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DESCRIPCION
Procedimiento para la produccion de un material de colageno
Descripcion

Sector del invento

El invento se refiere a un procedimiento para la produccion de un material de colageno, en particular en forma de un
cuerpo del tipo de una esponja y/o del tipo de un velo, a un material de colageno producido segun este
procedimiento y a la utilizacion del material de colageno producido segun el procedimiento.

Antecedentes del invento

Un colageno es la proteina de entramado del tejido conjuntivo en forma de fibras. Segun sean la estructura, el efecto
farmacologico y el tipo de la procedencia, se establece diferencia entre un colageno de los tipos I, II, lll, X etc. Las
fiboras o respectivamente fibrillas de colageno se obtienen en lo esencial a partir de tendones de Aquiles
desmenuzados o a partir de tejidos subcutaneos de bovinos y equinos. A causa de la persistente problematica de la
EEB (acrénimo de "encefalopatia espongiforme bovina"), hoy en dia ya no se utiliza un colageno de procedencia
bovina. Un colageno se obtiene mediante una hidrélisis moderada. Se trata de una proteina de alto peso molecular y
de una sustancia fisiologica.

El material en bruto obtenido segun unos procedimientos conocidos pasa por diversas etapas de purificacion y
tratamiento, y finalmente es sometido usualmente a una liofilizacién, resultando el producto final en forma de unas
placas fibrosas muy porosas, que son comercializadas en un tamafo de algunos centimetros cuadrados (p.ej. de
5x5, 5x10, 10x10 cm) con un espesor de aproximadamente 3 a 6 mm, y un peso de 50 a 250 g/mz, de manera
preferida de 70 a 130 g/m?.

Usualmente, la esterilizacion se efectia mediante un tratamiento con rayos y. Las esponjas de colageno usuales en
el comercio contienen en la mayoria de los casos todavia un antibiotico para la profilaxis de infecciones, pasando a
usarse en particular gentamicina, pero también vancomicina. El contenido de gentamicina es, por ejemplo, de 1,3 mg
de la base, lo que corresponde a 2 mg de sulfato por cm?. Con el fin de mejorar la estabilidad de las esponjas, que
en el estado humedo se colapsan, se hinchan y se disuelven, se lleva a cabo eventualmente una reticulacion
cruzada de las fibras mediante un tratamiento quimico con p.ej. glutaraldehido o formaldehido.

Sin embargo, este tratamiento no es inocuo desde un punto de vista toxicolégico. Ademas, él perjudica al efecto
hemostiptico y disminuye la resorciéon. La resorcion se efectia por medio de la actividad de unos macrofagos
inmigrados y por medio de unas colagenasas. En dependencia del grado de reticulacion, en el caso del
comportamiento de solubilidad se determinaron diversos periodos de tiempo de semidesintegracion. En el ensayo
con animales, después de una implantacion por via s.c. (subcutanea) de un colageno bovino (esponjas) en ratas se
observé un periodo de tiempo de resorcion de por encima de 40 dias. En la cirugia ésea en el caso de conejos, €l
periodo de tiempo de resorcion de las esponjas de colageno fue desde mas que 3 hasta 6 semanas (véase la
monografia: Kollagen, tierischer Herkunft (Colageno, de procedencia animal), Bundesanzeiger n° 149, 10 de agosto
del 94). Fundamentalmente, sobre la resorcion de colageno se influye por el sitio de la aplicacién, por la cantidad y
por el tipo del implante de colageno asi como por una reticulacion transversal natural ya presente o por una
reticulacion con un aldehido.

Unos esenciales sectores clinicos de uso para unas esponjas de colageno son, entre otros, la utilizaciéon como
apositos para heridas destinados al restafiamiento local de la sangre, el revestimiento de defectos de tejidos, el
reemplazo de la piel en caso de lesiones, el cubrimiento de la piel en el caso de quemaduras de gran area de
superficie, el relleno de defectos 6seos p.ej. después de unas cistectomias, también en la zona de la mandibula.

Las propiedades hemostipticas (restafiadoras de la sangre) del colageno (del tipo I) que se ha obtenido a partir de la
piel de un animal se explican por el contacto de los trombocitos de la sangre con la estructura de triple hélice del
colageno junto a una simultanea activacion de la coagulacion de la sangre. Para la agregacion de las plaquetas son
esenciales la estructura de fibrillas del colageno natural y su estructura molecular polar. Para unos procedimientos
destinados a la produccion de tales productos de colageno indicados especialmente para su uso como agentes
hemostipticos, ya se describi6 como materia prima de partida también un material porcino, a saber la piel de unos
cerdos (véanse p.ej. los documentos de patentes de la Republica Democratica Alemana DD 233 785 A1 o
respectivamente DD 292 840 A5).

Unos conocidos agentes hemostipticos constituidos a base de un colageno natural tienen en la mayoria de los casos
un valor del pH muy bajo, tipicamente un valor del pH situado por debajo de 6. Por este motivo pueden aparecer
trastornos de la curacion de las heridas.
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El documento de patente europea EP 428541 B1 muestra, por el contrario, la producciéon de un implante de
colageno con un valor del pH mas alto. Para esto se afiade un tampdn de un acido. Para la produccion de un
implante de colageno no se utiliza, no obstante, ningin material de partida a base de un colageno natural sino un
atelocolageno. A diferencia de las sustancias de partida constituidas a base de un colageno natural, los
atelocolagenos son bien solubles y al realizar su elaboracion ulterior son insensibles frente a unos valores del pH de
mas que 6,5. A pesar del alto valor del pH, una solucién de atelocolagenos se solidifica de un modo relativamente
sencillo. En el caso de la elaboracion de un colageno natural, el acido estabiliza, por el contrario, a la estructura del
colageno, presuntamente por medio de la desnaturalizacion de las cadenas proteinicas. En el caso de unos valores
del pH mas altos, ya no aparece este efecto, de tal manera que la estructura se descompone. En comparacion con
un colageno que contiene telopéptidos, es decir unos colagenos en los que los telopéptidos no habian sido
eliminados por medios quimicos, los atelocolagenos poseen un efecto restafiador de la sangre menos bueno. Por lo
demas, unos implantes producidos a partir de atelocolagenos son por regla general fragiles y poco resistentes a la
flexion en el estado seco. Por el contrario, en el estado hiumedo los implantes producidos a partir de atelocolagenos
por regla general ya no son estables de forma, y poseen todavia solamente una muy pequefia resistencia a la rotura,
de tal manera que un implante de colageno, una vez que se ha vuelto hiumedo, ya no puede ser retirado desde la
herida ni ser cambiado de posicion.

El documento EP 0 901 795 A2 muestra la produccién de un material bioabsorbible que, mediando utilizacién de un
tampodn de hidrogenofosfato de sodio, es ajustado a un valor del pH situado entre 4,5y 6,5. Se utiliza un material de
colageno que se ha obtenido mediante una descomposicion enzimatica.

A pesar de su frecuente uso en cirugia y ortopedia, y de las diversas modificaciones que se han llevado a cabo en el
transcurso de los afios en el procedimiento de produccion, los productos que se encuentran en el mercado, que
pasan a usarse predominantemente para el restafiamiento de la sangre después de unas intervenciones quirargicas,
tienen considerables desventajas, que conciernen tanto a la manipulacién como también al comportamiento
biolégico.

Asi, en la practica se pone de manifiesto que los materiales de colageno, por ejemplo en forma de esponjas, poseen
frecuentemente una resistencia mecanica en himedo demasiado pequefia, tienen un periodo de tiempo de resorcion
demasiado largo, se adhieren a los instrumentos quirtrgicos y a los guantes, y dan lugar a unos fenébmenos de
incompatibilidad, estando en primer plano en parte una fuerte formacién de un seroma y unos trastornos de la
curacion de las heridas.

La resistencia mecanica en himedo es por lo tanto importante, puesto que directamente al realizarse la aplicacion
de los materiales de colageno, éstos pueden absorber muy rapidamente un liquido tisular y en particular sangre,
con ello se colapsan y pierden su estructura esponjosa y su resistencia mecanica. Esto tiene entonces como
consecuencia que el material ya no puede ser colocado correctamente sobre las superficies de las heridas y por
consiguiente ya no es posible realizar las correcciones de posicion que son frecuentemente necesarias, en el sitio de
aplicacion en la herida.

Ademas de esto, los materiales de colageno tienen frecuentemente la propiedad de que se adhieren a los
instrumentos quirdrgicos (tijeras, grapas, pinzas, etc.) o respectivamente a los guantes, tan pronto como ellos estén
humedos, lo que dificulta extraordinariamente una correcta colocacién en posicion exacta en la herida. En particular
en el caso de los procedimientos que se practican cada vez mas frecuentemente de la cirugia minimamente
invasiva, esta propiedad se manifiesta como extraordinariamente perturbadora y molesta, puesto que en el caso de
estas intervenciones solamente se presenta una muy pequefia libertad de movimiento en el espacio.

El largo periodo de tiempo de resorcién, de aproximadamente 20-40 dias, constituye una gran desventaja. Conforme
a las estipulaciones, la finalidad de uso preferida, a saber el restafiamiento de la sangre, se consigue en efecto
después de un intervalo de tiempo de desde unos pocos minutos hasta unas pocas horas, y por consiguiente se
cumple la finalidad propiamente dicha de la aplicacién. También el antibiético, que se ha afiadido para la profilaxis
contra infecciones, es eluido por regla general muy rapidamente a partir del material de colageno, de tal manera que
se garantiza una proteccion por los antibiéticos solamente durante unos pocos dias. Después de esto, en el caso de
una infestacion bacteriana retardada, el material de colageno constituye mas bien un peligro, puesto que entonces el
colageno exento de antibidticos puede actuar en la herida como un medio de cultivo para agentes patdgenos de
infecciones, en particular cuando la herida tenga que ser drenada debido a una fuerte secrecion. Por estos motivos,
seria extraordinariamente deseable por lo tanto un periodo de tiempo de permanencia (periodo de tiempo de
resorcion) muchisimo mas corto del material de colageno.

La decisiva desventaja médica de los materiales de colageno usuales en el comercio se debe, no obstante, a los
fenémenos de incompatibilidades, parcialmente muy pronunciados, que se pueden observar frecuentemente. Estos
conducen, muy pronto después de la aplicacion, a unos procesos inflamatorios con necrosis celulares y a una fuerte
secrecion de las heridas (formacion de un seroma), que perturba sensiblemente al proceso natural de curacion y lo
retarda grandemente. Con frecuencia, de esta manera se impide un cierre regular de las heridas. Estos fendmenos
conducen cada vez mas frecuentemente a que los cirujanos y los ortopedas prescindan del uso, en si deseado e
indicado, de unos materiales de colageno, puesto que los efectos secundarios que se han descrito no pueden ser
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aceptados desde un punto de vista médico, y tampoco se le puede exigir al paciente una evolucion perturbada y
retardada de la curacion de las heridas.

Mision del invento

El invento se basa en la misién de indicar un procedimiento especialmente rentable para la produccién de un
material de colageno, en particular en forma de un cuerpo del tipo de una esponja y/o del tipo de un velo, que sea
mas sencillo y seguro en su uso y su manipulacion, en el que el periodo de tiempo de resorcion sea manifiestamente
mas breve, y que, a ser posible, sea esencialmente mejor en su compatibilidad que los productos que estan
disponibles hoy en dia. Esto quiere decir que el material de colageno, que se haya de desarrollar de nuevas deberia
mostrar un buen efecto hemostiptico, una mejorada resistencia mecanica en humedo, deberia ser mejor manipulable
y aplicable, no deberia adherirse a los instrumentos y articulos similares, deberia tener un periodo de tiempo de
resorcion mas corto y deberia poseer una compatibilidad esencialmente mejorada, para que él pueda encontrar
utilizacion en la medicina humana y/o veterinaria, y en particular para el cubrimiento de las heridas o como un
implante.

En particular, es una misién del invento poner a disposicién un material de colageno, que tanto en el estado humedo
como también en el estado seco sea estable en su forma y resistente a la flexion, y que tenga en todo caso un valor
del pH débilmente acido.

Resumen del invento

El problema planteado por la mision del invento se resuelve ya mediante un procedimiento para la produccién de un
material de colageno asi como mediante una estructura laminar que contiene colageno, de acuerdo con una de las
reivindicaciones independientes.

Unas formas de realizacion y unos perfeccionamientos preferidas/os del invento se pueden deducir de las
respectivas reivindicaciones subordinadas.

De acuerdo con el invento, esta previsto, por una parte, un procedimiento para la producciéon de un material de
colageno, en particular de un implante para el cubrimiento de las heridas.

Para este fin, se produce una suspension, que comprende un colageno que contiene telopéptidos. Por lo tanto, no
se utiliza ningun atelocolageno tratado quimicamente, en el que las cadenas de telopéptidos hayan sido eliminadas
en su mayor parte y que se disuelve relativamente bien en agua.

Mas bien, para la produccion se utiliza de manera preferida un colageno natural, a partir del cual, de manera
preferida mediando adicion de un acido, se produce una suspension que contiene colageno. Por consiguiente, el
colageno no se disuelve, sino que permanece conservado en forma de particulas en la suspension.

A la suspension se le afiade un tampon de fosfato, con lo cual la suspension puede ser ajustada ya a un valor del pH
aproximadamente neutro.

Los autores del invento han encontrado que la utilizacién de un tampén de fosfato conduce a una solidificacién del
material de colageno. Presuntamente, esta solidificacion se produce mediante una reticulacion de las fibrillas de
colageno, por ejemplo, debido a unas fuerzas de Van der Waals. Para esto, se deja que la suspension repose hasta
que la reticulacion o respectivamente la solidificacion haya progresado suficientemente.

Seguidamente, se puede producir una estructura laminar mediante una desecacién de la resultante mezcla que
contiene colageno. Por el concepto de "desecacion” se entiende cualquier proceso, en el que se elimina el agua, y el
colageno, asi como otros materiales soélidos, quedan atras en forma de una estructura laminar.

De manera preferida, la desecacion se efectua en el marco de un proceso de liofilizacion, en el que por ejemplo la
mezcla que contiene colageno es congelada bruscamente en unas cubetas planas y seguidamente secada en vacio.

En el caso de una forma preferida de realizaciéon del invento, la suspensién se produce mediando adiciéon de acido
fosférico. De este modo se aumenta la proporcion de fosfato de la mezcla resultante después de la adicién del
tampodn de fosfato, con lo que se aumenta la resistencia mecanica de la estructura laminar resultante.

La adicion del acido en general parece que conduce por lo menos al hinchamiento de los colagenos, con lo cual se
forman por lo menos parcialmente unas fibrillas de colageno, las cuales se pueden reticular unas con otras después
de la adicién del tampoén de fosfato.

En el caso de una forma preferida de realizacién del invento, por medio del tampoén de fosfato la suspension se
ajusta a un valor del pH situado entre 5,5 y 8,5, de manera preferida entre 5,8 y 7,8, y de manera especialmente
preferida entre 6,0 y 7,0.
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Se ha puesto de manifiesto que, en el caso de unos valores del pH situados por debajo de 6,0, la curacion de las
heridas se empeora apreciablemente. Unos valores del pH situados por encima de 7,0 pueden conducir, por el
contrario, a ciertas modificaciones, en particular por los antibidticos afiadidos. En particular, las gentamicinas
afiadidas pueden formar toxinas.

Como un tampoén de fosfato se utiliza de manera preferida un hidrogenofosfato de sodio, en particular un
hidrégenofosfato de di- o trisodio. Los iones de sodio, al contrario que los iones de otros fosfatos, no conducen a
ninguna interaccion indeseada con el tejido.

En el caso de una forma preferida de realizacién del invento, se produce una suspensién con un contenido de
colageno de 0,3 a 7, de manera preferida de 0,5 a 3, de manera especialmente preferida de 0,6 a 1,5 % en peso.
Antes de la desecacioén, en el caso de una forma preferida de realizaciéon del invento, el contenido de materiales
solidos de la mezcla resultante esta situado entre 0,2 y 10 % en peso, de manera preferida entre 0,3 y 8 % en peso y
de manera especialmente preferida entre 0,5y 2,5 % en peso. El contenido de materiales sélidos es la proporcién de
los materiales solidos que han quedado después de una desecacion de la mezcla.

En particular a través del contenido de colageno de la suspension, de la proporcion del colageno y del contenido de
materiales sdlidos, se pueden ajustar el peso por unidad de superficie y la porosidad del material resultante.

Con el invento se puede poner a disposicién una estructura laminar, que tiene una porcién de fosfato, en particular
de hidrogenofosfato de disodio, de 80 a 500, de manera preferida de 100 a 400, y de manera especialmente
preferida de 220 a 370 mg/g. Las porciones de fosfato que estan en el intervalo mencionado son especialmente
compatibles con los tejidos.

En el caso de un perfeccionamiento del invento, la suspension es desnaturalizada por medios mecanicos, en
particular en un molino de coloides. Una tal desnaturalizacién mecanica, en la que solamente se afiade un acido,
conduce a que las propiedades del colageno natural permanezcan ampliamente conservadas, con lo cual se
mejoran en particular las propiedades restafiadoras de la sangre en comparacién con unos conocidos implantes
constituidos a base de atelocolagenos.

Con el invento se pueden producir unas estructuras laminares relativamente gruesas, con un espesor situado entre 1
y 10 mm, de manera preferida entre 2 y 7 mm, y que tienen un peso por unidad de superficie bastante pequefio,
situado de manera preferida entre 20 y 200 y de manera especialmente preferida entre 50 y 150 g/mz.

De esta manera se puede poner a disposiciéon una estructura laminar, que puede absorber por lo menos el triple, de
manera preferida por lo menos el quintuple, y de manera especialmente preferida el octuple de su propio peso, de
un liquido, especialmente de agua.

Como material de partida para la produccion del material de colageno se utilizan de manera preferida las pieles de
cerdos. En comparacién con unos tejidos bovinos o equinos, los colagenos porcinos poseen una mejor
compatibilidad, en particular cuando ellos no han sido modificados fuertemente por medios quimicos.

En el caso de un perfeccionamiento del invento, al material de colageno se le afiade un antibiético. En particular, en
la suspension se introduce con agitacion un antibiético tal como gentamicina, en particular sulfato de gentamicina y/o
fosfato de gentamicina.

El sulfato de gentamicina es un antibiético clasico con una compatibilidad bastante buena. En comparacion con el
sulfato de gentamicina, la adicion del fosfato de gentamicina tiene sin embargo la ventaja de que se aumenta la
concentracion de fosfato, con lo cual se mejora, a su vez, la resistencia mecanica del material laminar que se ha
producido. Asi, en el caso de la utilizacion de fosfato de gentamicina se puede reducir también la proporcién del
tampodn de fosfato.

Con el invento se puede poner a disposicién una estructura laminar porosa, resistente a la flexiéon, que es estable en
el estado humedo y también en el estado seco, que tiene un valor del pH de mas que 5,8, de manera preferida de
mas que 6,5 y de manera especialmente preferida de mas que 7,2. El valor del pH de la estructura laminar en el
sentido del invento se determina mediante impregnacion de la estructura laminar con agua desionizada y
subsiguiente medicion del valor del pH.

Mediante el recurso de que la estructura laminar comprende unos colagenos, que comprenden, por lo menos
parcialmente, unos telopéptidos, se asegura ademas un restafiamiento especialmente bueno de la sangre.

De manera preferida, la proporcién de un colageno que contiene telopéptidos, es de mas que 40 %, de manera
preferida de mas que 60 % y de manera especialmente preferida de mas que 80 %.
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De manera preferida, para la produccion de la estructura laminar que contiene colageno, se utilizan solamente unos
colagenos naturales. El contenido de colageno de la estructura laminar esta situado entre 10 y 80, de manera
preferida entre 20 y 60 % en peso.

La estructura laminar tiene una resistencia a la rotura en himedo de mas que 0,05, de manera preferida de mas que
0,07 y de manera especialmente preferida de mas que 0,1 N/mm?. Asi, el implante conforme al invento se puede
desprender y desplazar también después de su colocacion sobre una herida.

Referido a una tira de 1 cm de anchura de la estructura laminar, la resistencia a la rotura en hUmedo es de mas que
0,5, de manera preferida de mas que 1,0 y de manera especialmente preferida de mas que 1,5 N/cm.

Descripcion de unos ejemplos preferidos de realizacién

Una estructura laminar que contiene colageno, se puede producir por ejemplo de la siguiente manera:

Partiendo de un material de partida porcino, una piel de cerdo se purifica en condiciones basicas y por oxidacion, y a
continuacién se ajusta a caracter acido con un acido fosférico diluido, después de lo cual la piel se enjuaga, se
desmenuza y después de una congelacion intermedia a -28 + 10 °C, se mezcla con agua, de tal manera que resulta
una suspension homogénea con un contenido de colageno de aproximadamente 1 %, la suspension se mezcla
agitando eventualmente con por lo menos un antibiético, y toda la mezcla se ajusta entonces mediante la adicion de
un tampon de fosfato a un valor del pH desde neutro hasta ligeramente basico, de manera preferida de 6,5 a 8,5y
de manera especialmente preferida de 7,2 a 7,8, el contenido de materiales soélidos se ajusta a 0,5 hasta 2,5 %, y la
mezcla se liofiliza (se seca por congelacion) después de una fibrilacion establecida o exitosa de la suspension.

Asi, como material de partida para la obtencién de colageno conforme al invento se utiliza piel de cerdos, de tal
manera que, por un lado, pueda ser excluida con seguridad la problematica de la EEB, que se presenta en el caso
de unas materias primas bovinas. Por otro lado, se sabe que las propiedades biolégicas de los tejidos de los cerdos,
en particular de la piel de los cerdos, son mas proximas a las de los 6rganos humanos, en particular a la piel, que las
de los tejidos bovinos o equinos.

En el caso del procedimiento, en lo que respecta a la estabilidad del material de colageno que se debe de producir,
presenta una importancia especial el hecho de que la elaboracién por oxidacién de la piel de cerdo no se efectie en
un medio acido, sino en un medio de caracter desde neutro hasta basico. Un tratamiento por oxidacién, en particular
con peréxido de hidrégeno, después del tratamiento en condiciones acidas, repercute en efecto de un modo
negativo sobre la fibrilacién que es necesaria para la estabilizacion del material de colageno en el intervalo fisiolégico
de valores del pH de 7,2 a 7,8, y se lleva a cabo por lo tanto antes del tratamiento en condiciones acidas.

Se encontré ademas que el tratamiento en condiciones acidas con acido fosférico presenta una importancia decisiva
para la estabilidad, pero en particular para la adhesién del colageno a los instrumentos y articulos similares. Asi,
sorprendentemente, la ausencia de adhesion a los instrumentos conforme al invento se puede conseguir en
particular mediante el recurso de que el tratamiento con acido clorhidrico, que usualmente se lleva a cabo en el
proceso de produccién, es reemplazado por el uso de acido fosférico.

Ademas, es importante que la piel sea mezclada con agua tan sélo después de la congelacion intermedia, con el fin
de ajustar un contenido de colageno de aproximadamente 0,5 hasta 3,5 %. Por medio de un exceso de agua al
realizar la congelacién intermedia se dafia, en efecto, a la estructura del colageno, de tal manera que en el intervalo
fisiolégico de valores del pH al final de la produccién del material de colageno no se alcanza la estabilidad deseada.
Por lo tanto, la congelacion intermedia se lleva a cabo en un medio de caracter acido, de manera preferida a un valor
del pH de 3,0 £ 0,5.

Para el mejoramiento de la resistencia mecanica en humedo y de la elasticidad del material de colageno, se
manifiesta como positivo el mas alto valor del pH de 5,5 a 8,5, de manera preferida de 6,0 a 8,0 y de manera
especialmente preferida de 6,3 a 7,7, mediante el tamponamiento con un fosfato después de la adicion, o de manera
especialmente preferida con la adicion del antibidtico, puesto que de esta manera se podia alcanzar una mejor
fibrilacion.

Mediante la mezcladura con agitacion de la suspension con el antibidtico en forma de una solucién tamponada con
un fosfato, de manera preferida con un valor del pH de 6,5 a 7,8, se puede prescindir de un refuerzo adicional de la
reticulacion, por ejemplo mediante un tratamiento mecanico, en particular un tratamiento de vibracién, con un
subsiguiente reposo durante varias horas.

Ventajosamente, la suspension con el antibidtico se emplea como una solucion de fosfato, es decir que como i6n de
signo contrario del antibiotico se emplea un fosfato. De esta manera, en la suspensién ya no estan presentes
aniones perturbadores de ningun tipo, con lo cual no es necesario un refuerzo adicional de la reticulacion, por
ejemplo, mediante un tratamiento mecanico, en particular un tratamiento de vibracién, con un subsiguiente reposo
durante varias horas.
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De manera preferida, la piel de cerdos que se utiliza procede exclusivamente de unos animales de matadero
jévenes, con una edad de 6 a 9 meses. Esta constituye, en efecto, un material de partida mas homogéneo y por
consiguiente biolégicamente mas valioso que lo que se da el caso en los casos de animales bovinos o equinos, que
se conducen al matadero tan so6lo a una edad mas alta.

En el caso de la elaboracion de la piel de cerdos se ha puesto de manifiesto, sorprendentemente, que para
conseguir unas propiedades esenciales del producto final, y ciertamente, entre otras, la elasticidad, la resistencia
mecanica y la resorcion, el contenido de grasa del material de partida tiene una influencia esencial. Por lo tanto, se
utiliza de manera preferida un tejido subcutaneo con un contenido de grasa de la piel secada de no mas que 2 %, de
manera especialmente preferida de 0,1 % a 2 %, de manera mas preferida de 0,5 % a 1,6 %.

Ademas de ello, se manifestdé como ventajoso, en lugar de la usual esterilizacion del producto final por medio de
rayos Y, el recurso de llevar a cabo un gaseo con 6xido de etileno, con lo que se puede aumentar manifiestamente el
grado de reticulacion normal de las fibrillas de colageno.

Para una reticulacion y una estabilizacion especialmente buenas del material de colageno, se lleva a cabo de
manera preferida una esterilizacién con plasma junto con un gaseo con perdxido de hidrégeno.

En una forma de realizaciéon ventajosa del procedimiento conforme al invento, delante de la purificacion en
condiciones basicas u oxidantes de la piel de cerdo se anteponen unas etapas de tratamiento salino, con cloruro
sédico e hidrogenocarbonato de sodio, con el fin de alcanzar un hinchamiento especialmente moderado de la piel.
Un descohesionamiento neumatico del colageno, que se lleva a cabo en el estado de la técnica, por ejemplo, de
acuerdo con el documento DD 233 785 A1, no se lleva a cabo en el presente caso por motivos de un tratamiento
especialmente moderado.

A pesar de la mejorada resistencia mecanica en humedo, los materiales de colageno producidos conforme al invento
mostraron, en un ensayo con animales, después de una implantacién por debajo de la piel de la espalda de ratas, en
comparaciéon con dos productos usuales en el comercio, ademas de esto, de manera sorprendente, un periodo de
tiempo de resorciéon esencialmente mas corto.

Sorprendentemente, las mencionadas modificaciones en el procedimiento de producciéon del material de colageno
conducen también a un efecto hemostiptico comparativamente mejorado.

En el caso de las modificaciones realizadas conforme al invento para el proceso de produccion y de la comprobacion
sistematica de diversas producciones experimentales que resulta a partir de ello, en un ensayo con animales se llegd
a un resultado totalmente imprevisible. Se puso de manifiesto, en efecto, que el valor del pH de la suspensién de
colageno presenta una importancia decisiva para la compatibilidad biolégica del material de colageno. Asi, unos
materiales de colageno con un valor del pH de 7 a 8 eran manifiestamente mejor compatibles que unos productos en
venta, usuales en el comercio, ensayados paralelamente, que tenian unos valores del pH situados entre 4 y 5.

En el caso de los otros trabajos de desarrollo realizados en esta direccidon, se puso de manifiesto que unos
materiales de colageno con unos valores del pH comprendidos entre 6,5 y 8,5, de manera preferida entre 7,2 y 7,8,
mejoraban la compatibilidad de tal manera que en la zona de las heridas no tenia lugar ninguna secrecion
aumentada (formacién de un seroma), que las heridas de la piel se curaban p.p., que tenia lugar una oclusion rapida
de la herida, y que al realizar la evaluacion histologica de las muestras de tejidos, que habian sido tomadas en el
sitio de la implantacién, se podian encontrar unas condiciones fisioldgicas y que correspondian a la evolucion de la
curacion ajustada a la especie.

Seguidamente se indican unos ejemplos acerca de la produccion de los materiales de colageno de acuerdo con el
procedimiento conforme al invento, que entonces se habian utilizado como base para unos ensayos comparativos
con unos productos usuales en el comercio.

Ejemplo 1:

Unas pieles hendidas de cerdos se someten a un tratamiento salino con cloruro sédico e hidrogenocarbonato de
sodio, y se purifican mediante un tratamiento en condiciones basicas durante 24 horas con una lejia de sosa al 2 % y
mediante un tratamiento por oxidacion durante 30 minutos con una soluciéon de perdxido de hidrégeno al 20 %. En
este caso tiene lugar de manera preferida cada vez un enjuague con agua entre las etapas individuales de
tratamiento.

A continuacion, los trozos de piel se ajustan con un acido fosférico 0,2 M a un valor del pH de 2,5 a 3,5, se enjuagan
y se desmenuzan (se pican). La papilla de colageno obtenida se muele después de una congelacién intermedia a
-28 + 10 °C y se mezcla con agua, de tal manera que resulta una suspensién homogénea con un contenido de
colageno de aproximadamente 1 %.
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Primeramente, en el transcurso de 10 minutos se afade dosificadamente una solucion de sulfato de gentamicina,
que ha sido ajustada a un pH de 6,5 a 7,8 con un tampdn de fosfato, en particular con una mezcla de una solucién
de los hidrégenofosfatos de di- y trisodio.

A continuacion, toda la suspension de colageno homogeneizado y de sulfato de gentamicina se ajusta con el tampon
de fosfato a un valor del pH desde neutro hasta ligeramente basico (a un pH de 6,5 a 8,5), y se ajusta con agua
destilada a un contenido de materiales sélidos de 0,5 % a 2,5 %.

Después de esto, la suspension se continda agitando lentamente a como maximo 25 °C hasta que comience la
fibrilacion.

Después de esto, la suspension se envasa en unos recipientes conformadores y se liofiliza (se seca por
congelacion).

Ejemplo 2:

Unas pieles hendidas de cerdos se someten a un tratamiento salino con cloruro sédico e hidrogenocarbonato de
sodio, y se purifican mediante un tratamiento en condiciones basicas durante 24 horas con una lejia de sosa al 2 %,
y mediante un tratamiento por oxidacién durante 30 minutos con una solucion de perdxido de hidrégeno al 20 %. En
este caso, tiene lugar de manera preferida cada vez un enjuague con agua entre las etapas individuales de
tratamiento.

A continuacion, los trozos de piel se ajustan con un acido fosférico 0,2 M a un valor del pH de 2,5 a 3,5, se enjuagan
y se desmenuzan (se pican). La papilla de colageno obtenida se muele después de una congelacién intermedia a
-28 + 10 °C y se mezcla con agua, de tal manera que resulta una suspensién homogénea con un contenido de
colageno de aproximadamente 1 %.

Primeramente, en el transcurso de 10 minutos se afiade dosificadamente una solucion de caracter acido (a un pH de
desde 4,5 hasta 5,5) de sulfato de gentamicina.

A continuacion, toda la suspension de colageno homogeneizado y de sulfato de gentamicina se ajusta con un
tampon de fosfato, en particular con una mezcla de una solucion de los hidrégenofosfatos de di- y trisodio, a un valor
del pH desde neutro hasta ligeramente basico (a un pH de 6,5 a 8,5).

Después de esto, la suspension se ajusta con agua destilada a un contenido de materiales solidos, referido al
colageno, de 0,5 % hasta 2,5 % (usualmente de 1 %).

A continuacion, la suspension se continda agitando lentamente a como maximo 25 °C hasta que comience la
fibrilacion.

Después de esto, la suspension se envasa en unos recipientes conformadores.

Para el reforzamiento de la reticulacién, la papilla se introduce vibrando con un dispositivo adecuado en unas
cubetas de liofilizacion, y para la complecion de la fibrilacion se deja reposar por lo menos durante 20 horas a
aproximadamente 10 °C.

Después de una fibrilacion exitosa, la suspension se liofiliza (se seca por congelacion).
Ejemplo 3:

Unas pieles hendidas de cerdos se someten a un tratamiento salino con cloruro sédico e hidrogenocarbonato de
sodio, y se purifican mediante un tratamiento en condiciones béasicas durante 24 horas con una lejia de sosa al2 % y
mediante un tratamiento por oxidacion durante 30 minutos con una solucidon de perdxido de hidrégeno al 20 %. En
este caso, tiene lugar de manera preferida cada vez un enjuague con agua entre las etapas individuales de
tratamiento.

A continuacion, los trozos de piel se ajustan con un acido fosférico 0,2 M a un valor del pH de 2,5 a 3,5, se enjuagan
y se desmenuzan (se pican). La papilla de colageno obtenida se muele después de una congelacién intermedia a
-28 + 10 °C y se mezcla con agua, de tal manera que resulta una suspensién homogénea con un contenido de
colageno de aproximadamente 1 %.

Una solucion acuosa al 2 % de sulfato de gentamicina se conduce a través de una columna con una resina
intercambiadora de aniones cargada con un fosfato hasta que en el material eluido ya no se pueda detectar nada de
sulfato. La solucion de fosfato de gentamicina, que se ha obtenido de esta manera, se ajusta después de esto con
un tampoén de fosfato, en particular con una mezcla de una solucion de los hidrogenofosfatos de di- y trisodio, a un
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valor del pH de 6,5 a 7,8 y a continuaciéon se afiade dosificadamente en el transcurso de 20 a 30 minutos a la
suspension de colageno.

Después de esto, toda la suspension de colageno homogeneizado y de sulfato de gentamicina se ajusta con el
tampon de fosfato a un valor del pH desde neutro hasta ligeramente basico (a un pH se desde 6,5 hasta 8,5).

A continuacion, la suspension se ajusta con agua destilada a un contenido de materiales solidos, referido al
colageno, de 0,5 % a 2,5 % (usualmente de 1 %).

Después de esto, la suspension se continda agitando lentamente a como maximo 25 °C hasta que comience la
fibrilacion y se envasa en unos recipientes conformadores

Puesto que en la suspensién ya no estan presentes unos perturbadores iones de sulfato, ya no es necesario realizar
un refuerzo de la reticulacion tal como se ha descrito en el Ejemplo 2.

Después de una fibrilacion exitosa, la suspension se liofiliza (se seca por congelacion).

Para la evaluacion de las propiedades y de los efectos, un material de colageno producido conforme al invento se
compar6 con dos productos obtenibles en el comercio de diferentes fabricantes, en unos ensayos con animales
realizados en ratas, a saber

1. un material de colageno producido conforme al invento, en particular segun el Ejemplo 2, en particular un velo de
colageno:

un colageno de cerdos,

un valor del pH de 7,6,

un contenido de gentamicina de 1,3 mg de la base por cm?

2. Producto comercial A:
un colageno de caballos,
un valor del pH de 4 a 5,
un contenido de gentamicina de 1,3 mg de la base por cm?

3. Producto comercial B:

un colageno de caballos,

valor del pH de 4 a 5,

un contenido de gentamicina de 1,3 mg de la base por cm?

En el caso de cada vez cinco ratas por cada periodo de tiempo de ensayo (5, 15, 35 dias), por cada animal se
implantaron dos muestras de un material de colageno que tenian un tamafio de en cada caso 1 cm?, ala derecha ya
la izquierda, paravertebralmente por debajo de la piel de la espalda. La evolucion de la curacion se comprobo
diariamente mediante una adspeccion. Después de haber transcurrido los periodos de tiempo de ensayo, los
animales se sacrificaron, desde el sitio de implantacion se extrajo el correspondiente lugar inclusive la piel, la capa
subcutanea, el material de colageno y eventualmente la musculatura cutanea, y éste se investigd histolégicamente
(con un microscopio 6ptico).

Manipulacion

El material de colageno producido conforme al invento correspondia a las caracteristicas preestablecidas de
manipulacion por los cirujanos, es decir que no se observé ninguna adhesion a instrumentos, guantes, etc., junto con
una fuerte adhesién a la superficie de la herida y una aplicacion segura asi como sencilla junto con una buena
resistencia mecanica en humedo. En los casos de los productos comparativos A y B, se observaron las conocidas
desventajas de manipulaciéon (una adhesion a los instrumentos y a los guantes, una resistencia mecanica en
himedo manifiestamente mas pequefa).

Restafiamiento de la sangre

El muy buen restafiamiento de la sangre que se observé en el material de colageno producido conforme al invento
se debe de atribuir a la fuerte fibrilacion durante la producciéon. En comparacién con un producto comercial
autorizado especialmente para el restafiamiento de la sangre, se redujo el periodo de tiempo de coagulaciéon a una
tercera parte hasta una quinta parte.

Histologia
El material de colageno producido conforme al invento muestra, en comparacion con los productos comerciales A 'y

B, una compatibilidad manifiestamente mejorada. Las células ya después de 5 dias habian inmigrado hasta llegar al
centro de los implantes, mientras que en el caso de los productos comparativos, los implantes habian sido
colonizados a lo sumo marginalmente.
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No se observaron ni detritos celulares ni células necroticas (como en los casos de A y B) en el implante propiamente
dicho.

Después de 15 dias, el material de colageno producido conforme al invento habia sido parcialmente resorbido en el
tejido conjuntivo circundante. Los productos A y B eran todavia reconocibles macroscépicamente y no habian sido
resorbidos en un grado digno de mencién.

Después de 35 dias, en el caso del implante producido conforme al invento eran reconocibles histolégicamente
solamente unos restos marginales. En el caso de los implantes A y B, los materiales de colageno se habian
conservado todavia en su mayor parte.

Evolucién de la curacién

También en la evoluciéon de la curacidon postoperatoria inmediata (compatibilidad) se observaron unas diferencias
manifiestas. Asi, en el caso de los productos A y B se llegé a unos hinchamientos, que no se eran observados en el
caso del material de colageno producido conforme al invento. Por lo demas, en el caso de este material de colageno,
después de 5 dias, las heridas se habian sanado establemente p.p., mientras que en el caso de los productos A y B,
los bordes de las heridas solamente se habian pegado y se ensancharon al ejercer una ligera presion. Dentro de
éstos se encontraban también los implantes intactos, mientras que, al contrario de esto, en el caso del material de
colageno producido conforme al invento, los implantes ya no eran reconocibles macroscopicamente.

Los resultados de los ensayos que se han descrito muestran inequivocamente que por medio del contenido de
antibioticos no se influye o se influye solamente de una manera irrelevante tanto sobre el periodo de tiempo de
resorcion como también en particular sobre la compatibilidad histologica de los diferentes implantes de materiales de
colageno, sino que posiblemente el tipo del colageno pero, en particular, la esencial diferencia en el valor del pH,
tiene una importancia decisiva para la compatibilidad manifiestamente mejor, para el buen efecto hemostiptico y para
el periodo de tiempo de resorcién grandemente acortado del material de colageno que se ha producido conforme al
invento.

El fomento de la curacién de las heridas mediante el material de colageno fisiolégico producido conforme al invento,
que se habia observado en el ensayo con animales, se basa en una estimulacion de la actividad celular, en
particular de la actividad de los fibroblastos.

En el caso de unos primeros usos clinicos, el material de colageno producido conforme al invento mostrd, en

comparacién con unos conocidos productos comerciales, como era de esperar, una evoluciéon de la curacion
muchisimo mejor y mas rapida, sin trastornos para la curacion de las heridas o sin formacion de un seroma.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la produccion de un material de colageno, en particular de un implante para el cubrimiento de
heridas, que comprende las etapas de:

- producir una suspension, que comprende un colageno que contiene telopéptidos, utilizandose un colageno natural
para la produccién de la suspension,

- afadir un tampodn de fosfato,

- dejar reposar a la suspension hasta que haya tenido lugar una solidificacion,

- producir una estructura laminar mediante una desecacioén de la resultante mezcla que contiene colageno.

2. Procedimiento para la produccién de un material de colageno de acuerdo con la reivindicacion precedente,
caracterizado por que la suspension es elaborada mediante la adiciéon de un acido para formar un material de partida
que contiene colageno.

3. Procedimiento para la produccion de un material de colageno de acuerdo con la reivindicacion precedente,
caracterizado por que se utiliza acido fosférico.

4. Procedimiento para la produccion de un material de colageno de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado por que como material de colageno se utilizan unas pieles de mamiferos, en particular de
cerdos.

5. Procedimiento para la produccion de un material de colageno de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado por que la mezcla que contiene colageno, en particular la suspension, es ajustada
mediante la adiciéon de un tampodn de fosfato a un valor del pH comprendido entre 5,5 y 8,5, de manera preferida
entre 5,8 y 7,8, de manera especialmente preferida entre 6,0 y 7,0.

6. Procedimiento para la produccién de un material de colageno de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado por que la suspension se produce con un contenido de colageno de 0,3 a 7, de manera
preferida de 0,5 a 3, y de manera especialmente preferida de 0,6 a 1,5 % en peso.

7. Procedimiento para la produccion de un material de coldgeno de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado por que la mezcla, antes de la desecacion, es ajustada a un contenido de materiales
solidos de 0,2 a 10 %, de manera preferida de 0,3 a 8 %, y de manera especialmente preferida de 0,5 a 2,5 %.

8. Procedimiento para la produccion de un material de coldgeno de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado por que se produce una estructura laminar con una proporcién de fosfato, en particular
del hidrégenofosfato de disodio, de 80 a 500, de manera preferida de 100 a 400, de manera especialmente preferida
de 220 a 370 m/g.

9. Procedimiento para la produccion de un material de colageno de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado por que la suspensién es desnaturalizada mecanicamente, en particular con un molino
de coloides.

10. Procedimiento para la produccion de un material de colageno de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado por que se afiade un antibidtico.

11. Estructura laminar que contiene colageno, en particular producida con un procedimiento de acuerdo con una de
las reivindicaciones precedentes, que comprende un colageno natural que contiene telopéptidos, siendo el valor del
pH de la estructura laminar de mas que 5,8, de manera preferida de mas que 6,5 y de manera especialmente
preferida de mas que 7,2, y teniendo la estructura laminar una porcion de fosfato situada entre 80 y 500 mg/g.

12. Estructura laminar que contiene colageno de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada
por que la estructura laminar es estable en himedo y es resistente a la flexiéon en seco.

13. Estructura laminar que contiene colageno de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada

por que la proporcion del colageno que contiene telopéptidos, referida al colageno total, es de mas que 40 %, de
manera preferida de mas que 60 % y de manera especialmente preferida de mas que 80 %.
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