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DESCRIPCION
Composiciones hemostaticas y métodos para elaborar las mismas
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere de manera general a agentes y materiales para promover la hemostasis y
el sellado de tejidos y, mas particularmente, a particulas hemostaticas reabsorbibles con eficacia mejorada,
particularmente agregados de particulados hechos de fibrindgeno, trombina y celulosa regenerada oxidada, y a
métodos para fabricar tales composiciones.

ANTECEDENTES

En una amplia variedad de circunstancias, los animales, incluyendo los humanos, pueden sufrir de
sangrado debido a heridas o durante procedimientos quirdrgicos. En algunas circunstancias, el sangrado es
relativamente menor y todo lo que se requiere son las funciones normales de coagulacion de la sangre ademas de la
aplicacién de primeros auxilios simples. En otras circunstancias, puede producirse un sangrado sustancial. Estas
situaciones requieren habitualmente equipo y materiales especializados, asi como personal capacitado para
administrar la ayuda adecuada.

El sangrado durante los procedimientos quirirgicos puede manifestarse de muchas formas. Puede ser
discreto o difuso en una gran area de superficie. Puede ser de vasos grandes o pequerios, arteriales (alta presién) o
venosos (baja presion) de alto o bajo volumen. Puede ser de facil acceso o puede provenir de sitios de dificil acceso.
El control del sangrado es esencial y critico en los procedimientos quirirgicos para minimizar la pérdida de sangre,
reducir las complicaciones posquirdrgicas, y para acortar la duracion de la cirugia en el quiréfano. La seleccion de
métodos o productos apropiados para el control del sangrado depende de muchos factores que incluyen, pero no
estan limitados a, la gravedad del sangrado, la localizaciéon anatémica de la fuente y la proximidad de estructuras
criticas adyacentes, ya sea que el sangrado sea de una fuente discreta o desde un area de superficie mas amplia, la
visibilidad y la identificacion precisa de la fuente y el acceso a la fuente.

Los métodos convencionales para lograr la hemostasis incluyen el uso de técnicas quirurgicas, suturas,
ligaduras o clips, y coagulacién o cauterizacion basada en energia. Cuando estas medidas convencionales son
ineficaces o impracticas, se utilizan tipicamente técnicas y productos de hemostasis complementarios.

En un esfuerzo por abordar los problemas descritos anteriormente, se han desarrollado materiales para
controlar el sangrado excesivo o como complementos de la hemostasis. Los hemostaticos absorbibles tépicos (TAH)

se usan ampliamente en aplicaciones quirtrgicas. Los TAH abarcan productos en varias formas, como los
basados en telas tejidas o no tejidas o esponjas, y estan tipicamente hechos de materiales por lo menos
parcialmente reabsorbibles, que van desde polimeros naturales a sintéticos y combinaciones de los mismos,
incluyendo copolimeros a base de lactido-glicélido como poliglactina 910, celulosa oxidada, celulosa regenerada
oxidada (ORC), gelatina, colageno, quitina, quitosano, almidén, etc. La gelatina se usa en varias formas con o sin
una solucién tépica de trombina. También se usan ampliamente productos hemostaticos tépicos bioldgicamente
activos (soluciones de trombina tdpica, selladores de fibrina, etc.) y una variedad de selladores topicos sintéticos.

Para mejorar el rendimiento hemostatico, pueden combinarse andamiajes basados en los materiales de
TAH mencionados anteriormente con factores de coagulacion derivados biologicamente como trombina y
fibrindgeno.

Debido a su biodegradabilidad y sus propiedades bactericidas y hemostaticas, la celulosa oxidada, asi
como la celulosa oxidada regenerada se ha usado durante mucho tiempo como apdsito hemostatico topico para
heridas en una variedad de procedimientos quirargicos incluyendo neurocirugia, cirugia abdominal, cirugia
cardiovascular, cirugia toracica, cirugia de cabeza y cuello, cirugia pélvica y procedimientos de piel y tejido
subcutaneo. Se conocen una serie de métodos para formar varios tipos de hemostaticos basados en materiales de
celulosa oxidada, ya sean hechos en polvo, tejidos, no tejidos, de punto y otras formas. Los apdsitos hemostaticos
para heridas actualmente utilizados incluyen telas de punto o no tejidas que comprenden celulosa regenerada
oxidada (ORC), que es celulosa oxidada con una mayor homogeneidad de la fibra de celulosa.

La ORC se introdujo en la década de 1960 ofreciendo hemostasis segura y eficaz para muchos
procedimientos quirtrgicos. Se cree que el mecanismo de accién de los hemostaticos de ORC comienza con el
material que absorbe agua y luego se hincha ligeramente para proporcionar un taponamiento en el sitio de sangrado.
Las fibras de ORC inicialmente atrapan liquido, proteinas sanguineas, plaquetas y células formando un “pseudo-
coagulo” similar a un gel que actda como una barrera para el flujo sanguineo y, posteriormente, como una matriz
para la formacién de un coagulo de fibrina sélido. La tela de ORC tiene un punto suelto en su estructura de matriz y
se adapta rapidamente a su entorno inmediato y es mas facil de manejar que otros agentes absorbibles ya que no se
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pega a los instrumentos quirdrgicos y su tamafo puede recortarse facilmente. Esto permite que el cirujano mantenga
la celulosa firmemente en su lugar hasta que se detenga todo el sangrado.

Uno de los agentes hemostaticos topicos mas comunmente usados es el hemostatico absorbible original
SURGICEL®, hecho de celulosa oxidada regenerada (ORC). El hemostatico absorbible SURGICEL® se usa como
complemento en procedimientos quirdrgicos para ayudar en el control de hemorragias capilares, venosas y arteriales
pequefias cuando la ligadura u otros métodos convencionales de control no son practicos o eficaces. La familia
SURGICEL® de hemostaticos absorbibles consiste de cuatro grupos principales de productos, con todos los
apositos hemostaticos para heridas disponibles comercialmente de Johnson & Johnson Wound Management
Worldwide, una division de Ethicon, Inc., Somerville, N.J., una empresa de Johnson & Johnson:

El hemostatico SURGICEL® Original es una tela blanca con un tono amarillo palido y tiene un leve aroma a
caramelo. Es fuerte y puede suturarse o cortarse sin deshilacharse.

El hemostatico absorbible SURGICEL® NU-KNIT® es similar pero tiene un tejido de punto mas denso y, por lo
tanto, una mayor resistencia a la traccion. Se recomienda particularmente para su uso en traumatismos y
trasplantes, ya que se puede envolver o suturar en su sitio para controlar el sangrado.

La forma de hemostatico absorbible SURGICEL® FIBRILLAR™ del producto tiene una estructura
estratificada que permite al cirujano despegar y agarrar con forceps cualquier cantidad de hemostatico SURGICEL®
FIBRILLAR™ necesaria para lograr la hemostasis en un sitio de sangrado particular. La forma de hemostatico
SURGICEL® FIBRILLAR™ puede ser mas conveniente que la forma tejida en punto para lugares de sangrado
dificiles de alcanzar o de forma irregular. Esta especialmente recomendado para su uso en cirugia ortopédica/de
columna y neuroldgica.

La forma hemostatica absorbible SURGICEL® SNoW™ del producto es una tela no tejida estructurada. El
hemostatico SURGICEL® SNoW™ puede ser mas conveniente que otras formas de SURGICEL® para uso
endoscoépico debido a la tela no tejida estructurada. Es altamente adaptable y recomendado tanto en procedimientos
abiertos como minimamente invasivos.

Otros ejemplos de hemostaticos reabsorbibles comerciales que contienen celulosa oxidada incluyen el
aposito quirdrgico de celulosa reabsorbible GelitaCel® de Gelita Medical BV, Amsterdam, Paises Bajos. Los
hemostaticos de celulosa oxidada disponibles comercialmente indicados anteriormente son telas de punto o no
tejidas que tienen una estructura porosa para proporcionar hemostasis.

El fibrindgeno y la trombina son proteinas criticas implicadas en el logro de la hemostasis después de una
lesién vascular y son esenciales para la formacién de coagulos de sangre. El fibrinbgeno y la trombina pueden
combinarse en forma de polvo o en una suspensidn no acuosa, sin iniciar una reaccion de coagulacion tipica,
evitando asi la formaciéon de un coagulo de fibrina hasta que las proteinas se hidraten en un medio acuoso u otro
entorno liquido en el que las proteinas son solubles. Una mezcla de estas proteinas en forma de polvo tiene una
variedad de aplicaciones biomédicas potenciales que incluyen hemostasis topica, reparacion de tejidos,
administracion de farmacos, etc. Ademas, una mezcla de estas proteinas puede cargarse en un portador o sustrato,
u otro dispositivo médico, en forma de polvo para formar un producto que puede usarse, por ejemplo, como
dispositivo hemostatico.

Los selladores de fibrina, también conocidos como pegamento de fibrina, se han usado en clinicas durante
décadas. A menudo, el sellador de fibrina consiste de dos componentes liquidos, un componente que comprende
fibrindgeno y un componente que comprende trombina, que se almacenan congelados debido a su inestabilidad
inherente. Algunas veces, los productos selladores de fibrina consisten de dos componentes liofilizados, que
requieren reconstitucion inmediatamente antes de su uso y administracion mediante una jeringuilla unida u otro
dispositivo de administracién de doble barril. Las formulaciones liofilizadas son tipicamente estables, pero el
componente de fibrindgeno es dificil de reconstituir. Varias formulaciones hemostaticas actualmente disponibles en
el mercado o en desarrollo utilizan fibrindgeno liofilizado, frecuentemente en combinaciéon con trombina liofilizada,
con formulaciones hemostaticas aplicadas en forma de polvo seco, pasta semiliquida, formulaciéon liquida, u
opcionalmente dispuestas en un andamiaje de soporte como andamiaje de tela absorbible.

En un esfuerzo por proporcionar apésitos con propiedades hemostaticas mejoradas y de sellado y
adherencia de tejidos, se han combinado agentes terapéuticos incluyendo, pero no limitados a, trombina, fibrina y
fibrindgeno con portadores o sustratos de apdsitos, incluyendo portadores a base de gelatina, portadores a base de
polisacaridos, portadores a base de acido glicélico o a base de acido lactico y una matriz de colageno. Ejemplos de
tales apositos se divulgan en la Patente de Estados Unidos N° 6.762.336, vendaje hemostatico tipo sandwich, la
Patente de Estados Unidos 6.733.774 Portador con fibrinégeno sdlido y trombina solida, la publicacion PCT
W02004/064878 materiales hemostaticos y la Patente Europea EP1809343B1. Un apdsito hemostatico para heridas
multicapa absorbible reforzado y método de elaboracion.
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La Patente Europea N° EP1493451B1 "Dispositivos hemostaticos y composiciones que comprenden
particulas de celulosa oxidada y un aglutinante de polisacarido” divulga que es problematico usar la celulosa oxidada
con carboxilicos como portador para especies sensibles a los acidos, como trombina y fibrindgeno, asi como otros
productos bioldgicos sensibles a los acidos y agentes farmacéuticos. Divulga ademas una composicion hemostatica,
que consiste de: particulas de celulosa oxidadas biocompatibles que tienen un tamafio de particula nominal
designado medio de 0,035 a 4,35 mm; un componente aglutinante de polisacarido soluble en agua, poroso y
biocompatible distinto del quitosano; y opcionalmente, un agente hemostatico seleccionado de trombina, fibrinégeno
o fibrina, en donde la proporcién en peso de dicho polisacarido soluble en agua con dichas particulas de celulosa
oxidada es de 3:97 a 15:85, y en donde dicha composicion es una esponja de espuma porosa obtenible mediante un
proceso que comprende los pasos de: proporcionar una solucién de polimero que tiene dicho componente
aglutinante de polisacarido disuelto en un solvente adecuado, proporcionar dichas particulas de celulosa oxidadas
biocompatibles, poner en contacto dicha soluciéon de polimero con dichas particulas de celulosa oxidadas en
condiciones eficaces para dispersar dichas particulas de celulosa oxidadas sustancialmente homogéneamente a
través de dicha solucion de polimero para formar una dispersion sustancialmente homogénea, sometiendo dicha
solucion de polimero que tiene dichas particulas dispersas a través de ella a condiciones eficaces para solidificar
dicha dispersion sustancialmente homogénea; y eliminar dicho solvente de la dispersion solidificada, formando de
este modo dicha composicion hemostatica.

La publicaciéon de patente rusa RU2235539C 1 "Método para preparar material tipo polvo para detener el
sangrado" divulga un método para preparar material tipo polvo que provoca un efecto hemostatico que implica
mezclar celulosa parcialmente oxidada como base en un medio acuoso con trombina y fibrindgeno. Se afiaden
adicionalmente gelatina, acido épsilon-aminocaproico y lisozima a las sustancias indicadas, y se usa dialdehido
celulosa como tela como celulosa parcialmente oxidada, es decir el contenido de grupos aldehido es del 4 al 6% en
la siguiente proporcién de componentes: dialdehido celulosa, 1 g; fibrindgeno, 18-22 mg; gelatina, 27-33 mg; acido
épsilon-aminocaproico, 45-55 mg; lisozima, 9,5 a 10,5 mg; trombina, 350 U; agua, 6,5 ml. El método implica preparar
una solucién que contiene fibrinégeno, acido épsilon-aminocaproico en la mitad del contenido total de gelatina y la
mitad del contenido total de agua, y preparar una solucién separada de trombina, lisozima y la cantidad restante de
gelatina en la cantidad restante de agua.. En las soluciones preparadas, la mitad de la cantidad de dialdehido
celulosa se mantiene durante 3-4 h, los productos semiacabados se exprimen, se secan al aire y se someten a
trituracion combinada.

La publicaciéon de patente de Estados Unidos N° 20060159733A1 "Método para proporcionar hemostasis a
una herida" divulga que la naturaleza acida del sustrato de celulosa oxidada carboxilica podria desnaturalizar e
inactivar rapidamente proteinas sensibles a los acidos, incluyendo la trombina o el fibrinégeno, al contacto. Gran
parte de la actividad enzimatica de la trombina y el factor Xl podria perderse durante la reaccion. Esto hace que sea
dificil utilizar la celulosa oxidada con carboxilico como portador para trombina, fibrindgeno, fibrina u otros agentes
bioldgicos y farmacéuticos sensibles a los acidos. También divulga que se conocen apdsitos hemostaticos para
heridas que contienen celulosa neutralizada oxidada con carboxilico y agentes hemostaticos a base de proteinas,
como trombina, fibrinégeno y fibrina. Los materiales celulésicos oxidados con carboxilicos neutralizados se preparan
tratando la celulosa oxidada carboxilica acida con una solucién acuosa o alcohdlica de una sal basica de un acido
organico débil para elevar el pH del material celulésico entre 5 y 8 neutralizando los grupos de acidos en la celulosa
antes de la adicion de trombina para hacerla compatible con la trombina. Se divulgd un parche hemostatico de
trombina, en el que se afiadié trombina a una celulosa regenerada oxidada carboxilica acida u otro material en
presencia de un agente neutralizante de acido, acido épsilon aminocaproico (EACA), para elevar el pH del material a
una region donde la trombina puede actuar como hemostatico. Aunque dicha celulosa oxidada con carboxilico
neutralizada puede ser compatible con la trombina, ya no es bactericida, porque la actividad antimicrobiana de la
celulosa oxidada se debe a su naturaleza acida.

La Patente de Estados Unidos N° 7094428B2 "Composiciones, dispositivos y métodos hemostaticos"
divulga una composicién hemostatica que comprende por lo menos un ion metdlico procoagulante, como plata (I) o
mercurio (ll), y por lo menos un biopolimero procoagulante como colageno, trombina, protrombina, fibrina,
fibrinbgeno, heparinasa, factor Vlla, factor VIII, factor |Xa, factor Xa, factor Xll, factor de von Willebrand, una
selectina, un veneno procoagulante, un inhibidor del activador del plasmindgeno, glicoproteina llb-llla, una proteasa,
o plasma. Puede proporcionarse la composicion en forma de pasta, masa, pegamento, liquido, polvo liofilizado o
espuma para su aplicacién a una herida. Una composiciéon hemostatica que comprende por lo menos un biopolimero
procoagulante en combinacién con un ion metalico procoagulante, dicho ion metalico procoagulante presente en
dicha composicion a un nivel por debajo de su concentracion hemostatica eficaz en ausencia de dicho biopolimero
procoagulante en donde la composicion hemostatica se selecciona del grupo que consiste de plata (I) y colageno,
plata (l) y trombina, plata (I) y protombina, plata (l) y fibrina, plata (I) y fibrindgeno, plata (I) y heparinasa, plata (l) y
Factor Vlla, plata (19 y Factor VI, plata (1) y Factor 1Xa, plata (1) y Factor Xa, plata (I) y Factor XII, plata (I) y factor de
von Willebrand, plata () y una selectina, plata (I) y un veneno procoagulante, plata (I) y un inhibidor del activador del
plasmindgeno, plata (l) y glucoproteina llb-llla, plata (I) y una proteasa, plata (I) y plasma, mercurio (II) y colageno,
mercurio () y trombina, mercurio (ll) y protrombina, mercurio (Il) y fibrina, mercurio (ll) y fibrinégeno, mercurio (Il) y
heparinasa, mercurio (1) y Factor Vlla, mercurio () y Factor VIII, mercurio (II) y Factor IXa, mercurio (ll) y Factor Xa,
mercurio (II) y Factor XlI, mercurio (Il) y factor de von Willebrand, mercurio (ll) y una selectina, mercurio (ll) y un
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veneno procoagulante, mercurio (II) y un inhibidor del activador del plasminégeno, mercurio (Il) y glicoproteina llb-
Illa, mercurio (ll) y una proteasa, y mercurio (Il) y plasma. La composicién hemostatica de la invenciéon también
puede incluir un portador como, pero no limitado a, polietilenglicol, acido hialurénico, celulosa, celulosa oxidada,
metilcelulosa o albumina. Estos pueden usarse para proporcionar una matriz, una viscosidad adecuada, capacidad
de liberacion, adherencia, u otras propiedades que se deseen impartir a las composiciones de la presente para
facilitar su aplicacion a una herida. En la presente se abarcan muchos otros portadores que imparten estas
caracteristicas.

La Patente de Estados Unidos N° 6162241A "Selladores de tejido hemostaticos" divulga un sellador de
tejido hemostatico, que comprende: un sellador de tejido de hidrogel biocompatible biodegradable que comprende
grupos reticulables que tienen incorporados en los mismos una cantidad eficaz de un agente hemostatico para
detener el flujo de sangre del tejido en un periodo de tiempo médicamente aceptable.

La Patente de Estados Unidos N° 6177126B1 "Proceso para la produccion de un material para sellar y curar
heridas" divulga un proceso para la produccion de un material para sellar y/o curar heridas, que comprende: i) llenar
una composicion liquida en un recipiente que tiene dos o mas placas, por lo menos dos de dichas placas estando
perforadas con uno o mas orificios pasantes y por lo menos una de dichas placas perforadas pudiéndose mover con
respecto a otra de dichas placas perforadas, ii) transportar un portador por debajo del recipiente en una direccion de
transporte, y iii) mover continuamente las placas perforadas unas con respecto a las otras para permitir que la
composicion liquida gotee sobre el portador que se transporta debajo del recipiente, por lo que la composicion
liqguida se aplica sustancialmente uniformemente al portador.

La publicacién de PCT N° WO2014135689A2 "Formulaciéon en polvo" divulga una composicion de polvo
estéril adecuada para uso médico que comprende trombina y fibrindgeno, en donde el polvo de trombina se produce
a partir de una materia prima liquida, en donde la materia prima comprende una solucién o suspension de trombina,
preferiblemente una solucién, en donde el polvo se produce mediante la eliminacion de liquido mediante un proceso
seleccionado de secado aséptico por pulverizacion o secado aséptico en lecho fluido, y en donde el polvo resultante
de la eliminacion de liquido de la materia prima muestra por lo menos el 80% de la potencia o actividad de la
trombina la materia prima liquida, y en donde el polvo de fibrindgeno se produce mediante la eliminacién de liquido
de una materia prima, en donde la materia prima comprende una solucién o suspension de fibrindgeno,
preferiblemente una soluciéon, mediante secado aséptico por pulverizacion o secado aséptico en lecho fluido, y en
donde dicha composicion se envasa como un producto farmacéutico final estéril para uso médico.

La Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 20100119.563 "PREPARACION DE FIBRINOGENO
SOLIDO" divulga una preparacion de fibrindgeno sélido que comprende fibrindgeno y que ademas comprende: (a)
albumina; (b) un tensioactivo no idnico; (c) un aminoacido basico o una sal del mismo; y (d) por lo menos dos
aminoacidos o una sal de los mismos seleccionados del grupo que consiste en un aminoacido acido, una sal del
mismo, un aminoacido neutro y una sal del mismo.

La CN 104 721 878 describe un material hemostatico que se prepara mediante un proceso de hilado
electroestatico. El material comprende un material absorbente, por ejemplo celulosa regenerada oxidad, asi como
fibrindgeno y trombina.

Hay una necesidad de formas y materiales hemostaticos mejorados que faciliten la facilidad de aplicacion y
el inicio rapido de la hemostasis.

SUMARIO DE LA INVENCION

El alcance de la invencion se define por las reivindicaciones. Las realizaciones de la descripcion referentes
a métodos de tratamiento no estan cubiertas por las reivindicaciones. Cualquier “realizacion” o “ejemplo” que se
divulga en la descripcion pero que no esta cubierto por las reivindicaciones debe considerado presentado solamente
con propositos ilustrativos.

La presente invencion esta dirigida a un material hemostatico que comprende agregados que comprenden
fibrindgeno, trombina y fibras celuldsicas regeneradas oxidadas. En algunos aspectos, el material hemostatico
incluye ademas aditivos, como cloruro de calcio, Tris. En otro aspecto, la presente invencion se dirige a un método
para elaborar los materiales hemostaticos descritos anteriormente suspendiendo una mezcla de polvos de
fibrinbgeno, trombina y ORC en un solvente no acuoso, pulverizando la suspension a través de una boquilla sobre
un sustrato, eliminando el material hemostatico del sustrato y tamizando.

En ofro aspecto mas, la presente invencion esta dirigida a los materiales hemostaticos descritos
anteriormente para su uso en un método para tratar una herida aplicando la composicién hemostatica sobre y/o en la
herida de un paciente.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a métodos para formar una composicién hemostatica en
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polvo formando una suspension de una mezcla que comprende particulas de fibrinégeno, trombina, fibras de ORC
en un solvente no acuoso de bajo punto de ebullicion; rociar la suspension a través de una boquilla sobre un
sustrato, permitiendo que se evapore el solvente no acuoso; separar la composicion del sustrato y tamizar la
composicion; y formando asi la composicion hemostatica en polvo. El solvente no acuoso de bajo punto de ebullicion
puede ser hidrofluoroéter C4F9OCHs, como pero no limitado a HFE7100. La suspension puede incluir ademas Tris
y/o cloruro de calcio. La suspension liquida puede contener un polvo de sellador de fibrina que comprende
aproximadamente un 90% de fibrindgeno, aproximadamente un 8% de trombina y aproximadamente un 2,5% de
cloruro calcico en peso. La composicion hemostatica en polvo suspendida puede tener una proporcién de polvo de
sellador de fibrina a ORC de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 10:1 en peso. La composicion hemostatica
en polvo suspendida puede estar en forma de un polvo que tiene un tamafio de particula medido
predominantemente en el intervalo de aproximadamente 250 a aproximadamente 850 micras, mas preferiblemente
de aproximadamente 355 a aproximadamente 850 micras. La composicion hemostatica en polvo resultante
comprende fibras de ORC aglomeradas por lo menos parcialmente integradas, fibrindbgeno y trombina y puede
comprender ademas Tris y/o cloruro de calcio.

La presente invencion se dirige ademas a la composicion hemostatica resultante descrita anteriormente
para su uso en un método de tratamiento de una herida aplicando la composicién hemostatica sobre y / o dentro de
la herida.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 es un diagrama esquematico del proceso de fabricacion.

La Figura 2 es una fotografia que muestra viales de prueba que evallan la gelificacion de composiciones de la
invencion y comparativas en agua.

La Figura 3 es una foto que muestra viales de prueba que evaltan la coagulacién de la sangre en contacto con
composiciones de la invencion y comparativas.

La Figura 4 es una foto que muestra viales de prueba que evaltan la coagulacién de la sangre en contacto con
composiciones de la invencion y comparativas.

La Figura 5 es una foto compuesta que muestra los resultados de las pruebas de solubilizacién de las
composiciones comparativas.

La Figura 6 es una fotografia compuesta que muestra los resultados de las pruebas de solubilizacién de las
composiciones de la invencion.

La Figura 7 es una foto compuesta que muestra los resultados de las pruebas de solubilizacién de las
composiciones comparativas.

La Figura 8 es una fotografia compuesta que muestra los resultados de las pruebas de solubilizacién de las
composiciones de la invencién con tamafios de particulas variables.

La Figura 9 muestra imagenes SEM de una de las composiciones de la invencion.

DESCRIPCION DETALLADA

Los inventores han descubierto materiales hemostaticos y el proceso para elaborar los mismos, los
materiales hemostaticos teniendo propiedades sorprendentes y altamente beneficiosas para la hemostasis.

El material hemostatico de acuerdo con la presente invencién esta hecho de materiales de fibra a base de
celulosa oxidada, mas preferiblemente de polvo de celulosa regenerada oxidada, polvo de fibrindgeno y polvo de
trombina. El material hemostatico de acuerdo con la presente invencion representa fiboras de ORC por lo menos
parcialmente integradas, fibrindgeno y trombina en forma de polvo.

Con referencia a la Figura 1, se muestra un diagrama de bloques esquematico del proceso de elaboracion
del material hemostatico de acuerdo con la presente invencion y comprende los pasos de:

e  Preparar polvos secos de fibrinégeno, trombina y ORC

e Suspender una mezcla de polvos de fibrinégeno, trombina y ORC en un solvente no acuoso capaz de
evaporacion rapida en condiciones ambientales

e  Pulverizar la suspension a través de una boquilla sobre un sustrato

e Dejar que el solvente no acuoso se evapore y secar el material hemostatico resultante

e Retirar/separar el material hemostatico del sustrato y tamizar, formando asi fibras de ORC por lo menos
parcialmente integradas, fibrinégeno y trombina en forma de polvo

En una realizacion, se afiade tampo6n Tris o Tris(hidroximetil)Jaminometano en forma de polvo a la mezcla
de fibrinégeno, trombina y ORC para ajustar el pH. Luego, la composicién mezclada se afadié a HFE para formar
una suspension. En una realizacion, el efecto de enfriamiento/congelacion de la corriente de material durante la
pulverizacion debido a la evaporacion del HFE permite que se absorba algo de humedad ambiental sobre o dentro
del material hemostatico resultante. Cualquier humedad excesiva asi absorbida se elimina en el paso de secado final
en el secado en horno de vacio.
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De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, la proporcién de la mezcla de fibrinégeno/trombina a
polvo de ORC en el material hemostatico de la invencion es de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 10:1 en
peso.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, el material hemostatico de la invencion comprende
particulas que tienen un tamafio de 250-850 micras.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, el material hemostatico de la invencion comprende
fibras de ORC por lo menos parcialmente integradas, fibrindgeno y trombina distribuidas de manera sustancialmente
uniforme en forma de polvo.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, el material hemostatico de la invencién tiene alta
uniformidad, integracion, gelificacion/coagulacion rapida y fuerte fuerza de adhesion.

De acuerdo con aspecto de la presente invencion, la superficie de recogida o sustrato sobre el que se
pulveriza la suspension comprende un fieltro no tejido o malla o una placa de acero inertes.

EJEMPLO 1. PREPARACION DE COMPOSICIONES HEMOSTATICAS

Los componentes individuales de las composiciones hemostaticas de la presente invencién se prepararon
como se describe a continuacion.

Fibrinégeno. Puede utilizarse cualquier método de preparacion de polvo de fibrindgeno, incluyendo
liofilizacion, secado por congelacion, etc. En el presente ejemplo, se prepard polvo de fibrindgeno mediante el
método de secado por pulverizacion (fabricante del secador por pulverizacion: ProCepT, modelo: 4M8-TriX). La
solucién de fibrinbgeno es una formulacion disponible comercialmente de Bioseal Biotech CO. LTD, localizada en
Guangzhou, China, y que comprende fibrinégeno, albumina y otros reactivos necesarios en WFI. La solucion de
fibrindgeno se atomizé primero a través de una boquilla de pulverizaciéon en un flujo de aire caliente, luego se seco
instantaneamente. Los parametros de secado por pulverizacién fueron los que se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1

Tasa de alimentaciéon 130 ml/h
Columnas de secado 3 (Modo Il)
Flujo de aire de la columna 0.6 m3/min
Temperatura de aire de entrada 150°C
Diametro de la boquilla 0.8 mm
Flujo de aire de atomizacion 12 L/min
Gas Cicloén 0.15 m3/min

Trombina. Puede utilizarse cualquier método de preparacion de polvo de trombina, incluyendo liofilizacion,
secado por congelacion, etc. En el presente ejemplo, el polvo de trombina se preparé mediante el método de secado
por pulverizacion con una solucién de formulacion de trombina. La solucién de trombina fue la formulacién disponible
comercialmente de Bioseal Biotech CO. LTD, localizada en Guangzhou, China, y que comprende trombina, albumina
y otros reactivos necesarios en WFI. Los parametros de secado por pulverizacion fueron los que se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 2
Tasa de alimentaciéon 258620 ml/h
Columnas de secado 2
Flujo de aire de la columna 0.3 m3/min
Flujo de aire de refrigeracién 0.3 m3/min
Temperatura de aire de entrada 160°C
Diametro de la boquilla 0.4 mm
Flujo de aire de atomizacion 7 L/min
Gas Ciclén 0.1 m3/min
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Luego, se mezclaron los polvos de trombina y fibrindbgeno juntos para la preparacion del material
compuesto en la proporcion de 89,7% de fibrinégeno, 7,8% de trombina y 2,5% de cloruro de calcio en peso,
formando asi polvo de sellador de fibrina.

La fuente de fibrinbgeno y trombina fue plasma sanguineo porcino que se fracciond para obtener
fibrindgeno y trombina, y fue suministrado por Bioseal Biotech CO. LTD, localizada en Guangzhou, China.

El polvo de ORC puede obtenerse procesando la tela original de Surgicel. Se hace referencia a la Solicitud
de Patente Provisional de Estados Unidos N° 62/251773 de Yi-Lan Wang, presentada el 6 de noviembre de 2015 y
titulada "Agregados celuldsicos hemostaticos compactados”.

Brevemente, el polvo de ORC se obtuvo procesando la tela original de Surgicel en el siguiente proceso:
1) dividir y cortar la tela en piezas de aproximadamente 2”x8”,

2) moler las telas en el tamafio de particula de polvo (D50 menos de 94 micras) usando métodos de molienda
conocidos. Uno de los métodos usados en las preparaciones es el método del molino de bolas: colocar ~100
gramos de tela en un frasco de zirconia de 500 ml, luego colocar de 12 a 13 piezas de bolas de zirconia de 20
mm (agatas) en el mismo frasco, cubrir y fijar la jarra en un molino de bolas planetario Retsch (Modelo PM100),
moler la tela a 450 rpm durante 20 minutos, transferir los polvos molidos a un tamiz de apertura de 8” e diametro
y 300 micras, separar las agatas y los polvos agitando ligeramente, y recoger los polvos.

Las composiciones hemostaticas de la invencion se prepararon como sigue usando métodos de
copulverizacion. Se combiné 1 parte de fibora ORC con 1 parte, o 2 partes, o 5 partes, o 10 partes de polvos
selladores de fibrina, en peso. Por tanto, como ejemplo, se combinaron 10 g de polvo de ORC con 10 g, 20 g, 50g o
100 g de polvos mixtos selladores de fibrina, para producir 20 g, 30 g, 50 g o0 100 g de mezcla.

Se afadio una pequefa cantidad de Tris para ajustar el pH a 7,0 para cada proporcion respetada de ORC:
sellador de fibrina. El pH se ajustd colocando el polvo sobre una superficie humectante y midiendo el pH resultante y
evaluando la cantidad de TRIS necesaria para obtener un pH neutro de 7. Luego se desechd la muestra. Luego, se
afiadié una cantidad proporcional correspondiente de polvo seco de Tris a la mezcla de polvos, antes de la
copulverizacion.

El ORC no se neutraliza per se ya que el Tris se afiade en forma seca. El ORC se neutraliza cuando toda la
formulacién en polvo se humedece durante la aplicacion y el Tris se disuelve. Se utilizd un solvente no acuoso de
bajo punto de ebullicién para preparar una suspension de polvos FS y ORC. Se us6 hidrofluoroéter C4FQOCHS3,
obtenido como HFE 7100, por ejemplo suministrado por 3M como Novec 7100 Engineered Fluid, que tiene un punto
de ebullicién de 61° C. Se afiadié solvente HFE7100 a las composiciones de polvos y se filtré a través de un tamiz
de 150 ym. La suspension distribuida uniformemente se creé agitando constantemente a 90 rpm/min en el depdsito
a una temperatura de 20+5° C. Los componentes suspendidos se rociaron a través de una boquilla de 0,7 mm de
diametro. El tipo de boquilla usado fue B1/8VAU-316SS+SUV67-316SS fabricada por Spraying Systems Co. El flujo
a través de la boquilla fue a un caudal de 130 ml/min, sobre una tela no tejida o sustrato de acero inoxidable a 20+5°
C de temperatura.

Tras pulverizar la suspension, la mayor parte del solvente HFE 7100 se estaba evaporando. Los residuos
de solvente HFE 7100 y la humedad ambiental absorbida en el polvo, si la hubiera, se dejaron evaporar en un horno
de secado al vacio durante 24h + 5h a 20 + 5° C.

La composicion hemostatica resultante se sac6 con cuchara o se despegd o se separd de otro modo del
sustrato, y se paso secuencialmente a través de tamices que tenian aberturas de 850 ym, 355 pm, 250 pm.

La Tabla 3 muestra los parametros usados para la copulverizaciéon de composiciones.
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Tabla 3. PARAMETROS PARA COPULVERIZACION DE LA

COMPOSICION
presion del ventilador 0.3 bar
presién de atomizacion 3 bar
caudal 130 ml/min
presion del liquido 16 kpa
Diametro de la boquilla 0.7 mm
velocidad de agitacién 90 rpm/min

Como ejemplos comparativos, también se prepard una composicion de mezcla de sellador de fibrina pura
sin ORC ni Tris mediante el mismo método de pulverizacion HFE7100

EJEMPLO 2. COMPARACION DE GELIFICACION DE COMPOSICIONES HEMOSTATICAS MEZCLADAS
MECANICAMENTE frente a MEZCLADAS POR PULVERIZACION

La rapida gelificacion y formacion de geles fuertes es importante para los materiales hemostaticos.

La composicidon hemostatica de la invencién se preparé como se ha descrito anteriormente mediante el
método de copulverizacion.

La composicion comparativa mezclada mecanicamente se prepard agitando manualmente polvos secos, es
decir, polvos FS y ORC obtenidos como se ha descrito anteriormente, agitando manualmente en un recipiente en
una composicion mezclada uniformemente, sin realizar copulverizacion. Las composiciones incluian todas los
mismos componentes, incluyendo Tris, con la diferencia estando en los métodos de mezclado.

Las proporciones de polvo sellador de fibrina a ORC probadas fueron: proporciones de sellador de fibrina
(FS): ORC - 1:1; 2:1; 5:1; 10:1 (en peso). Por tanto, para una proporcién de FS/ORC 1: 1, 1 parte de sellador de
fibrina en polvo (que comprende fibrinégeno, trombina, cloruro de calcio) se combina con 1 parte de polvo de ORC
(en peso).

Luego se afadieron la composicion mezclada mecanicamente y la composicion mezclada por pulverizacion
de la invencion a 20 ml de agua en un vial de 50 ml en la cantidad de 200 mg en la parte superior de la superficie del
agua. Después de 2 min para gelificar, el vial se puso boca abajo y se observé si se formaba una capa gelificada de
composicion, en cuyo caso el agua se observé sellada por la capa gelificada y estaba mantenida en el fondo del vial
por la capa de gel formada.

En referencia ahora a la Figura 2, se muestra una imagen de los viales de prueba puestos boca abajo al
final de la prueba, con

e vial de prueba 1 que muestra una composicion mezclada mecanicamente con una proporciéon de FS/ORC
de 1:1

e vial de prueba 2 que muestra una composicion mezclada mecanicamente con una proporciéon de FS/ORC
de 2:1

e vial de prueba 3 que muestra una composicion mezclada mecanicamente con una proporciéon de FS/ORC
de 5:1

e vial de prueba 4 que muestra una composicion mezclada mecanicamente con una proporciéon de FS/ORC
de 10:1

e vial de prueba 5 que muestra una composicion mezclada mecanicamente sin polvo ORC (solo polvo
sellador de fibrina)

e vial de prueba 6 que muestra la composicion hemostatica de la invenciéon con una proporciéon de FS/ORC
de 1:1

El analisis de los resultados mostrados en la Fig. 2 indica que en los viales de prueba 1-5 la gelificacion fue
insuficiente para retener el fluido y el fluido es visible en la parte inferior del vial. En el vial de prueba 6, el fluido es
visible en la parte superior del vial, es decir, el agua esta siendo retenida por la capa gelificada y se impide que se
mueva a la parte inferior del vial bajo la fuerza gravitacional. Por tanto, para las composiciones mezcladas
mecanicamente en todas las proporciones y para la composicion de sellador de fibrina sin gelificacion de ORC fue
insuficiente, mientras que la composicién hemostatica de la invencion preparada en una proporcién 1:1 mostré una
gelificacion sorprendentemente fuerte.
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EJEMPLO 3. PRUEBAS IN VITRO DE LA COAGULACION DE SANGRE

Se probd la coagulacion in vitro de sangre mediante varias composiciones de la invencion y también
comparativas de la siguiente manera.

Se afiadieron 20 ml de sangre entera citratada (porcina) a un vial de 50 ml. Se afiadieron 200 mg de
composiciones hemostaticas que se estaban probando en la parte superior de la superficie de la sangre. Después de
2 min para la coagulacion, se dio la vuelta al vial y se observo la coagulacién de la sangre. En caso de coagulacion
completa, la sangre coagulada permanece en la parte superior del vial al que se ha dado la vuelta. En caso de
coagulacion incompleta, la sangre permanece liquida y drena hacia la parte inferior del vial debido a la fuerza
gravitacional.

Los excipientes comparativos afiadidos al polvo de sellador de fibrina en lugar de ORC fueron trehalosa,
PEG4000, manitol y alfa-celulosa (a-celulosa). Todos los excipientes se adquirieron de la corporacién industrial
Aladdin. Se prepararon mezclas de sellador de fibrina en polvo con trehalosa, PEG 4000, manitol o alfa-celulosa
mediante el método de pulverizacién como se ha descrito anteriormente a una proporcién de 10:1, es decir, con 10
partes de polvo de sellador de fibrina (FS) combinado con 1 parte del excipiente respectivo. La cantidad total de
composiciones de la invencion y también comparativas afiadidas a 20 ml de sangre fue de 200 mg.

En referencia ahora a la Figura 3, se muestra una imagen de los viales de prueba puestos boca abajo al
final de la prueba, con

e vial de prueba 8 que muestra una composicion hemostatica de la invencién que tiene una proporcion de
FS/ORC de 2:1

e vial de prueba 9 g que muestra una composicién hemostatica de la invencién que tiene una proporcién de
FS/ORC 5:1

e vial de prueba 10 g que muestra una composicién hemostatica de la invencion que tiene una proporcion de
FS/ORC de 1:1

e vial de prueba 11 que muestra una composicion comparativa que comprende solo polvo de sellador de
fibrina sin ORC elaborado por copulverizaciéon

e vial de prueba 12 que muestra una composicion comparativa que comprende polvo de sellador de fibrina
con adicion de a-celulosa en una proporcién de 10:1 de FS/a-celulosa en peso

e vial de prueba 13 que muestra una composicidon comparativa que comprende polvo de sellador de fibrina
con adicion de trehalosa en una proporcion en peso de 10:1 de FS/trehalosa

e vial de prueba 14 que muestra una composicién comparativa que comprende polvo sellador de fibrina con
la adiciéon de PEG4000 en una proporcion en peso de 10:1 de FS/PEG4000

e vial de prueba 15 que muestra una composicién comparativa que comprende polvo sellador de fibrina con
adicion de manitol en una proporcién de 10:1 de FS/manitol en peso

El analisis de los resultados presentados en la Fig. 3 indica que en los viales de prueba 8-10 que contienen
la composicion hemostatica de la invencion, la sangre se ha coagulado, con un coagulo de sangre visible en la parte
superior del vial dado la vuelta y se impide que se mueva la sangre coagulada a la parte inferior del vial bajo fuerza
gravitacional. Por tanto, la composicion hemostatica de la invencion preparada en una proporcion de FS/ORC de 2:1;
5:1; 1:1 mostré una coagulacién de la sangre sorprendentemente fuerte. También la muestra comparativa que
contiene a-celulosa en el vial 12 muestra coagulacion de la sangre. Los ejemplos comparativos en el vial 11 (polvo
de sellador de fibrina solo sin ORC); vial 13 (polvo de sellador de fibrina con adicién de trehalosa); vial 14 (polvo de
sellador de fibrina con adicién de PEG4000); vial 15 (polvo de sellador de fibrina con adiciéon de manitol) no muestran
coagulacion o muestran coagulacion insuficiente, por lo que la coagulacion fue insuficiente para retener el fluido y el
fluido es visible en la parte inferior del vial, es decir, la sangre permanece liquida y se drena hacia la parte inferior del
vial debido a la fuerza gravitacional. Las composiciones hemostaticas de la invencidon mostraron una coagulacion
sanguinea sorprendentemente fuerte.

Usando los mismos métodos de prueba, se realizaron pruebas de coagulacion sanguinea in vitro
adicionales para la composicion hemostatica de la invencion y las composiciones comparativas mezcladas
mecanicamente se prepararon agitando manualmente polvos secos en un recipiente, asi como también para polvo
de sellador de fibrina solo sin ORC.

En referencia ahora a la Figura 4, se muestra una imagen de los viales de prueba dados la vuelta al final de
la prueba, con

e vial de prueba 1 que muestra una composicion mezclada mecanicamente con una proporciéon de FS/ORC
de 1:1

e vial de prueba 2 que muestra una composicion mezclada mecanicamente con una proporciéon de FS/ORC
de 2:1

e vial de prueba 3 que muestra una composicion mezclada mecanicamente con una proporciéon de FS/ORC
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de 5:1

e vial de prueba 4 que muestra una composicion mezclada mecanicamente con una proporciéon de FS/ORC
de 10:1

e vial de prueba 5 que muestra una composicion comparativa (200 mg) que comprende agregados de polvo
de ORC compactados preparados como se describe en la Solicitud de Patente Provisional de Estados
Unidos N° 62/251773 de Yi-Lan Wang, presentada el 6 de noviembre de 2015 y titulada "Agregados
celulésicos hemostaticos compactados”

e vial de prueba 6 que muestra una composicion comparativa que comprende solo polvo de sellador de
fibrina sin ORC preparado por un método de copulverizacion

e vial de prueba 7 que muestra la composicion hemostatica de la invencién que tiene una proporciéon de
FS/ORC de 1:1

e vial de prueba 8 que muestra la composicion hemostatica de la invencién que tiene una proporcién de
FS/ORC de 2:1

e vial de prueba 9 que muestra la composicion hemostatica de la invencién que tiene una proporcién de
FS/ORC de 5:1

e vial de prueba 10 que muestra la composicion hemostatica de la invencién que tiene una proporcién de
FS/ORC de 10:1

El analisis de los resultados presentados en la Fig. 4 indica que los ejemplos comparativos en los viales de
prueba 1-6, que contienen composiciones mezcladas mecanicamente en todas las proporciones; solo polvo ORC; y
polvo de sellador de fibrina sin ORC, no muestran coagulacion o muestran coagulacion insuficiente, por lo que la
coagulacion fue insuficiente para retener el liquido y el liquido es visible en la parte inferior del vial, es decir, la
sangre permanece liquida y se drena hacia la parte inferior del vial debido a la fuerza gravitacional. Por el contrario,
y similar a los resultados presentados en la Fig.3, en los viales de prueba 7-10, que contienen la composicion
hemostatica de la invencion, la sangre se ha coagulado, con un coagulo de sangre visible en la parte superior del
vial dado la vuelta impidiéndose que la sangre coagulada se mueva a la parte inferior del vial bajo la fuerza
gravitacional. Por tanto, las composiciones hemostaticas de la invencion preparadas a proporciones de FS/ORC de
1:1 — 10:1 mostraron sorprendentemente una coagulacion fuerte de la sangre.

EJEMPLO 4. SOLUBILIZACION DE LA COMPOSICION

La rapida solubilizacion o solubilidad de una composicion hemostatica en polvo cuando entra en contacto
con fluidos corporales puede ayudar a establecer una hemostasis rapida e indica una rapida interaccion con los
fluidos. La prueba visual de solubilizacion se realizé de la siguiente manera: 1 gramo de composicion hemostatica en
polvo probada se aplicd uniformemente a un area de un sustrato humectante que comprendia una tela no tejida
colocada sobre un material de esponja que se colocd en una bandeja con agua pura. Después de aplicar la
composicion hemostatica en polvo probada a la superficie del sustrato humectante, se realizé la observacion visual
de la solubilidad de la composicion y los resultados se registraron en el momento cero (inmediatamente después de
aplicar la composicion, 1 min y 2 min después de aplicar la composiciéon probada.

En referencia ahora a la Figura 5, se muestra una imagen compuesta que representa los resultados de las
pruebas de la composicién comparativa mezclada mecanicamente preparada agitando manualmente polvos secos
en un recipiente. Las imagenes tomadas a 0, 1 y 2 minutos para las proporciones de FS/ORC de 1:1; 2:1; 5:1; 10:1
asi como para polvo FS sin ORC. Los resultados indican una pobre solubilizacién incluso en el punto temporal 2
minutos para los ejemplos comparativos.

En referencia ahora a la Figura 6, se muestra una imagen compuesta que representa los resultados de las
pruebas de la composicion hemostatica de la invencién preparada mediante el método de pulverizacion. Las
imagenes tomadas a 0, 1 y 2 minutos para las proporciones de FS/ORC de 1:1; 2:1; 5:1; 10:1 asi como para polvo
FS sin ORC. Los resultados indican una buena solubilizacion incluso en el punto temporal de 1 minuto y muy buena
solubilizaciéon en el punto temporal de 2 minutos, con una rapida solubilizaciéon completa observada para las
proporciones de 1:1 y 2:1 ya a 1 minuto y una buena solubilizacion observada para todas las proporciones a los 2
minutos. El FS puro muestra una pobre solubilizacion incluso a los 2 minutos para el ejemplo comparativo.

En referencia ahora a la Figura 7, se muestra una imagen compuesta que representa los resultados de las
pruebas de las composiciones comparativas que comprenden FS con excipientes afiadidos al polvo de sellador de
fibrina en lugar de ORC asi como para el polvo FS sin ORC. Los excipientes fueron trehalosa,

PEG4000, manitol. Se prepararon mezclas de polvo de sellador de fibrina con trehalosa, PEG 4000,
manitol, mediante el método de pulverizacion como se ha descrito anteriormente en una proporcién de 10:1 de
FS/excipiente. Se muestran las imagenes tomadas a los 0, 1y 2 min. Los resultados indican una pobre solubilizacion
incluso en el punto temporal de 2 minutos para los ejemplos comparativos.

La solubilidad de la composicion hemostatica de la invencion preparada mediante el método de
pulverizacion se vio afectada por la concentracion del componente de ORC. Incluso a bajas concentraciones de
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ORGC, la solubilidad de la composicion ha mejorado.
EJEMPLO 5. EFECTOS DEL TAMANO DE LAS PARTICULAS

Se evaluaron los efectos del tamario de particula sobre el rendimiento de las composiciones hemostaticas
de la invencion. El tamafio de particula se controlé pasando secuencialmente la composiciéon a través de tamices
con aperturas de 850 ym, 355 ym y 250 ym. Los polvos de la composicion de la invencién se separaron en grupos
de tamafio predominantemente por encima de 850 um, predominantemente 355-850 um, predominantemente 250-
355 um y predominantemente por debajo de 250 um. Se probd la solubilidad de las composiciones hemostaticas de
la invencion preparadas con una proporcion de FS/ORC de 5:1.

En referencia ahora a la Figura 8, se muestra una imagen compuesta que representa los resultados de las
pruebas de la composicion hemostatica de la invencién preparada mediante el método de pulverizacion. Las
imagenes tomadas a 0, 1 y 2 min para diferentes intervalos de tamafio de polvo. Los resultados indican una
solubilizaciéon particularmente excelente en el punto de 2 min para predominantemente 355-850 uym y una buena
solubilizaciéon para composiciones predominantemente de 250-355 um, con una solubilizacién menos eficaz para
composiciones predominantemente por encima de 850 uym, y predominantemente por debajo de 250 ym. Por tanto,
el intervalo de predominantemente 250-850 um muestra una buena solubilizacion y es el intervalo preferido para el
tamano de particula, prefiriéndose particularmente con particulas predominantemente en el intervalo de 355-850 uym.
El polvo resultante es un aglomerado de fibrindgeno, trombina y ORC, y tiene muchas particulas con un tamafio
mayor que el tamafo de particula de los materiales de partida.

EJEMPLO 6. EFECTOS DE LA ADICION DE Tris

Se realizé una prueba de pelado de las composiciones de la invencion con Tris afiadido y sin Tris afiadido.
Las adiciones de Tris se titularon para lograr un pH = 7. El polvo de Tris se moli6 y se paso6 a través de un tamiz de
150 um. Se recogio el polvo de menos de 150 uym y se afiadié la cantidad predeterminada a la mezcla seca para
ajustar el pH de la composicion, antes de la copulverizacion.

La prueba de pelado se realiz6 de la siguiente manera. Se aplicaron 0,5 g de la composicién de la invencion
al tejido de corium, cubierto por una matriz compuesta bicapa que se presion6 en el polvo durante 3 minutos, la
fuerza de separacion de la muestra del tejido se midi6 mediante una maquina de ensayo de traccion Instron y se
registré6 como fuerza por unidad de anchura (N/m). La matriz compuesta bicapa comprendia una capa de tela no
tejida sintética absorbible de poli(glicolido-co-lactida) (PGL, 90/10 mol/mol) perforada con aguja en una tela de
celulosa regenerada (ORC) tejida oxidada con carboxilico de punto, como se describe en la Patente de Estados
Unidos N° 7.666.803 de D. Shetty et al., titulada "Tejido multicapa absorbible reforzado para uso en dispositivos
médicos".

Con referencia ahora a la Tabla NN, las fuerzas de adhesion de las formulaciones de la invencion se
muestran en funcion de la adicion de ORC. Aunque la adhesién es menor con un contenido de ORC mas alto,
incluso las formulaciones de polvo de FS: fibra de ORC a 1:1 tienen una fuerza de pelado apreciable.

En referencia ahora a la Tabla 4, se muestran las fuerzas de adhesion de las formulaciones de la invencién
con y sin Tris para diferentes proporciones de FS/ORC junto con los valores de pH correspondientes. Se afiadié
TRIS en los porcentajes en peso enumerados para ajustar el pH a 7,0. Aunque todas las composiciones han
mostrado altas fuerzas de pelado, la presencia de TRIS claramente dio como resultado fuerzas de pelado mas altas
para las mismas proporciones de FS/ORC, y algunas mostraron una fuerza de pelado de 2 a 4 veces mayor.

Tabla 4. Fuerzas de adhesién de formulaciones de la invencién con y sin Tris

Sin Tris afiadido Con Tris afiadido
Proporciéon de FS/ORC | Fuerza de pH Fuerza de Pelado N/m pH Tris % en
de la composicion Pelado N/m peso
1:1 26.7 2 72.6 7 20
21 53.8 2 127.5 7 14.3
5:1 41.2 5 235.9 7 7.7
10:1 221.7 5.5 >340 (Por encima del limite 7 4.4
superior de medicién)

El analisis de los datos indica mejoras sorprendentes en la fuerza adhesiva o fuerza de pelado para la
composicion de la invencidon que tiene un pH neutro logrado mediante la adicion de Tris. Mientras que la fuerza es
algo menor
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EJEMPLO 7. CARACTERIZACION DE PARTICULAS

En referencia ahora a la Figura 9, que muestra imagenes SEM ampliadas de la composicién de la invencion
con FS/ORC de 5:1, es evidente que los componentes de la composicién estan por lo menos parcialmente
integrados, es decir, unidos entre si o recubiertos entre si, y no estan en una simple mezcla mecanica.

El examen de la composicién de la invencion en forma de polvo muestra que los componentes estan bien
mezclados y las biologias estaban estrechamente unidas a las fibras de ORC.

EJEMPLO 8. PRUEBA DE HEMOSTASIS

Se realizd una prueba in vivo de la eficacia hemostatica en el modelo de abrasién hepatica usando las
composiciones hemostaticas de la invencion de la siguiente manera. Se cre6 un modelo de abrasion hepatica
creando un area de supuracion de 3 cm x 3 cm en la superficie del higado porcino. Se aplicaron 0,5 g de la
composicion hemostatica de la invencién que tiene una proporcién de FS/ORC de 5:1 para cubrir el area de
supuracion sin aplicar ninguin taponamiento. La hemostasis se logré en menos de 2 min.

Se realizé una prueba in vivo de la eficacia hemostatica en el modelo de reseccién hepatica usando las
composiciones hemostaticas de la invencion de la siguiente manera. Se creé un modelo de reseccion hepatica
usando la maniobra de Pringle, que es una maniobra quirdrgica usada en algunas operaciones abdominales
mediante la cual se aplica un gran hemostatico atraumatico como pinza. Primero se aplicé la maniobra de Pringle
para controlar el sangrado, luego se cre6 un corte de tejido hepatico de 5 cm de largo y 5 cm de ancho a lo largo del
borde del higado para exponer el conducto biliar. Inmediatamente después, se aplicd la composicion hemostatica en
polvo de la invencién para cubrir el plano de transeccion, pulverizando solucién salina simultaneamente hasta que se
detuvo el sangrado. Luego se solté la pinza de Pringle para examinar los resultados. Se observé que se logro la
hemostasis y se evitd la fuga de bilis después de que se hubo soltado la pinza Pringle. La hemostasis se logré en 2
minutos.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para formar una composiciéon hemostatica en polvo, que comprende los pasos de:

a) formar una suspension de una mezcla que comprende particulas de fibrinégeno, trombina, fibras de ORC en
un solvente no acuoso de bajo punto de ebullicién;

b) rociar la suspension a través de una boquilla sobre un sustrato,

c) dejar que se evapore el solvente no acuoso;

d) separar la composicion del sustrato y tamizar la composicion; y formar asi la composicion hemostatica en
polvo.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde dicho solvente no acuoso de bajo punto de ebullicion comprende
hidrofluoroéter C4FsOCHs.

3. El método de la reivindicacion 1, en donde dicha suspension comprende ademas Tris y/o cloruro de calcio.

4. El método de la reivindicacion 1, en donde dicha suspension comprende un polvo de sellador de fibrina que
comprende aproximadamente un 90% de fibrindgeno, aproximadamente un 8% de trombina y aproximadamente un
2,5% de cloruro de calcio en peso, opcionalmente en donde dicha composiciéon hemostatica en polvo tiene una
proporcion de polvo de sellador de fibrina a ORC de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 10:1 en peso.

5. El método de la reivindicaciéon 1, en donde dicha composicion hemostatica en polvo comprende fibras de ORC
aglomeradas, fibrinégeno y trombina por lo menos parcialmente integrados.

6. Una composicion hemostatica en polvo que comprende fibras de ORC aglomeradas, fibrinégeno y trombina por lo
menos parcialmente integrados.

7. La composicion hemostatica en polvo de la reivindicacion 6, que comprende ademas Tris y/o cloruro de calcio.

8. La composicion hemostatica en polvo de la reivindicacién 6, en donde dicha composicién comprende un polvo de
sellador de fibrina que comprende aproximadamente un 90% de fibrindgeno, aproximadamente un 8% de trombina y
aproximadamente un 2,5% de cloruro de calcio en peso, opcionalmente teniendo una proporcién de polvo de
sellador de fibrina a ORC de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 10:1 en peso.

9. La composicién hemostatica en polvo de la reivindicaciéon 1 o la reivindicacién 6, que comprende polvo que tiene
un tamafo de particula predominantemente en el intervalo de aproximadamente 250 a aproximadamente 850
micras, opcionalmente de 355 a 850 micras.

10. La composicion hemostatica en polvo de cualquiera de las reivindicaciones 6-9 para su uso en un método para
tratar una herida aplicando la composicion hemostatica sobre y/o dentro de la herida.
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Preparar polvos secos de fibrinbgeno,
trombina, y ORC

y

Suspender una mezcla de polvos de
fibrindgeno, trombina, y ORC en un
solvente no acuoso capaz de evaporacion
rapida en condiciones ambientales

y

Pulverizar la suspensién a través de una
boquilla sobre un sustrato

y

Permitir que el solvente no acuoso
se evapore y secar el material
hemostatico resultante

:

Eliminar el material hemostatico

del sustrato y tamizar, formando

asi fibras de ORC, fibrindgeno, y
trombina por lo menos parcialmente
integradso en una forma de polvo
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FIG. 2
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FIG. 3
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FIG. 6
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FIG. 7
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FIG. 9
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