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DESCRIPCION
Eficacia hemostatica de un hidrogel de fibrina y agarosa nanoestructurado
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a la aplicacion como componente sellador adhesivo y agente hemostatico de
hidrogeles de fibrina y agarosa nanoestructurados, preferiblemente hidrogeles de agarosa de tipo VII (NFAH). Tales
hidrogeles de fibrina y agarosa nanoestructurados, preferiblemente hidrogeles de agarosa de tipo VII (NFAH),
pueden usarse para detener el sangrado o sellar tejidos in vivo con y sin compresion. Esta invencién se refiere
particularmente a la necesidad de incorporar un sellador de fibrina en un producto similar a un gel viscoso que pueda
resistir el flujo de sangre en una herida para sellar el tejido y controlar la hemorragia vascular, epidérmica, 6sea o
interna.

Antecedentes de la invencién

La hemorragia no controlada continia siendo una preocupacion importante en las intervenciones quirurgicas y es
responsable de mayores tasas de mortalidad, morbilidad y estancias hospitalarias mas prolongadas (Brustia,
Granger & Scatton, 2016). La lesion de los vasos sanguineos desencadena diferentes mecanismos con el fin de
establecer un proceso complejo denominado hemostasia. La hemostasia es una interrupcion del escape de sangre
por medios o bien naturales o bien artificiales.

La reseccion hepatica generalmente requiere una transfusion perioperatoria debido a la pérdida de sangre
intraoperatoria en los pacientes. Existen varias técnicas quirirgicas usadas para reducir el sangrado (Berrevoet & De
Hemptinne, 2007). Sin embargo, estos métodos tienen un efecto transitorio o incompleto. Esto, a su vez, requiere un
agente hemostatico topico para prevenir la pérdida de sangre posoperatoria (Moggia et al., 2016) (Eeson &
Karanicolas, 2016).

Diferentes agentes hemostaticos aprobados por la Administracion de Farmacos y Alimentos (FDA) se usan en
multiples disciplinas quirdrgicas para lograr la hemostasia. Entre estos, el sellador de fibrina derivado de plasma
humano se ha convertido en un agente hemostatico prospero debido a su capacidad para imitar y promover la etapa
final de la cascada de coagulacién para ayudar a la hemostasia (MOSESSON, SIEBENLIST & MEH, 2006) (Mankad
& Codispoti, n.d.). También reduce el posible rechazo y los efectos indeseables, y es el unico material clinico
aprobado por la FDA como hemostaticos, selladores y adhesivos (Spotnitz, 2014). A pesar de las ventajas en el
campo, el tiempo hasta la hemostasia, la aplicabilidad y la transfusién posoperatoria pueden mejorarse
adicionalmente.

Se desarrollo un reciente hidrogel de fibrina y agarosa de tipo VIl nanoestructurado (NFAH) como biomaterial para
usar en multiples modelos biocompatibles (Carriel et al., 2017). Este sustituto similar a un tejido se compone
principalmente de plasma humano y muestra propiedades altamente flexibles y elasticas, asi como resistencia
mecanica (MOSESSON et al., 2006; Scionti et al., 2014). El documento WO 20011/123346 A1 divulga un sellador
quirdrgico y un agente hemostatico disefiados para usarse en casos de hemorragia no compresible para sangrado
de moderado a grave. Incorpora mondmero de fibrina en disolucién listo para polimerizar al cambio de pH, que se
incrusta en un andamiaje de hidrogel.

Esta invencion se centra en la eficacia hemostatica de los hidrogeles de agarosa, preferiblemente hidrogeles de
agarosa de tipo VII (NFAH), e ilustra dicha eficacia en un modelo in vivo. Con este proposito, se comparé NFAH con
dos productos hemostaticos disponibles comercialmente usados en multiples disciplinas quirurgicas: Hemopatch,
una almohadilla de colageno recubierta de polietilenglicol, y Tachosil, una almohadilla de colageno recubierta de
fibrinbgeno y trombina.

Sumario de la invencion

La presente invencion se encuentra dentro del dominio de los selladores y hemostaticos de tejidos biolégicos, que
son biodegradables y no téxicos, destinados a uso terapéutico, por ejemplo, como adyuvante a la hemostasia en
laparotomia o cirugia laparoscopica, en cirugia ortopédica, traumatismo (laceraciéon del bazo o cirugia hepatica) y
heridas de gran tamafio de encamado.

En un aspecto, la presente invencién se refiere a hidrogeles de fibrina y agarosa nanoestructurados adhesivos
biocompatibles, preferiblemente hidrogeles de agarosa de tipo VIl (NFAH), que son biorreabsorbibles y no téxicos,
para uso quirurgico o terapéutico. También se refiere a una aplicacion de una sola parte que contiene un hidrogel de
fibrina y agarosa nanoestructurado, preferiblemente un hidrogel de agarosa de tipo VII (NFAH), que puede liberarse
en un sitio determinado para producir un coagulo de fibrina estable.

Los estudios in vivo muestran en el presente documento que los hidrogeles de fibrina y agarosa nanoestructurados,
preferiblemente hidrogeles de agarosa de tipo VII (NFAH), son un excelente candidato a agente hemostatico general
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para su uso como tratamiento adyuvante y primario en sangrado moderado. El agente es duradero, facil de
almacenar, presenta un riesgo minimo, requiere poca capacitacion para su uso y es altamente efectivo contra el
sangrado.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Caracterizacion de fibroblastos de rata aislados mediante una técnica basada en colagenasa: (A)
fibroblastos de rata en cultivo después del aislamiento; (B) la expresidon de vimentina se determind mediante analisis
de inmunotincién en fibroblastos de rata cultivados; HaCat, una linea celular de queratinocitos inmortales, se usé
como control negativo; (C) analisis de cariotipo de cultivo disociado de células individuales.

Figura 2. Tiempo hasta la hemostasia después de la aplicacion del tratamiento. NFAH tuvo una eficacia hemostatica
superior en relacion con Hemopatch y Tachosil. (A): Efecto hemostatico en reseccién hepatica de 0,5 cm. (B): Efecto
hemostatico en reseccion hepatica de 1,5 cm.

Figura 3. Comparacion de hemostasia en tratamientos con Hemopatch y c-NFAH. Se obtuvieron resultados similares
en cuanto a tiempo hasta la hemostasia para diferentes longitudes de reseccién hepatica.

Figura 4. Aplicacion secuencial de NFAH en reseccion hepatica. NFAH tuvo la aplicabilidad mas facil de los grupos
de tratamiento. 1-3) Reseccion hepatica y exposicion de la herida. 4-6) Aplicacion de NFAH y posicionamiento final.

Figura 5. Grafico de barras que muestra la incidencia de hematoma. Los resultados no mostraron presencia de
hematoma en ningin NFAH celularizado o acelularizado. A) Porcentaje de animales en reseccién hepatica de
0,5 cm. B) Porcentaje de animales en reseccion hepatica de 1,5 cm.

Figura 6. Porcentaje de grado de adhesion. NFAH mostré6 menor adhesion que otros tratamientos en la reseccion
hepatica 24 horas después de la aplicaciéon. El grado de adhesion se determind mediante la siguiente clasificacion:
sin adhesion (estructuras anatémicas separadas); adhesiones delgadas (adhesidon separable por gravedad);
adhesiones gruesas (adhesion no separable por gravedad).

Figura 7. NFAH no mostro presencia de hematoma y mostré menor adhesion que otros tratamientos en la reseccion
hepatica 24 horas después de la aplicacién. (A): Hemopatch provoca alto grado de adhesion. (B): NFAH no muestra
adhesién. (C): Presencia de hematoma en tratamiento con Hemopatch. (D): Sin presencia de hematoma en
tratamientos con NFAH.

Figura 8. NFAH no mostré resangrado ni migracion en las resecciones hepaticas 24 horas después de la aplicacion.

Figura 9. Factores inflamatorios en animales con reseccion hepatica de 0,5 cm después de 24 horas. No hubo
diferencias significativas de proteina C reactiva e IL-1f entre los tratamientos con NFAH celularizado y Hemopatch.

Figura 10. Factores inflamatorios en animales con reseccion hepética de 1,5 cm después de 24 horas. (A) El
tratamiento con a-NFAH no mostré diferencias significativas en los niveles del factor inflamatorio CRP en
comparacion con los tratamientos con Hemopatch y Tachosil. (B) El tratamiento con Hemopatch provoco niveles
mas altos de factores inflamatorios de IL-18 que los tratamientos con a-NFAH. (C) a-NFAH no mostré diferencias
significativas en el nivel inflamatorio de TNF-a con respecto a Hemopatch o Tachosil.

Figura 11. Ejemplos de clasificacion de hemorragia, inflamacion y necrosis.

Figura 12. Graficos de barras que muestran el porcentaje de hemorragia, inflamaciéon y necrosis en resecciones
hepaticas de 0,5y 1,5 cm después del tratamiento con agentes hemostaticos. Cada muestra se clasificd en ausente,
leve, moderada o intensa (véanse los métodos de clasificacion). (A-C): Analisis histolégico de reseccion hepatica de
0,5 cm; (D-F): Andlisis histologico de reseccion hepatica de 1,5 cm.

Figura 13. Generacioén de hidrogel de fibrina-agarosa nanoestructurado (NFAH).
Descripcion detallada

En la presente invencion, se investigd el éxito hemostatico de un NFAH celularizado (c-NFAH) en hepatectomia
parcial en ratas. Los hallazgos mostraron que c-NFAH tiene un mayor éxito hemostatico que el agente hemostatico
comercialmente disponible Hemopatch. Tales resultados prometedores impulsaron a extender los experimentos
aumentando la longitud de la seccion hepatica e incluyendo otros agentes hemostaticos. Para ello se incorporé al
estudio TachoSil por su composicién similar respecto al NFAH investigado. También se incluyé un NFAH
acelularizado (a-NFAH) para comprobar si el menor tiempo hasta la hemostasia se debia principalmente a la
composicion de NFAH mas que a la presencia de células. Una vez mas, los resultados mostraron que NFAH tiene
menos tiempo hasta la hemostasia que Hemopatch. Ademas, esta eficacia de NFAH para alcanzar la hemostasia
también fue significativamente superior a la de Tachosil. En este estudio, también se encontré que Hemopatch tuvo
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un mayor éxito que Tachosil para lograr una hemostasia inmediata en el modelo quirdrgico hepatico.

Ademas, aunque tal como se muestra en los ejemplos, las almohadillas hemostaticas necesitan mucho tiempo de
compresion local con el fin de alcanzar la hemostasia, la colocaciéon de NFAH sobre el higado seccionado fue
suficiente para actuar como agente hemostatico. Este diferente procedimiento de aplicacion confiere una gran
ventaja a NFAH evitando compresiones mecanicas que provocan hematomas.

Ademas, los grupos de tratamiento con NFAH, a diferencia de Hemopatch y Tachosil, no mostraron incidencias de
hematoma en ningun tamafio de reseccidon hepatica. Estos resultados probablemente se deban al menor tiempo
hasta la hemostasia de los tratamientos con NFAH y su mas facil aplicabilidad evitando la formacién de hematomas.

También es destacable el bajo grado de adhesion que producen las almohadillas de NFAH en comparacién con los
agentes hemostaticos Hemopatch y Tachosil. Este atributo puede ser una ventaja importante para su uso en
cualquier aplicacion quirurgica.

Ademas, se encontraron nuevos resangrados posoperatorios en cualquier grupo de tratamiento tal como se
esperaba y la unica almohadilla migrada que se encontré en el grupo de tratamiento con Tachosil probablemente se
debid a un cambio de posicidn involuntario durante la sutura.

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en los niveles de CRP e IL-13 entre c-NFAH y Hemopatch
en resecciones hepaticas de 0,5 cm. Sin embargo, estos resultados no fueron reproducibles en resecciones de
1,5 cm. En las resecciones hepaticas de 1,5 cm no hubo un unico tratamiento con los niveles mas bajos en todos los
factores inflamatorios analizados. En primer lugar, el nivel mas bajo de CRP se obtuvo con el tratamiento con
Tachosil, pero el a-NFAH no mostré diferencias significativas con Hemopatch; en segundo lugar, Tachosil produjo el
nivel mas bajo de IL-1B sin diferencias significativas con los tratamientos con NFAH; y finalmente, el grupo
Hemopatch tuvo los niveles mas bajos de TNF-a sin diferencias significativas con a-NFAH.

Aunque los resultados mostraron un mayor nivel de CRP en c-NFAH con respecto a a-NFAH, probablemente debido
a la presencia de células que provoca una mayor respuesta inmunitaria, los niveles de IL-13 y TNF-a no fueron
significativamente diferentes.

En conclusién, el tratamiento con a-NFAH no tuvo al menos niveles inflamatorios mas altos con respecto a los
agentes hemostaticos disponibles comercialmente incluidos en este estudio. Estos hallazgos indican que a-NFAH es
un producto seguro sin una respuesta inflamatoria mas alta. En general, los tratamientos con NFAH mostraron
mejores resultados histolégicos que los agentes hemostaticos comerciales en estudio. En resecciones hepaticas de
1,5 cm, los mejores resultados de hemorragia, inflamacion y necrosis se obtuvieron con un tratamiento con NFAH.
Solo c-NFAH tuvo mayor presencia de granulocitos neutrofilos y necrosis en la reseccion hepatica de 0,5 cm.

Basandose en los resultados anteriores, NFAH (a-NFAH asi como c-NFAH) se describe en la presente invencion,
por primera vez, como agente hemostatico y sellador de tejidos, para su uso como adyuvante a la hemostasia o
tratamiento primario en procedimientos quirirgicos y en el tratamiento de heridas traumaticas. Tales resultados
pueden extrapolarse a los hidrogeles de agarosa en general para su uso como adyuvante a la hemostasia o
tratamiento primario en procedimientos quirirgicos y en el tratamiento de heridas traumaticas. Se observa que la
agarosa es termorreversible y puede modificarse para fundirse y gelificarse a una variedad de temperaturas. Esto
permite que el gel se use en innumerables aplicaciones en campos tan diversos como la industria alimentaria, la
biologia molecular, la biologia celular y la ingenieria de tejidos. Los hidrogeles de agarosa se entienden
preferiblemente en el contexto de la presente invencion como hidrogeles termosensibles que tienen una temperatura
de fusion de aproximadamente 40°C y una temperatura de gelificacion de aproximadamente 32°C, lo que hace que
este hidrogel sea adecuado para aplicaciones in vitro e in vivo. Debido a estas propiedades de gelificacion térmica,
la agarosa tiene la ventaja adicional de no requerir una etapa de reticulacion adicional.

Se observa que NFAH puede prepararse tal como se describe en cualquiera de los protocolos informados en la
técnica anterior (Alaminos, M., Sanchez-Quevedo, M.C., Muioz-Avila, J.l., Serrano,D., Medialdea, S., Carreras, |.,
Campos, A., 2006. Construction of a complete rabbit cornea substitute using a fibrin-agarose scaffold. Invest. Ophth.
Vis. Sci. 47, 3311-3317; Carriel V, Alaminos M, Garzon et al. 2014a; Tissue Engineering of the peripheral nervous
system. Expert Rev Neurother 14: 301- 318; Carriel V, Garrido-Gomez J, Hernandez-Cortes Pet al. 2013;
Combination of fibrin-agarose hydrogels and adipose-derived mesenchymal stem cells for peripheral nerve
regeneration. J Neural Eng 10: 026022; Carriel V, Garzon |, Jimenez JM et al. 2012; Epithelial and stromal
developmental patterns in a novel substitue of the human skin generated with fibrin-agarose biomaterials. Cells
Tissues Organs 196:1-12; Garzon |, Martin-Piedra MA, Alfonso-Rodriguez C et al. 2014; Generation of a biomimetic
human artificial cornea model using Wharton’s jelly mesenchymal stem cells. Invest Ophthalmol Vis Sci55: 4073-
4083; Scionti G, Morales M, Toledano M et al. 2013; Effect of the hydration on the biomechanical properties in a
fibrin-agarose tissue-like model. J Biomed Mater Res A102 (8): 2573- 2582) o tal como se describe en los ejemplos
ilustrados en la presente invencion.

En particular, y tal como se muestra en la figura 13, para la fabricacion de NFAH celularizado, los fibroblastos
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humanos se descongelan previamente y se mantienen momentaneamente en medios de cultivo en un numero
especifico de células. En primer lugar, se prepara un tubo 1 mediante la adicion de plasma humano, acido
tranexamico y medio de cultivo con o sin células (para la fabricaciéon de NFAH acelularizado (a-NFAH), el volumen
de medio de cultivo afiadido a la mezcla sera el mismo pero no contiene células). Una vez listo el tubo 1, este se
mantiene a 37°C. Por separado, se prepara un tubo 2 mediante la adiciéon de cloruro de calcio (CaCly) y solucién
salina tamponada con fosfato (PBS). Después de esto, se calienta una disolucion de agarosa al 2,2% a 39-41°C y se
afiade a un tubo 2 y se mezcla. Inmediatamente, la disolucién del tubo 1 se afiade al tubo 2, se mezcla y se vierte en
un pocillo. Después de 2 horas a temperatura ambiente, se mantiene el hidrogel de fibrina-agarosa (FAH) obtenido
con medio de cultivo en la incubadora durante al menos 24 horas. La nanoestructuracion es la Ultima etapa para
obtener un hidrogel de fibrina-agarosa nanoestructurado (NFAH). Este proceso consiste en una compresion y
deshidratacién de FAH. Para ello, se coloca FAH entre filtros de red de nailon. A continuacion, se colocan papeles
de filtro secantes sobre filtros de nailon y se realiza la nanoestructuracion mediante la aplicacion de un vidrio plano
con un peso y una superficie especificos.

Otros tipos de hidrogeles de agarosa diferentes de los que usan agarosa de tipo VIl podrian prepararse de manera
similar a la explicada anteriormente.

Por tanto, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a una composicién para su uso en el control del
sangrado con o sin compresion que comprende hidrogel de fibrina y agarosa nanoestructurado, preferiblemente un
hidrogel de agarosa de tipo VII, (NFAH), o un hidrogel de fibrina y agarosa no nanoestructurado o
prenanoestructurado, preferiblemente un hidrogel de agarosa de tipo VII, (FAH). Preferiblemente, esta composicion
esta destinada para su uso como selladores y hemostaticos de tejidos bioldgicos, que son, mas preferiblemente,
biodegradables y no téxicos. Mas preferiblemente, esta composicién esta destinada a uso terapéutico, por ejemplo,
como adyuvante a la hemostasia en laparotomia o cirugia laparoscopica, en cirugia ortopédica, traumatismo
(laceracion del bazo o cirugia hepatica) y heridas de gran tamafio de encamado. Todavia mas preferiblemente, esta
composicion esta destinada para su uso como agente hemostatico general candidato para su uso como tratamiento
adyuvante y/o primario en sangrado moderado. La composicion es duradera, facil de almacenar, presenta un riesgo
minimo, requiere poca capacitacion para su uso y es altamente eficaz contra el sangrado.

En una realizacién preferida del primer aspecto de la invencion, la composicion para su uso son preferiblemente
hidrogeles de fibrina y agarosa nanoestructurados celularizados, preferiblemente hidrogeles de agarosa de tipo VII,
(c-NFAH), o hidrogeles de fibrina y agarosa no nanoestructurados o prenanoestructurados, preferiblemente
hidrogeles de agarosa de tipo VII, (c-FAH).

En otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, la composicion para su uso son preferiblemente
hidrogeles de fibrina y agarosa nanoestructurados acelularizados (sin células), preferiblemente hidrogeles de
agarosa de tipo VII, (a-NFAH), o hidrogeles de fibrina y agarosa no nanoestructurados o prenanoestructurados,
preferiblemente hidrogeles de agarosa de tipo VII, (a-FAH).

La composiciéon para su uso segun el primer aspecto de la invencion, en la que para la fabricacién de NFAH
celularizado, los fibroblastos humanos preferiblemente se descongelan previamente y se mantienen en medio de
cultivo en un numero especifico de células. Luego, se prepara un tubo 1 mediante la adicion de fibrina,
preferiblemente plasma humano y acido tranexamico, y medio de cultivo con o sin células. Una vez listo el tubo 1,
este se mantiene preferiblemente a 37°C. Por separado, se prepara un tubo 2 mediante la adicién de un agente
gelificante tal como cloruro de calcio (CaCly) y solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Después de esto, se
calienta una disolucion de agarosa al 2,2% a 39-41°C y se afiade a un tubo 2 y se mezcla. Preferiblemente, se
afiade inmediatamente la disolucion del tubo 1 al tubo 2, se mezcla y se vierte en un pocillo. Después de
aproximadamente 2 horas a temperatura ambiente, se mantiene el hidrogel de fibrina-agarosa (FAH) obtenido con
medio de cultivo en la incubadora durante al menos 24 horas. La nanoestructuracion es la ultima etapa para obtener
un hidrogel de fibrina-agarosa nanoestructurado (NFAH). Este proceso consiste en una compresion y deshidratacion
de FAH. Para ello, preferiblemente se coloca FAH entre filtros de red de nailon. A continuacion, se colocan papeles
de filtro secantes sobre filtros de nailon y se realiza la nanoestructuracion mediante la aplicacion de un vidrio plano
con un peso y una superficie especificos.

La composiciéon para su uso segun el primer aspecto de la invencion, en la que para la fabricacién de NFAH
acelularizado (a-NFAH), el volumen de medio de cultivo afadido a la mezcla sera el mismo que el afiadido para el
NFAH celularizado pero sin células.

La composicién para su uso segun el primer aspecto de la invencion, en la que para la fabricacion de FAH
acelularizado o FAH celularizado, la informacion se deriva claramente de los péarrafos anteriores.

Ejemplos

Materiales y métodos

Agentes hemostaticos
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En este estudio se usaron cuatro agentes hemostaticos diferentes: dos disponibles comercialmente, Hemopatch® y
Tachosil®, y dos NFAH caseros, un NFAH celular (c-NFAH) y un NFAH acelular (a-NFAH).

Hemopatch (Baxter AG, Viena, Austria) es una almohadilla de colageno derivada de la dermis bovina con un lado
activo recubierto con una proteina reactiva, pentaeritritol polietilenglicol éter tetrasuccinimidil glutarato (TACHOSIL,
2010).

Tachosil (Takeda Austria Gmbh) es una esponja de colageno equino con un lado activo recubierto con fibrinégeno
(5,5 mg/cm?) y trombina (2,0 Ul/cm?) de origen humano.

NFAH es un hidrogel de fibrina y agarosa de tipo VIl de alta densidad con aproximadamente el 80% de hidratacion y
50-60 um de grosor.

Cultivo de células

Los fibroblastos usados en este estudio se aislaron de tejido de rata. Las biopsias de piel de rata se lavaron
minuciosamente en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) 1X con una disolucion de coéctel antibiético-
antimicotico (penicilina G 100 U/ml, estreptomicina 100 ug/ml, gentamicina 20 ug/ml y vancomicina 50 ug/ml) y se
fragmentaron en trozos de aproximadamente 1x1 mm. Se transfirieron aproximadamente veinte trozos a un tubo de
centrifuga cénico de 50 ml que contenia 5 ml de disolucion de colagenasa precalentada (colagenasa 2 mg/ml,
SERVA Electrophoresis Gmbh) preparada en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). Las muestras se
incubaron 16 horas a 37°C.

La digestion se neutralizé mediante la adicién de 25 ml de medio de cultivo (DMEM suplementado con suero bovino
fetal al 10%, amino&cido no esencial 0,1 mM, Glutamax 2 mM, penicilina G 100 U/ml y estreptomicina 100 ug/ml).
Finalmente, la suspensién de células se centrifugd, se contd, se sembrd en una placa de 6 pocillos y se cultivd en
una incubadora humidificada con el 5% de CO; y a 37°C.

Los medios se cambiaron cada 2-3 dias hasta que el cultivo alcanzé una confluencia del 70-90%. En este punto, las
células se recogieron y expandieron posteriormente. Finalmente, las células se crioconservaron y se mantuvieron en
nitrégeno liquido hasta la generacién de hidrogel.

Inmunofluorescencia

Las células se sembraron en cubreobjetos de vidrio (VWR) en placas de 24 pocillos (Nunc) y se incubaron en una
incubadora humidificada con el 5% de CO.y a 37°C. Una vez que el cultivo celular alcanzé la confluencia, los
cubreobjetos se lavaron con PBS y se fijaron con formaldehido al 3,7% (Sigma) en PBS durante 15 min a
temperatura ambiente. Después de la fijacion, las células se lavaron 3 veces con PBS, se permeabilizaron con Triton
X-100 (Sigma) al 0,05% durante 15 min a temperatura ambiente y se bloquearon con PBS que contenia BSA al 1%
durante 30 minutos a 37°C. Luego, se incubaron las células por separado durante 30 minutos a 37°C con la dilucién
indicada de los anticuerpos primarios. Todos los anticuerpos primarios se diluyeron en PBS que contenia BSA al
0,1%. Una vez incubados los anticuerpos primarios, los cubreobjetos se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron
durante 30 minutos a 37°C con el anticuerpo secundario. Los nucleos se tifieron con una disolucion 1 ug/mil de 4°,6-
diamino-2-fenilindol (DAPI; Life technologies). Luego, los cubreobjetos se montaron con las células tefidas con
reactivo de montaje Prolong (Life technologies). La microscopia de fluorescencia se realizé en un microscopio TiS
(Nikon).

Cariotipado

El cariotipado de banda G de la linea de fibroblastos se realizd por el Biobanco del Sistema Sanitario Publico de
Andalucia siguiendo las recomendaciones del Comité Internacional Permanente de Nomenclatura Citogenética
Humana (2013).

Generacion de almohadilla de NFAH

El protocolo es una adaptacion de los métodos informados en informes anteriores (Alaminos et al., 2006; Carriel et
al., 2012, 2013; Scionti et al., 2013; Garzon et al., 2014; Carriel et al., 2015). Con el fin de obtener el volumen de
hidrogel de fibrina y agarosa (FAH) para una placa de 6 pocillos, se preparé una mezcla de 30 ml de la siguiente
manera: se colocaron 25 ml de plasma humano, 0,5 ml de acido tranexamico y 2 ml de medio de cultivo con o sin
fibroblastos humanos en un tubo Falcon (la disolucion celularizada se preparé con 150.000 células descongeladas
por ml de volumen final). Posteriormente, se afiadié una disolucion que contenia 1,8 ml de cloruro de calcio al 10%,
1,2 ml de PBS y agarosa tipo de VII fundida al 2,2%. Después de mezclar, se colocaron 5 ml de disolucion en cada
pocillo y se mantuvieron a 37°C durante 2 horas. Una vez que se completd la gelificacion, se cubrio FAH con medio
de cultivo y se mantuvo a 37°C durante 24 horas hasta la nanoestructuracién. Si FAH contenia células, las placas
permanecian en la incubadora durante 7 dias.
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La nanoestructuracion es un proceso de compresion y deshidratacion. Para ello, se colocé FAH entre un par de
filtros de red de nailon de 10 um (Merck-Millipore) y se comprimié con papel de filtro de inmunotransferencia de tipo
Western extragrueso (Thermo Scientific) bajo una superficie plana de vidrio de 500 g durante 1 minuto y
40 segundos. Se obtiene un NFAH final de alta densidad y aproximadamente el 80% de hidratacion.

Analisis de viabilidad celular

Se uso el kit de viabilidad/citotoxicidad LIVE/DEAD® para células de mamifero (Molecular Probe, Invitrogen) para
determinar la viabilidad celular en NFAH. El protocolo del fabricante se adapté a este fin. Brevemente, se cortaron
trozos de 2x2 cm y se transfirieron a una placa de Petri. Las muestras se lavaron tres veces con PBS. Después de la
incubacién con la disolucion T durante 30 min a temperatura ambiente, las muestras se lavaron tres veces y se
mantuvieron en PBS.

El niumero de células vivas (verdes) y muertas (rojas) se determind mediante un microscopio de fluorescencia. Se
contaron un minimo de cuatro campos para cada seccion de NFAH, con al menos 100 células visualizadas.

Protocolo animal y resecciéon hepatica

Para el estudio se usaron ratas Wistar macho con un peso aproximado de 250 g. La inyeccion subcutanea de
ketamina 80 mg/kg y xilazina 10 mg/kg indujo anestesia que se mantuvo con inhalacion de isoflurano. Los animales
se sometieron a un corte longitudinal desde 1 cm por debajo de la apdfisis xifoides en direccion craneocaudal y se
procedio a la exposicion del I6bulo medio.

Se realizaron resecciones hepaticas en animales con una longitud de 0,5 6 1,5 cm.

A todos los agentes hemostéaticos aplicados se les dio una forma redonda de 24 mm de didmetro y se aplicaron
sobre la superficie de la herida mediante compresion local. El tiempo hasta la hemostasia se definio como la
detencién de la fuga de sangre libre después de la aplicacion del agente hemostatico.

Los animales se sacrificaron un dia después de la cirugia para evaluar la hemorragia posoperatoria, la presencia de
hematoma, la migracion del agente hemostatico y la adhesion intraabdominal adyacente a la herida. El grado de
adhesién se determiné mediante una puntuacion de 3 valores (0: sin adhesion; 1: adhesiones delgadas separables
por gravedad; 2: adhesiones gruesas no separables por gravedad).

El higado se extirpd6 completamente para el célculo de las razones de seccion de higado/peso total del higado.
Secciones de tejido hepatico adheridas al agente hemostatico se fijaron en paraformaldehido al 4% para su posterior
analisis histoldgico.

El estudio lo aprobd el Comité Etico de Investigacion (REC) del Hospital Universitario Virgen Macarena y Virgen del
Rocio.

ELISA

Las muestras de sangre se recogieron con anticoagulante EDTA, se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos y
se mantuvieron a -20°C o -80°C en pequefios volumenes para evitar ciclos repetidos de congelacion vy
descongelacion.

Para medir la cantidad de factores inflamatorios se usaron kits para ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante:
proteina C reactiva (CRP) (kit para ELISA con CRP de rata, RayBio®), interleucina 1 beta (kit para ELISA con IL-1p
de rata, Elabscience®) y (kit para ELISA con TNF-a de rata, CUSABIO®).

Analisis microscépico

Después de la fijacion con paraformaldehido al 4%, se cortaron bloques de tejido hepatico incrustados en parafina
con un grosor de 4 micrometros y las secciones se sometieron a tincién tricromica de Masson y hematoxilina-eosina
(disolucion de hematoxilina, Sigma Aldrich GHS316-500ML; disolucién de eosina Y alcohdlica, Sigma Aldrich
HT110116-500ML; kit de tincion tricromica (Masson), Sigma Aldrich HT15-1KT; y disoluciéon de hematoxilina férrica
de Weigert, HT1079-1set). Las muestras de higado seccionadas se analizaron por triplicado en diferentes dias.

Las variables histolégicas se estudiaron mediante analisis microscopico y se clasificaron de la siguiente manera
(figura 11):

e Hemorragia: ausente (grupos de eritrocitos que se juntan sin formar una zona libre de hemorragia); leve
(area de hemorragia < 1 mm de diametro); moderada (area de hemorragia de 1-2,5 mm de diametro y
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menor de x40 campos de alta potencia (hpf) de profundidad); e intensa (area de hemorragia >2,5 mm de
diametro o mas de x40 campos de alta potencia de profundidad).

e Inflamacion: ausente, leve, moderada e intensa. La clasificacion se realizé basandose en la presencia de
granulocitos neutrofilos por x40 campos de alta potencia.

e Necrosis: ausente, leve (0,1-0,4 hpf), moderada (0,5-1,2 hpf) e intensa (>1,2 hpf).
Estadistica
Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism 5.0.
Resultados

Fabricacion de c-NFAH y a-NFAH

Se aislaron fibroblastos de rata a partir de biopsias de piel mediante una técnica basada en colagenasa. Las células
aisladas mostraron expresion de vimentina y un cariotipo normal (figura 1) tal como se esperaba para los fibroblastos
proliferantes sanos.

Se usaron fibroblastos de rata para la produccion de c-NFAH (véanse los procedimientos experimentales para mas
detalles).

NFAH mostré un mayor efecto hemostatico en un modelo de reseccién hepatica

Este estudio inicialmente comenz6é comparando el efecto hemostatico de NFAH celularizado (c-NFAH) frente a
Hemopatch en un modelo de reseccién hepatica de 0,5 cm. c-NFAH mostré una mayor eficacia de hemostasia que
Hemopatch en reseccion de 0,5 cm (p<0,05) con un tiempo medio hasta la hemostasia igual a 2 segundos (N=10,
EEM=2, intervalo=0-20) y 8,4 segundos (N=10, EEM=2,6, intervalo=5-20) respectivamente (figura 2A).

Posteriormente, el experimento se amplid a una reseccion hepatica de 1,5 cm que incluia otros dos agentes
hemostaticos, NFAH acelularizado (a-NFAH) y Tachosil. En el caso de reseccion hepatica de 1,5 cm, a-NFAH tuvo el
menor tiempo hasta la hemostasia del grupo con 2,4 segundos (N=10, EEM=0,58, intervalo=1-5), proximo a c-NFAH
con 2,9 segundos (N=10, EEM=1,72, intervalo=1-7), ambos con un éxito hemostatico significativamente mayor en
comparacion con Hemopatch (9,8 segundos (N=15, EEM=1,02, intervalo=3-30)) y Tachosil (11,2 segundos (N=10,
EEM=0.49, intervalo=3-17)) (figura 2B).

Los resultados mostraron un tiempo similar hasta la hemostasia entre la reseccion hepatica de 0,5 cm y 1,5 cm para
los tratamientos con c-NFAH y Hemopatch (figura 3).

NFAH mostré una aplicabilidad mas facil

Hemopatch y Tachosil se aplicaron por compresion manual segun lo indicado por los fabricantes. Por el contrario, se
colocaron NFAH sobre la herida sin aplicar ninguna compresion. Este procedimiento de aplicacion fue suficiente
para alcanzar la hemostasia con el tratamiento con NFAH (figura 4).

NFAH mostré menor adhesion y hematomas y ningun resangrado ni migraciéon posquirurgicos

No se encontrd presencia de hematoma en animales tratados con c-NFAH en resecciones hepaticas de 0,5 cm. Por
el contrario, Hemopatch mostré un 40% (figura 5 A).

En la reseccion hepatica de 1,5 cm, c-NFAH y a-NFAH no mostraron incidencias de hematoma mientras que
Hemopatch y Tachosil tuvieron un 73,3% y un 40% respectivamente (figura 5 B y 7C-D).

La adhesién no deseada a los tejidos se estimd sobre el sacrificio. Los resultados mostraron diferencias
significativas entre los grupos. c-NFAH y a-NFAH tuvieron resultados similares y la mayoria de los animales
mostraron una adhesion delgada. Sin embargo, Hemopatch y Tachosil mostraron una adhesién mas evidente a los
6rganos adyacentes (tabla 1y figuras 6 y 7A-B).

TABLA 1. Eficacia de los hidrogeles de fibrina-agarosa en la prevencion de adhesiones
peritoneales en ratas

a-NFAH c-NFAH Hemopatch® Tachosil®
Puntuacion 2 0 1 11 5
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Puntuacion 1 8 8 4 5
Sin adhesion 2 1
N 10 10 15 10

Tabla 1: Numero de ratas por grupo de tratamiento y grado de adhesién. a-NFAH y c-NFAH mostraron una adhesion
mas baja similar en relacion con Hemopatch y Tachosil. El grado de adhesion se determind mediante una
puntuacion de 3 valores (sin adhesion: estructuras anatomicas separadas; puntuacion 1: adhesiones delgadas
separables por gravedad; puntuacion 2: adhesiones gruesas no separables por gravedad).

Después de 24 horas de lograr la hemostasia, no se encontré presencia de resangrado en ningun grupo tratado
(figura 8) y sélo una almohadilla de Tachosil parecié migrar en una rata (probablemente se movié durante la sutura).

NFAH no mostré una respuesta inflamatoria mas alta que Hemopatch y Tachosil

Los niveles de factores inflamatorios para resecciones hepaticas de 0,5 cm y 1,5 cm se muestran en las figuras 9 y
10 respectivamente. Se consideré un minimo de seis animales en cada grupo tratado.

Los tratamientos con NFAH tuvieron mejores resultados en el andlisis histolégico para resecciones hepaticas mas
largas

Las variables del andlisis microscépico se categorizaron tal como se indicé anteriormente en materiales y métodos
(la figura 11 muestra ejemplos de clasificacion). El analisis histoldgico de resecciones hepaticas de 0,5 cm mostrd
menor presencia de hemorragia en el tratamiento con c-NFAH. Sin embargo, la respuesta inflamatoria y la necrosis
fue mayor que en el tratamiento con Hemopatch (figura 12 A-C). Estos resultados difieren con las resecciones
hepaticas de 1,5 cm que mostraron menor respuesta inflamatoria y necrosis en los tratamientos con NFAH. Ademas,
el tratamiento con c-NFAH tuvo la menor presencia de hemorragia (figura 12 D-F).
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REIVINDICACIONES

Composicidon para su uso en el control del sangrado con o sin compresion, en la que la composicion
comprende:

hidrogeles de fibrina y agarosa nanoestructurados, preferiblemente hidrogeles de agarosa de tipo VII,
(NFAH);

o hidrogeles de fibrina y agarosa no nanoestructurados o prenanoestructurados, preferiblemente hidrogeles
de agarosa de tipo VII, (FAH).

Composicion para su uso en el control del sangrado segun la reivindicacion 1, en la que la composicion es
para su uso como selladores y/o hemostaticos de tejidos biolédgicos.

Composicion para su uso en el control del sangrado segun la reivindicacion 1, en la que la composicion es
para su uso como adyuvante a la hemostasia en laparotomia o cirugia laparoscopica, en cirugia ortopédica,
traumatismo (laceracion del bazo o cirugia hepatica) o heridas de gran tamafio de encamado.

Composicion para su uso en el control del sangrado segun la reivindicacion 1, en la que la composicion es
para su uso como tratamiento adyuvante y/o primario en el sangrado moderado.

Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la composicion son
hidrogeles de fibrina y agarosa nanoestructurados celularizados, preferiblemente hidrogeles de agarosa de
tipo VII, (c-NFAH).

Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la composicion son
hidrogeles de fibrina y agarosa no nanoestructurados o prenanoestructurados celularizados,
preferiblemente hidrogeles de agarosa de tipo VII, (c-FAH).

Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la composicion son
hidrogeles de fibrina y agarosa nanoestructurados acelularizados (sin células), preferiblemente hidrogeles
de agarosa de tipo VII, (a-NFAH).

Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la composicion son

hidrogeles de fibrina y agarosa no nanoestructurados o prenanoestructurados acelularizados (sin células),
preferiblemente hidrogeles de agarosa de tipo VII, (a-FAH).
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Factores de inflamacion en reseccion hepatica de 0,5 cm
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Analisis histolégico de reseccion hepatica de 0,5 cm
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Analisis histologico de reseccion hepatica de 1,5 cm
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