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REF: P 912/HER/He

Esta invencidén se refiere a apdsitos cuténeos que
constan de colbgeno o colégeno quimicamente modificado en forma
de gel, en forma de limina porosa o en forma de pelicula semi-
porosa. La invencibén también se refiere a la produccidén ac di-
chos apdsitos cuténeos mediante la preparacibén de gel de¢ colé-
geno succinilado esteril, y mediante la preparacidn de lémina
porosa de colégeno realizada poﬁ los procesos sucesivos de
extrusidén del gel de coligeno éﬁ bafio de coagulacidn, cuvtido
con glutaraldehido, y/o parcial secado por aire seguido de lio-
filizacibén. Agentes bactericides o antibidticos pueden irmreg-
narse en el apbsito de gel o de tipo de lémina.

Varios investigadoreé.incluyendo los presentes hen
sugerido el uso de material de‘colégeno como apbdsito cutineo
para quemaduras o heridas. La caracteristica de esta invencidn,
sin embargo, consiste en la forma del apdsito de colégeno y en
el método de producir dichos tipos deseados.

La National Fire Protection Association informd en
1962 que aproximadamente 1.800.000 pefsonas sufrian quemaduras
al afio y ocupaban més de 11.000 camas hospitalarias por dia.

Se siente la gran necesidad de tener un sustitutc temporal'y
fécilmente almacenable, y facilmente disponible de la piel
humana para el tratamiento eficaz de las quemaduras y otras
formas de pérdida de piel. Es prlctica comfn cubrir el 4rea
que ha perdido la piel con autoinjertos, homoinjertos y hetero-
injertos de grosor hendido. Dichos tratamientos protegen contra
las infecciones, la pérdida de proteinas, fluido y electrdlitos
del tejido expuesto. Dichos tratamientos, sin embargo, tienen
los siguientes inconvenientes. Los injertos son diffciles de
obtener, y de almacenar durante un periodo de tiempo prolon-

gado y también son bastante caros. Dichas dificultades podrian
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reducirse desarrollando apdsitos cuténeos artificiales que sean
baratos y ficiles de usar.

F1 colégeno es una proteina principal para conectar
tejidos tales como piel, cbérnea, ete, y puede solubilizerse,
separarse y purificarse mediante ¢l tratamiento con ensimas
proteoliticos (distintos de la colagenasa), por ejemplo, proc-
tasa, pepsina, tripsina y pronasa. Fl coldgeno solubilizado es
pobre en telopeptidos, relativamente barato e ideal como mate-
rial para desarrollar un apdsito cuténeo para las heridas.

El colbgeno solubilizado tiene muchos grupos NI, y
CO0I en su estructura, y las modificaciones quimicas de la
molécula pueden hacerse fhcilmente, por ejemplo, todos o algu-
nos grupos amino pueden acilarse mediante la reaccidn con una
mezcla de anhidrido acético y 4cido acdtico. Igualmente, el
anhidrido succinico reacciona con el coligeno sustituyendo los
grupos amino por grupos carboxilo. Los grupos carboxilo conte-
nidos en la molécula pueden estverificarse por la reaccidbn
standard con alcohol acidulade, por ejemplo, la reaccidén con
metahol'anhidro acidulado con HCl., En las reacciones anteriores
el punto isoeléctrico neto del coligeno puede controlarse,- tanto
si es negativo como positivo, o neutralizarse por completo.

To@os los tipos conocidos de colégeno y colégeno
quimicamente modificado pueden emplearse en el uso de esta in-
vencidn, por ejemplo, colégeno nativo, desnaturalizado (punto
isoeléctrico neutro); colégeno esterificado (punto isoeléctrico
alealino) y formas modificadas del grupo amino, por ejemplo,
derivedos del anhfdrido (punto isoeléetrico &cido). En la pre-
paracién de los apbsitos del tipo gel de esta invencidn se
prefiere el uso de derivados del anhidrido (punto isoeléctrico

4cido), por ejemplo, derivados del anhidrido succinico del co~



10

15

20

25

30

-4

l4geno.
Tipo Gel

Tos apbsitos cuténeos tipo gel de esta invencidn son
especialmente adecuados para aplicarse a superficies corporales
irregulares, por ejemplo, &reas de las articulaciones, codos,
rodillas, etc. El1 apbsito de gel se usa preferiblemente en forma
de una pasta viscosa de la consistencia de la vaselina y contiene
1-10%,. preferiblemente 2-5% de colégeno.

Al preparar el gel de colfgeno, la piel o cuero se
solubiliza en una solucidn de enzimas de pH 4cido. El gel ve-
sultante es un material viscéso que se recupera por filtraczidn,
por ejemplo, a través de gasa rectilinea y/o un filtro mitipo-
roso, La solucibn viscosa se hace alcalina afiadiendo sosa clus-
tica:a un pH de aproximadamente 10. En dicha fase el material
se deja reposar para inactivar 1los enzimas restantes. Desgpués
el material se neutraliza, el coldgeno se recoge por centri-
fuga y se lava con agua. Sigue una segunda fase de purificacién,
a saber, la redisolucidén en &cido acuoso (pH 2,0-5,0), repreci-
pitaéi6n~por neutralizacidén a un pH de 6 a'7, y purificacibn
para quitar el &cido por didlisis contra agua. El gel neutro
se recupera y en dicha fase pueden afiadirse antibidticeos o
bactericidas o ambos antes de almacenar el material de gel.

| El material de coligeno usado en la preparacién del
gel no es preferiblemente un multimero y, por consiguiente,
el material no se somete a curtido durante su preparacidn.

Se usd preferiblemente colégeno sucéinilado para
hacer viscoso al ‘apdsito cutémneo de gel porque puede redisol-
verse en agua a pH fisiolégico (6,8-7,4) sin requerif la diéli-~
sis contra agua para quitar el Acido durante su preparacidn.

La concentracidn de colégeno del apbsito cubéneo de gel era
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entre 0,54 a 7% y a ella se incorporaron los siguientes agentes
bactericidas: solucién de nitrato de plata (0,5 g/100ml) o so-
lucibén de lactato de plata (0,5 g/100ml) 25 mg/ml de lincomi~
cina, 5 mg/ml de amfotericina B y 25 mg/ml de gentamicina, o
uno o mis de los mismos,

Tipo lé&mina porosa

© Otro tipo de apbsito cuténeo de colédgeno (léminz po~
rosa) Se prepard de la siguiente manera: gel de colégeno solu~
bilizado (pH 2,0~3%,5, concentracién de collgeno 1%-10%) s¢ ex-
truyd desde una tobera tubular a un baflo de coagulacidn (NaCl

saturaﬁo). El colégeno tubuler coagulado se cortd longitudi-

nalmente para obtener una lémina y se curtid con 1-5% de gluta-

raldehido en NaCl saturado que contenia 0,05 de M NazHPO4 duran~
te 0;5—3,0 horas. La lémina de collgeno curtido se lavd con
agua vepetidas veces, después se liofilizd sobre placa de
metilmetacrilato. Para producir una l&mina del tipo de pelicula,
semiporosa en la que la superficie superior de la lémina tiene
mayor concentracién de colégeno (lo que resulta en una super~
ficie del tipo de pelicula suﬁerior) y en la que la superficie
inferior de la 1&mina tiene menor concentracién de colégeno

(es decir, es mfs porosa) la lémina se somete a secado por

aire parcial antes de la liofilizacidén. La l4mina de colégeno

se esterilizd por gas de dxido de etileno y se remojd en una
solucién de base tipica que contenia uno o mis agentes bacte-
ricidas, tales como nitrato de plata (0,5 g/100ml), o lactato
de plata (0,5 g/100ml), o solucibn lactada de Ringer que conte-
nia 25 mg/ml de gentamicina, 25 mg/ml de lincomicina, 25 mg/ml
de colistimetato, 25 mg/ml de kanamicina, y 5 mg/ml de amfote~
ricina B; o solucidn lactada de Ringer que contenfa 25 mg/ml

de lincomicina, 5-ug/ml de amfotericina B, y 25 mg/ml de gen-
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tamicina.
' Un apdsito cubténeo eficaz debéré tener las siguientes
propiédades:

1., buena adherencia a la superficie herida,

2. prevencidén de pérdida de proteinas, fluido y elec-

tréiitos,

3. prevencibén de la infeccién,

4, reduccidén del dolor,

5. falta de estimulacidén de la respuesta de leus bteji-

dos locales, etc.

Tos apbsitos cuténeos de coldgeno descritos en la presente tie-
nen las propiedades anteriores y son ficiles de usar y wencs
caros, El apbsito cutdneo de gel es especialmente adecusdo para
aplicarse a superficies irregulares, por ejemplo, superficies
de las articulaciones. La pasta viscosa anfloga a gel y- los
geles de la comnsistencia de la vaselina muestran exceleute
adherencia a las superficies heridas. Los apbsitos de lamina
porosa, y del tipo de pelicula semiporosa también se achieren
firmemente a la herida. Se observd la extensiva penetracién de
las células en la 1§mina porosa de colégeno. Todos los apdsitos
cuténeos ofrecieron proteccidn eficaz contra la infeccidn y
buena curacién de las heridas.

' La presente invenciéﬁ puede comprenderse mejor con
los ejemplos siguientes:

Ejemplo 1: Ta piel de un becerro joven (aproximada-
mente de 5 kg) se desolld, limpid mediante raspado y se cortd
en pequeiios trozos. ILa piel se lavd repetidas veces con 10%
de NaCl que contenia un bactericida de acida sbdica a 0,2% y
con agua esterilizada. Ia piel se solubilizd en 10 litros de

agua (HCl de pH 2,5) que contenfa 30 mg/ml de gentamicina por



10

15

20

25

.30

D

la adicién de 1 g de pepsina (la relacidn aproximada de enzimas
a colégeno era 1/400) a 20°C durante 4 dias con agitacién in-
termiéente. El colégeno soluﬁilizado viscoso resultante se fil-
trd a través de gasa rectilinea, su pH se elevd a 10 por NaOH
y se dejé reposer durante 24 horas a 20°C para inactivas la
pepsina, El pH del colégeno se ajustd despubs a 7-8 (HCL) y
precipitado de colégeno se recogid por centrifugacién rr.se lavd
con agua esterilizada. E1l precipitado lavado se disolvib nueva-
mente en solucidn &cida y se precipitd nuevamente a pE -8 para
mayor purificacibn.

La suceinilacidn del coldgeno solubilizado se realizb
como sigue: Diez gramos (base seca) de precipitado de coligeno
solubilizado se suspendid nuevemente en 4 litros de agua y su
PH se ajustd a 9,0 por NaOH. Solucidn de acetona (100 ml) que
contenia 2,0 g de anhidrido succinico se'aﬁadié gradualmente
a la suspensidén de colédgeno., Durante la adicibén de anhiirido
succinico el pH de la suspensidn de colégeno se mantuvo a apro-
ximadamente 9,0 por solucidn de NaOH. E1 colégeno succinilado
se precipitd por acidificacibdn a aproximadamente un pH de 4,2,
se lavé con agua y se liofilizé. Dicho coldgeno liofilizado
(en forma de esponja) se esterilizd péra eliminar los microor-
ganismos. Cinco gramos de esponja de colégeno esterilizado se
disolvieron en agua acidulada. Después de la adicibn de NaOH
hasta un pH de aproximadamente 7,4 el colégeno emerge en forme
muy viscosa. Se preservd don la adicibén de nitrato de pleta
(solucibn al 0,5%). Dicho apbdsito cuténeo de gel tenfa exce-
lente adhesibén a la herida, excelente curacién de heridas, y
excelente proteccibn contra las infecciones. .

Ejemplo 2: Colégeno solubilizado succinilado se pre~

pard segln el método descrito en el Ejemplo 1. El coléigenc suc~



R,

10

15

20

25

}0

cinilado esterilizado (10 gramos) se traté de la misma manera
q@e en el Ejemplo 1 pero se preservd por lactato de plata (so-
lucidn al 0,5%). Dicho apbsito cuténeo de gel presentd de nuevo
las excelentes propiedades indicadas anteriormente.

Ejemplo 3: Colégeno succinilado esterilizado se pre-
paié segln el método descrito en el Ejemplo 1 y se traté de la
misma.ﬁanera que en el Ejemplo 1 pero se preservd en solucién
lactada estéril de Ringer (0,6% de NaCl, 0,31% de lactato sbé-
dico, 0,03% de cloruro potésico, 0,02% de cloruro célcico, ajus-
téndose el pH a 7,4) ‘que contenia los antibibticos siguisnves:
25 mg/ml de lincomicina, 5 mg/ml de amfotericina B, y &5 mg/ml
de gentamicina. Dicho apdsito cuténeo de gel presentd nuevemen-
te las excelentes propiedades citadas.

; ' Ejemplo 4: Colégeno solubilizado (no succinilado) se
prepard segln el método descrito en el Ejemplc 1. El colfgeno se
digolvid en solucién diluida de HC1 (pH final 2,5, la concentra~
cibn de colégeno era 3%) y se desaired bajo vacfo. El gel &cide
de colégeno se extruyb a un bafio de coagulacién (NaCl saturado)
mediénte una tobera apropiada: El tejido tubular coagulado ge
recuperd y se cortd longitudinalmente para convertirlo em 14~
minas y se curtid con 3% de glutaraldehido en NaCl saturado
que contenia 0,05 de M ﬁaZHPO4 durante una hora. Después de-
lafarse repetidas veces con agua, la lémina de colégeno se lio-
filiéé sobre una placa de metilmetacrilato. Las léminas lio-
filizadas (10cm x 10cm) se esterilizaron por tratamiento con -
gas de 6xido de etileno y se preservaron remojindolas en solu-
cién de nitrato de plata al 0,5%. El grosor final de la lémina
éra 3 mm, Dicho apbsito cutimeo tepia excelentes propiedades
de adhesién a la herida, prqteccién contra la pérdida de flui~

do e infeccibn, y-curacidén de heridas.
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Ejemplo 5: La l&mina de colégeno se prepard por ex-
t#usién,rcurtido ¥y lavado segin el método descrito en el Ejem
pio 4, pero se usb 5% de gel de coldgeno icido. La lémina de
cdlégeno lavada se secd después barcialmente por aire sobre
una placa de metilmetacrilato hasta que el grosor de la 1mi-
na fue la mitad del original. Dicho secado parcial reduce la
porosidad (mayor concentracildén de colégeno) de la superficie
superior de la limina. Después se liofilizé para hacer porosa
a la superficie inferior (menor concentracién de coldgeno), y
se eaterilizé con gas de éxido de etileno. La lAmina esterili
zada se mantuvo en solucidén estéril de lactato de plata al
0,5% CpH ?7,4). E1 grosor final de la lémina era 2 mm, Dicho
apbsito cutineo tenia una porosidad mis fina y mayor resisten
cia que la lamina del Ejempo 4. Tenia excelente proteccibdn
contié la pérdida de proteinas, fluido y electrdlitos, exce-
lente proteccién contra las infecciones y excelente curacién
de heridas. |

Ejemplo 6: La limina de colégeno liofilizada, esté-
ril se prepar6 segin el método descrito en el Ejemplo 4, pero
la concentracién de coldgeno era 5%. La lémina se mantuvo. en
remojo en solucién lactada estéril de Ringer (ajusténdose el
pH a 7,4) que contenia los antibidéticos siguientes: 25 mg/ml
de .gentamicina, 25mg/mi de lincomicina, 25 mg/ml de colisti-
netato, 25 mg/ml de kanamicina y 5 mg/ml de amfotericina B.
El grosor final de la lémina era 4 mm. Dicha lémina presenta-
ba igualmente excelentes propiedades de apbsito cuténeo.

En resumen, la Patente de Invencidén que se solicita
dgberé recaer sobfe las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un proceso para la preparacidén de apdsito cuté-
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neo de colégeno que comprende formar un gel de coléigeno, ex
trulr el gel de coligeno, formar una lamlna de colédgeno a
partir del gel extrufdo, entrecruzar el coligeno extruldo, y
someter la l4mina entrecruzada a liofilizacidn.

2. Un proceso para la preparatidn de apbsito cuté-
neo de colégeno de acuerdo coﬁ la reivindicacidén 1, en el
que la lémina entrecruzada, antes de la liofilizacidn, es
somegida adends, adicionalmenﬁe, é gsecado parcial por aire.

3. EL proceso de las reivindicaciones 1 y 2. en
el que el entrecruzamiento se;realiza por curtido con gluta
raldehido.

4, Se reivindica porfiltimo como objeto sobre ol
que ha de recaer la Patente de'Invencién que se solicita
por: "UN PROCESO PARA TA EREP&RACION DE APOSITO CUTANEO DE
COLAGENO". ;

Todo conforme queda .descrito y reivindicado en la
presente Memoria descripbiva que consta de diez piginas me~
canografiadas.

Madrid, 8 de junio de 1.978
BERNARDO UNGRIA

PeDPe
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