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ES 2551 168 T3

DESCRIPCION
Nuevos materiales de colageno y procedimientos de obtencion.

La invencion se refiere a nuevos materiales de colageno y mas particularmente a membranas, tubos, peliculas,
esponjas, geles, matrices e hilos de coldgeno. Estos materiales combinan excelentes propiedades de elasticidad y
de resistencia mecénica. La invencion tiene asimismo por objeto un procedimiento de preparacion de materiales de
colageno a partir de colageno fibroso acido de tendones que comprende también una reticulacién controlada del
colageno. La invencion se refiere también a un colageno fibroso acido de tendones que presenta unas fibras largas,
a su procedimiento de obtencion, asi como a sus aplicaciones en la fabricacion en particular de membranas, de
tubos, de peliculas, de esponjas, de geles, de matrices y de hilos de colageno.

El colageno es una proteina conocida desde la antigiiedad. Desde hace numerosos afios, se utiliza para la
fabricacion de dispositivos médicos ya que sus propiedades fisicoquimicas y biolégicas son notables. Utilizado
historicamente para la realizacion de compresas hemostaticas, su biocompatibilidad y su actividad sobre la
cicatrizacion hacen de él un material muy bueno para la confeccion de biomateriales como membranas para la
Regeneracion Tisular Guiada en cirugia dental y para el recubrimiento de materiales de refuerzos parietales y de
prétesis vasculares, para facilitar su integracion y garantizar su estanqueidad.

Unos materiales totalmente de colageno estan disponibles en el mercado como compresas hemostéticas,
membranas para la prevencién de las adherencias, conductos de regeneracion nerviosa (documentos
WO 2007/147739, FR 2 810 889).

Con la condicién de que el procedimiento de extraccion del coldgeno conduzca a una purificacion suficiente, estos
productos son perfectamente biocompatibles y desempefian bien sus funciones.

Dependiendo de las indicaciones y por lo tanto de la duracion de resorcién deseada en el organismo, el colageno
puede ser reticulado. Los procedimientos de reticulacién del colageno son bien conocidos y estan ampliamente
descritos. Se citaran por ejemplo los documentos EP 0 862 468 y US n°® 4.931.546. El documento US 2006/099268
describe un procedimiento de preparacion de un material de colageno a partir de una solucidon acuosa de colageno
qgue comprende una etapa de coagulacion y fibrilacion por tratamiento con amoniaco, seguida después del aclarado,
de una etapa de reticulacién fotoquimica, y después, de una etapa de secado. La utilizacién del glicégeno oxidado
como reticulante del colageno también se ha descrito en el documento FR 2 877 669 asi como en las publicaciones
Forest et al. y Rousseau et al. En funcion de la naturaleza y de la proporcion de reticulante, asi como de las
condiciones de reticulacion (pH, tiempo de reaccion), es relativamente facil hacer variar de manera controlada la
duracion de resorcién de un material. Sin embargo, la dificultad de la reticulacion reside en particular en la eleccion
de la tasa de reticulacion, que debe permitir producir un material estable, reproducible, con un tiempo de resorcién
deseado, que presente unas propiedades mecanicas definidas compatibles con la aplicacion. Este problema es aln
mas importante para unos materiales de larga duracion de vida ya que cuanto mas reticulado esta un material
colagénico, mas rigido es. Esta caracteristica fisica que se traduce por un aumento de la susceptibilidad al desgarro
y una disminucion de la resistencia a la sutura, puede ser redhibitoria para algunas utilizaciones en cirugia. Ahora
bien, no existe hasta ahora ningin procedimiento de reticulacion que permita controlar de manera precisa y
reproducible la tasa de reticulacion del colageno, y por lo tanto controlar la rigidez del material final.

Asi, en algunos casos, y en particular cuando los productos estan sometidos a fuertes tensiones mecanicas por
parte del cirujano y/o por el paciente tras la implantacion, estos materiales colagénicos existentes alcanzan sus
limites. Es el caso por ejemplo del producto descrito en la patente FR 2 877 669 y en la publicacion cientifica
FOREST et al. (2007). Estos materiales desempefian perfectamente sus funciones pero en casos extremos en los
que las suturas son delicadas o las tensiones mas fuertes, el material no es suficientemente resistente.

Las propiedades mecéanicas de un producto de colageno dependen de tres factores:

- la eleccidn del nivel de estructuracion del colageno,
- la eleccidn del reticulante y de la tasa de reticulacion,
- los procedimientos de preparacion y de conformacion del material.

Frente a las nuevas técnicas quirdrgicas y a los campos posibles abiertos para los cirujanos, estos Ultimos investigan
cada vez méas productos biodegradables suficientemente resistentes para ser suturados y puestos en tension,
eventualmente sin que estén reforzados por un entramado textil por ejemplo. Es en particular el caso de las
membranas para la regeneracion tisular guiada. Para la realizacion de un material de este tipo, el experto en la
materia seleccionara un colageno muy estructurado y reticulard mucho el colageno. Obtendra sin embargo un
producto muy rigido, rompible y no manipulable faciimente por el cirujano. El colageno seleccionado podra ser un
colageno denominado fibroso, es decir poco desestructurado, pero la ausencia de control en el procedimiento de
extraccion limita las posibilidades de los materiales producidos con estos colagenos. La reticulacion se realizara o
bien por inmersién, o bien por puesta en contacto con vapor de formaldehido o de glutaraldehido por ejemplo sin
permitir la obtencién de una reticulacién flexible y controlada. Asi, no existe hasta ahora productos colagénicos al
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mismo tiempo resistentes mecanicamente (tension, sutura) que sean al mismo tiempo flexibles y moldeables y que
presenten un tiempo de resorcién adaptado (varios meses).

La fabricacion de materiales de colageno reticulado comprende habitualmente la preparacién de una solucion
acuosa de colageno, la adicién eventual de un agente de reticulacion, la conformacion del material por vertido o
moldeo de la solucién de colageno, la evaporacion del disolvente y después el tratamiento del material obtenido
mediante unos procedimientos fisicos o quimicos, en bafos, vapores o0 a presion reducida que permita la formacion
de enlaces de reticulacion, la eliminacion y/o la desactivacion del agente de reticulaciéon residual o cualquier
molécula indeseable, y después una nueva etapa de secado del material si la forma final del material lo necesita.

Estos procedimientos segun el estado de la técnica necesitan numerosas manipulaciones del material de colageno y
no permiten un control satisfactorio de la etapa de reticulacion, en particular a nivel de la densidad de los enlaces
reticulantes y de la estructuracion del colageno. Estos procedimientos no permiten en particular una etapa de
coagulacién/fibrilacién o una etapa de coagulacionffibrilacion/reticulacion suficientemente progresiva para permitir
una organizacion tridimensional de las moléculas de colageno. Por eso, los materiales reticulados obtenidos
generalmente son o bien resistentes y rigidos, o bien flexibles pero poco resistentes.

La presente invencion describe ahora un procedimiento que permite la obtencion de un material de colageno y en
particular unas membranas de colageno que tienen una resistencia elevada a la traccién y al desgarro, conservando
al mismo tiempo una flexibilidad y una elasticidad suficiente para las aplicaciones quirdrgicas en particular.

En efecto, los inventores han desarrollado un nuevo procedimiento de preparacion de material de colageno que
comprende un tratamiento de colageno fibroso en el estado himedo con amoniaco en el estado gaseoso en su
conformacion. Este tratamiento progresivo con amoniaco gaseoso permite obtener al mismo tiempo una coagulacién
y una fibrilacion del colageno fibroso en su conformacion. La invencion se refiere por lo tanto asimismo a un
procedimiento de conformacién de colageno fibroso y en particular a la utilizacion de una base débil tal como el
amoniaco en el estado gaseoso para asegurar la coagulacién y fibrilacion completa del colageno en forma de gel.
Este procedimiento permite también la reticulacion concomitante del coladgeno en su conformacién por la adicion
directa del agente de reticulacién en la solucién de colageno fibroso antes de la conformacién de este por vertido o
moldeo. La tasa de reticulacion del colageno puede asi ser controlada de manera precisa y reproducible.

Por otro lado, el procedimiento puede permitir una reticulacion sustancialmente homogénea en el material, es decir
que la tasa de reticulacion puede ser sustancialmente idéntica en el exterior y en el interior del material. Esto permite
en particular que este material tenga propiedades mejoradas con respecto a los materiales cuya reticulacion es
mucho mas importante en el exterior que en el interior, incluso inexistente en el interior.

El procedimiento puede asi conducir a un material que presenta unas propiedades mecanicas y/o de resorcion
mejoradas. Sin querer estar vinculado por esta teoria, es posible que la velocidad de resorcién esté mejor controlada
gracias a la homogeneidad de reticulacion y/o de estructura en el volumen del material. Por "mejor controlada" se
puede entender en particular en el sentido de la presente invencion que una muestra de un producto a otro, en
particular procedente de dos lotes de fabricacion diferentes, y/o de un paciente a otro, la velocidad de resorcion
presenta unas diferencias méas bajas que en el caso de productos procedentes de procedimientos conocidos en la
técnica anterior.

Por otra parte, el material puede presentar una resorcidon sustancialmente constante, o lineal, en funcién del tiempo.
Esto puede conducir asi a una liberacién progresiva de las partes degradadas.

Por el contrario, en los casos de los materiales existentes, en los que la reticulacién no es homogénea en volumen,
la degradacion puede ser "brutal”. Sin querer estar vinculado por esta teoria, es probable que una vez cumplida la
degradacién de la parte externa, la parte interna, que presenta un grado de reticulacion menor, se degrada mucho
mas, incluso muy rapidamente. Esto puede provocar por lo tanto un aumento rapido de la cantidad de productos de
degradacioén, lo cual puede causar reacciones inflamatorias, incluso unos brotes inflamatorios brutales.

Preferentemente, estos procedimientos se realizan con colageno fibroso y preferentemente con colageno que
presenta unas fibras largas. Los inventores han desarrollado asimismo un procedimiento de preparacion de
colageno fibroso &cido de tendones que tiene la particularidad de presentar unas fibras particularmente largas y
elasticas. El colageno fibroso obtenido es (til para la preparacion de materiales de colageno, en particular de
membranas, peliculas, esponjas, geles, matrices, hilos y tubos segun la invencion.

Los procedimientos segun la presente invencion permiten fabricar unos dispositivos médicos y en particular unas
membranas, peliculas, esponjas, geles, matrices, hilos y tubos que presentan unas propiedades en términos de
resistencia mecénica, elasticidad, suturabilidad y conformabilidad jamés alcanzados con los procedimientos clasicos
de produccién de materiales de colageno. Los materiales obtenidos mediante los procedimientos segun la invencion
pueden ser utilizados en cirugia general y especializada, en particular para las cirugias urologica, ginecoldgica,
cardiaca, toracica, vascular, articular, digestiva, plastica, espinal, neuroldgica, ortopédica, traumatologica, dental,
maxilofacial y estomatoldgica, para la cicatrizacién guiada o la sustitucion de los tejidos (duramadre, encias, huesos,
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nervios, tendones, ligamentos, visceras, pericardio, peritoneo, tejido conjuntivos en general, dermis, musculo,
cartilago), sea cual sea la forma que puede adoptar el material asi fabricado.

Estos materiales, teniendo en cuenta sus caracteristicas, pueden ser utilizados en forma de membrana o pelicula
como barrera de cicatrizacién guiada y/o anti-adherencia en cualquier cirugia en la que la separacion de dos
organos o tejidos es necesaria durante las fases de cicatrizacion, como guia de regeneracién en forma de tubo o de
manguitos fabricados por el cirujano a su conveniencia en la regeneraciéon nerviosa y tendinosa, como matriz de
regeneracion para la ingenieria tisular cuando el colageno esta en forma de esponja por ejemplo. La conformabilidad
de los productos debida al colageno utilizado para su fabricacion, los hace faciles de utilizar y les permite coincidir
con las formas de los tejidos en los que se colocan, siendo al mismo tiempo suturables con el fin de ser mantenidos
en su sitio si es necesario. En funcion del sitio de implantacién y de la duracion de resorcion deseada, se puede
ajustar la reticulacion haciendo variar la proporcion de los grupos reactivos del reticulante y las del colageno en la
solucion de colageno de partida (y/o aumentado o disminuyendo la cantidad de amoniaco y/o el tiempo de contacto
con el amoniaco). El grosor del material puede también ser ajustado con los mismos fines.

Las aplicaciones preferidas son la obtencion de membranas (para la regeneracion tisular guiada y sustitucion de
tejidos (duramadre, pericardio, etc.) en numerosas cirugias), de tubos (para la regeneracion nerviosa, por ejemplo
para la regeneracion tendinosa y de los ligamentos), y de matrices (por ejemplo para la ingenieria tisular).

Resumen de la invencién

La invencion se refiere a un procedimiento de preparacion de un material de colageno que comprende las etapas
siguientes:

a) preparacion de una solucién acuosa de colageno en forma acida,

b) adicién de un agente de reticulacion aldehidico no reactivo a pH &cido,

¢) moldeo o vertido de la solucién acuosa de colageno,

d) coagulacion, y reticulacion, de la solucidn acuosa de colageno por tratamiento con amoniaco gaseoso,
e) eliminacion del amoniaco en exceso y obtencion del material de colageno por secado.

Preferentemente, la solucion acuosa de la etapa a) comprende 0,05 a 3% en peso de colageno en forma acida.
Preferentemente, el coldgeno en forma acida es colageno nativo o colageno desnaturalizado.

Preferentemente, la solucién acuosa de la etapa a) se prepara con colageno fibroso acido seleccionado de entre los
colagenos de tendones de cerdo, de tendones de ternera, de tendones de cordero y de tendones de potro.

En un modo de realizacion ventajoso, la coagulacién, y opcionalmente la reticulacion de la solucidn de colageno se
efectlian por tratamiento con amoniaco gaseoso durante por lo menos 24 horas.

En un modo de realizacion ventajoso, el procedimiento comprende la adicién de un agente de reticulacion aldehidico
no reactivo a pH &cido, la coagulacion y la reticulacion de la solucidon acuosa de colageno por tratamiento con
amoniaco gaseoso.

Ventajosamente, el agente de reticulacion aldehidico se selecciona de entre el glicogeno y las amilopectinas
aldehidicas.

Mas ventajosamente, el agente de reticulacion aldehidico es glicégeno oxidado.

Preferentemente, el agente de reticulacion aldehidico se afiade en unas proporciones que van de 0,05 a 5 para la
relacién CHO entre el agente de reticulacion aldehidico y NH; del colageno.

En un modo de realizacion preferido del procedimiento segun la invencion, el material de colageno es una
membrana, en la etapa c) la solucién de colageno se deposita en un molde plano y en la etapa €) se elimina el
amoniaco en exceso y se obtiene una membrana de colageno por secado.

La invencion se refiere también a un material de colageno susceptible de ser obtenido mediante un procedimiento
segun la invencion y/o tal como se describe en la presente descripcion, mas particularmente dicho material se
obtiene mediante dicho procedimiento, incluso dicho material se obtiene directamente mediante dicho procedimiento.

Segln otro de sus aspectos, la invencion tiene también por objeto un material, en particular una membrana, de
colageno que presenta una reticulacion homogénea.

Por "reticulacion homogénea" se entiende en el sentido de la presente invencion que la diferencia entre la

reticulacién sobre la superficie externa y la reticulacion en el interior, en particular hacia el centro del material es
inferior o igual al 25%, en particular inferior o igual al 20%, en particular inferior o igual al 15%, incluso inferior o igual
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al 10%, y mas particularmente inferior o igual al 5%.

La diferencia de reticulacion en % puede corresponder al valor absoluto de [((reticulacidon externa - reticulacion
interna)/(reticulacién interna + reticulacion externa)) x 100].

La reticulacién se puede evaluar por el nimero de moles de lisina libre por mg de material, en particular de la
manera descrita en el ejemplo 7.

El material, en particular la membrana, que presenta una reticulacion homogénea puede tener un grosor seco de por
lo menos 50 um, y muy particularmente su longitud, su anchura y su altura son cada uno superior o igual a 50 pm.

Muy particularmente, el material se presenta en forma de una membrana que tiene un grosor seco de por lo menos
50 um. La longitud y la anchura de dicha membrana pueden ser superior o igual a 1 cm, incluso a 5 cm.

Segln también otro de sus aspectos, la invencién tiene por objeto un material de colageno que presenta una
temperatura de desnaturalizacion superior o igual a 3°C, en particular superior o igual a 5°C, incluso superior o igual
a 7°C, con respecto al material de colageno no reticulado. Esta diferencia de temperatura de reticulacion se puede
medir por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), en patrticular de la manera descrita en el ejemplo 8.

El material de colageno reticulado puede presentar un aumento de la temperatura de desnaturalizacién con respecto
al material no reticulado de por lo menos 5%, en particular 8%, particularmente de por lo menos 10%.

Este % de aumento de la temperatura corresponde a la ecuacion siguiente:
[((temperatura de desnaturalizacion del material reticulado/temperatura del material no reticulado) -1) x 100].

El aumento de la temperatura de desnaturalizacion del material reticulado con respecto a la temperatura de
desnaturalizacién del material no reticulado puede permitir verificar que dicho material esté efectivamente reticulado.

Preferentemente, este material de colageno puede consistir en una membrana de colageno, una pelicula de
colageno, un hilo de colageno, un tubo de colageno, una esponja de colageno o un gel de colageno.

En un modo de realizacion preferido, la invencién tiene por objeto una membrana de colageno susceptible de ser
obtenida mediante el procedimiento segun la invencién y que tiene un grosor seco comprendido entre 30 y 200 pm,
preferentemente de 80 a 120 pm.

Preferentemente, la membrana de coldgeno esta constituida por una monocapa de colageno, no porosa, de grosor
seco comprendido entre 50 y 150 pm, preferentemente de 80 a 120 pm.

La membrana de colageno obtenida segun la invencion tiene ventajosamente una densidad comprendida entre
12 mg/cm?® y 16 mg/cm®, una tasa de hinchamiento inferior a 6, una resistencia a la sutura superior a 1 N, una
tension a la ruptura superior a 4 MPa y un porcentaje de degradacion enzimatico a la tripsina inferior al 35%.

La invencién tiene también por objeto una membrana de colageno que tiene un grosor seco comprendido entre 80 y
120 pm, una densidad comprendida entre 12 mg/cm’® y 16 mg/cm? una tasa de hinchamiento inferior a 6, una
resistencia a la sutura superior a 1 N, una tension a la ruptura superior a 4 MPa y un porcentaje de degradacion
enzimatica a la tripsina inferior al 35%.

Mas preferentemente, la invencion se refiere a una membrana de colageno que presenta una tasa de hinchamiento
comprendida entre 4 y 6, una resistencia a la sutura comprendida entre 1 N, y 2,5 N, una tensién a la ruptura
comprendida entre 4 y 7 MPa y un porcentaje de degradacion enziméatica a la tripsina comprendido entre 20 y 35%.
Ventajosamente, la membrana de colageno obtenida esta armada con un textil resorbible o no.

Descripcion detallada de la invencion

La extraccion del colageno a partir de tendones de animales jovenes que conducen a un colageno cuya longitud y
elasticidad de las fibras permiten a continuacién, en su utilizaciéon en la fabricacién de dispositivos médicos, la
obtencién de productos resistentes mecanicamente, elasticos, suturables y confortables, se realiza mediante un
procedimiento de preparacion de colageno fibroso acido de tendones que comprende las etapas siguientes:

a) hinchamiento de los tendones de cerdo, de vacuno, de cordero, de potro y de sus mezclas en una solucion
acuosa de acido acético entre 0,1 y 0,5 M durante por lo menos siete dias,

b) trituracion mecénica de los tendones para obtener una suspension acuosa,
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c) precipitacion y lavados del colageno fibroso a partir de la suspension acuosa de la etapa b),
d) deshidratacién del colageno.

Preferentemente, la extraccion de colageno fibroso se efectiia a partir de tendones de animales jévenes que tienen
menos de 10 meses y mas preferentemente a partir de tendones de cerdos que tienen menos de 10 meses.

La primera etapa comprende entonces la extraccion de los tendones de pies de cerdos de menos de 10 meses (los
tendones pueden también ser extraidos de vacunos, corderos y potros), la limpieza, la eliminacién al maximo de los
tejidos conjuntivos y otros tejidos no tendinosos y después el corte de los tendones en trozos de 1 cm de largo
aproximadamente, y el aclarado con agua.

El hinchamiento se efectia durante por lo menos 7 dias y hasta 15 dias, preferentemente 15 dias en un bafio de
acido acético a una concentracion comprendida entre 0,1 y 0,5 M, preferentemente 0,3 M bajo agitacion, a razén de
1 kg de tendones en un volumen comprendido entre 20y 30 |, preferentemente 25 I.

La segunda etapa consiste en una trituracion suave, que permite la liberacion de fibras tendinosas largas a partir de
los fragmentos hinchados de tendones. La trituracion de un volumen del bafio de hinchamiento que contiene los
trozos de tendones hinchados se efectia por ejemplo durante 2 minutos a 3000 rpm, y después se realizan unas
etapas que comprenden cada una una diluciéon del medio por agua seguida de una trituracion en las mismas
condiciones, hasta obtener una pasta de concentracion en materia seca comprendida entre 4,8 y 6,5 g/kg.

La tercera etapa consiste en la precipitacion del colageno fibroso a partir de la pasta procedente de la trituracién, y
en su purificacion segun unos procedimientos clasicos. Esta etapa puede comprender una o mas precipitaciones por
cloruro de sodio a una concentracion final comprendida entre 0,45 M y 1,2 M y mas particularmente a la
concentracion de 0,6 M y una o varias etapas de lavado del colageno precipitado en una solucion de NaCl 0,45-
1,2 M, preferentemente 0,6 M. En general, esta también prevista una etapa de desactivacién viral en una solucion de
hidroxido de sodio 1 N, a 20°C durante 1 h. Debido a su accion hidrolitica sobre las proteinas no colagénicas, esta
etapa constituye una purificacién suplementaria. Al final de esta etapa, se realizan nuevos lavados con NaCl 0,6 M.
Con el fin de deshidratar el colageno y eliminar las sales, se efectlia a continuacion un tratamiento con acetona que
conduce a la obtencién de una fibra seca.

Este procedimiento particular aplicado a tendones conduce a un colageno diferente de los colagenos existentes, ya
que estd compuesto por largas fibras sin que por ello contenga trozos de tejidos y conservando al mismo tiempo una
parte de colageno soluble.

El protocolo de medicion de las fracciones del colageno fibroso inferiores a 5 um y superiores a 50 um es el
siguiente:

- Preparacion de una solucion acuosa de colageno al 0,1% bajo agitacion magnética o0 mecénica durante 16 a
24 h (utilizacion de 500 mg),

- Deposito de la solucidon sobre una tela de nilon de mallas calibradas de 5 um o 50 um montada sobre un
soporte circular de 9 cm de didametro. La difusion de las moléculas en la tela tiene lugar a presion atmosférica.
La presion ejercida sobre la tela esta considerada como despreciable, la altura de la columna de agua no
podria superar 4 cm para una seccion de 63 cm”’.

- La solucién sobre la tela se agita con una pala cuadrada plana que no frota sobre la tela, sino que esta
posicionada a algunos milimetros (como maximo 5) por encima de la tela. La velocidad de agitacion es de
80 rpm.

- Laanchura de la pala es de 7 cm. Esta posicionada en el centro del soporte circular.
- Después de detener el flujo de la solucion de colageno a través de la tela, el retentado se lava mediante
50 ml de acido acético 0,05 M, respetando los diferenciales de presién y hasta detencion del flujo. Esta

operacion se repite 3 veces.

- Las fracciones se recuperan a continuacion (filtrado y retentado) y el coladgeno se precipita a partir de cada
una de las fracciones por adicién de NaCl con el fin de alcanzar una concentracion de 0,6 M final.

El precipitado es recogido después por centrifugacion o filtracion y después deshidratado por acetona, se seca bajo
presioén reducida y se pesa.

La invencion tiene por objeto un procedimiento de preparacion de un material de colageno caracterizado por que
comprende las etapas siguientes:
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a) preparacion de una solucién acuosa de colageno en forma acida,

b) adicién de un agente de reticulacion aldehidico no reactivo a pH &cido,

¢) moldeo o vertido de la solucién acuosa de colageno,

d) coagulacion y reticulacion de la solucién acuosa de colageno por tratamiento con amoniaco gaseoso,
e) eliminacion del amoniaco y obtencion del material de colageno.

La primera etapa de los procedimientos segun la invencion consiste en la preparacion de una solucidon acuosa de
colageno. Por solucién acuosa de colageno se entiende también una suspension de colageno.

El procedimiento segin la invencion utiliza colageno en forma &cida, por colageno en forma acida, se entiende un
colageno cuya mayoria de las funciones carboxilicas estan protonadas, y que da un pH acido en solucién o
suspension en agua.

Preferentemente, el procedimiento de preparacion de material de colageno segun la invencion utiliza colageno
fibroso é&cido.

Por colageno fibroso, se entiende un colageno en el que las moléculas de colageno no estan, o los estan muy poco,
individualizadas, que esta compuesto por lo tanto por fibras y fibrillas constituidas por moléculas de colageno
naturalmente unidas entre si por unos enlaces débiles y covalentes, y por unos agregados de estas estructuras. El
colageno fibroso, en particular, esta constituido por particulas de grandes tamafios (mayoritariamente superiores a
5 um cuando estan hidratadas) que dan una suspension homogénea por dispersion en medio acuoso.

El colageno fibroso puede ser en particular un colageno fibroso de piel o un colageno fibroso de tendones. El
colageno fibroso de piel comprende unas fibras relativamente cortas debido a la organizacion natural del tejido,
colageno &acido-soluble y unos agregados de pequefio tamafio. El colageno de tendones comprende unas fibras
largas y muy poco colageno soluble.

Preferentemente, los procedimientos segun la presente invencion se realizan con colageno fibroso de tendones,
preferentemente con colageno fibroso de tendones de cerdos, y mas preferentemente con colageno de tendones de
cerdos jovenes de menos de 10 meses.

De manera ventajosa, los procedimientos de la presente invencion utilizan colageno fibroso acido de tendones
preparado segin el procedimiento descrito anteriormente y que presenta unas fibras largas.

La primera etapa consiste por lo tanto en la puesta en solucion del coldgeno en agua. Se efectia segin unos
métodos clasicos descritos en la bibliografia. Cuando el coldgeno es un colageno fibroso &cido, esta etapa permite la
puesta en suspension de fibras rodeadas de colageno micro-fibrilares y de colageno denominado soluble que ha
conservado una estructura necesaria para la fibrilacion.

Tipicamente, la solucidn acuosa de coldgeno comprende entre 0,05% y 3% en peso de colageno y preferentemente
entre 0,05, 0,1, 0,8%, 1, 1,5, 2, 2,5 y 3% de colageno. Ventajosamente, la solucién acuosa comprende 0,8% de
colageno en peso. Esta puesta en solucion se efectia habitualmente en agua por agitacion mecanica,
preferentemente a presion reducida. La suspension o solucién también puede ser calentada a una temperatura
comprendida entre 30°C y 100°C durante 2 a 20 minutos para desnaturalizar parcial o completamente el colageno.

Los procedimientos segin la invencidon permiten obtener diversos materiales de coldgeno en funcion de la
conformacion seleccionada en el moldeo o el vertido. El material de colageno puede asi adoptar la forma en
particular de una membrana, de una matriz, de una pelicula, de un hilo, de un gel, de un tubo o de una esponja.

El vertido o el moldeo de una solucién acuosa de colageno son bien conocidos por el experto en la materia y estan
descritos en la bibliografia. La segunda etapa es por lo tanto el vertido o el moldeo de la solucién de colageno en
unos moldes, variando el grosor en funcién del material deseado y en funcién de la superficie del molde.

Las membranas de colageno son unos materiales en dos dimensiones que resultan del secado en un molde plano
de una suspension homogénea o de una solucion de coldgeno que contiene una proporcion de fibras y de fibrillas. El
colageno puede estar reticulado o no. La concentracion de la suspension secada condiciona el grosor del material
final. Puede ir desde algunos micrones hasta varios centenares de micrones.

Una pelicula de colageno es un material en dos dimensiones que resulta del secado en un molde plano de una
solucion homogénea de colageno. El coldgeno puede estar reticulado o no. La concentracion de la solucién secada
condiciona el grosor del material final. Las peliculas y las membranas pueden estar replegadas para formar unos
manguitos que pueden ser cerrados si es necesario por suturas o pegamento. El grosor puede variar desde algunos
micrones hasta varios centenares de micrones. Un tubo de coldgeno es un objeto cilindrico en tres dimensiones
hueco cuyas paredes pueden ser una pelicula 0 una membrana de colageno. Los tubos pueden ser obtenidos por
moldeo alrededor de un molde o por extrusion. El colageno puede estar reticulado o no. El grosor de las paredes
esté condicionado por la cantidad de colageno depositada sobre los moldes o utilizada en la solucién de extrusion.
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Un hilo de colageno es un conjunto macizo de colageno y cuya resistencia mecanica es suficiente para entrar en la
composicion de un hilo multihebra mas gordo, de un textil compuesto o no, de otro material de colageno.

Una esponja de colageno se puede obtener por liofilizacion de una solucién o de una suspension de colageno (o de
una mezcla de los dos). Antes o después de la liofilizacion, el colageno puede ser reticulado. La liofilizacion conduce
a unos materiales lo mas frecuentemente en 3 dimensiones o0 a unos polvos.

Para la obtencién de una membrana o de una pelicula, la solucién de colageno puede ser depositada en un molde
plano para obtener un material en dos dimensiones después del secado de la solucion o de la suspensién. La
pelicula o la membrana se pueden obtener por evaporacién del disolvente.

Unos tubos de colageno se obtienen mediante el depésito de la solucion o de la suspension sobre un molde
cilindrico y secado o liofilizacion.

Para la obtencion de esponjas, la extraccion del disolvente se puede realizar por liofilizacion y no por evaporacion
del disolvente en forma liquida.

Ya se conocia utilizar amoniaco para la coagulacion y conformacion del colageno, pero en general se trataba de la
utilizacion del amoniaco para coagular una soluciéon o un gel durante procedimientos de extrusion por ejemplo. El
tratamiento con amoniaco era entonces muy rapido y en bafios. El procedimiento segun la invencién se basa en la
velocidad de difusion del amoniaco en la solucién de colageno, velocidad que depende esencialmente de la
concentracion de esta base en la superficie de la solucién. El colageno y el amoniaco se dejan en contacto un
tiempo suficiente para permitir la coagulacion del colageno pero también su fibrilacion sobre la totalidad de la
solucion tratada. Esto conduce a la preparacion de materiales de coldgeno que presentan unas propiedades
mecanicas que no se obtienen con los procedimientos del estado de la técnica, en el plano de la resistencia a la
traccion, de la elasticidad y de la resistencia a la sutura.

La tercera etapa es por lo tanto la coagulacién del colageno por tratamiento con amoniaco durante un tiempo
suficiente para permitir al mismo tiempo la coagulacion vy la fibrilacion del colageno. Tipicamente, el tratamiento con
amoniaco se efectia para una duracion de 4, 8, 12, 24, 36 a 48 h. Preferentemente, el tiempo de tratamiento es
superior a 24 o 36 horas.

La cantidad de amoniaco se debera ajustar para permitir un aumento de pH del gel de colageno de un pH &cido
hasta un pH por lo menos superior a 8. En efecto, la reticulacion del colageno empieza cuando el gel de colageno
alcanza un pH por lo menos superior a 8. Este tratamiento largo permite un aumento progresivo del pH del colageno
que conduce no sélo a la coagulacion, sino también a la fibrilacion de este. En funcion de la longitud de las fibras de
colagenos utilizada, esta fibrilacion forma un enmallado que confiere a los productos al mismo tiempo resistencia
mecanica y elasticidad.

En un modo de realizacién preferido, el amoniaco gaseoso se prepara a partir de una solucion de amoniaco de la
cual se libera. Se obtiene generalmente una cantidad apropiada de amoniaco gaseoso con una solucién de
amoniaco a por lo menos 30%, a una temperatura comprendida entre 10°C y 25°C. Preferentemente, esta etapa se
realiza en un recinto cerrado herméticamente, de manera que el amoniaco gaseoso se expanda en el interior del
recinto y entre en contacto con la solucién de colageno, la cual no esté en contacto con la solucién de amoniaco.

El gel de colageno obtenido se trata para eliminar el amoniaco en exceso y se conserva o bien tal cual, o bien se
deshidrata. Para ello, el gel puede ser colocado en un recinto provisto de un sistema de eliminacién de la humedad
y/o de un absorbente de amoniaco. Después de la eliminacion del amoniaco en exceso, las membranas, peliculas y
tubos se obtienen por deshidratacion del gel bajo corriente de aire seco, mientras que las esponjas, las matrices 3D
o los tubos también se obtienen por liofilizacion del gel. Los geles pueden ser mantenidos hidratados.

En este procedimiento de preparacion de materiales de colageno, el proceso de fibrilacién tiene lugar en un medio
liquido altamente viscoso. Esta fibrilacion se produce desde el exterior hacia el interior de la solucién y progresa en
profundidad a medida que se produce el aumento de pH unido a la difusién del amoniaco. Se produce cuando el pH
ha alcanzado un valor superior a 4-5. La ventaja del procedimiento en vapor de amoniaco es que el producto no
necesita ser sumergido en soluciones de neutralizacién, lo cual permite una ganancia de tiempo, de rentabilidad y de
homogeneidad.

Cuando se desea aumentar la duracion de resorcion de un dispositivo médico colagénico y también reforzar sus
propiedades mecanicas, el material de colageno debe ser reticulado. Existen numerosos métodos de reticulacion del
colageno bien conocidos por el experto en la materia. Estan clasificadas en dos grandes categorias: las
reticulaciones fisicas como por ejemplo la deshidratacion térmica y las reticulaciones quimicas por adicion o puesta
en presencia de agentes reticulantes. Los reticulantes del colageno mas conocidos son los agentes aldehidicos, en
particular el formaldehido y el glutaraldehido. Estos procedimientos de reticulacion se pueden utilizar evidentemente
sobre los materiales de colageno obtenidos anteriormente.
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Asi, con el fin de aumentar la resistencia mecanica del colageno o de los materiales de colageno, se puede proceder
por lo tanto a su reticulacion. Se efectia por ejemplo por inmersion del material de colageno en un bafio que
comprende un agente reticulante seleccionado de entre el formaldehido, el glutaraldehido, el glicégeno oxidado y la
amilopectina oxidada.

De manera particularmente ventajosa, la reticulacion se puede realizar por el contrario en una sola etapa, pero de
manera secuencial con la coagulacion y la fibrilacion del colageno. En este caso, se introduce en la solucién de
colageno de partida un agente reticulante aldehidico que no reacciona con el colageno a pH acido, y después se
procede al tratamiento con amoniaco para obtener un pH por lo menos superior a 8.

El agente de reticulacion aldehidico se selecciona preferentemente de entre los polisacaridos y mas particularmente
los polisacéaridos oxidados. Preferentemente, el agente de reticulacion aldehidico se selecciona de entre el glicégeno
oxidado y las amilopectinas oxidadas. Unos agentes de reticulacion que se pueden utilizar en los procedimientos
segun la presente invencion son, por ejemplo, el almidon oxidado, el dextrano oxidado, la celulosa oxidada,
conocidos por el experto en la materia. Preferentemente, el agente de reticulacion aldehidico es glicégeno oxidado.

El agente de reticulacion se afiade en unas proporciones que van de 0,05, 0,1, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4,45a5
para la relacion CHO entre el agente de reticulacion aldehidico y NH; del coldgeno. Las proporciones de agente de
reticulacién podran ser ajustadas por el experto en la materia en funcion de la tasa de reticulacion deseada. La
cantidad de agente de reticulacion a introducir en la solucién de colageno se podra asi determinar utilizando los
conocimientos generales del experto en la materia.

Preferentemente, se procede entonces a la preparacion de una solucidon acuosa concentrada (15%) del polisacérido
oxidado seleccionado. La tasa de oxidacion y la cantidad de reticulante a afiadir se deberan apreciar en funcion de la
resorcion deseada y de las propiedades mecanicas buscadas. Es posible entonces afiadir el reticulante al colageno
en una cantidad perfectamente controlada y reproducible (a diferencia de las reticulaciones por vapor de formol por
ejemplo o por inmersidn en bafios). En este caso, sélo puede reaccionar el reticulante introducido. La solucion de
reticulante se afiade a la soluciéon de colageno antes del vertido o de la conformacién, es decir al final de la
homogeneizacion a presion reducida. El medio resultante es una mezcla homogénea del colageno y del reticulante,
pero los enlaces entre los dos no se crean mientras que el conjunto no haya alcanzado un pH basico. Las etapas
siguientes son idénticas a las de la fibrilacion del colageno; realizandose la fibrilacion y la reticulacion sucesivamente
y en este orden.

El experto en la materia sabrd adaptar la cantidad de amoniaco y la duracién de exposiciéon para alcanzar la
fibrilacion y la reticulacion deseada.

Esta etapa del procedimiento segun la invencion es remarcable por varias razones.

La reticulaciéon por los polisacaridos aldehidicos ya se ha descrito en la bibliografia (Gagnieu CH y Forest PO,
EP 0 862 468). Esta reticulacion se puede llevar a cabo o bien por inmersion de los productos a reticular en una
solucion del polisacarido oxidado, o bien por introduccion en el producto del polisacarido oxidado y después
inmersién del producto seco en un bafio que permite la reaccion de reticulacién (aumento del pH). En general, el
cambio de pH se efectia por un tampén y teniendo en cuenta el principio de la reticulacion bien conocido (reaccién
de Maillard — reaccion de los CHO del reticulante sobre los NH2 del colageno), se evita realizar el cambio de pH por
unas bases que presentan ellas mismas unos restos de amina. Asi, en presencia de amoniaco, la teoria predice que
el polisacérido oxidado reaccionara con la amina del amoniaco y por lo tanto se desactivara. La reticulacién no
puede por lo tanto tener lugar.

En la préctica, resulta que la presencia de amoniaco modifica bien el pH del gel de colageno para permitir la
fibrilacion pero también la reticulacién. De manera completamente sorprendente, la reticulacion tiene lugar a una
tasa eficaz ya que la reaccién de Maillard que deberia haberse producido entre el amoniaco y los aldehidos del
reticulante, que desactiva este Ultimo, esta o bien ausente, o bien es de baja amplitud, o bien no es competitiva con
la reaccion de reticulaciéon de los grupos aldehidos del polisacarido oxidado sobre las aminas de las lisinas del
colageno. Esto se demuestra por el hecho de que los materiales reticulados por esta via ya no son solubles en
medio acuoso acido, presentan degradaciones al contacto de enzimas proteoliticas inferiores a unos materiales no
reticulados y de que las propiedades mecanicas de los materiales en forma hidratada, y en particular la resistencia
mecanica, también han mejorado con respecto a un material no reticulado.

La invencion tiene asimismo por objeto un material de colageno susceptible de ser obtenido mediante los
procedimientos segun la invencién. Preferentemente, el material de colageno esta reticulado. Este material de
colageno puede consistir por ejemplo en una membrana de colageno, un hilo de colageno, un tubo de colageno, una
esponja de colageno o un gel de colageno.

La invencién se refiere asi también a unas peliculas, hilos y tubos de colageno susceptibles de ser obtenidos
mediante los procedimientos segin la presente invencion. En un modo de realizacion ventajoso, la invencion se
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refiere a unas membranas de colageno susceptibles de ser obtenidas mediante los procedimientos segin la
invencion.

Los procedimientos segun la invencidn permiten la preparacion de membranas secas de grosor variable que puede
ir desde algunos micrones hasta algunos centenares de micrones. El grosor utilizado generalmente para asegurar la
cicatrizacion guiada (= conservaciéon de los planos de escision) o la sustitucion de tejidos en cirugias uroldgica,
ginecolodgica, cardiaca, toracica, vascular, articular, digestiva, plastica, espinal, neurolégica, ortopédica,
traumatoldgica, dental, maxilofacial y estomatolégica, para la cicatrizacion guiada de los tejidos (duramadre, encia,
hueso, nervios, tendones, ligamentos, visceras, pericardio, peritoneo, tejidos conjuntivos en general, dermis,
musculo, cartilago) esta comprendido entre 30 y 200 pm.

La invencién tiene por lo tanto por objeto unas membranas de colageno susceptibles de ser obtenidas mediante los
procedimientos segln la invencion, que tienen un grosor seco comprendido entre 30 y 200 pm. Preferentemente,
estas membranas estén reticuladas.

Ventajosamente, estas membranas estan constituidas por una monocapa de colageno, no porosa, de grosor seco
comprendido entre 50 y 150 pm.

En un modo de realizacién, la invencion tiene por objeto unas membranas de colé%eno gue tienen un grosor seco
comprendido entre 80 y 120 um, una densidad comprendida entre 12 mg/cm® y 16 mg/cm’, una tasa de
hinchamiento inferior a 6, una resistencia a la sutura superior a 1 N, una tensién a la ruptura superior a 4 MPa y un
porcentaje de degradacion enzimatica a la tripsina inferior al 35%.

En un modo de realizacion preferido, la invencion tiene por objeto las membranas de coldgeno descritas
previamente que presentan una tasa de hinchamiento comprendida entre 4 y 6, una resistencia a la sutura
comprendida entre 1y 2,5 N, una tension a la ruptura comprendida entre 4 y 7 MPa y un porcentaje de degradacion
enzimética a la tripsina comprendido entre 20 y 35%.

La tasa de hinchamiento se mide de la siguiente manera: se sumergen 20 mg de producto en "Phosphate Buffer
Saline 1X" pH 7,4, durante 60 minutos a 37°C. Al final de la hora, el exceso de agua se retira con papel absorbente y
la muestra se pesa de nuevo. La tasa de hinchamiento se calcula por la relacion masa del producto himedo/masa
del producto seco.

Las mediciones de tensiones mecanicas (resistencia a la sutura y tensién) se miden en una probeta humidificada de
5 mm de anchura con la ayuda de un banco de ensayo de traccion. En lo referente a la sutura, se pasa un hilo de
sutura de tipo trenzado de poliamida 3/0 a través de la membrana y después se mide la fuerza méaxima a aplicar
para romper la sutura con la ayuda de un banco de ensayo de traccion.

Para determinar la degradacion enzimatica a la tripsina, se sumergen unos fragmentos de producto de masas
comprendidas entre 10 y 20 mg en 3 ml de PBS 1X pH 7,6, y se afiaden 500 unidades de tripsina a la muestra.
Después de 48 horas de degradacion, se recogen, se deshidratan y se pesan las muestras digeridas. La pérdida de
masa con respecto a la masa de partida se calcula a continuacion.

La invencion se refiere también a unas membranas de coldgeno armadas con un textil, resorbible o no. Estas
membranas armadas con un textil constituyen un refuerzo parietal y estan particularmente adaptadas para la cirugia
visceral y uro-ginecoldgica o un parche ligamentario para reforzar, prolongar o sustituir un ligamento o un tendén.

La invencion tiene por lo tanto también por objeto un material compuesto que comprende, o0 que consiste en, un textil
recubierto en una cara por un material de coldgeno tal como el descrito anteriormente.

Puede tratarse en particular de un textil que lleva una membrana de colageno segin la invencion en una de sus
caras. Dichos tejidos protéticos y sus procedimientos de fabricacion estan descritos, por ejemplo, en el documento
US n° 6.451.032.

Unas membranas de colageno armadas con un tejido segun la invencién pueden ser fabricadas por otro lado segun
unos procedimientos bien conocidos por el experto en la materia.

En el marco de la presente invencion, un procedimiento de este tipo puede comprender las etapas siguientes:

- preparacion de una solucién acuosa de colageno en forma acida,

- adicién de un agente de reticulacion aldehidico no reactivo a pH &cido,

- moldeo o vertido de la solucion acuosa de colageno,

- deposito del textil sobre el colageno,

- coagulacién y reticulacion de la solucién acuosa de colageno por tratamiento con amoniaco,
- eliminacién del amoniaco y obtencion del material de colageno.
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Las membranas armadas con un textil sobre una cara obtenidas segun el procedimiento anterior convienen
particularmente para la cirugia parietal.

Alternativamente, el procedimiento puede comprender las etapas siguientes:

- preparacion de una solucién acuosa de colageno en forma acida,

- adicién de un agente de reticulacion aldehidico no reactivo a pH &cido,

- moldeo o vertido de la solucion acuosa de colageno,

- inclusion del textil en el colageno,

- coagulacién y reticulacion de la solucién acuosa de colageno por tratamiento con amoniaco,
- eliminacion del amoniaco y obtencion del material de colageno.

Los textiles que comprenden asi una membrana segun la invencion por los 2 lados estan particularmente adaptados
para la cirugia de ligamentos por ejemplo.

La invencion tiene por lo tanto también por objeto un material compuesto que comprende, incluso que consiste en,
un textil recubierto en dos, en particular sobre cada una, de sus caras por un material de colageno tal como el
descrito anteriormente, en particular, el textil puede ser incluido en el material de colageno.

Otros procedimientos que permiten asociar un material de colageno segin la invencién con un textil son conocidos
por el experto en la materia.

La invencioén se refiere por lo tanto también a un material de coldgeno segun la invencion, y en particular a una
membrana, asociado a un textil.

Los procedimientos segin la invencién conducen también a la preparacion de tubos para asegurar el guiado de
6rganos en cirugia nerviosa, tendinosa y de ligamentos, vascular. Las membranas también pueden, para esta
indicacion, ser enrolladas y cerradas en forma de manguito por sutura y/o pegamento.

Por dltimo, los procedimientos permiten la preparacion de matrices 3D de un grosor superior a 200 um, porosas o
no, que permiten, entre otros, la inoculacion de células previamente o no a la implantacién quirargica del material
para unas aplicaciones en medicina regenerativa o que permiten la obtencion de parches suturables y elasticos para
aplicaciones cardiacas, regeneracion de duramadre, guiado de tejidos blandos y duros.

Ejemplos
Ejemplo 1: Produccion de colageno fibroso acido de tendones
— Hinchamiento de los tendones

Se limpia 1 kg de tendones de pies de cerdos para retirar las partes musculares y aponeurdticas. Se sumergen en
25 | de una solucion acuosa de acido acético 0,3 M durante 10 dias a 20°C (+/- 2°C) bajo agitacion lenta.

— Trituracion de los tendones

Se trituran 3 | de suspension obtenida a 300 rpm en un triturador de cuchillas durante 2 minutos. El medio se diluye
mediante 2 | de agua y el conjunto se homogeneiza durante 1 minuto. El medio se filtra sobre un filtro de porosidad
de 200 um y el filtrado se ajusta a 0,6 M de NaCl para hacer precipitar el colageno.

— Recuperacion del colageno y lavados

La suspension se filtra o centrifuga para separar el precipitado del sobrenadante. El precipitado se recoge y se lava
en 10 | de NaCl 0,6 M bajo agitacion durante por lo menos 1 hora; el precipitado se recoge de nuevo por filtracién
sobre tela o centrifugacion. La etapa de lavado puede ser realizada el nimero de veces deseado en funcién de la
pureza del colageno final deseado (idealmente 2 veces).

— Desactivacion viral y lavados

El colageno precipitado y escurrido se disuelve al 1% en agua durante 16 horas bajo agitacién. La concentracién del
medio se lleva a 1 M de NaOH y la solucién se agita durante 1 hora a 20°C. Al final de la etapa de desactivacion, la
solucion se neutraliza por acido clorhidrico 6 M hasta precipitacién del colageno. El colageno se recupera por
filtracion o centrifugacion. El colageno se puede lavar de nuevo en 10 | de NaCl 0,6 M y después recogido por
filtracion sobre tela o centrifugacion. La etapa de lavado se puede realizar el nUmero de veces deseado en funcion
de la pureza del colageno final deseado (idealmente 2 veces).
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— Recogida y secado

Al final del procedimiento de purificacién, el colageno precipitado se escurre y después se seca en bafios de
acetona. El colageno se seca por ultimo bajo flujo de aire controlado para eliminar la acetona residual y después se
conserva por ejemplo a -20°C.

Ejemplo 2: Caracterizacion de un lote de colageno f  ibroso acido de tendones

Se ponen en dispersion 603 mg de colageno fibroso acido de tendones que presentan una tasa de humedad del
17,05% en 500 ml de agua desmineralizada durante 16 h bajo agitacion magnética. Una tela de porosidad calibrada
de 50 um se coloca en un soporte cilindrico de 9 cm de diametro por encima de un recipiente. Se vierte un volumen
de solucion de colageno sobre la tela de manera que no sobrepase 4 cm de altura. Una pala de 7 cm de diametro se
coloca a 2 mm de la tela y se efectia una agitacion de 80 rpm, la solucion de colageno fluye progresivamente a
través de la tela. Cuando el volumen contenido en la camara superior no disminuye mas, el sistema se recarga de
manera que nunca sobrepase 4 cm de altura. Estas operaciones se realizan hasta que se agote la solucion
preparada. Cuando se equilibre el sistema, el retentado se lava mediante 3 x 50 ml de acido acético 0,05 M con el
mismo sistema, respetando los diferenciales de presion. Se recoge la fraccidn superior.

La fraccién inferior se recupera y continda el andlisis de la misma manera sobre una tela calibrada de 5 pm de
porosidad. El retentado asi como el filtrado se recogen.

Las 3 fracciones, es decir el retentado de la filtracion sobre 50 um, el retentado y el filtrado de la filtracion sobre 5 um
se llevan a 0,6 M de NaCl y el colageno se recupera por centrifugaciéon y después se seca mediante 2 bafios de
acetona 70 y 3 bafios de acetona 100. El exceso de acetona se elimina por secado bajo flujo de aire. Las fracciones
se pesan y se aplican a la masa total recogida. El analisis conduce a 6,5% de fibras retenidas sobre un filtro de
50 um, 27% de fibras que han atravesado un filtro de 5 pm y 66,5% comprendido entre 5y 50 pm.

Ejemplo 3: Preparacion de una pelicula/membrana de  colageno reticulado n°® 1

Se ponen en suspension 800 mg de colageno fibroso acido de tendones bajo agitacion mecanica en 100 ml de agua
durante 16 horas. La suspension viscosa se vierte en un molde a razén de 4 mg de colageno/cm?. El molde que
contiene la solucion de colageno se coloca en un recinto cerrado herméticamente de 3 | que contiene 2 ml de
amoniaco al 30% durante 24 horas a 20°C. El gel se coloca en un recinto que permite eliminar el exceso de
amoniaco con un absorbente de amoniaco y de humedad para obtener una pelicula de un grosor préximo a 40 pm.
La pelicula se puede utilizar tal cual o reticulada por inmersidon en un bafio de formaldehido, glutaraldehido,
glicégeno oxidado, amilopectina oxidada de diversas concentraciones durante unos tiempos que pueden variar entre
2 minutos y 24 h. Los reticulantes son desactivados por inmersion de la pelicula en una solucion de glicina 0,1 M; pH
8 durante 2 horas. La pelicula se seca de nuevo a continuacion.

Por ejemplo, la pelicula obtenida después del primer secado se sumerge durante 1 h en un bafio de formaldehido al
0,1%, pH 8 y después se aclara en un bafio de glicina 0,1 M pH 8 durante 2 horas. Después de un aclarado con
agua, la pelicula se seca de nuevo.

Ejemplo 4: Preparacion de una membrana de colageno reticulado n® 2

Para la obtencién de una membrana que contiene 10 mg de colageno/cm?, se ponen en suspension 100 g de
colageno en 12,5 | de agua bajo agitacion mecéanica durante 16 horas. Paralelamente, se preparan 2,5 g de
glicégeno oxidado disuelto al 15% en tampon fosfato pH 7,7 y se afiaden a la suspension al final de las 16 horas.
Después de la homogeneizacion, la solucién se vierte en un molde de 1 m? (o equivalente). El o los moldes que
contienen la solucidn de colageno se colocan en un recinto cerrado herméticamente de 300 | aproximadamente que
contiene 160 ml de amoniaco 32% repartidos de manera homogénea durante 48 horas a 20°C. Al final de la fase de
fibrilacion, reticulacion, el o los geles se colocan en un recinto que permite eliminar el exceso de amoniaco con un
absorbente de amoniaco y de humedad para obtener una membrana de grosor préxima a 100 pm.

Ejemplo 5: Medicion de la tasa de hinchamiento de u  na membrana preparada en el ejemplo 4
Se pesan de manera precisa 3 muestras de 20,5/22 y 20 mg de producto, y se sumergen en 3 ml de PBS 1X pH 7,4

durante 1 hora a 37°C. Al final de la hora, se retira el exceso de agua de cada muestra y se pesan de nuevo las
muestras. Los resultados son los siguientes:

Masa extraida (mg) Masa después del hinchamiento (mg) Tasa de hinchamiento
Muestra 1 20,5 110 55
Muestra 2 22 127,6 5,8
Muestra 3 20 114 57
Media 5,66
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Ejemplo 6: Esponja de colageno fibroso acido reticu lado por las amilopectinas oxidadas

Se obtiene una solucién acuosa de colageno fibroso acido mezclando 0,8 g en 100 ml de agua. El medio se agita
durante 16 horas a 20°C. Se calientan 28 mg de amilopectina que contiene 1,4 moles de aldehidos/moles de
sacaridos a 75°C en 1 ml de tamp6n fosfato 0,1 M, pH 7,7 hasta disolucion completa. Después del enfriamiento a
20°C, esta solucion se vierte bajo agitacion en la solucion de colageno al 0,8%. El medio homogéneo se vierte en un
molde sobre una altura de 5 mm y se transfiere a un recinto cerrado herméticamente de un volumen de
aproximadamente 3 | que contiene 3 ml de amoniaco al 28% durante 16 horas. El dispositivo que contiene el gel se
coloca después en un recinto herméticamente cerrado que contiene un absorbente de amoniaco hasta la
desaparicion total del amoniaco en el recinto. El gel de colageno se congela a continuacion y se liofiliza para dar una
esponja de atelocolageno reticulado.

Ejemplo 7: Medicion de la homogeneidad de reticulac ~ i6n

Un gel de aproximadamente 1 cm de grosor se ha preparado mediante el procedimiento descrito en el ejemplo 4
hasta la etapa de reticulacion.

Al final de esta etapa de reticulacion, el gel se desmoldd, se cortd en dos, aproximadamente hacia el centro, en el
sentido horizontal y los dos fragmentos se secaron separadamente.

Una muestra "externa" y una muestra "interna" de material (aproximadamente 10 mg cada una) se extraen
respectivamente sobre lo que corresponde a la parte externa y a la parte interna del gel.

La tasa de reticulacién se determina mediante una dosificacion de las aminas que han permanecido libres en el
colageno por TNBS (&cido 2,4,6-trinitrobenceno sulfénico). Este reactivo TNBS reacciona especificamente sobre las
aminas de los residuos lisina y de los aminoacidos terminales libres.

Se extraen las muestras interna y externa y se incuban en una solucién agua - propanol (1 ml) a 60°C durante 1 h.
Se afiaden 500 pl de bicarbonato al 8% y 1 ml de TNBS diluido a 1/1202. La reaccion tiene lugar durante 3 horas a
40°C.

Después del enfriamiento, se afiaden 200 pl de HCI 6 N para detener la reaccién. El exceso de TNBS se extrae por
5m de acetato de etilo. Una hidrélisis acida (3 ml de HCI 6 N durante 1 h 15) libera todos los aminoacidos. Se
extraen los aminoacidos terminales N-TNBS de la misma manera que para el exceso de TNBS.

Después de una diluciéon adecuada, se mide la absorbancia de la fase a 345 nm. El coeficiente de extincion molar
del complejo a 345 nm, medido segun el protocolo descrito por Kakade et al. es de 1,46-10* M™.cm™, permite
calcular la cantidad de lisina que ha permancido libre en la membrana. El resultado se expresa en pmol de lisina
libre por mg de membrana.

Para una membrana reticulada con glicogeno oxidado a razon de 0,4 CHO del glicogeno oxidado para 1 NHa, los
resultados son los siguientes:

pmol de lisina libres/mg de membrana
Muestra externa 0,161
Muestra interna 0,150

La diferencia de reticulacién es por lo tanto de 3,5%, es decir ((0,161- 0,150)/(0,161 + 0,150) x 100). Las tasas de
reticulacién de la parte externa y de la parte interna son por lo tanto sustancialmente equivalentes. La reticulacion
esté por lo tanto sustancialmente homogénea sobre todo el grosor del material.

Ejemplo 8: Medicion de la reticulacion

Se ha preparado una membrana denominada "reticulada” segin el protocolo descrito en el ejemplo 4, incluyendo la
etapa de adicion del amoniaco.

Se ha preparado una membrana denominada "no reticulada” segun el procedimiento descrito en el ejemplo 4 en el
que se ha omitido la etapa de adicion del amoniaco.

La reticulacion se puede caracterizar mediante una medicion de DSC (Differential Scanning Calorimetry o
calorimetria diferencial por barrido). Este método mide las diferencias de los intercambios de calor entre una muestra
a analizar y una referencia.

Permite determinar las transiciones de fase:

* latemperatura de transicion vitrea (Tg)
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¢ las temperaturas de fusion o desnaturalizacion
¢ las entalpias de reaccién (para conocer las tasas de reticulacién de los polimeros).

Los analisis se realizan bajo barrido de un gas inerte (por ejemplo nitrdgeno o argdn) para evitar cualquier reaccion
del material a estudiar con la atmésfera del horno.

En lo referente a un colageno, la reticulacion provoca el aumento de la temperatura de desnaturalizacion. Para
demostrar que la incubacién de la solucion de colageno que contiene el reticulante en unos vapores de amoniaco
conduce a la formacion de enlaces quimicos estables de reticulacion entre el colageno y el reticulante. Se ha
efectuado el perfil en DSC de una membrana reticulada y una membrana no reticulada.

Temperatura de desnaturalizacién (C)
Membrana reticulada 49,62
Membrana no reticulada 42,37

La temperatura de desnaturalizacion de la membrana reticulada es por lo tanto muy superior a la de la membrana no
reticulada. La reaccion entre el reticulante aldehidico y el colageno tiene lugar por lo tanto durante la incubacion de
las soluciones en los vapores de amoniaco.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de preparacion de un material de colageno, caracterizado por que comprende las etapas
siguientes:

a) preparacion de una solucién acuosa de colageno nativo o desnaturalizado en forma acida,

b) adicién de un agente de reticulacion aldehidico no reactivo a pH &cido,

¢) moldeo o vertido de la solucién acuosa de colageno,

d) coagulacién y reticulacion de la solucién acuosa de colageno por tratamiento con amoniaco gaseoso,
e) eliminacion del amoniaco en exceso y obtencion del material de colageno por secado.

2. Procedimiento de preparacion de un material de colageno segun la reivindicacion 1, caracterizado por que la
solucion acuosa de la etapa a) comprende de 0,05 a 3% en peso de colageno en forma acida.

3. Procedimiento de preparaciéon de un material de colageno segun la reivindicacién 1 o 2, caracterizado por que la
solucion acuosa de la etapa a) se prepara con colageno fibroso acido seleccionado de entre los colagenos de
tendones de cerdo, de tendones de ternera, de tendones de cordero y de tendones de potro.

4. Procedimiento de preparacion de un material de colageno seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
caracterizado por que en la etapa d) la coagulacion y la reticulacion de la solucion de colageno se efectlian por
tratamiento con amoniaco gaseoso durante por lo menos 24 horas.

5. Procedimiento de preparacion de un material de colageno segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
caracterizado por que el agente de reticulacion aldehidico se selecciona de entre el glicogeno y las amilopectinas
aldehidicas.

6. Procedimiento de preparacion de un material de colageno segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
caracterizado por que el agente de reticulacion aldehidico es glicégeno oxidado.

7. Procedimiento de preparacion de un material de colageno segun cualquiera de las reivindicaciones 5 o 6,
caracterizado por que el agente de reticulacion aldehidico se afiade en unas proporciones que van de 0,05 a 5 para
la relacion CHO entre el agente de reticulacion aldehidico y NH. del colageno.

8. Procedimiento de preparacion de un material de colageno segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,
caracterizado por que el material de coldgeno es una membrana, por que en la etapa c) la solucion acuosa de
colageno se deposita en un molde plano, y por que en la etapa €) se elimina el amoniaco en exceso y se obtiene
una membrana de colageno por secado.

9. Material de colageno obtenido mediante el procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que
presenta una reticulacion homogénea, que presenta una diferencia entre la reticulacion en la superficie exterior y la
reticulacién en el interior del material inferior o igual al 25%.

10. Material de colageno segun la reivindicacion 9, que presenta una temperatura de desnaturalizacion superior o
igual a 3°C con respecto al material de colageno no reticulado.

11. Material de colageno reticulado segun cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10, que presenta un aumento de la
temperatura de desnaturalizacion con respecto al material no reticulado de por lo menos 5%.

12. Material de colageno segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, que consiste en una membrana de
colageno, una pelicula de colageno, un hilo de colageno, un tubo de colageno, una esponja de colageno o un gel de
colageno.

13. Material de colageno segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, que consiste en una membrana de
colageno que tiene un grosor seco comprendido entre 80 y 120 pm, una densidad comprendida entre 12 mg/cm?® y
16 mg/cmz, una tasa de hinchamiento inferior a 6, una resistencia a la sutura superior a 1 N, una tension a la ruptura
superior a 4 MPa y un porcentaje de degradacion enzimatico a la tripsina inferior al 35%.

14. Material compuesto que comprende un textil recubierto sobre una de sus caras o sobre cada una de sus caras

por un material tal como el descrito segin cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en particular el textil puede estar
incluido en el material de colageno.
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