al pH es mayor en un intervalo de pH de 5,0 a 6,0.

Para esto, en el momento del tratamiento final de colageno de acuerdo con la presente invencion, una solucién de
colageno que tiene una concentracion predeterminada se trata a una baja temperatura en condiciones neutras y se
trata a continuacion a una temperatura de 30 a 35°C durante una noche mientras se aplica una agitacion
predeterminada. Después del tratamiento durante una noche, el colageno se concentra mediante centrifugado y el
colageno concentrado de este modo se disuelve en disolvente débilmente acido o solucion salina tamponada con
fosfato (PBS), que se mantuvo en almacenamiento en frio, preparando de este modo una solucién de colageno que
tiene una concentracion de 1 a 5 mg (de coldgeno)/ml.

El colageno de acuerdo con la presente invencién puede aplicarse en forma de una matriz o una solucién altamente
concentrada.

Es decir, tal como se muestra en la figura 3, la matriz se prepara inyectando aire puro filtrado en colageno a una
concentracion y un pH adecuados para formar de este modo poros predeterminados, seguido por liofilizacién y
secado por calor seco.

En este caso, la matriz de colageno estd hecha de una solucién de colageno que tiene una concentracion de
colageno de 3 a 5 mg/ml. Especificamente, aire puro filtrado se inyecta en la solucién de coldgeno a un pH de 5,0 a
6,0, formando de este modo poros predeterminados. La solucién de coldgeno con poros formados a continuacion se
liofiliza, se envasa mediante tratamiento térmico y se esteriliza con éxido de etileno (EO) gaseoso o irradiacién con
rayos gamma (rayos v), formando de este modo una matriz de colageno. La matriz puede construirse en diversas
formas dependiendo de los tipos de moldes usados. La matriz construida de este modo puede usarse como
hemostatico, soporte y similares, y diversas formas de los hemostaticos y soportes de colageno estan actualmente
disponibles en el mercado. Ademas, la matriz de colageno puede incluir otros componentes tales como fibrindégeno y
trombina para potenciar efectos de colageno como hemostatico. Dicha matriz de colageno también puede usarse
como apoésitos adhesivos hemostaticos.

Para utilizar una solucion de colageno altamente concentrada, tal como se muestra en la figura 4, la presente
invencién prepara una solucion de colageno esterilizando colageno a una concentracién de 1 mg/ml a través de un
filtro de 0,22 micrometros y concentrando el colageno esterilizado para obtener una solucién de colageno del 3 al
7%. La solucion de colageno altamente concentrada se usa como relleno para eliminar arrugas en la piel, y esta
también disponible en el mercado como en producto correspondiente. Ademas, usando la solucion de colageno
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altamente concentrada que contiene sustancias antibiéticas o factores de crecimiento, es posible inducir efectos de
regeneracion tisular en heridas y regiones dafiadas pulverizando la solucién de colageno sobre ellas.

Modo paralainvencion
EJEMPLOS

A continuacion, la presente invencion se describird en mas detalle en referencia a los siguientes ejemplos. Estos
ejemplos se proporcionan solamente para ilustrar la presente invencion y no debe interpretarse que limitan el
alcance y espiritu de la presente invencion.

Ejemplo 1

Tejido Gseo porcino se prepard en un polvo que tenia un tamafio de particula de 1 a 500 micrémetros y se traté con
acido con HCI 0,5 N. A continuacion, el tejido 6seo tratado con &cido se trat6 repetidamente con pepsina (de 2 a 5
veces) durante un largo periodo de tiempo (de 3 a 7 dias) para separar colageno de tipo | que a continuacion se
sometio a tratamiento con sal para fraccionamiento y tratamiento con etanol, obteniendo de este modo colageno a
del 5 al 10% del peso del tejido inicial. Especificamente, este procedimiento se describira en mas detalle en lo
sucesivo en el presente documento:

1. Tejido 6seo aislado porcino se lavé exhaustivamente con agua destilada, etanol, acetona y similares.
2. El tejido 6seo se corté en forma de rosquilla y se almacend a -20°C.

3. Para separar el colageno del tejido Gseo, el tejido Gseo se prepar6 en un polvo que tenia un tamafo de particula
de 1 a 500 micrémetros.

4. El tejido 6seo pulverizado se lavé con etanol y agua destilada.

5. El polvo éseo lavado de este modo se traté durante una noche con HCI 0,5 N mientras se agitaba a de 10 a 100
rpm.

6. Después del tratamiento durante una noche, el polvo éseo se tratd con pepsina (la pepsina se tratd en una
relacion de 10 a 50:1 del tejido:pepsina, y se disolvié en HCI 0,1 N antes del uso).

7. El tratamiento con pepsina se repitid de 2 a 5 veces durante de 3 a 7 dias.

8. La solucién de polvo 6seo tratado con pepsina se centrifugé a 4°C y 12.000 g durante 30 minutos, y un
sobrenadante se separd y se almacend y un precipitado se devolvié a la etapa 7.

9. Una concentracion final de NaCl de 0,5 a 0,8 M se aplicé al sobrenadante separado y almacenado que, a
continuacion, se tratd a 44°C durante de 4 horas a 1 dia.

10. Después del centrifugado (12.000 g, 30 minutos y 4°C), se retird un precipitado y se recogi6 un sobrenadante.

11. El sobrenadante se valoré en condiciones neutras y se prepard una concentracion final de la solucién de NaCl
1,6 M.

12. La solucién resultante se traté a 4°C durante de 4 horas a 1 dia y se centrifugd, y se retir6 de nuevo un
precipitado y se recogio un sobrenadante.

13. Adicionalmente se afiadié NaCl al sobrenadante recogido a una concentracion final de NaCl 2,6 M, seguido por
un periodo de reposo a 4°C durante de 4 horas a 1 dia.

14. Se llevé a cabo centrifugado para retirar un sobrenadante, y el precipitado resultante se lavé una o dos veces
con etanol al 95% y se resuspendio en agua destilada.

15. Se afadié HCI 1 N a la solucién resuspendida en una cantidad de relacion de 1ml:100 ml para conseguir la
resuspension completa y se valoré de nuevo a 4°C en condiciones neutras.

16. La solucién valorada de este modo se dejo reposar a una temperatura de 30 a 37°C durante de 4 horas a 1 diay
a continuacion se centrifugé, y

17. El colageno precipitado de este modo se resuspendié a una concentracion de 1 a 30 mg/ml en disolvente
débilmente acido o PBS, y se almacend a 4°C.

Ejemplo 2

Tejido cartilaginoso porcino se preparé en un polvo y se traté con acido con HCI 0,5 N. A continuacion, el tejido
cartilaginoso tratado con acido se tratd repetidamente con pepsina para separar colageno de tipo Il que, a
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continuacioén, se sometioé a tratamiento con sal para fraccionamiento y tratamiento con etanol, obteniendo de este
modo colageno a del 5 al 10% del peso del tejido inicial. Especificamente, este procedimiento se describira con mas
detalle en lo sucesivo en el presente documento:

1. Tejido cartilaginoso aislado porcino se lavé exhaustivamente con agua destilada, etanol, acetona y similares.

2. Para separar el colageno del tejido cartilaginoso, el tejido cartilaginoso se prepar6 en un polvo que tenia un
tamafio de particula de 1 a 500 micrémetros.

3. El tejido cartilaginoso pulverizado se lavé con etanol y agua destilada.

4. El tejido cartilaginoso lavado de este modo se tratdé durante una noche con una solucion de guanidina-HCI
(guanidina-HCI 4 M, Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5).

5. El polvo de cartilago tratado durante una noche se lavé una o dos veces con HCI 0,1 N.
6. El polvo de cartilago se tratdé durante una noche con HCI 0,5 N mientras se agitaba a de 10 a 100 rpm.

7. Después del tratamiento durante una noche, el polvo de cartilago se traté con pepsina (la pepsina se tratdé en una
relacion de 10 a 50:1 del tejido:pepsina, y se disolvié en HCI 0,1 N antes del uso).

8. El tratamiento con pepsina se repitid de 2 a 5 veces durante de 3 a 7 dias.

9. La solucion de polvo de cartilago tratado con pepsina se centrifugdé a 4°C y 12.000 g durante 30 minutos, y un
sobrenadante se separd y se almacend y un precipitado se devolvié a la etapa 8.

10. Una concentracion final de NaCl de 0,5 a 0,8 M se aplicé al sobrenadante separado y almacenado que a
continuacion se tratd a 4°C durante de 4 horas a 1 dia.

11. Después del centrifugado (12.000 g, 30 minutos y 4°C), se retird un precipitado y se recogi6 un sobrenadante.

12. El sobrenadante se valoré en condiciones neutras y se prepar6 una concentracion final de la solucién de NaCl
2,6 M.

13. La solucién resultante se tratd6 a 4°C durante de 4 horas a 1 dia y se centrifugd, y se retir6 de nuevo un
precipitado y se recogi6é un sobrenadante.

14. Adicionalmente se afiadié NaCl al sobrenadante recogido a una concentracion final de NaCl de 3,5 a 4,0 M,
seguido por un periodo de reposo a 4°C durante de 4 horas a 1 dia.

15. Se llevé a cabo centrifugado para retirar un sobrenadante, y el precipitado resultante se lavé una o dos veces
con etanol al 95% y se resuspendié en agua destilada.

16. Se afiadié HCI 1 N a la solucién resuspendida en una cantidad de relacién de 1 ml:100 ml para conseguir la
resuspension completa y se valoré de nuevo a 4°C en condiciones neutras.

17. La solucién valorada de este modo se dejo reposar a una temperatura de 30 a 37°C durante de 4 horas a 1 diay
a continuacion se centrifugo, y

18. El colageno precipitado de este modo se resuspendid a una concentracion de 1 a 30 mg/ml en disolvente
débilmente acido o PBS, y se almacend a 4°C.

Ejemplo 3

Tejido cutaneo porcino se preparé en una seccion (de 500 micrémetros a 5 mm de grosor), y la seccion tisular se
colocd en una red que tenia un tamafio de malla de 200 a 500 micrémetros y (se tratdé con acido con HCI 0,1 N. A
continuacion, el tejido tratado con acido) se tratd repetidamente con pepsina para separar colageno de tipo | que, a
continuacion, se sometié a tratamiento con sal para fraccionamiento y tratamiento con etanol, obteniendo de este
modo colageno a del 10 al 15% del peso del tejido inicial. Especificamente, este procedimiento se describira con
mas detalle en lo sucesivo en el presente documento:

1. Tejido cutaneo aislado porcino se lavé exhaustivamente con agua destilada, etanol y similares, y se almacend a
-20°C.

2. Para separar el colageno, del tejido cutaneo, el tejido cutaneo se preparé en una seccién que tenia un grosor de
500 micrémetros a 5 mm.

3. La seccion tisular se colocé en una red que tenia un tamafio de malla de 200 a 500 micrémetros y se lavé con
etanol y agua destilada.
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4. La seccion tisular lavada de este modo se tratdé con pepsina (la pepsina se traté en una relacion de 10 a 50:1 del
tejido:pepsina, y se disolvié en HCI 0,1 N antes del uso).

5. El tratamiento con pepsina se repitié de 2 a 3 veces durante de 2 a 3 dias.

6. La solucion de tejido cutaneo tratado con pepsina se centrifugé a 4°C y 12.000 g durante 30 minutos, y un
sobrenadante se separ6 y se almacend y un precipitado se devolvi6 a la etapa 5.

7. Una concentracion final de NaCl de 0,5 a 0,8 M se aplicé al sobrenadante separado y almacenado que a
continuacion se tratd a 4°C durante de 4 horas a 1 dia.

8. Después del centrifugado (12.000 g, 30 minutos y 4°C), se retird un precipitado y se recogioé un sobrenadante.

9. El sobrenadante se valord en condiciones neutras y se prepar6 una concentracion final de la solucién de NaCl 1,6
M.

10. La solucion resultante se tratdé a 4°C durante de 4 horas a 1 dia y se centrifugd, y se retir6 de nuevo un
precipitado y se recogié un sobrenadante.

11. Adicionalmente se afiadid6 NaCl al sobrenadante recogido a una concentracion final de NaCl 2,6 M, seguido por
un periodo de reposo a 4°C durante de 4 horas a 1 dia.

12. Se llevé a cabo centrifugado para retirar un sobrenadante, y el precipitado resultante se lavé una o dos veces
con etanol al 95% y se resuspendio en agua destilada.

13. Se afiadio HCI 1 N a la solucién resuspendida en una cantidad de relacion de 1 ml:100 ml para conseguir la
resuspensién completa y se valoré de nuevo a 4°C en condiciones neutras.

14. La solucion valorada de este modo se dejé reposar a una temperatura de 30 a 37°C durante de 4 horas a 1 diay
a continuacion se centrifugé, y

15. El colageno precipitado de este modo se resuspendid a una concentracion de 1 a 30 mg/ml en disolvente
débilmente acido o PBS, y se almaceno a 4°C.

Ejemplo 4

Tejido tendinoso/ligamentoso porcino se preparé en una seccion (de 500 micrometros a 5 mm de grosor) y se tratd
con pepsina para separar colageno de tipo | que, a continuacién, se sometio a tratamiento con sal para
fraccionamiento y tratamiento con etanol, separando de este modo colageno a del 10 al 20% del peso del tejido
inicial. Especificamente, este procedimiento se describira con mas detalle en lo sucesivo en el presente documento:

1. Tejido tendinoso/ligamentoso aislado porcino se lavo exhaustivamente con agua destilada, etanol y similares, y se
almacené a -20°C.

2. Para separar el colageno del tejido tendinoso/ligamentoso, el tejido tendinoso/ligamentoso se preparé en una
seccién que tenia un grosor de 500 micrometros a 5 mm.

3. La seccion tisular se lavé con etanol y agua destilada.

4. La seccion tisular lavada de este modo se tratd con pepsina (una relacion de 10 a 50:1 del tejido:pepsina, disuelta
en HCI 0,1 N antes del uso).

5. El tratamiento con pepsina se repitié de 2 a 3 veces durante de 2 a 3 dias.

6. La solucién de tejido tendinoso/ligamentoso tratado con pepsina se centrifugé a 4°C y 12.000 g durante 30
minutos, y un sobrenadante se separ6 y se almacend y un precipitado se devolvio a la etapa 5.

7. Una concentracion final de NaCl de 0,5 a 0,8 M se aplico al sobrenadante separado y almacenado que, a
continuacion, se tratd a 4°C durante de 4 horas a 1 dia.

8. Después del centrifugado (12.000 g, 30 minutos y 4°C), se retir6 un precipitado y se recogié un sobrenadante.

9. El sobrenadante se valord en condiciones neutras y se prepar6 una concentracion final de la solucién de NaCl 1,6
M.

10. La solucion resultante se traté a 4°C durante de 4 horas a 1 dia y se centrifugd, y se retird de nuevo un
precipitado y se recogié un sobrenadante.

11. Adicionalmente se afiadié NaCl al sobrenadante recogido a una concentracion final de NaCl 2,6 M, seguido por
un periodo de reposo a 4°C durante de 4 horas a 1 dia.
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12. Se llevé a cabo centrifugado para retirar un sobrenadante, y el precipitado resultante se lavé una o dos veces
con etanol al 95% y se resuspendié en agua destilada.

13. Se afiadié HCI 1 N a la solucién resuspendida en una cantidad de relacién de 1 ml:100 ml para conseguir la
resuspension completa y se valoré de nuevo a 4°C en condiciones neutras.

14. La solucién valorada de este modo se dejo reposar a una temperatura de 30 a 37°C durante de 4 horas a 1 diay
a continuacion se centrifugo, y

15. El colageno precipitado de este modo se resuspendid a una concentracion de 1 a 30 mg/ml en disolvente
débilmente acido o PBS, y se almacend a 4°C.

Mediante los efectos de los ejemplos 1 a 4 mencionados anteriormente, podia confirmarse a partir de los resultados
del analisis por SDS-PAGE mostrados en la figura 1 que pesos moleculares de las bandas correspondientes eran de
aproximadamente 140 kDa y 130 kDa, respectivamente.

Ademas, a partir de los resultados del analisis de imagen de colageno mostrados en la figura 2, podia confirmarse
que las caracteristicas de colageno de tipo I, es decir una relacion de al:a2 es 2:1 (un valor de resultados de
ensayo). La figura 3 muestra una fotografia de un producto de matriz fabricado usando colageno de acuerdo con la
presente invencion, y la figura 4 muestra una fotografia de un producto de solucion de colageno altamente
concentrada fabricado usando colageno de acuerdo con la presente invencion.

Aplicabilidad industrial

Tal como es evidente a partir de la descripcion anterior, la presente invencion permite la separacion y la utilizacion
de colageno de diversos tejidos de animales. Para este propdsito, son objetos especificos de la presente invencion
proporcionar un método para separacion eficaz de colageno de tejidos Oseo, cartilaginoso, cutdneo y
tendinoso/ligamentoso de animales, preparacion de una solucion de colageno a partir de dichos tejidos aislados, y
preparacion de una matriz y una solucién altamente concentrada usando la solucion de colageno. Por lo tanto, la
presente invencion consigue una calidad y fiabilidad del producto notablemente mejoradas y, por lo tanto, es muy Util
para mejorar la satisfaccion del cliente.
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REIVINDICACIONES

Un método para separar colageno de un tejido animal,

obteniendo de este modo colageno a del 5 al 10% del peso del tejido inicial, que comprende

2.

1. lavar exhaustivamente un tejido 6seo aislado porcino con agua destilada, etanol y acetona;
2. cortar el tejido 6seo en forma de rosquilla y almacenarlo a -20°C;

3. procesar el tejido 6seo a un polvo que tiene un tamafio de particula de 1 a 500 micrometros, para separar el
colageno del tejido dseo;

4. lavar el polvo de tejido 6seo con etanol y agua destilada;

5. tratar el polvo éseo lavado de este modo durante una noche con HCI 0,5 N mientras se agitaba a de 10 a
100 rpm;

6. tratar el polvo 6seo con pepsina (relacién de 10 a 50:1 del tejido:pepsina, y disuelta en HCI 0,1 N antes del
uso), después del tratamiento durante una noche;

7. repetir el tratamiento con pepsina de 2 a 5 veces durante de 3 a 7 dias;

8. centrifugar la solucidon de polvo éseo tratado con pepsina a 4°C y 12.000 g durante 30 minutos, y a
continuacion separar y almacenar un sobrenadante y devolver un precipitado a la etapa 7;

9. aplicar una concentracion final de NaCl de 0,5 a 0,8 M al sobrenadante separado y almacenado, seguido por
tratamiento a 4°C durante de 4 horas a 1 dia;

10. retirar un precipitado y recoger un sobrenadante, después del centrifugado (12.000 g, 30 minutos y 4°C);

11. valorar el sobrenadante en condiciones neutras y afiadir NaCl para preparar una concentracion final de la
solucién a NaCl 1,6 M;

12. tratar la solucion resultante a 4°C durante de 4 horas a 1 dia, seguido por centrifugado, y retirar de nuevo
un precipitado y recoger un sobrenadante;

13. adicionalmente afiadir NaCl al sobrenadante recogido a una concentracion final de NaCl 2,6 M, seguido por
un periodo de reposo a 4°C durante de 4 horas a 1 dia;

14. centrifugar para retirar un sobrenadante, y lavar el precipitado resultante una o dos veces con etanol al
9,5%, seguido por resuspension en agua destilada;

15. afiadir HCI 1 N a la solucién resuspendida en una cantidad de relacién de 1 ml:100 ml para conseguir la
resuspension completa, seguido por valoracion a 4°C en condiciones neutras;

16. dejar reposar a la solucién valorada de este modo a una temperatura de 30 a 37°C durante de 4 horas a 1
dia, seguido por centrifugado; y

17. resuspender el colageno precipitado de este modo a una concentracién de 1 a 30 mg/ml en disolvente
débilmente acido o PBS, seguido por almacenamiento a 4°C.

Un método para separar colageno de un tejido animal,

obteniendo de este modo colageno a del 5 al 10% del peso del tejido inicial, que comprende

1. lavar exhaustivamente un tejido cartilaginoso aislado porcino con agua destilada, etanol y acetona;

2. procesar el tejido cartilaginoso a un polvo que tiene un tamafio de particula de 1 a 500 micrometros, para
separar el colageno del tejido cartilaginoso;

3. lavar el polvo de tejido cartilaginoso con etanol y agua destilada;

4. tratar el tejido cartilaginoso lavado de este modo durante una noche con una soluciéon de guanidina-HCI
(guanidina-HCI 4 M, Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5);

5. lavar el polvo de cartilago tratado durante una noche una o dos veces con HCI 0,1 N;
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6. tratar el polvo de cartilago lavado de este modo durante una noche con HCI 0,5 N mientras se agitaba a de
10 a 100 rpm;

7. tratar el polvo de cartilago con pepsina (relacion de 10 a 50:1 del tejido:pepsina, y disuelta en HCI 0,1 N
antes del uso), después del tratamiento durante una noche;

8. repetir el tratamiento con pepsina de 2 a 5 veces durante de 3 a 7 dias;

9. centrifugar la solucién de polvo de cartilago tratado con pepsina a 4°C y 12.000 g durante 30 minutos, y a
continuacion separar y almacenar un sobrenadante y devolver un precipitado a la etapa 8;

10. aplicar una concentracién final de NaCl de 0,5 a 0,8 M al sobrenadante separado y almacenado, seguido
por tratamiento a 4°C durante de 4 horas a 1 dia;

11. retirar un precipitado y recoger un sobrenadante, después del centrifugado (12.000 g, 30 minutos y 4°C);

12. valorar el sobrenadante en condiciones neutras y afiadir NaCl para preparar una concentracion final de la
solucién a NaCl 2,6 M;

13. tratar la solucion resultante a 4°C durante de 4 horas a 1 dia, seguido por centrifugado, y retirar de nuevo
un precipitado y recoger un sobrenadante;

14. adicionalmente afiadir NaCl al sobrenadante recogido a una concentracién final de NaCl de 3,5 a 4,0 M,
seguido por un periodo de reposo a 4°C durante de 4 horas a 1 dia;

15. centrifugar para retirar un sobrenadante, y lavar el precipitado resultante una o dos veces con etanol al
95%, seguido por resuspension en agua destilada;

16. afiadir HCI 1 N a la solucién resuspendida en una cantidad de relacién de 1 ml:100 ml para conseguir la
resuspensién completa, seguido por valoracion a 4°C en condiciones neutras;

17. dejar reposar a la solucién valorada de este modo a una temperatura de 30 a 37°C durante de 4 horas a 1
dia, seguido por centrifugado; y

18. resuspender el colageno precipitado de este modo a una concentracién de 1 a 30 mg/ml en disolvente
débilmente acido o PBS, seguido por almacenamiento a 4°C.

Un método para separar colageno de un tejido animal,

obteniendo de este modo coladgeno a del 10 al 15% del peso del tejido inicial, que comprende

1. lavar exhaustivamente un tejido cutdneo aislado porcino con agua destilada y etanol, seguido por
almacenamiento a -20°C;

2. procesar el tejido cutaneo en una seccion que tiene un grosor de 500 micrémetros a 5 mm, para separar el
colageno del tejido cutaneo;

3. colocar la seccidn tisular en una red que tiene un tamafio de malla de 200 a 500 micrometros y lavar con
etanol y agua destilada;

4. tratar el tejido cutdneo lavado de este modo con pepsina (relacion de 10 a 50:1 del tejido:pepsina, y disuelta
en HCI 0,1 N antes del uso);

5. repetir el tratamiento con pepsina de 2 a 3 veces durante de 2 a 3 dias;

6. centrifugar la solucién de tejido cutaneo tratado con pepsina a 4°C y 12.000 g durante 30 minutos, y a
continuacion separar y almacenar un sobrenadante y devolver un precipitado a la etapa 5;

7. aplicar una concentracion final de NaCl de 0,5 a 0,8 M al sobrenadante separado y almacenado, seguido por
tratamiento a 4°C durante de 4 horas a 1 dia;

8. retirar un precipitado y recoger un sobrenadante, después del centrifugado (12.000 g, 30 minutos y 4°C);

9. valorar el sobrenadante en condiciones neutras y afiadir NaCl para preparar una concentracion final de la
solucién a NaCl 1,6 M;

10. tratar la solucién resultante a 4°C durante de 4 horas a 1 dia, seguido por centrifugado y retirar de nuevo un
precipitado y recoger un sobrenadante;
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11. adicionalmente afiadir NaCl al sobrenadante recogido a una concentracion final de NaCl 2,6 M, seguido por
un periodo de reposo a 4°C durante de 4 horas a 1 dia;

12. centrifugar para retirar un sobrenadante, y lavar el precipitado resultante una o dos veces con etanol al
95%, seguido por resuspension en agua destilada;

13. afiadir HCI 1 N a la solucion resuspendida en una cantidad de relacion de 1 ml:100 ml para conseguir la
resuspension completa, seguido por valoracion a 4°C en condiciones neutras;

14. dejar reposar a la solucién valorada de este modo a una temperatura de 30 a 37°C durante de 4 horas a 1
dia, seguido por centrifugado; y

15. resuspender el coldgeno precipitado de este modo a una concentraciéon de 1 a 30 mg/ml en disolvente
débilmente acido o PBS, seguido por almacenamiento a 4°C.

Un método para separar colageno de un tejido animal,

obteniendo de este modo colageno a del 10 al 20% del peso del tejido inicial, que comprende

5.

1. lavar exhaustivamente un tejido tendinoso/ligamentoso aislado porcino con agua destilada y etanol, seguido
por almacenamiento a -20°C;

2. procesar el tejido tendinoso/ligamentoso en una seccion que tiene un grosor de 500 micrémetros a 5 mm,
para separar el colageno del tejido tendinoso/ligamentoso;

3. lavar la seccidn tisular con etanol y agua destilada;

4. tratar el tejido tendinoso/ligamentoso lavado de este modo con pepsina (relacion de 10 a 50:1 del
tejido:pepsina, y disuelta en HCI 0,1 N antes del uso);

5. repetir el tratamiento con pepsina de 2 a 3 veces durante de 2 a 3 dias;

6. centrifugar la solucién de tejido tendinoso/ligamentoso tratado con pepsina a 4°C y 12.000 g durante 30
minutos, y a continuacion separar y almacenar un sobrenadante y devolver un precipitado a la etapa 5;

7. aplicar una concentracion final de NaCl de 0,5 a 0,8 M al sobrenadante separado y almacenado, seguido por
tratamiento a 4°C durante de 4 horas a 1 dia;

8. retirar un precipitado y recoger un sobrenadante, después del centrifugado (12.000 g, 30 minutos y 4°C);

9. valorar el sobrenadante en condiciones neutras y afiadir NaCl para preparar una concentracion final de la
solucion a NaCl 1,6 M;

10. tratar la solucién resultante a 4°C durante de 4 horas a 1 dia, seguido por centrifugado, y retirar de nuevo
un precipitado y recoger un sobrenadante;

11. adicionalmente afiadir NaCl al sobrenadante recogido a una concentracion final de NaCl 2,6 M, seguido por
un periodo de reposo a 4°C durante de 4 horas a 1 dia;

12. centrifugar para retirar un sobrenadante, y lavar el precipitado resultante una o dos veces con etanol al
95%, seguido por resuspension en agua destilada;

13. afladir HCI 1 N a la solucién resuspendida en una cantidad de relacion 1 ml:100 ml para conseguir la
resuspensién completa, seguido por valoracion a 4°C en condiciones neutras;

14. dejar reposar a la solucién valorada de este modo a una temperatura de 30 a 37°C durante de 4 horas a 1
dia, seguido por centrifugado; y

15. resuspender el colageno precipitado de este modo a una concentracion de 1 a 30 mg/ml en disolvente
débilmente acido o PBS, seguido por almacenamiento a 4°C.

Un método para preparar una solucién de colageno a partir de un tejido animal, que comprende,

durante el tratamiento final del coldgeno:

tratar una solucion de colageno tal como preparada de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4
gue tiene una concentracion predeterminada en condiciones neutras a 4°C, seguido por tratamiento durante
una noche a una temperatura de 30 a 35°C;

concentrar el colageno mediante centrifugado; y
11
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disolver el colageno concentrado de este modo en disolvente débilmente acido refrigerado o

solucidn salina tamponada con fosfato (PBS), preparando de este modo colageno que tiene una concentracion
de 1 a5 mg/ml.

Un método para preparar una matriz de colageno, que comprende:

inyectar aire puro filtrado en una solucién de colageno tal como preparada de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 a una concentracion adecuada a de 3 a 5 mg/ml y pH para formar de este modo poros
predeterminados; y

liofilizar la solucién con foros formados para preparar una matriz,

en el que la matriz se prepara a partir de una solucion de coldgeno que tiene una concentracion de coldgeno de
3 a5 mg/ml, y se prepara inyectando aire puro filtrado en la solucién de colageno a un pH de 5,0 a 6,0,

para formar de este modo poros predeterminados,
liofilizar la solucién de colageno con poros formados,

envasar los liofilizados resultantes mediante tratamiento térmico y esterilizarlos con 6xido de etileno (EO)
gaseoso o irradiacion con rayos gamma (rayos y) para preparar de este modo una matriz de colageno.
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