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DESCRIPCION
Dispositivo mejorado para el cuidado de heridas
Campo de la invencion

La presente descripcion se refiere a hidrogeles antimicrobianos. Especificamente, se refiere a una composicién de
hidroge! anfifilico antimicrobiano para su uso en la hemostasia de una herida. El hidrogel antimicrobiano se puede
presentar como una dispersion.

Antecedentes de la invencion

La infeccién de una herida que afecte a la piel o los tejidos cercanos a una herida, interfiere con el proceso de
curacién y puede causar enfermedades sistémicas. Hoy en dia, la terapia con antibioticos es el tratamiento mas
comun para tratar la infeccion de heridas. Durante muchos afios, dichas rutinas de terapia con antibiéticos no solo
han demostrado causar efectos secundarios sistémicos en los pacientes, sino que también han provocado un rapido
aumento de las infecciones graves causadas por bacterias resistentes a los antibiéticos.

La hemostasia 0 hemostasis es el proceso del cuerpo para prevenir y detener el sangrado. La hemostasia implica la
coagulacién de la sangre y la formulacion de coagulos sanguineos para detener el sangrado. En el cuidado de las
heridas es conocido el uso de hemostaticos de colageno microfibrilar para acelerar la formacién de coagulos
sanguineos. El colageno microfibrilar esta disponible en forma de lamina, polvo y esponja.

Los apositos para heridas disponibles en el mercado, tales como Mepilex® o Mepilex-Ag® (comercializados por Mdinlycke
Health Care) incorporan capas blandas de apésito superabsorbentes que comprenden plata como agente antimicrobiano.
La plata se libera en la herida y destruye los microbios al dafiar la pared celular o inhibir la reproduccion del microbio. Muchos
otros apositos para heridas incorporan moléculas antimicrobianas tales como la clorhexidina, o se utilizan antibidticos
convencionales, tales como la penicilina, para prevenir la adhesién o la infeccion bacteriana en el lugar de la herida. Sin
embargo, los compuestos anteriores tienen un uso limitado debido a su espectro de actividad limitado, su citotoxicidad para
las células humanas, y la posibilidad de desarrollar resistencia a los antimicrobianos después de solo un breve periodo.
Ademas, la liberacién de plata en el sistema acudtico tiene efectos ambientales perjudiciales. Segun los desinfectantes
alternativos para el agua potable: bromo, yodo y plata. Organizacion Mundial de la Salud; 2018 “En base al valor medio mas
bajo de L(E)Cse de los principales organismos ambientales, tanto la sal de plata como las nanoparticulas de plata se
clasificarian como 'muy tdxicas para los organismos acuaticos', segun la Directiva 93/67/CEE de la UE (CEC, 1996)”

En general, los dispositivos para el cuidado de heridas, tales como los mencionados anteriormente, que pueden
tener caracteristicas antibacterianas, simplemente recogen o absorben sangre.

El documento WO 2019/074422 A1 (AMFERIA AB) del 18 de abril de 2019, describe un hidrogel anfifilico antimicrobiano.
El hidrogel del documento WO 2019/074422 A1 se describe como un material sélido singular adecuado para su uso como
dispositivo antimicrobiano para el cuidado de heridas, especialmente en infecciones resistentes a los antibiéticos. Este
documento no se refiere a la hemostasia ni a las heridas sangrantes. Las composiciones mejoradas y los nuevos usos
del material pueden mejorar las alternativas para el cuidado de heridas para el personal médico y los pacientes.

Los dispositivos que tienen un efecto antimicrobiano y hemostatico combinado serian ventajosos.
Resumen de la invencion

En consecuencia, la presente invencion busca preferiblemente mitigar, aliviar o eliminar una o mas de las deficiencias
identificadas anteriormente en la técnica por separado o0 en cualquier combinacién, y resuelve al menos los problemas
mencionados anteriormente, al proporcionar una composicién de hidrogel anfifilico antimicrobiano para su uso en la
hemostasia de una herida, que comprende: un primer componente anfifilico reticulable, siendo el primer componente
anfifilico, en su estado quimicamente reticulado, un cristal liquido liotrépico, y teniendo una nanoestructura ordenada de
dominios hidrofobos e hidréfilos, comprendiendo el hidrogel un agente antimicrobiano unido covalentemente a los dominios
hidréfilos y/o hidréfobos, en donde el agente antimicrobiano es un péptido antimicrobiano que comprende menos de 20
aminoacidos y que comprende una secuencia de aminoacidos con al menos un 90 % de identidad con RRPRPRPRP.

Sorprendentemente, se ha demostrado que la composicion tiene un efecto hemostatico.

A diferencia de otros dispositivos hemostaticos antimicrobianos, el hidrogel anfifilico no es biodegradable y los agentes
antimicrobianos estan unidos covalentemente al hidrogel, lo que significa que no lixiviara en la herida hidrogel y/o
agentes antimicrobianos, y es estable a largo plazo. Sorprendentemente, en lugar de modificar un dispositivo de
colageno microfibrilar, los presentes inventores han utilizado un nuevo material que parece tener un efecto
antimicrobiano y hemostatico combinado. Ademas, la provision de un material anfifilico antimicrobiano permite que el
material absorba sustancias tanto hidréfobas como hidréfilas, tales como las toxinas bacterianas liberadas por las
bacterias moribundas. Los dominios pequefios y repetitivos permiten, ademas, que una mayor densidad de agentes
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antimicrobianos se encuentre presente en la superficie del hidrogel. En comparacion con los dispositivos hemostaticos
antimicrobianos anteriores, el presente hidrogel anfifilico es capaz de hincharse significativamente desde un estado
humedo y, por lo tanto, el exudado sanguineo y la sangre pueden absorberse en el hidrogel.

Ademas, se proporciona una composicion de hidrogel antimicrobiano para su uso en la hemostasia de una herida, en
donde el agente antimicrobiano es un péptido antimicrobiano derivado de una proteina rica en prolina y arginina con
repeticiones de leucina en su extremo, PRELP (por sus siglas en inglés), tal como un péptido antimicrobiano con una
identidad del 95 % con RRPRPRPRP. Se ha demostrado que tales proteinas son similares a LL-37 derivado de la
catelicidina humana, con respecto a varios aspectos, tales como la carga neta y la eficacia antimicrobiana (Malmsten, M.
y col., Highly Selective End-Tagged Antimicrobial Peptides Derived from PRELP, PLoS ONE, 2011, 6(1): e16400.
doi:10.1371/journal.pone.0016400). Sin embargo, se ha demostrado anteriormente que LL-37 no afecta a la coagulacién
plasmatica (Harm, S. y col., Blood Compatibility: An Important but often forgotten Aspect of the Characterization of
Antimicrobial Peptides for Clinical Application, Int. J. Mol. Sci. 2019, 20, 5426; doi:10.3390/ijms20215426).

Se proporciona un péptido antimicrobiano derivado de una proteina rica en prolina y arginina con repeticiones de
leucina en su extremo, PRELP, para su uso en la hemostasia de una herida, en donde el agente antimicrobiano es
un péptido antimicrobiano que comprende menos de 20 aminoacidos y que comprende una secuencia de
aminoacidos con al menos un 90 % de identidad con RRPRPRPRP.

Otras realizaciones ventajosas se describen en las reivindicaciones de patente adjuntas y dependientes.
Breve descripcion de los dibujos

Estos y otros aspectos, caracteristicas y ventajas de los que es capaz la invencién resultaran evidentes y se
aclararan a partir de la siguiente descripcion de las realizaciones de la presente invencién, haciendo referencia a
los dibujos adjuntos, en los que

la Figura 1 es un esquema de sintesis del copolimero tribloque Pluronic® modificado con diacrilato, en donde X e
Y se refieren al nimero de grupos PEO y PPO.

La Figura 2 muestra el esquema de reaccién de la unién covalente de péptidos antimicrobianos al copolimero
tribloque Pluronic F-127 modificado con diacrilato mediante activacién por EDC/NHS.

La Figura 3 muestra una prueba de inhibicién de zona del hidrogel antimicrobiano frente a las muestras de control. La
Figura 3a muestra un hidrogel anfifilico de control negativo sin AMP; la Figura 3b muestra un hidrogel anfifilico con
AMP absorbidos solo fisicamente; la Figura 3c muestra un hidrogel antimicrobiano anfifilico segin un aspecto, en
donde los AMP estan unidos covalentemente al hidrogel anfifilico. La zona de inhibicién es la regiébn mas oscura y se
puede ver que se extiende mas alla del area del hidrogel (el elemento circular central), mientras que en la Figura 3C
la zona de inhibicién esta directamente debajo del hidrogel, lo que indica que no se ha lixiviado AMP del hidrogel.

La Figura 4 muestra un esquema de AMP ligado covalentemente a un hidrogel anfifilico reticulado quimicamente
con una nanoestructura hexagonal normal ordenada, repetitiva, alineada e impresa en 3D.

La Figura 5 muestra los resultados de una prueba de estabilidad de almacenamiento en solucién salina tamponada
con fosfato (PBS, por sus siglas en inglés). En la Figura 5a se puede ver la proporcidon de células muertas (S.
aureus) para un hidrogel anfifilico de control y un hidrogel anfifilico antimicrobiano. La Figura 5b muestra la
cobertura superficial total encontrada en los hidrogeles. El asterisco (*) indica una diferencia significativa en
comparacién con la muestra de control, con un nivel de confianza del 95 %.

La Figura 6 muestra los resultados de una prueba de estabilidad en suero en donde los hidrogeles se expusieron a
un 20 % de suero humano. Los hidrogeles se extrajeron del suero en los tiempos indicados en el eje x. La proporcién
de células muertas (S. aureus) en la superficie de los hidrogeles se determiné mediante |a tincién de vivas/muertas
y se encuentra en el eje y. En cada punto temporal, excepto a los 5 dias, hubo una diferencia significativa con un
nivel de confianza del 95 % entre las superficies activadas en comparacién con el control. Cada barra esta
compuesta de imagenes tomadas de cuatro muestras.

La Figura 7 muestra el resultado del experimento de coagulacién sanguinea (Experimento 1). La figura muestra,
para dos donantes, el nimero de plaquetas después de la incubacién de sangre entera a 37 ° durante 60 minutos
para; sangre inicial, sangre incubada sin contacto con el hidrogel, contacto con el hidrogel anfifilico, sangre incubada
con el hidrogel anfifilico antimicrobiano. Los datos representan la media * el error estandar de la media para n = 4.

La Figura 8 muestra particulas de control y activadas por AMP colocadas sobre placas de agar esparcidas con S.
aureus y cultivadas durante la noche (aproximadamente 15 horas). La regién A es la region de control (hidrogel sin
AMP}) y la regién B son las particulas de hidrogel activadas por AMP.

La Figura 9 muestra un diagrama esquematico de un dispositivo de pulverizacion segn un aspecto.
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La Figura 10 muestra una imagen de las pruebas de coagulacién sanguinea (Experimento 1) con sangre humana
en hidrogeles anfifilicos con y sin AMP. De izquierda a derecha: sangre del donante 1 en hidrogel sin AMP, sangre
del donante 1 en hidrogel con AMP, sangre del donante 2 en hidrogel sin AMP, sangre del donante 2 en hidrogel
con AMP. La sangre coagulada se puede ver claramente en los dos hidrogeles con muestras de AMP.

Descripcion detallada

La siguiente descripcion de la presente invencion describe hidrogeles anfifilicos antimicrobianos, usos de hidrogeles
anfifilicos antimicrobianos en el cuidado de heridas, y composiciones que comprenden dichos hidrogeles anfifilicos
antimicrobianos. El hidrogel antimicrobiano comprende un primer componente anfifilico reticulable. En su estado
reticulado, el componente anfifilico da como resultado un hidrogel que comprende una estructura ordenada de
dominios hidréfilos e hidrofobos. El hidrogel antimicrobiano comprende, ademas, un agente antimicrobiano ligado
covalentemente a los dominios hidrofilos y/o hidréfobos repetitivos del hidrogel reticulado. Los detalles sobre los
métodos de fabricacion del hidrogel anfifilico y sus beneficios se detallan en el documento WO 2019/074422 A1.

La nanoestructura ordenada repetitiva del hidrogel anfifilico comprende dominios hidréfobos-hidréfilos repetitivos y
alternos. La morfologia y la estructura especifica de los dominios hidréfobos-hidréfilos se discuten a continuacién. El
hidrogel comprende una nanoestructura ordenada y repetitiva en todo el hidrogel, es decir, no solo en la superficie del
hidrogel. El hidrogel reticulado es sélido. La reticulacién intermolecular bloquea irreversiblemente la estructura
ordenada y da como resultado un hidrogel que tiene una alta integridad y es mecanicamente resistente.

El hidrogel antimicrobiano es especialmente adecuado para aplicaciones de cuidado de heridas debido a la
nanoestructura ordenada y repetitiva que conduce a una provision ordenada y repetitiva de agentes antimicrobianos
en la piel o la superficie de la herida. Ademas, los agentes antimicrobianos se inmovilizan mejor, lo que conduce a
un mejor rendimiento a largo plazo.

Se puede considerar que el hidrogel forma un sustrato sobre el que pueden inmovilizarse agentes antimicrobianos. El
hidrogel es, en su estado reticulado, autoportante y tridimensional. En general, el hidrogel es sustancialmente no
degradante en condiciones fisiologicas. Es decir, el hidrogel no es biodegradable, sustancialmente no se degrada por las
condiciones quimicas o enzimaticas que se encuentran en las condiciones in vitro e in vivo relevantes. Por ejemplo, el
hidrogel no se degrada en presencia de sangre, sudor, orina u otros fluidos biologicos. Ademas, el hidrogel es
sustancialmente no degradante, es decir, es estable y permanece sélido en entornos de un pH relativamente bajo o alto.

El hidrogel puede formar una primera capa sustancialmente uniforme a la que se unen covalentemente los agentes
antimicrobianos. Los agentes antimicrobianos pueden unirse covalentemente a al menos los dominios hidréfilos repetitivos
del hidrogel en toda la capa. Pueden proporcionarse dentro de la capa, y no solo en la superficie del hidrogel. Esta es una
mejora significativa en comparacion con las técnicas de modificacién de la superficie de un hidrogel u otro sustrato, que
conducen solo a la inmovilizacién de la superficie de los agentes antimicrobianos. Los dominios pequefios y repetitivos
permiten, ademas, que una mayor densidad de agentes antimicrobianos esté presente en la superficie del hidrogel.

La estructura repetitiva y ordenada de los dominios hidrofilos e hidrofobos se ordena al menos a nanoescala y, como se
analizara mas adelante, se puede ordenar a mayor escala, micro o macroescala, en funcién de las técnicas de produccion.
Los términos “ordenado” y “repetitivo” se refieren al hidrogel con una periodicidad definida. A diferencia de los hidrogeles
basados en carbohidratos, polisacaridos u otras moléculas no anfifilicas, la nanoestructura del hidrogel, tal como se
describe en la presente memoria, tiene una nanoestructura ordenada y repetitiva, y no esta reticulada al azar. El hidrogel
es anfifilico. Tras la reticulacion, el hidrogel anfifilico es un hidrogel anfifilico quimicamente reticulado.

La nanoestructura ordenada y repetitiva da como resultado agentes antimicrobianos ligados covalentemente al
hidrogel con una orientacién definida. Si los propios agentes antimicrobianos son anfifilicos, entonces el agente
antimicrobiano se inmoviliza adicionalmente de manera més eficaz en la superficie y dentro del hidrogel. La
anfifilicidad del hidrogel también permite la absorcion tanto de soluciones acuosas como no acuosas.

Como se indicé anteriormente, a diferencia de un hidrogel con un tratamiento de superficie para definir una quimica
de superficie, el hidrogel de la presente descripcién tiene una nanoestructura repetitiva y ordenada tanto en la
superficie como dentro del volumen del hidrogel. Esto conduce a una mejor inmovilizacién de los agentes
antimicrobianos tanto en la superficie como dentro del hidrogel.

El hidrogel antimicrobiano puede formarse mediante |a reticulacién quimica de materiales anfifilicos organicos, tales
como copolimeros reticulables, surfactantes reticulables, proteinas reticulables, péptidos reticulables y lipidos
reticulables. “Reticulable”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere al enlace covalente de moléculas
entre si usando grupos quimicos reactivos presentes en las moléculas. El proceso de reticulacion quimica se puede
catalizar utilizando luz, tal como luz ultravioleta, calor u otros catalizadores quimicos tales como enzimas. La
reticulacién covalente del hidrogel no es reversible. La reticulaciéon covalente no se degradara ni se desintegrara a
temperaturas elevadas. La reticulacion covalente también es estable frente a las variaciones de pH.
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El primer componente anfifilico del hidrogel puede ser un polimero anfifilico reticulable. Un material anfifilico tipico
y adecuado es un poloxdmero modificado con diacrilato, tal como 6xido de polietileno-6xido de polipropileno-6xido
de polietileno (DA-PEOx-PPOy-PEOx, donde x e y se refieren al niumero de grupos PEO y PPO presentes
respectivamente), como se describe en la seccién experimental a continuacion. Especificamente, el material
anfifilico puede ser los copolimeros tribloque anfifilicos, 0xido de polietileno(100)-0xido de polipropileno(70)}-0xido
de polietileno(100) (Pluronic® F127 - BASF Corporation), 6xido de polietileno(30)-6xido de polipropileno(70)-6xido
de polietileno(30) (Pluronic® P123 - BASF Corporation).

Como se indicé anteriormente, el componente anfifilico puede ser un derivado de diacrilato de un copolimero tribloque,
permitiendo asi que el copolimero se reticule quimicamente. En la seccién experimental que sigue se proporciona un proceso
para la modificacién del diacrilato. La modificacion se puede realizar mediante la reaccién de un copolimero anfifilico tribloque
con cloruro de acriloilo para formar un derivado de diacrilato. Pueden ser posibles otros métodos para formar polimeros
anfifilicos reticulables, tales como la formacién de derivados de metacrilato o mediante puentes carboxilico-amina.

El polimero anfifilico reticulable puede, en presencia de agua, autoensamblarse para formar nanoestructuras
ordenadas, denominadas cristales liquidos liotrépicos (LLC, por sus siglas en inglés). En su forma reticulada, es
decir, después de la reticulacion, el hidrogel puede considerarse un cristal liquido liotrépico (LLC) quimicamente
reticulado. Se puede considerar que la reticulacidon del polimero anfifilico forma un cristal liquido liotropico
polimerizado (PLLC, por sus siglas en inglés) con una estructura bien definida.

Un hidrogel reticulado no sélido puede tener una estructura de agregados micelares esféricos en un rango de
tamafio de 2 a 100 nm dispuestos aleatoriamente a lo largo del hidrogel, denominado sistema micelar normal,
denominado en forma abreviada, Li. Dicho hidrogel micelar normal puede comprender de aproximadamente el 1 %
a aproximadamente el 19 % (% en peso) de polimero anfifilico, y de aproximadamente el 99 % a aproximadamente
el 81 % (% en peso) de agua. Generalmente, este sistema no forma un gel solido reticulado, sin embargo, en ciertos
casos, tales como entre el rango del 15 al 19 % (% en peso) de concentracién de polimero anfifilico, el sistema
puede existir como un solido reticulado con caracteristicas mecanicas muy blandas vy flexibles.

El hidrogel puede tener una estructura de agregados micelares esféricos en el rango de tamafio de 2 a 100 nm,
dispuestos en una disposicién ordenada y de cristal liquido liotrépico de forma cubica, conocida como sistema
cubico micelar normal, denominado en forma abreviada |1, con una disposicion primitiva (P...) o una disposicién
centrada en el cuerpo (B...) o una disposicion centrada en la cara (F...) de estructuras micelares en una red cubica.
Un ejemplo de una estructura cubica micelar normal con una simetria cristalina /m3 m puede comprender de
aproximadamente el 20 % a aproximadamente el 65 % (% en peso) de polimero anfifilico, y de aproximadamente
el 80 % a aproximadamente el 35 % (% en peso) de agua. Otro ejemplo de composicién para obtener un sistema
cubico micelar normal con una disposicion primitiva de las estructuras micelares en una red cibica es el 65 % (%
en peso) de agua, el 10 % (% en peso) de butanol, y el 25 % (% en peso) de polimero anfifilico.

El hidrogel puede tener una estructura de agregados micelares esféricos en el rango de tamafio de 2 a 100 nm,
dispuestos en una disposicion ordenada de cristal liquido liotrépico, de forma cubica bicontinua, conocida como
sistema cubico micelar con una estructura cristalina Pn3m. Dicho sistema cubico micelar bicontinuo con una
estructura cristalina Pn3 m puede comprender de aproximadamente el 25 % a aproximadamente el 65 % (% en
peso) de polimero anfifilico, y de aproximadamente el 75 % a aproximadamente el 35 % (% en peso) de agua. Otro
ejemplo de composicion para obtener una estructura de LLC de este tipo, es entre el 33 y el 38 % (% en peso) de
agua, y el resto compuesto por una especie anfifilica o un polimero anfifilico.

El hidrogel puede tener una estructura de agregados micelares esféricos en el rango de tamario de 2 a 100 nm, dispuestos
en una disposicién ordenada de cristal liquido liotrépico, de forma cubica bicontinua, conocida como sistema cubico
micelar con una estructura cristalina /a3d. Un ejemplo de composicién para obtener una estructura de LLC de este tipo
es del 13 al 32 % (% en peso) de agua, y el resto compuesto por la especie anfifilica o el polimero anfifilico.

El hidrogel puede tener una estructura de agregados micelares cilindricos con un diametro de cilindros en el rango de
tamafio de 2 a 100 nm, dispuestos en un cristal liquido liotropico ordenado, de geometria hexagonal, denominado
sistema hexagonal normal. En un sistema hexagonal normal de este tipo, el polimero anfifilico puede estar presente
en de aproximadamente el 30 % a aproximadamente el 80 % (% en peso), y el agua puede estar presente en de
aproximadamente el 60 % a aproximadamente el 20 % (% en peso), con o sin cantidades menores de disolventes
organicos. Dicho sistema micelar hexagonal normal puede comprender de aproximadamente el 35% a
aproximadamente el 40 % (% en peso) de polimero anfifilico, aproximadamente el 50 % (% en peso) de agua, y de
aproximadamente el 10 % a aproximadamente el 15 % (% en peso) de disolvente organico.

El hidrogel antimicrobiano también puede tener una nanoestructura ordenada y reticulada quimicamente de las siguientes
estructuras, con una geometria neutra y curvatura cero; los agregados micelares en forma de lamina con una distancia
entre laminas adyacentes estan en el rango de 2 a 100 nm, dispuestos como cristal liquido liotropico, geometria laminar
denominada sistema laminar. Dicho sistema laminar puede comprender entre el 20 y el 80 % (% en peso) de moléculas
anfifilicas, entre el 15 y el 60 % (% en peso) de una solucién acuosa, y entre el 0 y el 25 % (% en peso) de disolventes
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organicos, tales como el butanol. Un ejemplo de composicion para obtener una LLC lamelar es un 20 % de polimero
anfifilico, un 55 % (% en peso) de agua, y un 25 % (% en peso) de disolvente organico, tal como butanol.

Las nanoestructuras de cristal liquido micelares y liotropicas del hidrogel antimicrobiano pueden comprender liquidos
acuosos tales como agua como dominio continuo y partes hidréfobas confinadas dentro de los agregados micelares. La
nanoestructura de cristal liquido micelar y liotropico puede comprender un liquido acuoso tal como agua confinada dentro
de los agregados micelares y un dominio continuo hidréfobo. Los liquidos acuosos incluyen, pero no se limitan a, agua,
soluciones salinas, sangre, sudor y otros posibles fluidos biolégicos. En su estado completamente himedo, también
conocido como hinchado, el hidrogel antimicrobiano puede absorber de hasta 3 a 4 veces su propio peso de liquidos
acuosos. Un estado completamente himedo/hinchado se refiere a la concentracién original (en peso) del hidrogel de una
solucion acuosa al 20-90 %, y de un 10-80 % de moléculas organicas anfifilicas, en funcién del tipo de estructura de LLC
reticulada que posean los hidrogeles. En su estado completamente seco, el hidrogel contiene uniformemente menos del
10 % en peso de solucion acuosa y, mas habitualmente, menos del 5 % de solucién acuosa en peso, en cuyo caso puede
absorber de hasta 8 a 10 veces la solucion acuosa de su propio peso. Tras la absorcion del liquido, el hidrogel antimicrobiano
se hincha y cambia de tamario. Sin embargo, la forma y la geometria de los hidrogeles se mantienen sustancialmente.

Debido a la anfifilicidad del hidrogel antimicrobiano, también puede absorber liquidos hidréfobos. En presencia del
disolvente hidréfobo cloroformo, el hidrogel completamente seco puede absorber un liquido hidréfobo, tal como
cloroformo, hasta de 20 a 30 veces su propio peso. Como anteriormente, un estado completamente seco se refiere a la
concentracion del hidrogel de menos del 5 % de solucién acuosa, y mas del 95 % de moléculas organicas anfifilicas en
peso. El estado completamente seco no se refiere a una red polimérica liofilizada, que no puede considerarse un hidrogel.

Las propiedades de absorcion de liquidos de los hidrogeles se pueden adaptar para absorber mas o menos agua o liquidos
hidréfobos. Esto se puede lograr mediante el uso de moléculas anfifilicas de diferentes proporciones de longitudes de cadena
en grupos hidrdéfilos e hidréfobos para formar el hidrogel. Por ejemplo, los grupos del copolimero de bloques anfifilicos DA-
PEO«-PPOy-PEO«-DA, donde x e y se refieren al nimero de PEQO y PPO, pueden poseer mas o menos grupos PEO o PPO.
Cantidades mas altas de grupos PEO que de grupos PPO pueden dar como resultado un hidrogel con una alta capacidad
de absorcién de agua, de hasta 3 a 8 veces su propio peso inicial. Por el contrario, un hidrogel con mas grupos PPO que
grupos PEQO absorbe menos agua, aproximadamente de 0,5 a 1,5 veces su peso inicial.

El agente antimicrobiano esta ligado covalentemente a los dominios hidréfilos y/o hidréfobos repetitivos. En el
hidrogel antimicrobiano, hay una pluralidad de moléculas antimicrobianas, cada una de las cuales esta ligada
covalentemente a al menos una parte de los dominios hidréfilos y/o hidrofobos periédicos y repetitivos.

Mas del 10 %, tal como mas del 50 %, o mas del 90 % del agente antimicrobiano presente en el hidrogel puede
unirse covalentemente al hidrogel. Esto da como resultado una mayor estabilidad y una reduccién de la lixiviacion
del agente antimicrobiano del hidrogel.

El agente antimicrobiano puede ser un agente antimicrobiano anfifilico. Es decir, la molécula antimicrobiana puede tener una
regién hidréfila y una regién hidrofoba. El agente antimicrobiano se puede seleccionar de manera que rompa la pared celular
bacteriana mediante fuerzas electrostaticas. El agente antimicrobiano puede ser una molécula polimérica antimicrobiana, tal
como biocidas poliméricos o un péptido antimicrobiano (AMP, por sus siglas en inglés). Los AMP generalmente interrumpen
0 inhiben el crecimiento y la proliferacién microbianos, al dafiar las membranas celulares de los microbios. Los AMP son
generalmente anfifilicos. Los AMP son generalmente péptidos de cadena corta, es decir, que consisten en 1 a 50
aminodacidos y pesos moleculares entre 1 y 50 kDa. Los AMP pueden ser AMP de cadena lineal, AMP ramificados y/o AMP
ciclicos. Generalmente, poseen una carga neta positiva y poseen regiones tanto hidréfilas como hidrofobas. Se sabe que la
estructura anfifilica cargada positivamente de los AMP permite que el péptido penetre en la membrana bacteriana cargada
negativamente. La pared celular comprometida conduce a la muerte celular. La naturaleza anfifilica de los AMP, en
combinacién con la nanoestructura ordenada y repetitiva del hidrogel, conduce a la orientacién y a una mayor inmovilizacién
de los AMP. Es decir, los AMP no se separan ni se liberan del hidrogel subyacente. Esto da como resultado que el hidrogel
antimicrobiano sea un sustrato no lixiviable para los agentes antimicrobianos. Un AMP puede estar unido covalentemente
tanto a un dominio hidréfilo como a un dominio hidréfobo del hidrogel anfifilico. Un AMP puede estar unido covalentemente
a dominios hidréfilos e hidrofobos adyacentes. El extremo N de un AMP puede estar unido covalentemente a los dominios
hidréfobos del hidrogel. El extremo C de un AMP puede estar unido covalentemente a los dominios hidréfilos del hidrogel.

Un AMP puede estar tanto unido covalentemente al hidrogel anfifilico como absorbido fisicamente en el hidrogel. Como
se muestra en la imagen situada mas a la derecha en la Figura 3B del documento WO 2019/074422 A1, incluso tras 3
semanas de lavado con etanol al 50 %, el hidrogel anfifilico no libera todo el AMP marcado con fluorescencia absorbido
fisicamente. Esto se debe a la anfifilicidad del hidrogel y a la interaccién del AMP con los dominios hidréfilos e hidréfobos
del hidrogel. Esto da como resultado un mayor rendimiento antimicrobiano y una estabilidad a largo plazo durante el uso.

El agente antimicrobiano puede ser plata (Ag). Por ejemplo, el agente antimicrobiano puede ser una nanoparticula
de plata inmovilizada dentro o sobre los dominios hidréfilos y/o hidrofobos repetitivos y ordenados del hidrogel. Se
sabe que la plata tiene la desventaja de aumentar la toxicidad para las células mamiferas y tiene efectos
ambientales perjudiciales si, por ejemplo, se libera en el sistema acuatico; sin embargo, también es generalmente
un agente antimicrobiano de menor coste en comparacién con un AMP.
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No seria evidente para el experto en la técnica que los grupos carboxilo estuvieran presentes en el hidrogel anfifilico.
Por lo tanto, no hay ninguna razén como tal para intentar unir covalentemente un AMP al hidrogel anfifilico, sin
modificaciones adicionales al hidrogel.

La inmovilizacién se logra generalmente mediante los enlaces covalentes entre los grupos carboxilo en los dominios
hidréfilos del hidrogel. En el caso de que el agente antimicrobiano sea un péptido antimicrobiano, se forman fuertes enlaces
amida entre el AMP y los dominios hidrofilos repetitivos del hidrogel. EIl AMP puede ligarse covalentemente al hidrogel
mediante la activacion de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil} carbodiimida (EDC)-N-hidroxisuccinimida (NHS) de los grupos
carboxilo presentes en los dominios hidrofilos del hidrogel. El esquema de reaccion para dicha unién covalente de los AMP
mediante la activacién de EDC/NHS se puede ver en la Figura 2. Ademas, los AMP u otros agentes antimicrobianos pueden
absorberse fisicamente en el hidrogel, sin embargo, en tal caso, no hay un enlace covalente del agente antimicrobiano a las
regiones hidrofilas o hidréfobas del hidrogel. Sin embargo, los agentes antimicrobianos ligados de forma no covalente son
propensos a una degradacion y a una lixiviacion/liberacion relativamente mas rapidas del hidrogel. En la prueba de inhibicién
de zona mostrada en la Figura 3, se puede observar que los AMP absorbidos fisicamente tienden a lixiviarse/liberarse del
hidrogel, mientras que los AMP ligados o unidos covalentemente no se lixivian.

El AMP, u otro agente antimicrobiano anfifilico, tiene una regién hidréfoba que interactiia con las regiones hidréfobas
ordenadas y repetitivas del hidrogel. Esto conduce a una mejor orientaciéon y a una mejor inmovilizacién del agente
antimicrobiano. De este modo, la estabilidad y la resistencia a la degradacién de los AMP aumentan, al tiempo que se
disminuye o se elimina la liberacién de los AMP al entorno circundante, debido a que el hidrogel tiene dominios hidréfilos
e hidréfobos ordenados y repetitivos. Se afirma que dicha arquitectura mejora la estabilidad y la actividad de los AMP.

Como se muestra en la seccién de experimentacion a continuacién, el hidrogel antimicrobiano es capaz de destruir hasta el
99,99 % de las bacterias. Sin pretender imponer ninguna teoria, otro beneficio es que los dominios hidréfilos del hidrogel
antimicrobiano son capaces de atraer las bacterias cargadas negativamente y, por lo tanto, destruirlas eficazmente. En las
aplicaciones para el cuidado de heridas, esto también puede conducir a la eliminacién de bacterias muertas y/o adheridas
mediante la extraccién de un aposito para heridas que contenga el hidrogel antimicrobiano. Los resultados experimentales
para bacterias grampositivas y gramnegativas sugieren que el hidrogel antimicrobiano también es capaz de destruir las
cepas de bacterias resistentes a los farmacos, tal como el SARMy la E. coli multirresistente a los farmacos (MDR).

Como se muestra en la seccidn experimental, el péptido antimicrobiano puede ser uno o mas de los siguientes;
RRPRPRPRPRPWWWW-NH2 (RRPOWA4N, Red Glead Discovery AB, Lund, Suecia), RRPRPRPRPRP-NH2 (RRP9N, Red
Glead Discovery AB, Lund, Suecia), RRPRPRPRPWWRP-NH2 (RRP7W4RPN, Red Glead Discovery AB, Lund, Suecia),
RRPRPRPRPWWRP-NH2 (RRP5W2RPW2RPN, Red Glead Discovery AB, Lund, Suecia). Las secuencias para
RRP9W4N, RRPON, se proporcionan en el documento WO 2012/033450 A1. Las secuencias para RRP7W4RPN y
RRP5W2RPW2RPN se proporcionan en el documento WO 2019/074422 A1. El péptido antimicrobiano es un péptido
antimicrobiano que comprende menos de 20 aminoacidos que comprende una secuencia de aminoacidos con al menos el
90 %, opcionalmente el 95 %, de identidad con la secuencia de amino&cidos RRPRPRPRP (secuencia proporcionada en el
documento WO 2012/033450 A1) y, opcionalmente, un tramo de al menos tres residuos consecutivos de triptéfano o
fenilalcalina adjuntos al extremo C o N, o entre ellos. El péptido antimicrobiano puede comprender una amidacion en el
extremo N. El péptido antimicrobiano puede ser un péptido antimicrobiano que comprenda un tramo de al menos uno, tal
como al menos tres, aminoacidos hidréfobos, tales como fenilalanina o residuos de triptéfano, que formen una region
hidréfoba. La region hidréfoba permite la interaccién con las regiones hidréfobas del hidrogel. Sin embargo, otros péptidos
antimicrobianos pueden ser adecuados para su uso como agente antimicrobiano.

El agente antimicrobiano puede ser un AMP derivado sintéticamente como los del parrafo anterior, o derivado
biolégicamente. Los AMP derivados biolégicamente pueden derivarse de proteinas cinindgenas, de una proteina rica en
prolina y arginina con repeticiones de leucina en su extremo (PRELP), proteinas del factor de crecimiento, proteinas del
sistema de coagulacién, factor de complemento C3a, factor von Willebrand, vitronectina, superdxido dismutasa, proteinas
pridnicas, inhibidor de la proteina C, fibronectina, laminina, quimiocinas y glicoproteina rica en histidina. Algunos ejemplos
de AMP derivados biologicamente son el péptido LL-37 derivado de catelicidina humana y el pentahidrocloruro de
omiganan. Todos estos péptidos pueden potencialmente incorporarse al hidrogel unidos covalentemente o absorbidos
fisicamente. Por si solos o junto con otros péptidos. El agente antimicrobiano puede ser un derivado de LL-37 con menos
de 37 aminoacidos, es decir, una longitud inferior a la del LL-37 de tipo silvestre. El agente antimicrobiano es
preferiblemente un péptido derivado de una proteina rica en prolina y arginina con repeticiones de leucina en su extremo
(PRELP). Preferiblemente, el agente antimicrobiano es comparable a LL-37 en cuanto a su carga y eficacia
antimicrobiana. Como se describe en la seccidn experimental, el agente antimicrobiano es preferiblemente RRP9W4, que
es un péptido derivado de PRELP, comparable a LL-37 con respecto a la eficacia antimicrobiana y la carga neta.

El agente antimicrobiano se puede unir al hidrogel mediante una variedad de procesos. Como se muestra en la
seccion experimental, el agente antimicrobiano se puede unir mediante la inmersién del hidrogel en una solucién
que comprenda el agente antimicrobiano. Se puede aplicar un agente antimicrobiano sustancialmente a la superficie
del hidrogel mediante un proceso de aplicacion superficial, en lugar de por inmersién. Una solucién que comprende
el agente antimicrobiano puede depositarse sobre la superficie del hidrogel. Se puede rociar sobre el hidrogel una
solucién que comprenda el agente antimicrobiano. Como se muestra en la seccién experimental, la cantidad de
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agente antimicrobiano requerida para la activacion antimicrobiana de la superficie, generalmente se reduce
significativamente mediante la deposicion y la pulverizacién, en comparacion con la inmersion. Esto se debe a que
la mayor parte del hidrogel no se activa con un agente antimicrobiano.

Ademas del agente antimicrobiano, el hidrogel puede comprender al menos un agente terapéutico. Debido a los dominios
hidréfilos e hidréfobos ordenados y repetitivos del hidrogel, el agente terapéutico puede ser hidréfobo, hidréfilo o anfifilico,
polar o no polar. El hidrogel antimicrobiano puede alojar un agente o agentes terapéuticos hidréfobos en el dominio hidréfobo,
mientras que los dominios hidréfilos alojaran un agente o agentes terapéuticos hidréfilos. Un agente terapéutico puede ser,
pero no se limita a, moléculas de farmacos o biomoléculas pequefias, tales como péptidos o proteinas con propiedades
antiinflamatorias, antibiéticas o anticancerigenas. Esta propiedad de liberacion selectiva de agentes terapéuticos a partir de
los hidrogeles antimicrobianos puede usarse, ademas de sus propiedades antimicrobianas, en dispositivos médicos, tales
como para el cuidado y la curacién de heridas, u otras aplicaciones antimicrobianas o de liberacion de farmacos. Al menos
un agente terapéutico puede estar unido covalentemente o absorbido fisicamente a los dominios hidréfobos y/o hidréfilos
del hidrogel antimicrobiano. Se puede proporcionar una pluralidad de agentes terapéuticos al hidrogel. En tales casos, un
primer agente terapéutico puede unirse covalentemente al hidrogel, y un segundo, tercer, etc. agente terapéutico puede
absorberse fisicamente. A diferencia del agente antimicrobiano, no es necesario que el al menos un agente terapéutico esté
inmovilizado sobre o dentro del hidrogel, sino que puede libremente lixiviarse sustancialmente de la superficie.

El hidrogel antimicrobiano no se adhiere ni se pega a superficies biologicas como la piel o el lecho de una herida. Esto
conduce a un rendimiento mejorado en una variedad de aplicaciones. Un articulo para el cuidado de heridas, como un
aposito para heridas, debe ser blando y poder absorber el exceso de exudado de la herida, con el fin de contener la
infeccion y evitar que el entorno de la herida albergue microbios. El hidrogel antimicrobiano se puede utilizar como aposito
para heridas para absorber los exudados incontrolables liberados por una piel comprometida. Los exudados de las
heridas pueden contener pus, sangre, agua y sudor. Debido a las altas y versatiles propiedades de absorcién del hidrogel
antimicrobiano en combinacién con las propiedades antimicrobianas, es especialmente adecuado como articulo para el
cuidado de heridas. El hidrogel antimicrobiano absorbe sustancialmente la misma cantidad de agua en comparacioén con
un hidrogel que comprende un componente anfifilico, pero sin un agente antimicrobiano ligado covalentemente al mismo.
Por lo tanto, el hidrogel antimicrobiano tiene suficiente capacidad de absorcién del exudado de la herida, incluso cuando
comprende un agente antimicrobiano. Ademas, la anfifilicidad del hidrogel antimicrobiano permite que el material absorba
sustancias tanto hidréfobas como hidréfilas, tales como las toxinas bacterianas liberadas por las bacterias moribundas.

El hidrogel anfifilico antimicrobiano se puede preparar como una dispersion de particulas en un medio continuo, ya que las
particulas pueden estar presentes como una suspension de particulas en una solucién. El hidrogel anfifilico reticulado soélido
se puede procesar mediante trituracién o similares, para obtener una coleccién de particulas de hidrogel anfifilico. Las
particulas pueden tener un diametro de aproximadamente 0,01 mm a aproximadamente 0,5 mm. Como las particulas
pueden formarse, por ejemplo, mediante un proceso de trituracién, no es necesario que sean particulas esféricas regulares,
sino que pueden ser irregulares. Las particulas que sean mas pequefias que el rango identificado anteriormente, también
pueden obtenerse mediante otros métodos de produccion. Por ejemplo, es posible obtener particulas en el rango de tamario
de 10 nm a 1 ym de diametro, mediante un método de dispersion, tal como mediante sonicacién.

Un proceso adicional para obtener las particulas es dispersar primero el polimero no reticulado en una solucién,
antes de la reticulacion. Por ejemplo, el polimero anfifilico no reticulado se puede proporcionar a una solucién, p.
ej., agua que forme un LLC. El hidrogel LLC formado en el agua, puede entonces dispersarse rapidamente en una
solucién, p. ej., mediante mezcla con palas y, posteriormente, reticularse por UV. En resumen, el tamafio de las
particulas puede oscilar de 10 nm a 0,5 mm, en funcién del proceso utilizado para formar las particulas.

Las particulas pueden estar presentes en forma seca o pueden hincharse con, por ejemplo, una solucién acuosa. Las
particulas de hidrogel anfifilico pueden funcionalizarse posteriormente con un agente antimicrobiano, tal como un AMP.
Como se describié anteriormente, el agente antimicrobiano puede unirse covalentemente a al menos las regiones
hidréfilas del hidrogel. El agente antimicrobiano puede ser un agente antimicrobiano anfifilico unido a una regién tanto
hidréfila como hidrofoba del hidrogel. Las particulas de hidrogel anfifilico que estan funcionalizadas con un agente
antimicrobiano, tienen una mayor area superficial y se considera que son, p. €j., agentes antibacterianos mas eficaces,
ya que pueden exponer una pelicula bacteriana a una mayor parte de agente antimicrobiano que un hidrogel sélido plano.

Las particulas de hidrogel anfifilico pueden dispersarse en una soluciéon tal como una solucién acuosa. Por ejemplo,
las particulas de hidrogel anfifilico pueden dispersarse en una solucién salina. Como puede verse en la Figura 5, el
rendimiento del hidrogel antimicrobiano ha consistido en seguir teniendo un efecto antimicrobiano tras 10 semanas
en PBS. Las particulas de hidrogel anfifilico pueden dispersarse en un tampén biocompatible, es decir, un tampén
que no sea toxico para las células. A diferencia de muchos hidrogeles, debido a la anfifilicidad del hidrogel, las
particulas de hidrogel pueden dispersarse en una soluciéon no acuosa, tal como un disolvente no polar, tal como
sistemas basados en aceites esenciales y en combinacioén con alcohol.

Las particulas de la dispersién estan hinchadas, es decir, han absorbido la solucién. Sin embargo, a diferencia de
otras dispersiones de hidrogel, son realmente una suspensién de particulas de hidrogel discretas en una solucién,
y no simplemente un hidrogel. Un hidrogel a veces puede describirse en si mismo como una dispersion o suspension
en si misma, ya que algunos hidrogeles comprenden particulas discretas que se hinchan y forman en ellas el
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hidrogel. En este caso, la composicion comprende una pluralidad de particulas de hidrogel reticuladas separadas
entre si, y separadas del medio continuo, p. €j., una solucién acuosa.

La solucién y las particulas dispersas en una solucién se pueden pulverizar. Un dispositivo de pulverizacion puede
comprender un mecanismo de pulverizacién, tal como una bomba de pulverizacién manual, y una solucién que comprenda
una pluralidad de particulas de hidrogel anfifilicas como se describié anteriormente, en donde un agente antimicrobiano, tal
como un péptido antimicrobiano, se una covalentemente a las regiones hidréfilas y/o hidréfobas de las particulas.

Un dispositivo de pulverizacién se muestra esquematicamente en la Figura 9. El dispositivo comprende una solucién 100,
por ejemplo, una solucién acuosa, tal como una solucion salina. El dispositivo comprende, ademas, una membrana 200
que separa la solucién de una pluralidad de particulas 300 de hidrogel antimicrobiano. Antes de un primer uso, un proceso
500 de agitacion, tal como agitar el dispositivo, hace que la membrana 200 se desintegre y que las particulas de hidrogel
se propaguen en la solucién 100, formando una suspension de particulas 300 de hidrogel. Un dispositivo de este tipo
tiene una estabilidad de almacenamiento mejorada, ya que las particulas 300 de hidrogel no se almacenan en
suspension, sino que se mantienen por separado hasta que el dispositivo esté listo para su uso.

La pulverizacion del hidrogel anfifilico tiene ventajas en comparacion con la colocacién de una pieza sélida de
hidrogel sobre una herida. La cobertura se mejora, ya que las particulas pulverizadas pueden cubrir mejor una
superficie irregular que un material sélido. Ademas, el aerosol se puede utilizar para cubrir rapidamente una regién
de la herida sin que se mantenga en su lugar mediante vendajes adicionales, etc. Por lo tanto, el pulverizador puede
ser ideal para su uso como tratamiento de heridas agudas.

La composicion pulverizable de particulas de hidrogel anfifilico antimicrobiano es ademas un medio de recubrimiento
ideal para dispositivos quirdrgicos o médicos, como un stent, un catéter, un injerto de piel, una lente de contacto, articulos
de higiene personal, pafiales, un aposito para heridas, un apdsito para ostomia, una placa base para ostomia, una pelicula
para incisiones, una manta quirdrgica, un parche, un vendaje, una tirita, un esparadrapo, un adhesivo, una cinta adhesiva,
un apésito adhesivo, un esparadrapo adhesivo y un ap6sito medicinal, o cualquier combinacién de los mismos. Un
proceso de fabricacién o tratamiento para cualquiera de los dispositivos enumerados anteriormente puede comprender
una etapa de pulverizar las particulas de hidrogel anfifilico antimicrobiano sobre la superficie del dispositivo, y puede
incluir tratamientos posteriores, tales como secado, lavado o limpieza. La superficie pulverizada con las particulas puede
ser una superficie destinada a entrar en contacto con el cuerpo humano o con los fluidos corporales.

Sorprendentemente, los presentes inventores han descubierto que el hidrogel anfifilico antimicrobiano puede utilizarse
para inducir y/o mejorar la hemostasia de una herida. Por lo tanto, el hidrogel antimicrobiano puede utilizarse para
aumentar y/o acelerar la coagulacién sanguinea y/o la formacién de coagulos sanguineos en una herida. Como se
describe en la seccién experimental, y se muestra en la Figura 10, el hidrogel antimicrobiano formé coagulos
claramente visibles en comparacién con las muestras de control. La aceleracién de la hemostasia puede darse en
mamiferos, por ejemplo, la hemostasia de la sangre humana, como se muestra en el Experimento 1, puede acelerarse.

Como se describe en la secciéon de antecedentes, se conoce un hidrogel anfifilico antimicrobiano a partir del
documento WO 2019/074422 A1. Sin embargo, ese documento no menciona nada con respecto a los usos
adicionales del hidrogel anfifilico, méas alla del tratamiento antimicrobiano de las heridas. No hay ninguna sugerencia
de que el hidrogel antimicrobiano pueda utilizarse para acelerar el proceso de hemostasia. Ademas, no todas las
heridas sangran de manera que se produzca la hemostasia. Las heridas, como las quemaduras y las Ulceras por
presion, no sangran, pero son susceptibles a infecciones bacterianas y otras infecciones microbianas. Esta
distincién no parece tenerse en cuenta en el documento de referencia, ya que no se refiere a las heridas sangrantes.
Por lo tanto, la aplicacion terapéutica conocida del documento WO 2019/074422 A1, es decir, la prevencién o el
tratamiento de infecciones, no solo es diferente a la mejora o aceleracion de la hemostasia, sino que se refiere a
una poblacion general de pacientes con heridas, mas que a la poblacion objetivo especifica de heridas que sangran.

El hidrogel anfifilico antimicrobiano puede ser especialmente (til para inducir o acelerar la hemostasia en pacientes con
una coagulopatia, es decir, un trastorno hemorragico en el que la capacidad de coagulacién de la sangre esté alterada.

Como se muestra en la Figura 7, la accién hemostatica del hidrogel antimicrobiano es, de hecho, una interaccion
bioguimica con el cuerpo. El hidrogel por si solo no provoco una reduccién significativa ni sustancial en el recuento
de plaquetas en la muestra medida.

El hidrogel anfifilico antimicrobiano se puede utilizar para inducir simultaneamente la hemostasia e inhibir el
crecimiento de bacterias en y/o dentro de una herida. La combinacion de las caracteristicas confirmadas
experimentalmente de estabilidad sérica y un efecto hemostatico mejorado, hacen del hidrogel anfifilico
antimicrobiano un apésito ideal para inducir la hemostasia en una herida.

Un método para tratar una herida sangrante puede comprender: colocar sobre una herida sangrante un hidrogel anfifilico
antimicrobiano segun la presente descripcién; formando asi un coagulo de sangre en la interfaz entre el hidrogel anfifilico
antimicrobiano y la sangre; y, por lo tanto, limitando o dificultando sustancialmente el crecimiento de bacterias en la herida.
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La dispersion pulverizable de particulas de hidrogel anfifilico antimicrobiano puede utilizarse idealmente para un
tratamiento antimicrobiano y hemostatico combinado. Es decir, la dispersion pulverizable es ideal para su uso como una
composicién combinada antimicrobiana y hemostatica para el cuidado de heridas. Como las particulas de hidrogel tienen
una cobertura superficial mejorada de formas irregulares, lo cual es comun en una herida, se espera que las particulas
de hidrogel tengan efectos antimicrobianos y hemostaticos mejorados en comparacion con una lamina sustancialmente
plana de hidrogel anfifilico. Ademas, el hidrogel no es biodegradable y los agentes antimicrobianos pueden mantener su
efecto durante varios dias, como se muestra en la Figura 6. Esto es especialmente relevante en un dispositivo para su
uso en la hemostasia de una herida sangrante, en donde el dispositivo estara inherentemente expuesto a una mayor
cantidad de contacto con los fluidos corporales que con el tratamiento de una herida no sangrante.

Los resultados proporcionados en la presente memoria sugieren que un péptido antimicrobiano derivado de una
proteina rica en prolina y arginina con repeticiones de leucina en su extremo, PRELP, es sorprendentemente util
en la hemostasia de una herida. Por ejemplo, como se muestra en la seccion de resultados, se ha demostrado que
RRP9W4 tiene un efecto hemostatico. El péptido antimicrobiano derivado de PRELP se puede aplicar a un sustrato.

Aunque la presente invencion se ha descrito anteriormente haciendo referencia a realizaciones especificas, no se
pretende que se limite a la forma especifica expuesta en la presente memoria. Mas bien, la invencion esté limitada
solo por las reivindicaciones adjuntas.

En las reivindicaciones, el término “comprende/que comprende” no excluye la presencia de otros elementos o
etapas. Ademas, aunque se pueden incluir caracteristicas individuales en diferentes reivindicaciones, es posible
que estas se combinen ventajosamente, y la inclusidon en diferentes reivindicaciones no implica que una
combinacion de caracteristicas no sea factible y/o ventajosa. Ademas, las referencias singulares no excluyen una
pluralidad. Los términos “un”, “una”, “primero/a”, “segundo/a”, etc. no excluyen una pluralidad. Los signos de
referencia en las reivindicaciones se proporcionan meramente como un ejemplo aclaratorio y no deben interpretarse
en modo alguno como limitantes del alcance de las reivindicaciones.

Seccion experimental

Los siguientes ejemplos son meros ejemplos y no deben interpretarse en modo alguno como que limitan el alcance
de la invencién. Mas bien, la invencion esta limitada solo por las reivindicaciones adjuntas.

Experimento 1
Fabricacién de hidrogeles anfifilicos

Los hidrogeles anfifilicos reticulados se prepararon segin el método del Experimento 1 en el documento WO
2019/074422 A1 para Pluronic® F127. El esquema de reaccidén se muestra en la Figura 1. En resumen, se preparo
una mezcla de Pluronic F-127 (30 % en peso) y agua (70 % en peso), para formar una fase cristalina liquida clbica
micelar. Se afiadié Irgacure 2959 a la mezcla de Pluronic F-127 (2 % en peso) como fotoiniciador. La mezcla se
realiz6 manualmente en viales de vidrio de 20 ml utilizando una espatula hasta que se formé un gel espeso y
homogéneo. Los geles se esparcieron sobre portaobjetos de vidrio y se mantuvieron en un recipiente sellado
durante la noche para solidificarse en la fase correlativa. A continuacién, los geles se polimerizaron por UV (90 W,
A = 252 nm) durante 10 minutos para formar un hidrogel polimérico flexible con un grosor de 4 a 5 mm. Los geles
se cortaron en las formas deseadas y se lavaron en agua Mili-Q durante 48 h para eliminar los subproductos no
deseados y obtener su forma completamente hinchada, antes de analizarlos posteriormente y la unién del AMP.

El Pluronic F127 (EO100PO70EOQ100) se funcionalizé quimicamente con grupos terminales diacrilato polimerizables,
como se muestra en el Experimento 1 del documento WO 2019/074422 A1, y el polimero modificado se utilizé para
fabricar hidrogeles F127 reticulados para la modificacion del AMP.

Inmovilizacion de AMP en hidrogeles anfifilicos

Los AMP se inmovilizaron covalentemente en los hidrogeles segin el método de inmersion descrito en el
Experimento 1 en el documento WO 2019/074422 A1. Se prepar6 un hidrogel anfifilico de control sin ningin AMP.
El esquema de reaccidn se muestra en la Figura 2. En resumen, se preparé una solucién de péptido antimicrobiano
(AMP) RRPRPRPRPWWWW-NH2 (RRP9W4N, Red Glead Discovery AB, Lund, Suecia) en agua esterilizada hasta
una concentracién de 200 uM. Para la unién covalente del AMP a los hidrogeles, antes de la modificacién del AMP,
los hidrogeles limpios se sumergieron en una solucion de clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) mezclados en tampén MES (pH 6) a una concentracion final de 2 mg/ml, y se
dejaron reaccionar durante 30 minutos con agitacion lenta a temperatura ambiente. A continuacion, los hidrogeles
se lavaron 3 veces en PBS (pH 7,4) y se suspendieron en 1 ml de solucién de AMP 200 uM en agua esterilizada
durante 2 horas a temperatura ambiente. Las superficies se lavaron 3 veces con agua esterilizada para eliminar los
péptidos sin reaccionar y se utilizaron para todas las pruebas realizadas en este trabajo.

Prueba de coagulacién sanguinea
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Los tubos Eppendorf para recoger sangre, las puntas de las pipetas y los tubos de lazo para extraer la sangre se
heparinizaron para evitar la activacién sanguinea no deseada. La heparinizacion se realizé segun el método Corline
(Corline Biomedical AB, Uppsala, Suecia), que se realiza mediante un método de ensamblaje capa a capa con incubacioén
alterna con una amina polimérica y un conjugado de heparina, para obtener una capa de heparina de doble recubrimiento.
Se recogi6 sangre fresca de 2 voluntarios sanos en tubos heparinizados que contenian 1 Ul/ml de solucién de heparina
(Leo Pharma A/S, Ballerup, Dinamarca). La sangre se utilizé6 de manera fresca después del muestreo. Se recogié 1 ml
de sangre en un tubo Eppendorf con EDTA 4 mM para utilizarlo como punto de referencia (denominado inicial).

Las muestras se acondicionaron afiadiendo 1 ml de PBS, y se agitaron a 600 rpm durante 30 minutos antes del
experimento. Los hidrogeles (control y modificados con AMP) se colocaron en tubos de muestra Eppendorf. Se afiadieron
100 uL de PBS a fin de empapar las muestras. Y, a continuacion, se agrega 1 ml de sangre fresca a cada tubo. A
continuacion, los tubos se hicieron girar verticalmente durante 60 minutos en una incubadora a 37 °C. Como controles
en blanco, se afiadié 1 ml de sangre a un tubo Eppendorf sin hidrogeles, y se traté en las mismas condiciones. Tras los
experimentos, la sangre se recogié cuidadosamente de los tubos y se mezcld con EDTA, dando una concentracién final
de 4 nM. El nimero de plaquetas se determiné utilizando un analizador hematologico Sysmex XP-300 (Kobe, Japon)
directamente después del experimento. Las muestras se analizaron por duplicado con sangre de cada donante.

Resultados y analisis

Una de las caracteristicas mas destacadas de una gestién adecuada de una herida, es controlar el sangrado. La
coagulacién sanguinea implica la formacién de un coagulo de fibrina en presencia de la herida, que puede atrapar
las plagquetas y liberar quimiocinas inflamatorias. Esa etapa creara respuestas laterales para activar las respuestas
inflamatorias y la posterior cicatrizacion de la herida. Por lo tanto, investigamos cémo la presencia de AMP en los
hidrogeles puede afectar a la coagulacion sanguinea. Realizamos un analisis completo de sangre con sangre fresca
de 2 donantes diferentes, y cuantificamos el nimero de plaquetas antes y después de 1 hora de exposicion a la
sangre. Se observo una formacién de coagulos muy visible en el hidrogel de AMP, en comparacién con los que no
tenian AMP. Como se esperaba de las observaciones, los resultados del recuento de plaguetas (mostrados en la
Figura 7) mostraron un ndmero significativamente menor de plaquetas en presencia de AMP. Los sorprendentes
resultados sugieren que el uso de hidrogel AMP como parche para heridas puede acelerar la coagulacién sanguinea
y la formaciéon de coagulos en una herida sangrante. Esto puede considerarse como una propiedad adicional
deseada introducida por los hidrogeles AMP, aparte del efecto antibacteriano superior.

El efecto de coagulacién de la sangre es especialmente sorprendente, ya que RRP9WA4N es una proteina rica en
prolina y arginina con repeticiones de leucina en su extremo, PRELP, derivada del péptido antimicrobiano, y similar
en muchos aspectos a LL-37, mientras que se ha demostrado que LL-37 no afecta a la coagulacion plasmatica
(Harm, S. y col., Blood Compatibility - An Important but Often Forgotten Aspect of the Characterization of
Antimicrobial Peptides for Clinical Application, Int. J. Mol. Sci. 2019, 20, 5426; doi: 10.3390/ijms20215426).

Experimento 2
Dispersion pulverizable de hidrogel anfifilico
Se prepar6 una formulacion pulverizable de hidrogel granulado segun el siguiente procedimiento.

Se sintetizé DA-F127 segun el Experimento 1 en el documento WO 2019/074422 A1, para el Pluronic® F127; se
mezclé DA-F127 con agua con la composicién de un 30 % en peso de Pluronic® y un 70 % en peso de agua. Tras
mezclar, se afiadié el iniciador Irgacure® 2959 (1-[4-(2-hidroxietoxi)-fenil]-2-hidroxi-2-metil-1-propano-1-ona) al gel
formado con una cantidad correspondiente al 0,5 % en peso del Pluronic® en el gel. El gel se colocd en una nevera
durante al menos dos dias. Tras el almacenamiento en frio, el gel se reticuld a 365 nm durante 6 minutos. Los
hidrogeles ahora reticulados se lavaron en agua durante al menos dos dias.

Tras el lavado, los hidrogeles se trituraron con mortero y maja hasta obtener una pasta rugosa. La pasta se coloco
luego en agua y se utilizé un dispersor Ultra-Turrax® para obtener un tamafio y una distribuciéon de particulas mas
finos. La solucién obtenida fue entonces estable para que los experimentos se realizaran segun convenga.

Se obtuvo un peso conocido de las particulas (en su forma hinchada) mediante filtracién por succién, y a
continuacién colocando los granulos en un tubo Falcon de 15 ml. Normalmente, esto era de alrededor de 2 gramos.
Con el fin de activar las particulas, se afiadieron al tubo Falcon 10 ml de EDC/NHS recién preparado (2 mg/ml) en
tampén MES. El tubo se sonic6 durante unos minutos, y a continuacion se colocé en una placa de agitacion durante
30 minutos. Después, la solucién se filtré por succion y se lavé con agua para separar las particulas y eliminar el
exceso de EDC/NHS. A continuacién, se pesaron los granulos para registrar cualquier pérdida, y seguidamente se
afiadieron 10 ml de AMP 400 uM (disuelto en PBS) a los granulos. Esto también se sonicé rapidamente, y
seguidamente se puso en una placa de agitaciéon durante aproximadamente 2 horas.
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La solucion se filtré de nuevo por succién y se lavé con 30 ml de agua, aunque esta vez la solucion de lavado se
recuper6 a fin de medir la cantidad de péptido que alin quedaba tras la activacion. Los granulos ahora estan activados
y se pueden pesar y poner en una solucién para obtener una concentracion conocida para experimentos adicionales.

Efecto antibacteriano contra S. aureus en placas de agar

Se colocaron 200 mg de tanto los granulos de control (sin activacién) como de los granulos activados por AMP, en
tubos Eppendorf separados (4 por ronda), y se afiadieron 180 pl de soluciéon de PBS a cada tubo. A continuacion,
los tubos se centrifugaron brevemente para introducir todas las particulas en la solucién, lo que fue seguido de
sonicacion en un bafio de agua para redistribuir las particulas.

Las placas de agar se esparcieron con un cultivo de S. aureus a una concentracion de 10%8 UFC (unidades
formadoras de colonias)/ml, y se dejaron secar durante algunos minutos. A continuacion, las soluciones de los tubos
Eppendorf se colocaron en la parte superior de las placas de agar con una versién de control y una version activada
por AMP en cada placa de agar. La solucion se esparcié suavemente sobre las placas de agar para obtener cada
vez una dispersion y un grosor relativamente uniformes de las soluciones. Las placas de agar se dejaron abiertas
para que se secaran al aire durante algunos minutos hasta que no se observoé liquido alrededor de los granulos, de
modo que la solucién permanecié en su lugar sobre el agar después de la inversién. A continuacion, las placas de
agar se incubaron boca abajo durante la noche (~15 horas).

Al dia siguiente, se realizaron experimentos con la UFC tomando una puncién para biopsia en el centro de cada
“esparcimiento”, que se colocé en tubos Eppendorf que contenian 1 ml de PBS. Los tubos se agitaron mediante
vértex durante al menos 10 minutos. A continuacién, se realizé una dilucién en serie de etapas de 10, y 10 ul de
gotas de diluciones adecuadas se pusieron en placas de agar y se incubaron durante aproximadamente 15 horas
(hasta que las colonias fueron faciles de contar).

Resultados y analisis

La Figura 8 muestra un ejemplo del aspecto de las placas tras la incubacién durante la noche. Lo mas probable es
que la diferencia de color y textura se deba a que hay muchas menos bacterias presentes en/debajo de los granulos
activados por AMP. La diferencia de color visible en el archivo de preconversion. Los dibujos en blanco y negro tal
como se publicaron muestran las diferentes texturas. También es facil ver que las bacterias han crecido en los
lugares donde la cobertura era mala para las particulas activadas por AMP, es decir, donde las particulas
pulverizables no estaban esparcidas sobre la placa.

Tabla 1: Recuento de CFU/mI de los estudios en agar con S. aureus. n = 12

Tipo CFU/mlI Eficiencia de activados por AMP

Control 2,51 +1,03 x 108 99,9993 % menos bacterias en activados por AMP en comparacion
Activados por AMP  |1,67 £2,42 x 104 con el control

Los resultados de la CFU se presentan en la Tabla 1. Donde la CFU corresponde al nimero de bacterias en el 1 ml de PBS
con el que se lavaron las biopsias. Los resultados muestran claramente una reduccion significativa de aproximadamente el
99,993 % cuando se aplican los granulos activados por AMP, en comparacién con los granulos de control.

Las mediciones UV-Vis de los residuos de AMP después del lavado de los granulos, mostraron que 1,7 gramos de
las particulas absorbieron aproximadamente 5,7 mg de péptidos. Esto se compara con 0,07 mg de péptidos para
0,07 g de hidrogel anfifilico formado en lamina sélida. Las particulas absorbieron aproximadamente 3,35 veces mas
péptido en comparacion con el hidrogel solido en forma sin particulas/granular.

Para mostrar la prueba de concepto, las particulas que se disolvieron en PBS se colocaron en una botella
pulverizadora mecanica simple, y se pulverizaron sobre una superficie. Las particulas se pudieron pulverizar y
cubrieron un area superficial de aproximadamente 25 cm? de una forma réapida y relativamente uniforme. La
uniformidad del espesor se inspeccioné visualmente.

Experimento 3

Coagulacién sanguinea en muestras de hidrogel con diferentes péptidos

Los hidrogeles se funcionalizaron con 4 tipos diferentes de péptidos antimicrobianos (AMP). Los AMP utilizados
fueron PGLa, LL-37, Temporin B y RRP9W4. Como control, se utilizaron hidrogeles sin ningiin AMP adjunto.
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Se adquirio sangre fresca de caballo citratada, en Hatunalab AB, Suecia, y se utilizé para demostrar si la presencia
de AMP puede inducir la coagulacién. En un tubo Eppendorf, se afiadié 1 ml de sangre con 0,1 ml de cloruro de
calcio 250 mM (para revertir el anticoagulante de citrato) y se mezclé.

Las muestras se colocaron en una placa de 24 pocillos y se acondicionaron afiadiendo a los hidrogeles 1 ml de
PBS. Tras 15 minutos, las muestras se transfirieron a los tubos Eppendorf que contenian la sangre. A continuacion,
los tubos se colocaron en un agitador y se incubaron durante 60 minutos a 37 °C.

Como controles en blanco, se afiadié 1 ml de sangre a un tubo Eppendorf sin hidrogeles, y se tratdé en las mismas
condiciones. Tras los experimentos, se recogié cuidadosamente la sangre de los tubos y se sacaron los hidrogeles
del tubo con cuidado con una pinza (en este momento se observo algo de coagulacion en los lados de las paredes
del tubo de ensayo). Los hidrogeles se lavaron tres veces con PBS de lavado para eliminar los coagulos sueltos y
otras células sanguineas, antes de obtener la imagen. Las muestras se analizaron por duplicado.

Resultados y analisis

Esta prueba se realizd para investigar como la presencia de AMP en los hidrogeles afecta a la coagulacién
sanguinea. Aqui, se realizé un analisis de sangre entera de caballo para ver si se puede formar algun coagulo
observable en hidrogeles con diferentes péptidos unidos covalentemente a él. Se observé un gran coagulo visible
en los hidrogeles con RRP9W4, mientras que no se observo formacion de coagulos en los hidrogeles con los otros
AMP (PGLa, LL-37 y Temporin B) y los hidrogeles de control sin ningiin AMP.

En esta prueba, solo los coagulos que estaban firmemente unidos a las superficies de los hidrogeles se
consideraron coagulos inducidos por el contacto entre el hidrogel y la sangre. Otros coagulos formados durante
esta prueba se unieron principalmente a las paredes del tubo de ensayo, 0 se separaron facilmente de la superficie;
véase la tabla siguiente, donde un * indica la formacién de un coagulo fijado al hidrogel.

Hidrogeles AMP Observaciones

RRP9W4* Gran coagulo con fijacion firme a la superficie
No se solté al lavar con PBS y no se puede retirar mecanicamente con una pinza.

PGLa No se observé ninglin coagulo visible.
LL-37 No se observé ninglin coagulo visible.
Temporin B Pequefios coagulos fijados débilmente y eliminados al lavar con PBS.

Control: sin AMP No se observo ningin coagulo visible.

Debido a la naturaleza simple y cualitativa del Experimento 3, los resultados anteriores no se consideran concluyentes.
Sin embargo, dado que PGLA, LL-37 y Temporin B, todos los cuales son similares al RRP9W4 en términos de
estructura lineal, carga neta e hidrofobicidad, no formaron un coagulo fuerte en la superficie del hidrogel, esto respalda
la naturaleza sorprendente del resultado de RRP9W4. En particular, se observé que Temporin B y RRP9W4 tienen la
misma longitud (13 aminoacidos) y una hidrofobicidad similar (4,22 kcal/mol y 9,15 kcal/mol, respectivamente), aunque
mostraron diferentes resultados de coagulacion en el hidrogel. Ademas, la carga neta de RRPOW4 y LL-37 (+6 y +6,
respectivamente) es similar, aunque segun los resultados anteriores, LL-37 no mostrd ningin efecto de coagulacion,
mientras que RRP9W4 continué mostrando un sorprendente efecto de coagulacion.
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REIVINDICACIONES
Una composicion de hidrogel anfifilico antimicrobiano para su uso en la hemostasia de una herida, que comprende:

-un primer componente anfifilico reticulable, siendo el primer componente anfifilico, en su estado
quimicamente reticulado, un cristal liquido liotrépico y con una nanoestructura ordenada de dominios
hidr6fobos e hidréfilos, comprendiendo el hidrogel un agente antimicrobiano unido covalentemente a
los dominios hidréfilos y/o hidréfobos, en donde el agente antimicrobiano es un péptido antimicrobiano
que comprende menos de 20 aminoacidos, y comprende una secuencia de aminoacidos con al menos
un 90 % de identidad con RRPRPRP.

La composicion de hidrogel anfifilico antimicrobiano para su uso segun la reivindicacién 1, en donde el péptido
antimicrobiano comprende una secuencia con al menos un 95 % de identidad con la secuencia de
aminoacidos RRPRPRPRP.

La composicién de hidrogel anfifilico antimicrobiano para su uso segin las reivindicaciones 1 o 2, en donde
el péptido antimicrobiano es RRPRPRPRPWW-NH:.

La composicion de hidrogel anfifilico antimicrobiano para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 3, en donde la composicion es una suspension de particulas de hidrogel anfifilico en una solucién.

La composicion de hidrogel anfifilico antimicrobiano para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 4, para su uso en la hemostasia de una herida en pacientes que padecen una coagulopatia.

Un péptido antimicrobiano derivado de una proteina rica en prolina y arginina con repeticiones de leucina
en su extremo (PRELP) para su uso en la hemostasia de una herida, comprendiendo el péptido
antimicrobiano menos de 20 aminoacidos, y comprendiendo una secuencia de aminoacidos con al menos
un 90 % de identidad con RRPRPRPRP.

El péptido antimicrobiano para su uso segun la reivindicacién 6, en donde el péptido antimicrobiano comprende
una secuencia con al menos un 95 % de identidad con la secuencia de aminoacidos RRPRPRPRP.

El péptido antimicrobiano para su uso segun las reivindicaciones 6 o 7, en donde el péptido antimicrobiano
es RRPRPRPRPRPWWWW-NH2.

El péptido antimicrobiano para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en donde el péptido
se recubre, se pinta, se pulveriza o se aplica de otro modo a un sustrato, tal como un apésito para heridas,
un apoésito para ostomia, una placa base para ostomia, una pelicula para incisiones, una manta quirdrgica,
un parche, un vendaje, una tirita, un esparadrapo, un adhesivo, una cinta adhesiva, un aposito adhesivo,
un esparadrapo adhesivo, y un apésito medicinal, o cualquier combinacion de los mismos.
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