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DESCRIPCION
Colageno modificado
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un colageno modificado obtenible proporcionando colageno aislado; congelando
el colageno aislado; deshidratando el colageno congelado; y madurando el colageno deshidratado. Se describen
también métodos de fabricacion del colageno modificado y usos de los mismos.

Fundamento de la invencion

Los procesos para la preparacion de materiales con base de colageno para usar en medicina humana y veterinaria
secando o liofilizando dispersiones de colageno acuosas para crear membranas o esponjas se conocen bien en la
técnica. Se conoce también el uso de peliculas o0 membranas con base de colageno como barreras biodegradables
temporales para separar superficies tisulares traumatizadas yuxtapuestas después de cirugia para prevenir o reducir
la formacién de adhesiones postoperatorias.

Tipicamente, el colageno usado para la posterior fabricacion de los materiales con base de colageno se aisla
primero mediante extracciéon a partir de piel o tendéon de mamifero, se purifica, se trata enzimaticamente para
eliminar los telopéptidos no helicoidales, se solubiliza parcialmente con acido y finalmente se precipita aumentando
el pH para dar una dispersion acuosa de colageno fibrilar purificado. Una vez aislada, la dispersion de colageno
puede procesarse adicionalmente para la fabricacion de materiales con base de colageno inmediatamente, o se
almacena de otra forma mientras espera el procesado adicional. Por conveniencia de almacenaje a escala
comercial, la dispersion de colageno se concentra normalmente mediante la eliminacién de agua usando
centrifugado para reducir el volumen y crear asi una masa himeda. La masa humeda debe almacenarse congelada
para conservar el colageno y evitar el crecimiento bacteriano. Cuando se necesite para la fabricacion de materiales
con base de colageno, la masa humeda de colageno congelado tipicamente se descongela y se vuelve a dispersar.
Tanto si el colageno aislado se usa inmediatamente o se congela y descongela como una masa humeda, la
dispersion de colageno es generalmente viscosa y dificil de procesar a escala comercial en membranas con base de
colageno o esponjas liofilizadas. Lo que se necesita es un método para reducir la viscosidad de la dispersion de
colageno sin dilucién adicional, ya que reducir la concentracién de colageno en la dispersiéon solo aumentara la
cantidad de agua que debe eliminarse en el secado o liofilizado posterior, que es tanto ineficaz como costoso a
escala comercial.

Por lo tanto, el objeto de la presente invencion es modificar el colageno aislado de tal forma que se reduzca la
viscosidad de la dispersion, pero sin comprometer las propiedades de los materiales con base de colageno hechos
de la misma. Preferiblemente, un objeto adicional de la presente invencion es modificar el colageno de tal forma que
se reduzca la viscosidad de la dispersion y también se mejoren las propiedades de una membrana de colageno
hecha de la misma para usar como una barrera a la adhesion postoperatoria.

Estos objetos se resuelven segun la presente invencion proporcionando un colageno modificado que facilita la
fabricacion eficaz de materiales con base de colageno a escala comercial y mejora la eficacia potencial de esos
materiales en el campo de la medicina humana y veterinaria.

Compendio de la invencion
La invencion es como se reivindica en las reivindicaciones 1-12 en esta memoria.

Segun un primer aspecto de la presente descripcion se proporciona un colageno modificado obtenible
proporcionando colageno aislado, opcionalmente una dispersion de colageno aislado; congelando el colageno
aislado; y deshidratando el colageno congelado.

Segun un segundo aspecto de la presente descripcion se proporciona un colageno modificado obtenible
proporcionando colageno aislado, opcionalmente una dispersion de colageno aislado; congelando el colageno
aislado; deshidratando el colageno congelado; y madurando el colageno deshidratado.

Por el término “dispersion” se entiende una mezcla en que las particulas de colageno estan dispersas en un medio
fluido, opcionalmente un medio liquido, mas opcionalmente un medio acuoso. Las particulas de colageno pueden
comprender moléculas de colageno, o agregados de las mismas; que estan dispersas en un medio fluido,
opcionalmente un medio liquido, mas opcionalmente un medio acuoso. Opcionalmente, las particulas de colageno,
que estan dispersas en un medio fluido, opcionalmente un medio liquido, mas opcionalmente un medio acuoso;
tienen una longitud (o dimension maxima) de al menos un micrémetro.

Por “madurar’ se entiende procesar el colageno deshidratado bajo condiciones adecuadas para permitir el
envejecimiento del colageno deshidratado sin degradacion o contaminacion sustancial.

Segun un tercer aspecto de la presente descripcion se proporciona un método para preparar un colageno
modificado, comprendiendo el método las etapas de:
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(a) proporcionar colageno aislado, opcionalmente una dispersion de colageno aislado;
(b) congelar el colageno aislado; y
(c) deshidratar el colageno congelado.

Segun un cuarto aspecto de la presente descripcion se proporciona un método para preparar un colageno
modificado, comprendiendo el método las etapas de:

(a) proporcionar colageno aislado, opcionalmente una dispersion de colageno aislado;
(b) congelar el colageno aislado;

(c) deshidratar el colageno congelado; y

(d) madurar el colageno deshidratado.

Opcionalmente, la etapa provisora comprende la etapa de eliminar el medio fluido, opcionalmente el medio liquido,
mas opcionalmente el medio acuoso; antes de la etapa provisora. Mas opcionalmente, la etapa provisora comprende
la etapa de eliminar al menos algo del medio fluido, opcionalmente el medio liquido, mas opcionalmente el medio
acuoso; antes de la etapa provisora. Ain mas opcionalmente, la etapa provisora comprende la etapa de eliminar al
menos algo del medio fluido, opcionalmente el medio liquido, mas opcionalmente el medio acuoso; antes de la etapa
provisora; para proporcionar una dispersion de colageno aislada.

Opcionalmente, la etapa provisora comprende la etapa de eliminar el medio fluido, opcionalmente el medio liquido,
mas opcionalmente el medio acuoso; antes de la etapa provisora para proporcionar una dispersién que tiene una
concentracion de aproximadamente 3-30%, opcionalmente 3-4% (p/p) de particulas de colageno.

Opcionalmente, la etapa de congelacion comprende la congelacion a una temperatura de aproximadamente -33°C a
aproximadamente -42°C. Mas opcionalmente, la etapa de congelacién comprende congelar a una temperatura de
aproximadamente -38°C. Aun mas opcionalmente, la etapa de congelacion comprende congelar a una velocidad de
aproximadamente 0,3°C a aproximadamente 1,5°C por minuto, opcionalmente una velocidad de aproximadamente
0,5°C por minuto.

Opcionalmente, la etapa de deshidratacion comprende eliminar la fase acuosa. Mas opcionalmente, la etapa de
deshidratacion comprende eliminar la fase acuosa reduciendo la presién. Aln mas opcionalmente, la etapa de
deshidratacion comprende eliminar la fase acuosa reduciendo la presién a aproximadamente 0,05 a
aproximadamente 0,5 mbar. Aln mas opcionalmente, la etapa de deshidratacion comprende eliminar la fase acuosa
aplicando un vacio.

Opcionalmente o adicionalmente, la etapa de deshidratacion comprende aumentar la temperatura del colageno
congelado. Mas opcionalmente o adicionalmente, la etapa de deshidratacion comprende aumentar la temperatura
del colageno congelado al vacio. Aun mas opcionalmente o adicionalmente, la etapa de deshidratacion comprende
aumentar la temperatura del colageno a aproximadamente +30°C. Aun mas opcionalmente o adicionalmente, la
etapa de deshidratacion comprende aumentar la temperatura del colageno a aproximadamente +30°C al vacio.

Opcionalmente o adicionalmente, la etapa de deshidratacion comprende aumentar la temperatura del colageno a
aproximadamente +30°C a una velocidad de aproximadamente 0,3°C a aproximadamente 1,5°C por minuto, mas
opcionalmente a una velocidad de aproximadamente 0,5°C por minuto. Mas opcionalmente o adicionalmente, la
etapa de deshidrataciébn comprende aumentar la temperatura del colageno a aproximadamente +30°C a una
velocidad de aproximadamente 0,3°C a aproximadamente 1,5°C por minuto, mas opcionalmente a una velocidad de
aproximadamente 0,5°C por minuto, al vacio.

Opcionalmente, la etapa de deshidratacién comprende al menos una etapa de equilibrado.

Opcionalmente, la al menos una etapa de equilibrado comprende mantener la temperatura a una temperatura
constante, suficiente para permitir al colageno congelado alcanzar una temperatura deseada. Mas opcionalmente, la
al menos una etapa de equilibrado comprende mantener la temperatura a una temperatura constante durante un
periodo suficiente de tiempo para permitir al colageno congelado alcanzar una temperatura deseada. Aun mas
opcionalmente, la al menos una etapa de equilibrado comprende mantener la temperatura a una temperatura
constante durante al menos 10 minutos, opcionalmente al menos 20 minutos, mas opcionalmente al menos 30
minutos, alin mas opcionalmente al menos 45 minutos, ain mas opcionalmente al menos 60 minutos; para permitir
al colageno congelado alcanzar una temperatura deseada.

Opcionalmente, la al menos una etapa de equilibrado se realiza cuando la temperatura se aumenta a al menos -
20°C. Opcionalmente o adicionalmente, la al menos una etapa de equilibrado se realiza cuando la temperatura se
aumenta a al menos -10°C. Opcionalmente o adicionalmente, la al menos una etapa de equilibrado se realiza
cuando la temperatura se aumenta a al menos 0°C. Opcionalmente o adicionalmente, la al menos una etapa de
equilibrado se realiza cuando la temperatura se aumenta a al menos +10°C. Opcionalmente o adicionalmente, la al
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menos una etapa de equilibrado se realiza cuando la temperatura se aumenta a al menos +20°C. Opcionalmente o
adicionalmente, la al menos una etapa de equilibrado se realiza cuando la temperatura se aumenta a al menos
+30°C.

Opcionalmente, la etapa de deshidratacion comprende seis etapas de equilibrado, realizandose cada etapa de
equilibrado cuando la temperatura se aumenta en aproximadamente 10°C. Mas opcionalmente, la etapa de
deshidratacion comprende seis etapas de equilibrado, realizandose cada etapa de equilibrado cuando la
temperatura se aumenta a aproximadamente -20°C, aproximadamente -10°C, aproximadamente 0°C,
aproximadamente +10°C, aproximadamente +20°C y aproximadamente +30°C.

Opcionalmente, la etapa de madurado comprende almacenar el colageno deshidratado a una temperatura de al
menos 2°C. Mas opcionalmente, la etapa de madurado comprende almacenar el colageno deshidratado a una
temperatura de al menos 10°C. AUn mas opcionalmente, la etapa de madurado comprende almacenar el colageno
deshidratado a una temperatura de al menos 20°C. Aln mas opcionalmente, la etapa de madurado comprende
almacenar el colageno deshidratado a una temperatura de al menos 30°C. Aun mas opcionalmente, la etapa de
madurado comprende almacenar el colageno deshidratado a una temperatura de al menos 40°C. AUun mas
opcionalmente, la etapa de madurado comprende almacenar el colageno deshidratado a una temperatura de al
menos 50°C. Aun mas opcionalmente, la etapa de madurado comprende almacenar el colageno deshidratado a una
temperatura de al menos 60°C. Aun mas opcionalmente, la etapa de madurado comprende almacenar el colageno
deshidratado a una temperatura de al menos 70°C. Aln mas opcionalmente, la etapa de madurado comprende
almacenar el colageno deshidratado a una temperatura de al menos 80°C.

Opcionalmente, la etapa de madurado comprende almacenar el colageno deshidratado a una temperatura de al
menos 30°C. Mas opcionalmente, la etapa de madurado comprende almacenar el colageno deshidratado a una
temperatura de al menos 40°C. AUn mas opcionalmente, la etapa de madurado comprende almacenar el colageno
deshidratado a una temperatura de al menos 65°C.

Opcionalmente, la etapa de madurado comprende almacenar el colageno deshidratado a una temperatura de 30°C.
Mas opcionalmente, la etapa de madurado comprende almacenar el colageno deshidratado a una temperatura de
40°C. Aun mas opcionalmente, la etapa de madurado comprende almacenar el colageno deshidratado a una
temperatura de 65°C.

Opcionalmente, la etapa de madurado se realiza durante un periodo de al menos una semana, opcionalmente al
menos dos semanas, mas opcionalmente al menos tres semanas, aun mas opcionalmente al menos cuatro
semanas, aun mas opcionalmente al menos cinco semanas, ain mas opcionalmente al menos seis semanas.

Opcionalmente, la etapa de madurado se realiza durante un periodo de al menos dos meses, opcionalmente al
menos cuatro meses, mas opcionalmente al menos seis meses, alin mas opcionalmente al menos doce meses.

Opcionalmente, la etapa de madurado se realiza durante un periodo de una semana, opcionalmente dos semanas,
mas opcionalmente tres semanas, alin mas opcionalmente cuatro semanas.

Opcionalmente, la etapa de madurado comprende almacenar el colageno deshidratado a una temperatura de al
menos 2°C durante un periodo de al menos seis meses. Mas opcionalmente, la etapa de madurado comprende
almacenar el colageno deshidratado a una temperatura de 2°C durante un periodo de seis meses.

Opcionalmente, la etapa de madurado comprende almacenar el colageno deshidratado a una temperatura de al
menos 30°C durante un periodo de al menos dos meses. Mas opcionalmente, la etapa de madurado comprende
almacenar el colageno deshidratado a una temperatura de 30°C durante un periodo de dos meses.

Opcionalmente, la etapa de madurado comprende almacenar el colageno deshidratado a una temperatura de al
menos 40°C durante un periodo de al menos seis semanas. Mas opcionalmente, la etapa de madurado comprende
almacenar el colageno deshidratado a una temperatura de 40°C durante un periodo de seis semanas.

Opcionalmente, la etapa de madurado comprende almacenar el colageno deshidratado a una temperatura de al
menos 65°C durante un periodo de al menos una semana. Mas opcionalmente, la etapa de madurado comprende
almacenar el colageno deshidratado a una temperatura de 65°C durante un periodo de una semana.

Opcionalmente, la etapa de madurado se realiza a una humedad relativa de menos de 100%, opcionalmente menos
de 90%, mas opcionalmente menos de 80%, aun mas opcionalmente menos de 70%, aun mas opcionalmente
menos de 60%, aun mas opcionalmente menos de 50%, aun mas opcionalmente menos de 40%, aun mas
opcionalmente menos de 30%.

Por “humedad relativa” se entiende una medida de la cantidad maxima de agua en una mezcla de gas y vapor de
agua, opcionalmente a una temperatura y presion atmosférica de gas dadas, opcionalmente a presion atmosférica
constante, opcionalmente expresado como un porcentaje de la cantidad maxima de vapor de agua en el gas a una
temperatura y presion atmosférica de gas dadas. Para los propositos de esta memoria, el término “humedad relativa”
pretende significar una medida de la cantidad de vapor de agua en una mezcla de aire medioambiental y vapor de
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agua, en que se realiza la etapa de madurado, a una presion atmosférica constante, y expresado como un
porcentaje. Para los propésitos de esta memoria, presion atmosférica se entiende que es aproximadamente 980 a
aproximadamente 1040 milibares.

Se entiende que, en la realizacion de la etapa de madurado, los parametros de temperatura, tiempo, presion y
humedad relativa no son necesariamente mutuamente exclusivos, y el experto reconoceria que cuando un
parametro se varia, uno o ambos de los demas parametros pueden variarse también en consecuencia.

Opcionalmente, la etapa de madurado comprende almacenar el colageno deshidratado a una temperatura de al
menos 40°C durante un periodo de al menos seis semanas, y a una humedad relativa de menos de 80%. Mas
opcionalmente, la etapa de madurado comprende almacenar el colageno deshidratado a una temperatura de 40°C
durante un periodo de 6 semanas, y a una humedad relativa de 75%.

Opcionalmente, el colageno aislado es colageno fibrilar. Mas opcionalmente, el colageno aislado se selecciona del
colageno tipo |, colageno tipo I, colageno tipo Il y una mezcla de los mismos. Ain mas opcionalmente, el colageno
aislado es colageno tipo I.

Opcionalmente, el método comprende ademas la etapa de degradar mecanicamente el colageno modificado antes
de la etapa de madurado. Opcionalmente, la etapa de degradado mecanico comprende el molido. Mas
opcionalmente, la etapa de degradado mecanico se selecciona de molido, cortado, triturado y una mezcla de los
mismos.

Segun un quinto aspecto de la presente descripcion se proporciona un método para aislar colageno, comprendiendo
el método las etapas de:

(a) proporcionar una fuente de colageno; y
(b) aumentar el pH de la fuente de colageno a aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,5.
Opcionalmente, la fuente de colageno es una dispersion de colageno.

Opcionalmente, la etapa provisora comprende la etapa de eliminar el medio fluido, opcionalmente el medio liquido,
mas opcionalmente el medio acuoso; antes de la etapa provisora. Mas opcionalmente, la etapa provisora comprende
la etapa de eliminar al menos algo del medio fluido, opcionalmente el medio liquido, mas opcionalmente el medio
acuoso; antes de la etapa provisora. Ain mas opcionalmente, la etapa provisora comprende la etapa de eliminar al
menos algo del medio fluido, opcionalmente el medio liquido, mas opcionalmente el medio acuoso; antes de la etapa
provisora; para proporcionar una dispersion de colageno aislado.

Opcionalmente, el pH de la fuente de colageno, opcionalmente la dispersion de colageno, se aumenta a
aproximadamente 7,5.

Opcionalmente, la fuente de colageno es un tejido fibroso, opcionalmente tejido conectivo. Mas opcionalmente, la
fuente de colageno es tendon, opcionalmente tendén animal, mas opcionalmente tendén equino o bovino,
preferiblemente tendén equino.

Opcionalmente, el método comprende la etapa de degradar la fuente de colageno antes de la etapa de aumento de
pH. Mas opcionalmente, la etapa de degradado comprende degradar mecanicamente la fuente de colageno antes de
la etapa de aumento de pH. Opcionalmente o adicionalmente, la etapa de degradado comprende degradar
quimicamente la fuente de colageno antes de la etapa de aumento de pH.

Opcionalmente, la etapa de degradado mecanico comprende el molido. Mas opcionalmente, la etapa de degradado
mecanico se selecciona de molido, cortado, triturado, granulado y una mezcla de los mismos. Opcionalmente o
adicionalmente, la etapa de degradado quimico comprende poner en contacto la fuente de colageno con una
enzima, opcionalmente una enzima proteolitica. Opcionalmente, la enzima proteolitica se selecciona de quimosina,
catepsina E y pepsina; preferiblemente pepsina.

Opcionalmente, la etapa de degradado quimico se realiza a un pH de aproximadamente 2,5.

Opcionalmente, el método comprende ademas la etapa de eliminar la contaminacion de la fuente de colageno.
Opcionalmente, la etapa de eliminacion comprende poner en contacto la fuente de colageno con una base,
opcionalmente una base fuerte, mas opcionalmente hidréoxido sédico, ain mas opcionalmente una disolucién acuosa
de hidréxido sadico.

Opcionalmente, el método comprende la etapa de filtrar la fuente de colageno degradado, opcionalmente la
dispersion de colageno degradado, antes de la etapa de aumento de pH.

Opcionalmente, el método comprende la etapa de concentrado del colageno. Opcionalmente, la etapa de
concentrado comprende aislar el colageno. Mas opcionalmente, la etapa de concentrado comprende aislar el
colageno por centrifugado.
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Opcionalmente, la etapa de concentrado comprende la etapa de eliminar el medio fluido, opcionalmente el medio
liquido, mas opcionalmente el medio acuoso; para proporcionar una dispersidon que tiene una concentracién de
aproximadamente 3-30%, opcionalmente 3-4% (p/p) de particulas de colageno.

Opcionalmente, el colageno aislado se congela. Mas opcionalmente, el colageno aislado se congela a menos de -
20°C. Opcionalmente, el colageno aislado congelado se descongela antes de preparar el colageno modificado.

Segun un sexto aspecto de la presente descripcion, se proporciona una composicion que comprende un colageno
modificado segun un primer aspecto de la presente descripcion, o un colageno modificado preparado segun un
segundo aspecto de la presente descripcion, para usar en el tratamiento prevencion de adhesiones quirdrgicas.

Opcionalmente, el uso comprende la administracion de la composiciéon a una membrana biolégica, opcionalmente un
tejido biolégico. Mas opcionalmente, el uso comprende la administracion de la composicion a una membrana
bioldgica, opcionalmente un tejido bioldgico, en una cavidad corporal. Ain mas opcionalmente, el uso comprende la
administracion de la composicion a una membrana biolégica, opcionalmente un tejido bioldgico, en una cavidad
corporal tal como una cavidad peritoneal, una cavidad pericardica, una cavidad uterina o una cavidad sinovial.

Opcionalmente, el uso comprende la administracion tdpica de la composicion a una membrana bioldgica,
opcionalmente un tejido bioldgico. Mas opcionalmente, el uso comprende la administracion topica de la composicion
a una membrana bioldgica, opcionalmente un tejido bioldgico, en una cavidad corporal. Ain mas opcionalmente, el
uso comprende la administracion tépica de la composicién a una membrana bioldgica, opcionalmente un tejido
bioldgico, en una cavidad corporal tal como una cavidad peritoneal, una cavidad pericardica, una cavidad uterina o
una cavidad sinovial.

Segun un séptimo aspecto de la presente descripcion se proporciona un método para la fabricacion de una
composicion que comprende un colageno modificado segun un primer aspecto de la presente descripciéon o un
colageno modificado preparado segin un segundo aspecto de la presente descripcion, comprendiendo el método las
etapas de:

(a) proporcionar un colageno modificado;

(b) preparar una dispersion acuosa del colageno modificado;
(c) degradar la dispersion acuosa; y

(d) deshidratar la dispersién acuosa.

Opcionalmente, la etapa de preparacion comprende afiadir agua caliente, opcionalmente agua purificada caliente, al
colageno modificado. Opcionalmente, el agua, opcionalmente el agua purificada se calienta a aproximadamente 35 a
aproximadamente 42°C antes de afiadirla al colageno modificado.

Opcionalmente, la etapa de preparacion se realiza a un pH de aproximadamente 4,0.

Opcionalmente, la etapa de degradado comprende degradar mecanicamente la dispersién acuosa. Opcionalmente,
la etapa de degradado mecanico comprende la mezcla por cizalladura.

Opcionalmente, la composiciéon comprende colageno modificado en una cantidad de aproximadamente 0,4% a 1,5%
(p/p).

Opcionalmente, la composicién tiene un pH de aproximadamente 4,0.

Opcionalmente, la etapa de deshidratado comprende eliminar liquido de la dispersién acuosa de manera que la
composicion comprende liquido en una cantidad de menos de 30%, opcionalmente menos de 20%, mas
opcionalmente menos de 15% (p/p) de la composicién. Mas opcionalmente, la etapa de deshidratado comprende
eliminar liquido de la dispersidon acuosa de manera que la composicion comprende liquido en una cantidad de
menos del 13%, preferiblemente menos del 12% (p/p) de la composicion.

Opcionalmente, la etapa de deshidratado comprende eliminar liquido de la dispersiéon acuosa usando una vitrina de
secado convectivo.

Segun un octavo aspecto de la presente descripcion se proporciona una composicion de distribucion de farmaco
obtenible proporcionando colageno aislado, opcionalmente una dispersion de colageno aislado; congelando el
colageno aislado; y deshidratando el colageno congelado.

Segun un noveno aspecto de la presente descripcion se proporciona una composicion de distribucion de farmaco
obtenible proporcionando colageno aislado, opcionalmente una dispersion de colageno aislado; congelando el
colageno aislado; deshidratando el colageno congelado; y madurando el colageno deshidratado.
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Segun un décimo aspecto de la presente descripcion, se proporciona un método para preparar una composicion de
distribucion de farmaco para liberacion de farmaco prolongada, comprendiendo el método las etapas de:

(a) proporcionar colageno aislado, opcionalmente una dispersion de colageno aislado;
(b) congelar el colageno aislado; y
(c) deshidratar el colageno congelado.

Segun un decimoprimer aspecto de la presente descripcion, se proporciona un método para preparar una
composicion de distribucion de farmaco para liberacion de farmaco prolongada, comprendiendo el método las etapas
de:

(a) proporcionar colageno aislado, opcionalmente una dispersion de colageno aislado;
(b) congelar el colageno aislado;

(c) deshidratar el colageno congelado; y

(d) madurar el colageno deshidratado.

Opcionalmente, el método comprende ademas la etapa de proporcionar un farmaco, opcionalmente una disolucién
de farmaco, a la que se afiade el colageno maduro, o que se afiade al colageno maduro.

Opcionalmente, el farmaco se selecciona de un antibiético aminoglicdsido, o una sal o profarmaco del mismo; y un
anestésico, o una sal o profarmaco del mismo.

Mas opcionalmente, el farmaco se selecciona de gentamicina ((3R,4R,5R)-2-{[(1S,2S,3R,4S,6R)-4,6-diamino-3-
{l(2R,3R,6S)-3-amino-6-[(1R)-1-(metilamino)etilJoxan-2-ilJoxi}-2-hidroxiciclohexil]oxi}-5-metil-4-(metilamino)oxano-3,5-
diol), o una sal o profarmaco del mismo; y bupivacaina ((RS)-1-butil-N-(2,6-dimetilfenil)piperidina-2-carboxamida), o
una sal o profarmaco del mismo.

Opcionalmente, el farmaco es una disolucion de farmaco acuosa. Mas opcionalmente, el farmaco es una disolucién
de farmaco acuosa que comprende un acido, opcionalmente acido acético.

Opcionalmente, el método comprende ademas la etapa de mezclar, opcionalmente homogeneizar, el farmaco-,
opcionalmente disolucién de farmaco-, que contiene la composicion de distribuciéon del farmaco.

Opcionalmente, el método comprende ademas la etapa de liofilizar y/o deshidratar, el farmaco-, opcionalmente
disolucién de farmaco-, que contiene la composicion de distribucién del farmaco.

Breve descripcion de los dibujos

Las realizaciones de la presente invencion se describiran ahora con referencia a los siguientes ejemplos no
limitantes y los dibujos que los acompafian en donde las barras de error representan desviaciones estandar, en que:

La Figura 1 es un grafico que ilustra la caracteristica de viscosidad de las composiciones preparadas a partir de
colageno fresco, colageno congelado y colageno congelado deshidratado, que se dejaron envejecer en condiciones
ambiente durante 3 afios (colageno molido liofilizado viejo);

La Figura 2A es un grafico que ilustra la caracteristica de absorcion de agua de las composiciones preparadas a
partir de colageno fresco, colageno congelado y colageno congelado deshidratado, que se dejaron envejecer en
condiciones ambiente durante 3 afios (colageno molido liofilizado viejo);

La Figura 2B es un grafico que ilustra la caracteristica de hinchado de las composiciones que comprenden colageno
fresco, colageno congelado y colageno congelado deshidratado, que se dejaron envejecer en condiciones ambiente
durante 3 afios (colageno molido liofilizado viejo);

La Figura 3A es un grafico que ilustra la caracteristica de disolucion de composiciones que contienen gentamicina
preparadas a partir de colageno congelado y colageno congelado deshidratado, que se dejaron envejecer en
condiciones ambiente durante 3 afios (colageno molido liofilizado viejo);

La Figura 3B es un grafico que ilustra la caracteristica de disolucion de composiciones que contienen bupivacaina
preparadas a partir de colageno congelado y colageno congelado deshidratado, que se dejaron envejecer en
condiciones ambiente durante 3 afios (colageno molido liofilizado viejo);

La Figura 4 es un grafico que ilustra la caracteristica de viscosidad de composiciones preparadas a partir de
colageno fresco, colageno congelado, colageno congelado deshidratado, que se dejaron envejecer en condiciones
ambiente durante 3 afos (colageno molido liofilizado viejo), colageno congelado deshidratado (CML no maduro), y
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un colageno modificado segun un primer aspecto de la presente descripcion, madurado durante 2, 4 y 6 semanas
(CML maduro);

La Figura 5 es un grafico que ilustra la caracteristica de viscosidad de composiciones preparadas a partir de
colageno congelado deshidratado (colageno molido liofilizado no maduro), y un colageno modificado segun un
primer aspecto de la presente descripcion (CML maduro);

La Figura 6 es un grafico que ilustra la capacidad de hinchado relativo de composiciones preparadas a partir de
colageno congelado (CHC) y colageno congelado deshidratado, que se dejan envejecer en condiciones ambiente
durante 3 afios (CML viejo); colageno congelado (CHC) y un colageno modificado segun un primer aspecto de la
presente descripcion (CML maduro); y colageno congelado deshidratado (CML no maduro) y un colageno
modificado segun un primer aspecto de la presente descripcion (CML maduro);

La Figura 7 es un grafico que ilustra la caracteristica de degradacion de composiciones preparadas a partir de
colageno congelado deshidratado (CML no maduro), y un colageno modificado segun un primer aspecto de la
presente descripcion (CML maduro);

La Figura 8A es un grafico que ilustra la caracteristica de disolucion de composiciones que contienen gentamicina
preparadas a partir de colageno congelado (CHC), colageno congelado deshidratado (CML no maduro) y un
colageno modificado segun un primer aspecto de la presente descripcion (CML maduro);

La Figura 8B es un grafico que ilustra la caracteristica de disolucion de composiciones que contienen bupivacaina
preparadas a partir de colageno congelado deshidratado, que se dejaron envejecer en condiciones ambiente durante
3 afios (CML viejo), y colageno congelado deshidratado (CML no maduro); y

La Figura 9 es un grafico que ilustra la caracteristica de viscosidad de un colageno modificado segun un primer
aspecto de la presente descripcion, madurado durante hasta 4 semanas (CML maduro).

Ejemplos
Ejemplo 1 — Aislamiento de colageno

El colageno puede aislarse a partir de un nimero de fuentes, por ejemplo, pieles de animal y tendones de animal. En
una realizacion preferida, el colageno se aisla del tendén de animal, por ejemplo tendén equino o bovino; aunque
puede usarse y seleccionarse cualquier fuente conocida de colageno, incluyendo tejido fibroso, opcionalmente tejido
conectivo, por un experto en la técnica. Preferiblemente, el colageno se aisla de tendén equino. En el método de
aislamiento, los tendones equinos se molieron para degradar la fuente de colageno. Los tendones equinos molidos
se trataron con un ndmero de reactivos, incluyendo hidréxido sédico (NaOH) 1N para eliminar la contaminacion
microbiolégica tal como priones al comienzo del proceso. Se realizaron las etapas de tratamiento con peréxido de
hidrégeno y las etapas de lavado a diferentes valores de pH, seguidas por una etapa de molido, que se uso para
aumentar la superficie para la siguiente etapa de tratamiento. El peso molecular de la fuente de colageno se redujo
adicionalmente mediante tratamiento con la enzima proteolitica pepsina a un pH aproximado de 2,5. El pH se ajusté
usando una disolucion acuosa de HCI 1N. La pepsina se usd para degradar los componentes de suero
contaminantes tales como albumina de suero equino (ASE) y dio por resultado la separacion de partes no
helicoidales de la molécula de colageno (telopéptidos). Durante este proceso, el material de colageno se solubilizd
parcialmente también en el medio acido. Después de la filtracion, el nivel de pH se aumenté de 2,5 a 7,5 mediante la
adicién de hidroxido sédico (NaOH) 1N. Este ajuste de pH dio por resultado la precipitacion del colageno fibrilar de la
disolucién, que se concentrd después por medio de centrifugado para proporcionar una dispersion de colageno que
tenia una concentracion de aproximadamente 3-30% (p/p). El material resultante se designd colageno fresco. El
colageno fresco puede procesarse de varias formas.

El colageno fresco puede envasarse en porciones adecuadas y congelarse a -20°C para almacenarse en un
congelador hasta que se necesite usar. El material resultante se designé colageno congelado (CHC). El colageno
congelado se descongela antes de usar de la misma manera que el colageno fresco.

De forma alternativa, el coldgeno congelado puede secarse por congelacion (liofilizarse), y opcionalmente molerse
posteriormente. Para este proposito, el colageno congelado se distribuyd de forma manual en una superficie plana,
por ejemplo un molde de poliestireno, teniendo el colageno congelado un espesor de capa de entre
aproximadamente 5 mm y aproximadamente 10 mm. Los moldes rellenos de colageno se transfirieron a los estantes
de un secador por congelacion disponible comercialmente (Christ Epsilon) y se congelaron a una temperatura de
aproximadamente -38°C con una tasa de incremento entre 0,3°C y 1,5°C. Después de un periodo de equilibrado de
aproximadamente 30 minutos se inicid el vacio y la temperatura del estante se aumenté secuencialmente de
aproximadamente -38°C a aproximadamente +30°C a una velocidad de aproximadamente 0,5°C por minuto. La
combinacién de vacio y aumento secuencial de la temperatura del estante de aproximadamente -38°C a
aproximadamente +30°C facilité la sublimacion del hielo desde el colageno congelado hasta que el colageno alcanzé
una temperatura de 0°C. Para asegurar que la temperatura del colageno aumenté uniformemente, se realiz6 al
menos una etapa de equilibrado, en que la temperatura del estante se mantuvo a una temperatura deseada
constante durante aproximadamente 30 min, o hasta que el colageno alcanzé la temperatura deseada. Por ejemplo,
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una etapa de equilibrado se realizé6 cada 10°C entre las temperaturas de -20°C y +30°C para asegurar que la
temperatura del colageno aumentd uniformemente. La etapa de equilibrado, por ejemplo a -20°C comprendio el
mantenimiento de la temperatura del estante a una temperatura constante de -20°C durante aproximadamente 30
min. Una vez que el hielo se habia eliminado por sublimacién, y el colageno alcanzé una temperatura de 0°C, el
contenido de agua residual se redujo mas continuando para aumentar secuencialmente la temperatura del estante a
aproximadamente +30°C a una velocidad de aproximadamente 0,5°C por minuto. El colageno liofilizado se molid
entonces usando un molino de corte disponible comercialmente (Rotoplex, Hosokawa Alpine). EI material resultante
se designo colageno molido liofilizado no maduro (CML no maduro).

Opcionalmente, el colageno molido liofilizado no maduro se maduré mediante almacenaje en recipientes (bolsas) de
polietileno en condiciones ambiente de aproximadamente 2-8°C a presidon atmosférica durante periodos de
aproximadamente 1-3 afios hasta que se necesitd usar. El material resultante se designé colageno molido liofilizado
viejo (CML viejo).

De forma alternativa, el colageno molido liofilizado no maduro (CML no maduro) se maduré mediante almacenaje en
recipientes (bolsas) de polietileno como se describe en esta memoria hasta que se necesitd usar, por ejemplo
almacenado a 40°C durante 2-6 semanas. El material resultante se designé colageno molido liofilizado maduro (CML
maduro).

Ejemplo 2 — Proceso de composicion y equipo

Se preparé una dispersion acuosa de colageno modificado en un recipiente de acero inoxidable usando agua
purificada precalentada (35-42°C), que se ajusté a pH 4,0 £ 0,2. Se necesité mezcla de alta cizalladura para romper
la masa de colageno modificado y exponer las fibras de colageno al medio acido. El mezclador de alta cizalladura
(homogeneizador) comprendié una cabeza de rotor/estator que se disefia para crear fuerzas de alta cizalladura
tirando el colageno modificado a través de la cabeza del homogeneizador rotatorio y forzando al colageno
modificado contra la cabeza del estator estacionario proximal. Es este disefio el que proporciona las fuerzas de alta
cizalladura necesarias para separar la masa de colageno fibroso al principio de la preparaciéon de la dispersion
acuosa. Sin embargo, otro equipo de mezcla comparable puede usarse también; y puede seleccionarse por un
experto en la técnica. Por ejemplo, un mezclador IKA Ultra-Turrax puede usarse a una alta velocidad durante
aproximadamente 2 a aproximadamente 5 minutos.

Si se necesita, aunque no es esencial, la dispersion acuosa resultante puede filtrarse y desgasificarse, por ejemplo
usando filtros de 250 micras y un medio adecuado de desgasificado, por ejemplo ultrasonicacién. La concentracion
de colageno en la dispersion acuosa final puede estar en el intervalo de 0,4% a 1,5% y el pH puede estar en el
intervalo de 4,0 £ 0,2. La dispersion acuosa final puede transferirse posteriormente a un recipiente de acero
inoxidable cerrado con camisa, opcionalmente donde la temperatura de la camisa se mantiene a 37°C y la dispersion
acuosa se agita lentamente usando un ajuste de baja cizalladura.

La dispersion se llené en, por ejemplo, bandejas de blisteres o moldes de liofilizaciéon de 10 x 10 cm usando, por
ejemplo, una bomba de desplazamiento positivo. La bomba puede ser una bomba sin valvulas, que tiene
opcionalmente pistones ceramicos. De forma alternativa, podria usarse también una bomba peristaltica. El peso de
llenado se ajusto en base al contenido de colageno de la dispersién acuosa para alcanzar el contenido de colageno
diana por area, por ejemplo aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10,0 mg/cmz, opcionalmente
aproximadamente 4 mg/cmz. Al terminar el proceso de llenado, los blisteres o moldes llenos se colocaron en una
vitrina de secado convectivo. Una vitrina de secado disponible comercialmente (LabAir; Bleymehl) a 31°C se utilizé
para este proceso de secado. La etapa de secado puede necesitar tipicamente entre 1 y 3 dias para eliminar el
exceso de agua, que da por resultado la composicion acabada, por ejemplo membrana, que queda retenida en los
blisteres o moldes.

Después de completarse el proceso de secado, los blisteres o moldes se eliminaron de la vitrina de secado. La
composicion resultante, por ejemplo membrana, se corté al tamafio deseado, por ejemplo usando un tinte
neumatico. El proceso de envasado fue un proceso de dos etapas que comprendia la introduccién a un envase en
bolsa interno y externo (6xido de etileno; tipo EO; PMS MEDICAL LTD) seguido por sellado neumatico con calor. Un
lado de la bolsa externa comprendia un laminado en hoja de poliéster o polietilieno de baja densidad (LDPE)
transparente con un sello de tira de polietileno de alta densidad (HDPE). El otro lado era un laminado de poliéster o
LDPE opaco. Otro material de envase de bolsa externo puede usarse, incluyendo materiales de polietileno
recubiertos con 6xido de aluminio o, si se usa radiacion de rayos E para el esterilizado, puede usarse una bolsa
externa de aluminio. El sellador neumatico con calor facilité la formacion de un sello continuo en el extremo abierto
de la bolsa. La parte superior de la bolsa incluia dos agujeros o tiras forradas con un sello en tira de polietileno de
alta densidad (HDPE). Estas aberturas/ventanas se disefiaron especificamente para el proceso de esterilizado con
gas EO y solo eran permeables al gas. La permeabilidad de la ventana facilité la permeacion del gas EO durante el
proceso de esterilizado con EO terminal. Después del esterilizado y la ventilacion, la bolsa externa se volvio a sellar
por debajo de las aberturas/ventanas permeables al gas, y esta parte permeable al gas (arriba) se quitdé después de
la bolsa. Esto dio por resultado una bolsa externa totalmente sellada que contenia una composicién acabada
esterilizada de forma terminal, por ejemplo membrana.
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Oxido de etileno (EO; C2H40) es un gas que, a temperatura de operacién apropiadas, esteriliza por medio de la
accion como un poderoso agente alquilante. Bajo las condiciones correctas, los constituyentes celulares de
organismos tales como complejos de acido nucleico, proteinas funcionales y enzimas reaccionaran con oxido de
etileno, provocando la adicion de grupos alquilo. Como resultado de la alquilacion, la reproduccioén celular se evita y
sucede la muerte celular. El esterilizador usado en los actuales Ejemplos fue un DMB 15009 VD (DMB Apparatebau
GmbH, Alemania). Una mezcla de EO/CO; a una relacion de 15:85 se usd como el gas de esterilizado durante un
periodo de 6 horas a 4 bar de presion. Para completar con éxito este proceso, el producto necesita contener un nivel
de humedad de no menos de 9%, que puede alcanzarse poniéndolo en un area bajo condiciones medioambientales
contraladas. Después del proceso de esterilizado con EO, el producto se ventilé durante un minimo de 3 a 4
semanas para reducir el nivel de gas 6xido de etileno que queda y cualquier residuo de la composicion, por ejemplo
membrana, y materiales de envasado.

Ejemplo 3 — Caracterizacion

Todas las composiciones (membranas) se prepararon a partir de una dispersion al 0,6% usando el método descrito
en esta memoria anteriormente. Todos los ensayos de la dispersion de colageno se realizaron dentro de 1 dia
después de la composicion; y todos los experimentos de caracterizacion con las membranas se realizaron dentro de
1 mes después de la fabricacion de la membrana usando membranas no esterilizadas.

Viscosidad de dispersion

Los valores de viscosidad de las dispersiones de colageno al 0,9% preparadas a partir de cada uno de colageno
fresco, colageno congelado, colageno molido liofilizado no maduro, y colageno molido liofilizado maduro segun el
Ejemplo 2 se midieron usando un viscosimetro Brookfield (Redmetro digital DV-IlI+ con un Bafio circulante TC-501
asociado). Los valores de viscosidad se midieron a una velocidad de cizalladura constante (15 3'1) y sobre un
intervalo de temperatura de 25 a 40°C con incrementos de 5°C. Se promediaron 60 medidas por temperatura para
obtener resultados fiables.

La viscosidad de dispersion depende de la temperatura y disminuye cuando se calienta la dispersion. Los perfiles de
viscosidad de colageno fresco y congelado son comparables sobre el intervalo de temperatura probado. El colageno
molido liofilizado, que se almacend a una temperatura de 2-8°C durante 3 afios antes de la composicion (CML viejo),
mostro viscosidad significativamente menor en todas las temperaturas investigadas en comparacion con el colageno
fresco y el colageno congelado (véase la Figura 1). El coldgeno molido liofilizado, que se compuso sin almacenaje
(CML no maduro), mostré menor viscosidad en todas las temperaturas investigadas en comparacion con el colageno
fresco y el colageno congelado (véase la Figura 4). El colageno molido liofilizado, que se maduré (almacend a una
temperatura de 40°C antes de la composicion; CML maduro), mostré menor viscosidad en comparacion con el CML
no maduro (véase la Figura 4), y fue comparable con el colageno molido liofilizado viejo.

Como puede verse en la Figura 5, madurar el colageno molido liofilizado como se describe en esta memoria da por
resultado la viscosidad mejorada en todas las temperaturas investigadas en comparaciéon con el colageno molido
liofilizado no maduro, que no esta sometido a la etapa de madurado descrita en esta memoria.

La diferencia en viscosidad es una ventaja para el procesado de las membranas. El colageno con menor viscosidad
puede desgasificarse mas facilmente, y llenarse o moldearse; y el tiempo de secado también se reduce ya que los
colagenos que tienen mayores concentraciones pueden procesarse. El colageno modificado de la presente
descripcion proporciona caracteristicas mejoradas de viscosidad en comparacién con el colageno fresco y el
colageno congelado; y la etapa de madurado proporciona caracteristicas comparables de viscosidad en
comparacion con el colageno molido liofilizado, que se almacend a una temperatura de 2-8°C durante 3 afios antes
de la composicion (CML viejo), proporcionando asi las caracteristicas mejoradas de viscosidad del colageno viejo
envejecido (CML viejo) sin el extenso periodo de envejecimiento.

Absorcion de agua e hinchado

Se cortaron tres muestras rectangulares (1,5 x 4 cm de tamafio) a partir de 5 membranas preparadas a partir de
cada uno de colageno fresco, colageno congelado, colageno molido liofilizado viejo y colageno molido liofilizado
maduro. Cada una de estas muestras se puso en remojo en API (agua para inyeccion) durante 10 minutos, y se
analizé en relacion con la absorciéon de agua (peso humedo — peso seco) e hinchado (espesor humedo — espesor
seco). El espesor de la muestra se midié usando un Micrometro Mitutoyo IP54.

Las membranas preparadas a partir de colageno molido liofilizado, que se almacené a una temperatura de 2-8°C
durante 3 afios antes de la composicion (CML viejo), mostraron menor absorcion de agua e hinchado que las
membranas preparadas a partir de colageno fresco y a partir de colageno congelado (véase la Figura 2a y 2b). La
variabilidad de resultados fue sustancialmente menor para las membranas preparadas a partir de colageno molido
liofilizado, que se almacendé a una temperatura de 2-8°C durante 3 afos antes de la composicion (CML viejo) que
para las membranas preparadas a partir de colageno fresco y a partir de colageno congelado.

Como puede verse en la Figura 6, el cambio de espesor para cada membrana de colageno probada demuestra que
las caracteristicas mejoradas de absorcion de agua e hinchado de membranas preparadas a partir de colageno
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molido liofilizado maduro sobre las membranas preparadas a partir de colageno molido liofilizado, que se almaceno
a una temperatura de 2-8°C durante 3 afios antes de la composicion (CML viejo), son comparables a las
caracteristicas mejoradas de absorcion de agua e hinchado de membranas preparadas a partir de colageno molido
liofilizado maduro sobre membranas preparadas a partir de colageno congelado.

Las caracteristicas de hinchado reducidas de membranas preparadas a partir de colageno molido liofilizado maduro
son ventajosas ya que las membranas pueden implantarse dentro de espacios anatdmicos restringidos con un
menor riesgo de presurizacion y dafio potencial de drganos vitales. Asi, para usar en el tratamiento o prevencion de
adhesiones quirdrgicas, las membranas preparadas a partir del colageno modificado pueden usarse en una mayor
variedad de geometrias anatémicas y procedimientos quirurgicos.

Degradacion con colagenasa

Los estudios de degradacion se realizaron usando 4 a 5 membranas por carga de cada uno de colageno fresco,
colageno congelado, colageno molido liofilizado viejo y colageno molido liofilizado maduro. Una membrana (4,5 x 4,5
cm de tamafo) se coloco en una amasadora y se cubrié con 15 mL de tampédn fosfato 0,2N (pH 7,4 con CaCly). La
colagenasa (Colagenasa tipo 1A-S, estéril, 50 mg, SIGMA, REF C5894) se reconstituyd con 5 mL de API, y 0,5 mL
de la disolucion resultante se afiadié a la mezcla. La disolucion en la amasadora se agité usando un bafio de agua
de agitacion (Julabo SW 22) a 37°C (120 rpm) durante 60 minutos. La degradacién se documenté tomando
fotografias de las muestras cada 5 minutos. Los resultados se muestran en la Tabla 1. Las membranas preparadas a
partir de colageno molido liofilizado degradaron de la forma mas rapida sin residuo, mientras que las membranas
preparadas a partir de colageno fresco y colageno congelado degradaron de forma considerablemente mas lenta, y
dejaron detras pequefios aglomerados de fibra.

Colageno fresco Colageno humedo congelado Colageno molido liofilizado viejo

Disolucién [min] 50 50 50

Tabla 1: Degradacion de membranas de colageno equino en presencia de colagenasa

En un estudio adicional, se sumergieron muestras de membrana de 3,1 x 3,1 cm en 15 mL del tampon descrito
anteriormente; al que se anadieron 100 pL de disolucion de colagenasa reconstituida. Se quitaron muestras de 1 mL
después de 5, 10, 15, 25, 40, 60 y 90 minutos; se filtraron las muestras a través de un filtro de jeringa de 0,45 pm, y
una alicuota de 100 pL se diluyé a 1:30. Se midieron los espectros de absorcién de UV entre 210 y 230 nm
(incrementos de 2 nm) frente a una disolucion blanco usando un Fotometro UV-VIS Specord 205 (Analytic Jena). La
fraccion degradada en cada punto temporal se calculé a partir de la maxima absorcién respecto al punto temporal
del minuto 90 (definido como 100%). Los resultados pueden verse en la Figura 7, que ilustré que las membranas
preparadas a partir de colageno molido liofilizado maduro degradaron mas rapido que las membranas preparadas a
partir de colageno molido liofilizado.

Una composicion para usar en el tratamiento o prevencion de adhesiones quirtrgicas, por ejemplo una membrana
para usar como una barrera de adhesion, necesita permanecer intacta durante un cierto tiempo para inhibir
eficazmente la adhesion. La presencia prolongada de la membrana podria llevar a un riesgo mayor de infecciones,
dado que el colageno se conoce por ser un medio para el crecimiento bacteriano. Estos experimentos in vitro
demuestran que las membranas preparadas a partir de colageno molido liofilizado maduro degradan mas rapido que
las membranas preparadas a partir de colageno molido liofilizado viejo, y aun mas rapido que las membranas
preparadas a partir de colageno fresco y colageno congelado, sugiriendo que este efecto sera también cierto para el
comportamiento in vivo. Por consiguiente, una composicién que comprende un colageno modificado segun un primer
aspecto de la presente descripcion, o un colageno modificado preparado segun un segundo aspecto de la presente
descripcion, para usar en el tratamiento de adhesiones quirlurgicas, puede reducir la probabilidad de infecciones
como un efecto adverso del uso de la barrera de adhesion.

Tomados juntos, los ejemplos proporcionados en esta memoria demuestran que una composicién que comprende
un colageno modificado segun un primer aspecto de la presente descripcion, o un colageno modificado preparado
segun un segundo aspecto de la presente descripcion — por ejemplo, las membranas preparadas a partir de
colageno molido liofilizado maduro — muestran propiedades significativamente alteradas en comparacion con
membranas hechas a partir de colageno fresco, colageno congelado o colageno molido liofilizado no maduro. La
etapa de maduracién que proporciona las propiedades alteradas de colageno envejecido sin el extenso periodo de
envejecimiento; y por tanto puede ser particularmente Util en la fabricacion de composiciones para usar en la
prevencion o tratamiento de adhesiones quirurgicas.

Ejemplo 4- Disolucion
Preparacion de composiciones que comprenden gentamicina

Las composiciones (esponjas) que contienen sulfato de gentamicina (Fujian Fukang Pharmaceutical Co. Ltd, China)
se prepararon para los ensayos de disolucion a partir de una dispersion de colageno al 1,6% en p/p usando una
version modificada del método descrito en esta memoria anteriormente. Cada esponja media 2,5 x 2,5 x 0,5 cm y
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contenia 50 mg de colageno y 50 mg de sulfato de gentamicina. Poco después, se afiadieron sulfato de gentamicina
(1,6% en p/p) y acido acético 1N a agua para inyeccion (API), y se agitd hasta que resulté una disolucion clara. Se
afadio colageno (1,6% en p/p) a la disolucion, o bien como coldgeno congelado (descongelado directamente antes
de la produccion); como colageno molido liofilizado no maduro (CML no maduro; directamente liofilizado antes de la
produccion); o como un colageno modificado segun la presente descripcion (CML maduro). La mezcla se
homogeneizé usando un mezclador de alta cizalladura disponible comercialmente (Ultraturrax, IKA, Alemania)
durante 1 a 5 minutos a una temperatura entre 38 y 42°C hasta que se obtuvo una dispersion viscosa homogénea.
La dispersion se filtré a través de una malla de 250 pym y se agité durante aproximadamente 30 minutos. Se llenaron
alicuotas de la dispersion en blisteres y se colocaron en los estantes de un secador por congelacion adecuado y se
liofilizaron. Los blisteres llenos con dispersion se transfirieron a los estantes de un secador por congelacion
disponible comercialmente y se congelaron a una temperatura de aproximadamente -38°C con una tasa de
crecimiento de entre 0,3°C y 1,5°C. Después de un periodo de equilibrado de aproximadamente 30 a 60 minutos, se
inicio el vacio y la temperatura del estante se aumentd secuencialmente de aproximadamente -38°C a
aproximadamente +30°C a una velocidad de aproximadamente 0,5°C por minuto. La combinacion de vacio y el
aumento secuencial de la temperatura del estante de aproximadamente -38°C a aproximadamente +30°C facilité la
sublimacion del hielo desde la dispersion congelada hasta que el producto alcanzé una temperatura de 0°C. Para
asegurar que la temperatura del colageno aumentaba uniformemente, se realizé al menos una etapa de equilibrado,
en la que la temperatura del estante se mantuvo a una temperatura deseada constante durante al menos 30
minutos, o hasta que el colageno alcanzé la temperatura deseada. La composicion porosa tipo esponja se quitd de
las cavidades del blister y se envaso en bolsas como se describe en el Ejemplo 2 en esta memoria anteriormente.

Preparacién de composiciones que comprenden bupivacaina

Las composiciones (esponjas) que contienen HCI de bupivacaina se produjeron para ensayo por disoluciéon segun
un método similar como se describe anteriormente. Las esponjas se produjeron a partir de colageno congelado
(CHC) y colageno congelado deshidratado, que se dejo envejecer en condiciones ambiente durante 3 afios (CML
viejo). Cada esponja media 5 x 5 x 0,5 cm y contenia 75 mg de colageno y 100 mg de HCI de bupivacaina (véase la
Figura 3). Las esponjas se produjeron también a partir de colageno congelado deshidratado, que se dej6 envejecer
en condiciones ambiente durante 3 afios (CML viejo) y colageno congelado deshidratado (CML no maduro), que
media 10 x 10 x 0,5 cm y que contenia 100 mg de HCI de bupivacaina y 300 mg de colageno. (Véase la Figura 8B).
Poco después, se afiadié acido acético 1N a APl y se mezclé brevemente. El colageno (0,6% en p/p; o bien de
colageno congelado; colageno molido liofilizado; o CML maduro) se afiadiéo a la disolucién. La mezcla se
homogeneizé usando un mezclador de alta cizalladura disponible comercialmente (Ultraturrax, IKA, Alemania)
durante 1 a 5 minutos a una temperatura entre 38 y 42°C hasta que se obtuvo una dispersion viscosa homogénea.
La dispersion se filir6 a través de una malla de 250 pm. Se disolvi6 HCI de bupivacaina (0,8% en p/p) en una
pequefa cantidad de API y se afadi6 a la dispersion de colageno. La mezcla se agitdé durante aproximadamente 30
minutos. Alicuotas de la dispersion se llenaron en moldes y se transfirieron a los estantes de un secador por
congelacion disponible comercialmente y se congelaron a una temperatura de aproximadamente -38°C con una tasa
de incremento de entre 0,3°C y 1,5°C. Después de un periodo de equilibrado de aproximadamente 30 a 60 minutos
se inicié el vacio y la temperatura del estante se aumentd secuencialmente de aproximadamente -38°C a
aproximadamente +30°C a una velocidad de aproximadamente 0,5°C por minuto. La combinaciéon de vacio y
aumento secuencial de la temperatura del estante desde aproximadamente -38°C a aproximadamente +30°C facilitd
la sublimacion del hielo desde la dispersion congelada hasta que el producto alcanzé una temperatura de 0°C. Para
asegurar que la temperatura del colageno aumentaba uniformemente, se realizé al menos una etapa de equilibrado,
en que la temperatura del estante se mantuvo a una temperatura deseada constante durante al menos 30 min, o
hasta que el colageno alcanz6 la temperatura deseada. Las composiciones porosas tipo esponja se quitaron de los
moldes y se envasaron en bolsas, como se describe en el Ejemplo 2 en esta memoria anteriormente.

Estudios de disolucidon de gentamicina

Las propiedades de disolucion de las composiciones (esponjas) que contenian sulfato de gentamicina se analizaron
por duplicado usando un Aparato de disolucion tipo Il (Distek Inc., USA), segun las instrucciones del fabricante. Para
evitar que las esponjas floten, se colocaron en dispositivos de inmersion de acero inoxidable hechos a medida. Las
esponjas pesadas se sumergieron en 500 mL de tampoén de PBS (solucion salina tamponada con fosfato, pH 7,4,
temperatura del bafio 37°C) y se agitdé a 50 rpm durante 24 horas. 4,0 mL de muestra se quité después de 5, 10, 30,
45, 60, 120, 180, 240 y 1440 minutos. Las muestras se sometieron a una reaccion de derivatizacion quimica con
ftalaldehido (4 mL de muestra + 1,6 mL de una disoluciéon que comprende ftalaldehido al 1% + 4,4 mL de metanol) a
60°C durante 15 min (dilucion 4/10). Las disoluciones resultantes se filtraron y se analizaron en un sistema HPLC
(Shimadzu Corp., Japoén), segun las instrucciones del fabricante. Se us6 una columna de HPLC RP-18 y una fase
movil que comprende API, metanol, acido acético y Na-1-heptanosulfonato con un caudal de 0,5 mL/min. Los picos
de gentamicina C1, C2 y C2a a 330 nm se integraron, y la concentracion de gentamicina se calcul6 a partir del area
bajo la curva de las muestras y a partir de un patrén de referencia que se sometid a idéntica preparacion que la
muestra.

Estudios de disolucion de bupivacaina
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Las propiedades de disolucion de las composiciones (esponjas) que contenian HCI de bupivacaina se analizaron por
duplicado usando un aparato de disolucion tipo Il (Distek Inc., USA), como se describe anteriormente. Para evitar
que las esponjas floten, se colocaron en dispositivos de inmersion de acero inoxidable hechos a medida. Poco
después, las esponjas pesadas se sumergieron en 500 mL de tampdn de PBS (solucidon salina tamponada con
fosfato, pH 6,8, temperatura del bafio 37°C) y se agité con 50 rpm durante 24 horas. 4,0 mL de muestra se quitd
después de 5, 10, 30, 45, 60, 120, 180, 240 y 1440 minutos. Las muestras se diluyeron a 1:1 con tampdn de PBS, se
filtraron y se analizaron en un sistema HPLC (Shimadzu Corp., Japén). Se us6 una columna de HPLC RP-18 y una
fase movil que comprende tampén fosfato a pH 4,5 y acetonitrilo con un caudal de 0,5 mL/min. El pico de
bupivacaina a 230 nm se integro, y la concentracion de bupivacaina se calcul6 a partir del area bajo la curva de las
muestras y a partir de un patron de referencia.

Los resultados de los estudios de disolucion se ilustran en las Figuras 3A, 3By 8A 'y 8B.

Los resultados de estos estudios de disolucion demuestran que un colageno modificado segun la presente
descripcién proporciona una composicion de distribucién de farmaco, en donde la velocidad de liberacion de
sustancias biolégicamente activas desde la composicion con base de colageno se reduce respecto a las
composiciones hechas de colageno aislado sin modificacion, proporcionando asi una composicion de distribucion de
farmaco que tiene una accién mas prolongada de liberacion de farmaco (véanse las Figuras 3A y 3B).

Ademas, como puede verse por las Figuras 8A y 8B, el CML maduro proporciona una composicion de distribucion
de farmaco, que demuestra una velocidad significativamente reducida de liberacion de sustancias biolégicamente
activas en comparacion con composiciones preparadas a partir de CML liofilizado no maduro o colageno congelado;
proporcionando asi una composicion de distribucion de farmaco que tiene una accién mas prolongada de liberacion
de farmaco.

Esta liberacion extendida puede ser beneficiosa para los productos con base de colageno que contienen
ingredientes farmacéuticamente activos (IFA) con buena solubilidad en agua. Un retraso de las cinéticas de
liberacién para esta combinacién es dificil de otra forma de alcanzar sin reticulado quimico de la composicion de
distribucion de farmaco. Tanto en administracion tépica como implante, la liberacion extendida del ingrediente desde
la composicion de distribucion de farmaco puede llevar a una accién terapéutica mas larga y eficacia local mejorada.

Ejemplo 5 — AlImacenaje

Se preparé colageno molido liofilizado no maduro (CML no maduro) como se describe en el Ejemplo 1; y se madurd
mediante almacenaje en recipientes de polietileno (bolsas) como se describe en esta memoria durante hasta 4
semanas. El material resultante se designé colageno molido liofilizado maduro (CML maduro).

Los valores de viscosidad se midieron en cada uno de los periodos de tiempo anotados (1, 2, 3 y 4 semanas de
almacenaje) como se describe en el Ejemplo 3. Poco después, los valores de viscosidad se midieron usando un
viscosimetro Brookfield (Reémetro Digital DV-Ill+ con bafio circulante TC-501 asociado) a una velocidad de
cizalladura constante (15 s™') y sobre un intervalo de temperatura de 30 a 65°C. Se midieron los valores de
viscosidad de colageno molido liofilizado maduro que tenia un bajo contenido de humedad de 1-2% y un alto
contenido de humedad de 13-15%.

Como puede verse a partir de la Figura 9, generalmente, la viscosidad del colageno molido liofilizado maduro no
esta afectada por el contenido de humedad del colageno molido liofilizado maduro. Ademas, aumentar la
temperatura de almacenaje acelera la reduccion de viscosidad del colageno molido liofilizado maduro. Ciertamente,
madurar el colageno molido liofilizado como se describe en esta memoria da por resultado una viscosidad mejorada
a todos los tiempos de almacenaje investigados. A menor temperatura de almacenaje, el tiempo necesario para
alcanzar la viscosidad diana se amplia.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para preparar un colageno modificado, comprendiendo el método las etapas de:
(a) proporcionar colageno aislado;
(b) congelar el colageno aislado;
(c) deshidratar el colageno congelado; y

(d) madurar el colageno deshidratado, en donde la etapa de madurado comprende almacenar el colageno
deshidratado a una temperatura de al menos 40°C durante al menos seis semanas, o almacenar el colageno
deshidratado a una temperatura de al menos 65°C durante al menos una semana, o almacenar el colageno
deshidratado a una temperatura de al menos 30°C durante al menos dos meses.

2. Un método segun la reivindicacion 1, en donde la etapa provisora comprende proporcionar una dispersion de
colageno aislado que tiene una concentracion de 3-30% (p/p) de particulas de colageno.

3. Un método segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde la etapa de congelaciéon comprende congelar
a una temperatura de -33°C a -42°C.

4. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la etapa de deshidratacion comprende
eliminar la fase acuosa reduciendo la presion a 0,05 a 0,5 mbar.

5. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la etapa de deshidratacion comprende
aumentar la temperatura del colageno a +30°C.

6. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la etapa de deshidratacion comprende
al menos una etapa de equilibrado, en donde la o cada etapa de equilibrado comprende mantener la temperatura a
una temperatura constante durante al menos 10 min.

7. Un método segun la reivindicacion 6, en donde la etapa de deshidratacion comprende seis etapas de equilibrado,
realizandose cada etapa de equilibrado cuando la temperatura se aumenta en 10°C.

8. Un método segun la reivindicacion 1, en donde el colageno modificado se muele antes de la etapa de madurado.

9. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la etapa de madurado se realiza a una
humedad relativa de menos de 80%.

10. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el método comprende ademas la etapa
de proporcionar un farmaco al que se afade el colageno maduro, o que se afiade al colageno maduro, para
proporcionar una composicion de distribucion de farmaco para liberacién prolongada.

11. Un método segun la reivindicacion 10, en donde el farmaco es una disoluciéon de farmaco acuosa.

12. Un método para la fabricacion de una composicién que comprende un colageno modificado preparado segun
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, comprendiendo el método las etapas de:

(a) proporcionar el colageno modificado segun los métodos de cualquiera de las reivindicaciones anteriores;
(b) preparar una dispersion acuosa del colageno modificado afiadiendo agua caliente al colageno modificado;
(c) degradar la dispersion acuosa; y

(d) deshidratar la dispersién acuosa.
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