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DESCRIPCION

Composiciones hemostaticas secas y procedimientos para su preparacion.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

En general, la presente invencion se refiere a composiciones de coldgeno y derivadas de coldgeno y a métodos para
su preparacion. En particular, la presente invencion se refiere a un método para producir una gelatina reticulada seca u
otra composicion de coldgeno o derivada de coldgeno que sea capaz de absorber el agua a una mayor velocidad.

Fusion Medical Technologies, Inc., cesionario de la presente solicitud, produce una composicién hemostética con
el nombre comercial FloSeal®. Se dispone del producto FloSeal® en un envase que comprende dos jeringuillas. Una
primera jeringuilla contiene grdnulos de gelatina bovina reticulada que estdn prehidratados con una solucién tampén.
El hidrogel de gelatina contiene aproximadamente un 85% (peso/peso) de agua y se encuentra en forma de un hidrogel
fluido. Inmediatamente antes de su utilizacién en el quiréfano, la trombina en solucién salina acuosa se mezcla con
el hidrogel de gelatina. La trombina se prepara en una solucion salina y es aspirada en una segunda jeringuilla, y se
conectan las jeringuillas una con otra, lo que permite mezclar la trombina y la gelatina.

Se ha descubierto que la mezcla resultante de los granulos de hidrogel de gelatina y de trombina constituyen un
sellador hemostatico muy eficaz cuando se aplica en un punto de sangrado. Tipicamente, el sellador se aplicara al
punto de sangrado con la jeringuilla en la cual ha sido mezclado. La sangre se filtra a través del lecho de granulos de
hidrogel resultante y la trombina reacciona con el fibrindgeno de la sangre para formar un codagulo de fibrina alrededor
de la gelatina sellando el punto de sangrado.

Aunque sea muy eficaz, el presente producto FloSeal® tiene una vida ttil de almacenamiento limitada. Se piensa
que la estabilidad de la gelatina es reducida debido a la hidrélisis del hidrogel envasado. Para limitar la posible degra-
dacién hidrolitica, el producto FloSeal® se transporta generalmente en un envase protegido frente a la temperatura.

Por estas razones, seria deseable proporcionar composiciones hemostéticas selladoras mejoradas del tipo que com-
binan un coldgeno, gelatina u otro hidrogel derivado de coldgeno con una solucién acuosa que contiene trombina. En
particular, seria deseable proporcionar estas composiciones en una forma que fuera resistente a la degradacién hidroli-
tica y que, por tanto, tuviera una vida util de almacenamiento mds larga. Serfa particularmente deseable proporcionar
composiciones mejoradas que tuvieran tanto una actividad hemostética comparable con el presente producto FloSeal®
como una vida util de almacenamiento mayor. Estas composiciones serfan mucho més ventajosas si se pudieran rehi-
dratar rdpidamente para su posterior uso, tipicamente para que pudieran ser expulsadas por medio de una jeringuilla.
Al menos algunos de estos objetivos serdn satisfechos por las invenciones descritas a continuacion.

Descripcion del estado de la técnica anterior

El producto FloSeal® del que dispone Fusion Medical Tecnologies, Inc. viene descrito en Hood y col., Efficacy of
Topical Hemostat FloSeal™ in Vascular Surgery, Extracto financiado por Fusion Medical Technologies, Inc., que fue
presentado piblicamente en Septiembre 1999. Las patentes que cubren el producto FloSeal® incluyen las Patentes de
Estados Unidos N° 6.063.061 y 6.066.325. Se describe en la Patente de Estados Unidos N° 5.908.054 un sistema de
doble jeringuilla adecuado para mezclar y suministrar un componente de coldgeno, gelatina o derivado de colageno y
un componente de trombina del producto FloSeal™.

Breve sumario de la invencion

La presente invencion proporciona composiciones selladoras hemostaticas mejoradas, métodos para preparar estas
composiciones mejoradas y kits que comprenden las composiciones mejoradas. Los métodos y composiciones seran
particularmente ttiles para proporcionar hemostasis en puntos de sangrado, incluidos aquellos quirtirgicos, trauma-
ticos y similares. Un uso ilustrativo de las composiciones puede ser el sellado de la zona tisular por encima de una
penetracién en un vaso sanguineo creada para la cateterizacion vascular.

Las composiciones comprenden un polvo de gelatina reticulada seca que ha sido preparado para rehidratarse ra-
pidamente. El polvo de gelatina comprende preferentemente particulas relativamente grandes, también denominadas
fragmentos o subunidades, tal como se describe en las Patentes de Estados Unidos N° 6.063.061 y 6.066.325. Un
tamafio de particula preferente se encontrard en el rango de 150 ym a 750 um, pero tamafios de particula fuera de
este rango preferente pueden encontrar su utilidad en muchas circunstancias. Las composiciones secas presentardn
también un “esponjamiento de equilibrio” notable al exponerse a un medio de rehidratacién acuoso. Preferentemente,
el esponjamiento se situard entre el 400% y el 1.000%, pero puede caer fuera de este rango, tal como se expone en las
patentes anteriormente mencionadas. El “esponjamiento de equilibrio” puede determinarse sustrayendo el peso seco
del polvo de hidrogel de gelatina de su peso cuando estd totalmente hidratado y, por tanto, completamente esponjado.
Entonces se divide la diferencia entre el peso seco y se multiplica por 100 para dar la medida del esponjamiento. El
peso seco debe medirse después de la exposicion del material a una temperatura elevada durante el tiempo suficiente
para eliminar sustancialmente toda humedad residual, por ejemplo, dos horas a 120°C. La hidratacién de equilibrio
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del material puede lograrse mediante la inmersién del material seco en un medio de rehidratacién adecuado, tal co-
mo una solucién salina acuosa, durante un periodo de tiempo suficiente para que el contenido en agua sea constante,
tipicamente durante 18 a 24 horas a temperatura ambiente.

Los polvos de gelatina reticulada seca de la presente invencién tendrdn normalmente una humedad residual, pero
estaran lo suficientemente secos para conseguir la estabilidad deseada y una mads larga vida qtil de almacenamiento.
Tipicamente, las composiciones secas tendran un contenido en humedad por debajo del 20% en peso (peso/peso) o
inferior, preferentemente un contenido en humedad situado en el rango de un 5% en peso a un 15% en peso. Para
mantener la sequedad, las composiciones estardn envasadas tipicamente de forma adecuada para impedir la incursién
de la humedad, tal como se describe de forma mas detallada con relacién a los kits de la presente invencion.

En un aspecto particular de la presente invencion, las composiciones comprenderan polvos de gelatina reticulada
que tienen un contenido en humedad del 20% (peso/peso) o inferior, en las cuales el polvo ha sido reticulado en pre-
sencia de un adyuvante de rehidratacién para que el polvo tenga una velocidad de rehidratacién acuosa al menos un
5% mas alta que la velocidad de rehidratacion de un polvo similar preparado sin el adyuvante de rehidratacién. La “ve-
locidad de rehidratacién” se define aqui como la cantidad de solucién acuosa, tipicamente salina al 0,9% (peso/peso),
que es absorbida por un gramo de polvo (base de peso seco) en treinta segundos, expresada en gm/gm. Las técnicas
particulares para medir esta velocidad estdn descritas en la Seccién Experimental, a continuacién. Las composiciones
preferente de la presente invencién tendrdn una velocidad de rehidratacién de al menos 3 gm/gm, preferentemente
de al menos 3,5 gm/gm y a menudo de 3,75 gm/gm o mayor. Las velocidades de rehidratacién de polvos similares
preparados sin adyuvantes de rehidratacion se encuentran tipicamente por debajo del tres por ciento y el aumento
porcentual de la velocidad de rehidratacion serd normalmente del 5% como minimo, siendo preferentemente del 10%
como minimo y en especial de al menos el 25% o mayor.

Los polvos de gelatina reticulada seca de la presente invencién que tienen una mayor velocidad de rehidratacién se
obtienen preferentemente preparando los polvos en presencia de ciertos adyuvantes de rehidratacion. Estos adyuvantes
de rehidratacion estaran presentes durante la preparacién de los polvos, pero serdn eliminados de los productos finales.
Por ejemplo, los adyuvantes de rehidratacion que estdn presentes en aproximadamente un 20% del contenido total en
solidos, seran reducidos tipicamente hasta por debajo de un 1% en el producto final, a menudo por debajo del 0,5% en
peso. Ejemplos de adyuvantes de rehidratacién incluyen polietilenelglicol (PEG), con un peso molecular preferente de
aproximadamente 1.000; polivinilpirrolidona (PVP), con un peso molecular promedio preferente de aproximadamente
50.000; y dextrano, con un peso molecular promedio tipico de aproximadamente 40.000. Es preferente emplear al
menos dos de estos adyuvantes de rehidratacion cuando se preparan las composiciones de la presente invencién, y en
particular los tres.

Asi, los métodos de la presente invencién comprenden el suministro de una solucion acuosa de una gelatina no reti-
culada combinada con un adyuvante de rehidratacion. La gelatina no reticulada estard presente tipicamente en solucién
acuosa al 5% (peso/peso) hasta el 15% (peso/peso) y los adyuvantes de rehidratacidn estardn presentes tipicamente en
un 5% hasta un 30% (peso/peso), con respecto al peso de gelatina en solucién acuosa. Preferentemente, el adyuvante
de rehidrataciéon comprende PEG en un 2,5% hasta un 20% (peso/peso) con respecto al peso de la gelatina, PVP en un
1,25% hasta un 20% (peso/peso) y dextrano en un 1,25% hasta un 20% (peso/peso).

La gelatina no reticulada junto con el adyuvante de rehidratacidn entonces se reticula por cualquier método adecua-
do para formar el hidrogel. Por ejemplo, las moléculas poliméricas pueden reticularse mediante agentes de reticulacién
bi- o poli-funcionales que se unen covalentemente a dos o mds cadenas de moléculas poliméricas. Ejemplos de agentes
de reticulacién bifuncionales incluyen aldehidos, epoxi, succinimidas, carbodiimidas, maleimidas, azidas, carbonatos,
isocianatos, divinilsulfonas, alcoholes, aminas, imidatos, anhidridos, haluros, silanos, diazoacetato, aziridinas y simi-
lares. Alternativamente, la reticulacién puede realizarse utilizando oxidantes y demds agentes, tales como periodatos,
que activan las cadenas laterales o partes del polimero para que puedan reaccionar con otras cadenas laterales o partes
formando los enlaces de reticulacién. Otro método adicional de reticulacién comprende la exposicidn de los polimeros
auna radiacidn, tal como rayos gamma, con el fin de activar las cadenas poliméricas, permitiendo reacciones de reticu-
lacién. También pueden resultar adecuados los métodos de reticulacién deshidrotérmica. A continuacién se describen
los métodos preferentes para reticular las moléculas de gelatina.

Meétodos ilustrativos para la produccion de gelatinas reticuladas son los siguientes. Se obtiene la gelatina y se
suspende en una solucién acuosa para formar un hidrogel no reticulado, que tiene tipicamente un contenido en sélidos
del 1% al 70% en peso, normalmente del 3% al 10% en peso. La gelatina se reticula, habitualmente mediante su
exposicion a glutaraldehido (por ejemplo, del 0,01% al 0,05% peso/peso, durante toda la noche a 0°C hasta 15°C
en un tampdn acuoso), periodato de sodio (por ejemplo, 0,05M mantenido a 0°C hasta 15°C durante 48 horas) o 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (“EDC”) (por ejemplo, del 0,5% al 1,5% peso/peso durante toda la noche
a temperatura ambiente), o mediante su exposicién a aproximadamente 0,3 hasta 3 megarads de radiacién de haz
electrénico o gamma. Como alternativa, las particulas de gelatina pueden suspenderse en un alcohol, preferentemente
en alcohol metilico o etilico, con un contenido en s6lidos del 1% al 70% en peso, normalmente del 3% al 10% en peso,
y reticularse mediante su exposicion a un agente de reticulacion, tipicamente glutaraldehido (por ejemplo, del 0,01%
al 0,1% peso/peso, durante toda la noche a temperatura ambiente). En el caso de los aldehidos, el pH debe mantenerse
a aproximadamente 6 a 11, preferentemente de 7 a 10. Cuando la reticulacion se realiza con glutaraldehido, los enlaces
de reticulacién se forman a través de bases de Schiff, que pueden estabilizarse mediante una reduccién posterior, por
ejemplo por tratamiento con borohidruro de sodio. Después de la reticulacion, los granulos resultantes pueden lavarse

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 317 600 T3

en agua y opcionalmente enjuagarse en un alcohol, y se secan. Los polvos secos resultantes pueden cargarse entonces
en los aplicadores de la presente invencion, tal como se describe con més detalle a continuacion.

Después de la reticulacion, al menos el 50% (peso/peso) del adyuvante de rehidratacién serd eliminado del hidrogel
resultante. Normalmente, el adyuvante de rehidratacién se elimina por filtracion del hidrogel seguida de lavado de
la torta del filtro resultante. Estos pasos de filtracién/lavado pueden repetirse una o mas veces mas con el fin de
limpiar el producto hasta el nivel deseado y eliminar al menos el 50% del adyuvante de rehidratacién, eliminando
preferentemente al menos el 90% (peso/peso) del adyuvante de rehidratacién originalmente presente.

Después de la filtracion se seca la gelatina obtenida, tipicamente secando la torta final del filtro. La torta seca del
filtro entonces puede romperse o triturarse para producir el polvo reticulado, que tiene un tamafo de particula dentro
de los rangos deseados establecidos anteriormente.

Los kits segtin la presente invencién comprenderan un primer recipiente que contiene el polvo de gelatina reticulada
seca de la presente invencion, tal como se ha descrito anteriormente. Los kits comprenderdn ademdas un segundo
recipiente que contiene un medio de rehidratacién acuoso, tipicamente una solucién salina u otra solucién acuosa que
comprende trombina, la cual se pretende mezclar con la gelatina a medida que se rehidrata la gelatina. Los recipientes
pueden tener cualquier forma pero preferentemente tendrdn forma de jeringuillas de forma que permitan la mezcla de
la gelatina seca con el medio de rehidratacion.

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 ilustra un kit construido de acuerdo con los principios de la presente invencion.

Descripcion de las realizaciones especificas

Se ofrecen los siguientes ejemplos a modo de ilustracién.

Ejemplo 1
Preparacion del polvo de gelatina

Se suspendieron unas tiras de piel bovina en una solucién de hidréxido de sodio con una concentracién de 1M
a 2M durante 1 hora, a temperatura ambiente, se neutralizaron con 4cido fosférico y se enjuagaron. Entonces se
volvieron a suspender las tiras tratadas en agua desionizada, se ajustaron a un pH 7-8 y se calentaron a 70°C. Se utiliz6
un homogeneizador para reducir ademds el tamafio de las tiras. Después de 1 hora a 70°C, el corium se solubiliz
ampliamente en gelatina. La cantidad de corium se eligié de forma que el contenido en sélidos de la solucién de
gelatina resultante fuera de aproximadamente el 3-10% (peso/peso), tipicamente del 7-10%. Se verti6 la solucién en
capas finas sobre bandejas metdlicas recubiertas de Teflon®, se secaron y se trituraron para formar polvo de gelatina.

Ejemplo 2
Preparacion de “polvo de gelatina modificada”

Se disolvieron los adyuvantes de rehidratacion (Tabla 1) en 500 ml de agua desionizada a 50°C y luego se afiadié
a la solucién una cantidad de polvo de gelatina de origen bovino preparado segtin el Ejemplo 1. Se eligié que la
concentracion final de gelatina en solucién fuera de aproximadamente un 8% (peso/peso, base de polvo de gelatina en
masa) y la cantidad total de adyuvantes de rehidratacion en la solucién se eligié como en los Ejemplos 9-44 (Tablas 1
y 2). Después de haberse disuelto la gelatina, se vertié la solucién en bandejas metdlicas recubiertas de Teflon® y se
seco. Se triturd la Idmina de gelatina seca para formar el “polvo de gelatina modificada”.

Alternativamente, se suspendieron tiras de piel bovina en una solucién de hidréxido de sodio con una concentracién
de 1M a 2M durante 1 hora a temperatura ambiente, se neutralizaron con 4cido fosférico y se enjuagaron. Se volvieron
a suspender las tiras tratadas en agua desionizada, se ajustaron a un pH de 7-8, y se calentaron a 70°C. Se utiliz6 un
homogeneizador para reducir ademds el tamafio de las tiras. Después de 1 hora a 70°C, se solubilizé ampliamente el
corium en gelatina. Se eligi6 la cantidad de corium para que el contenido en s6lidos de la solucién de gelatina resultante
fuera de aproximadamente un 3-10% (peso/peso), tipicamente del 7-10%. Se eligieron las cantidades de adyuvantes
de rehidratacién como en los Ejemplos 9-44 (Tablas 1 y 2) y luego se afiadieron a la solucién de gelatina, en forma
s6lida o disueltos en un pequefio volumen de agua. Se verti6 la solucién en capas finas sobre bandejas metélicas
recubiertas de Teflon®, se secaron y se trituraron para formar “polvo de gelatina modificada”. Se dan ejemplos de
varias formulaciones para la gelatina modificada en las Tablas 1 y 2.
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Ejemplo 3
Preparacion de polvo de gelatina reticulada a partir de “polvo de gelatina modificada”

600 ml de tampon de fosfato 0,2M (pH 9,2 + 0,2) se enfriaron a una temperatura inferior a 12°C. Se afiadieron 0,32
ml de glutaraldehido (25%) a la solucién tampén y luego se afiadieron 20 g de polvo de gelatina modificada, lo que
result6 en una concentracion de glutaraldehido de 4.000 ppm (glutaraldehido con respecto a la gelatina modificada,
base de peso en masa). Se suspendi6 la gelatina en la solucién de glutaraldehido con una barra de agitacion. Se ajusto
el pH de cada suspension a un rango de 9,2 + 0,2 y luego se mantuvo a una temperatura de 9 a 12°C y un pH de 9,2 +
0,2 durante 19 horas.

Se filtr6 la suspension y se lavo la torta del filtro con agua desionizada tres veces, cubriendo completamente la
torta del filtro con agua desionizada y luego dejando que el vacio extrajera el agua de enjuague por toda la torta. Se
dejé la torta del filtro en el embudo durante cada enjuague.

Se disolvieron 0,2 g de NaBH, en 600 ml de tampén de fosfato 25 mM, pH 7.4 + 0,2, en una cubeta. La torta
del filtro anteriormente mencionada se suspendi6 en la solucién de NaBH, a temperatura ambiente (aproximadamente
22°C) durante 3 horas, luego se filtr6 para eliminar el liquido.

Entonces se suspendio la torta en 600 ml de solucion tamp6én a temperatura ambiente (aproximadamente 22°C)
durante 30 minutos y se volvié a filtrar. El tampén estaba compuesto de fosfato de sodio (monohidrato monobésico
y dibdsico anhidro) y ascorbato de sodio. Se repitié el procedimiento anterior dos veces para garantizar que exis-
tiera una proporcién adecuada de sales con respecto a la gelatina para formar la composicién tampén deseada a su
reconstitucion. La torta se secd, luego se triturd con un Mezclador Waring, lo que resulté en un “polvo de gelatina
reticulada”.

Se utiliz6 también este método para preparar polvo de gelatina reticulada a partir de polvo de gelatina no modifi-
cada; es decir, la gelatina a la cual no se afiadieron adyuvantes de rehidratacion durante su preparacion.

Ejemplo 4
Preparacion de producto irradiado a partir de polvo de gelatina reticulada

Se colocaron aproximadamente 800 mg (peso en masa) de polvo de gelatina reticulada preparado como en el
Ejemplo 2 en cada una de varias jeringuillas de 5 cc. Las jeringuillas que contenian el polvo se esterilizaron por
irradiacién con rayos gamma a temperatura ambiente.

Ejemplo 5
Utilizacion del producto como agente hemostdtico

A partir de polvo de gelatina modificada se prepar6 una jeringuilla de producto que contenia aproximadamente
0,8 g de polvo de gelatina reticulada irradiada. Se prepar6 el polvo de gelatina modificada como en el Ejemplo 2.
Luego, la gelatina modificada fue reticulada e irradiada como en los Ejemplos 3 y 4. Se mezclé el producto con 4
ml de solucién salina que contenfa aproximadamente 1.000 unidades de trombina bovina por mililitro. Se realizé
la mezcla mediante el paso para adelante y para atras entre dos jeringuillas conectadas con un conector Luer recto
hembra-hembra. El polvo en la jeringuilla se hidraté a medida que se mezclaba con la solucién de trombina, formando
granulos de hidrogel.

Se cred una lesion cuadrada, de aproximadamente 1 cm x 1 cm x 0,2 cm de profundidad, en el higado de un
cerdo de granja. El cerdo habia sido sometido a una anticoagulacién con heparina para que su tiempo de coagulacién
activado (ACT) fuera de tres a cinco veces su valor base y que la lesion sangrara libremente antes del tratamiento.
Después de aproximadamente 30 segundos del inicio de la mezcla, aproximadamente se expulsaron aproximadamente
2 ml de polvo hidratado desde la jeringuilla sobre la lesién y se mantuvieron en su lugar mediante compresion durante
dos minutos. Después de retirar la compresion, se sometié a observacién la lesién tratada en cuanto al sangrado 3
minutos, 10 minutos y 50 minutos después de la aplicacién. No se vio ningin sangrado de la lesion tratada a los 3
minutos y 10 minutos de observacién. A los 10 minutos de observacion, se irrigé la lesién tratada con una solucién
salina. Mientras se eliminaba el material en exceso, no se observé ningtin nuevo sangrado. A los 50 minutos después
de la aplicacidn se volvié a observar la lesién y no se observé ningtn sangrado.

Ejemplo 6
Determinacion de la velocidad de rehidratacion de un polvo

Se midié la “velocidad de rehidratacién” de un polvo como sigue. El polvo, envasado en una jeringuilla de 5 cc,
se mezcld en una jeringuilla que contenia un volumen de solucién acuosa mediante su paso entre las dos jeringuillas
conectadas con un conector Luer durante 30 segundos. Se eligi6 el volumen de solucién acuosa para que estuviera en

exceso con respecto a lo que se prevé se absorberia en 30 segundos. Tipicamente, 0,8 g (peso masivo) de polvo se
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mezclo con 3 ml de una solucion de cloruro de sodio al 0,9%. Entonces, la mezcla resultante se filtré inmediatamente
para eliminar todo liquido no absorbido. El material filtrado himedo se pesd, luego se secé en una estufa a 120°C
durante dos horas y se volvié a pesar. Esta medida proporciond la cantidad total de agua eliminada del material
himedo y el peso del polvo seco. La cantidad de agua que habia sido absorbida por el polvo se calculé entonces
después de realizar una pequefia correcciéon en la humedad residual que estaba presente originalmente en el polvo. La
“velocidad de rehidratacién” se calcul6 como masa de solucidn salina absorbida por cada gramo en peso seco de polvo
en un intervalo de 30 segundos.

En el cdlculo, a continuacion, se midieron las fracciones sélidas de polvo en masa (“S”) independientemente,

secando la masa de polvo a 120°C durante 2 horas y pesando el polvo antes y después del secado. El valor de S viene
dado por:

= peso después del secado al20°C, 2 horas

peso antes del secado
Calculo de la velocidad de rehidratacion:

A: peso inicial del recipiente y del papel filtrante

B: peso del recipiente, papel filtrante y polvo hidratado
C: peso del recipiente, papel filtrante y muestra después de secado en estufa
S: fracciones sélidas de la masa de polvo original en la jeringuilla
M:  gramos de solucién salina absorbidos por cada gramo de polvo (peso en seco) durante la mezcla (“velocidad
de absorcién”)
Mz B-A-(C-A)/S
C-A)
Ejemplo 7

Velocidad de rehidratacion y determinacion de las propiedades fisicas para varios lotes de producto en polvo

Las Tablas 1 y 2 describen los resultados de las medidas de la velocidad de rehidratacién llevadas a cabo en

un producto en polvo con respecto a varios lotes (Ejemplos 9-23). Estas se realizaron segtin los métodos de los
Ejemplos 1, 2, 3 y 4. Salvo para los Ejemplos 9 y 17, éstos se prepararon a partir de gelatinas modificadas que estaban
elaboradas con varias proporciones de gelatina y los siguientes adyuvantes de rehidratacion: polietilenglicol (PEG),
peso molecular promedio 1.000; polivinilpirrolidona (PVP), designacién “k-30”, correspondiente a un peso molecular
promedio de aproximadamente 50.000; y dextrano, peso molecular promedio de 40.000.

Se observa que la utilizacién de varias combinaciones distintas de gelatina y adyuvantes de rehidratacién pueden
resultar en un producto en polvo que absorbe mas solucién salina acuosa en 30 segundos por cada gramo de polvo que
el producto en polvo obtenido a partir de una gelatina a la que no se han afiadido adyuvantes de rehidratacion. También
se observa que la combinacién de gelatina, PEG, PVP y dextrano en una proporcién en peso masivo de 80:10:5:5 en la
gelatina modificada (Ejemplo 10) genera un producto en polvo que absorbe aproximadamente un 33% mads de solucién
salina por cada gramo en 30 segundos que el producto en polvo elaborado a partir de gelatina no modificada.

La Tabla 1 muestra también los valores para otras propiedades fisicas determinadas para los lotes de producto en
polvo. El “porcentaje de s6lidos” se determind pesando el polvo antes y después de su secado a 120°C durante dos
horas para quitar la humedad residual. La “temperatura maxima DSC” se refiere a la temperatura a la cual se muestra
un pico méximo en un termograma de una medida de calorimetria de exploracion diferencial realizada a 1°C hasta
70°C. EI “esponjamiento de equilibrio” se determiné suspendiendo el polvo en un exceso de solucion salina durante al
menos 18 horas a temperatura ambiente. Se pesé el polvo hidratado para determinar su “peso himedo de equilibrio”,
se secd a 120°C durante dos horas y se volvio a pesar para determinar su “peso en seco”. El esponjamiento de equilibrio
se da como:

) = 100% peso en himedo en equilibrio — peso en seco
= o X

Esponjamiento de equilibrio (%
peso en seco

Los valores para el “tamafio medio de particula” se midieron por fotodispersién en un analizador de tamaio de
particula Coulter LS.

A partir de los datos presentados en la Tabla 1, parece que la utilizacién adecuada de adyuvantes de rehidratacién
puede cambiar la velocidad de rehidratacion del producto en polvo sin cambiar notablemente otras propiedades fisicas.
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Ejemplo 8

Medida de los niveles de polietilenglicol, polivinilpirrolidona y dextrano en el polvo de gelatina modificada y en el
polvo reticulado

Aproximadamente 50 mg de gelatina modificada o 250 mg de producto en polvo reticulado irradiado fueron sus-
pendidos en 10 ml de agua desionizada y calentados durante 3 horas a 65°C. Luego se centrifugaron las muestras
durante 15 minutos a 2.000 rpm. El sobrenadante resultante se filtré a través de un filtro Gelman Acrodisc de 0,45
um, desechandose el primer ml. Luego la muestra resultante se someti6 a ensayo por medio de tres métodos distin-
tos de cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) para cuantificar en la muestra el polietilenglicol (PEG),
la polivinilpirrolidona (PVP) y el dextrano. En cuanto al PEG, se inyectaron 100 ul de la muestra en una columna
Ultrahydrogel 120 de Waters, de 7,8 x 300 mm, con columna protectora y prefiltro, utilizando agua desionizada como
fase madvil. Se utiliz6 un detector de indice de refraccion para controlar el efluente. En cuanto a la PVP, se inyectaron
100 w1 de la muestra en una columna Kingsorb C18 de Phenomenex de 5 um, de 4,6 x 150 mm, con columna protectora
y prefiltro, utilizando un gradiente de metanol y fosfato de sodio acuoso como fase mévil. Se utilizé un detector de
absorbancia ultravioleta para controlar el efluente. En cuanto al dextrano, se inyectaron 100 ul de la muestra en una
columna Ultrahydrogel Linear de Waters, de 7,8 x 300 mm, con columna protectora y prefiltro, utilizando fosfato de
sodio 0,1M, pH = 7 y acetonitrilo en una proporcién 90:10 como fase mévil. Se utilizé un detector de indice de refrac-
cién para controlar el efluente. Se calentaron todas las columnas a 40°C para los anélisis. El limite de cuantificacién
era de aproximadamente un 0,1% (muestra peso/peso) para el PEG y la PVP y de un 0,2% (muestra peso/peso) para
el dextrano.

Se prepar6 la gelatina modificada segtin el Ejemplo 2. Se analizé la gelatina modificada en cuanto al PEG, a
la PVP y el dextrano de la forma descrita anteriormente. Los resultados indicaron que PEG, PVP y dextrano estaban
presentes en un 16%, 8% y 3% respectivamente (peso/peso, masivo). Se sometié posteriormente la gelatina modificada
a reticulacién, tratamiento con borohidruro de sodio y enjuague segtin el Ejemplo 3 para formar polvo de gelatina
reticulada modificada. Cuando se analizé este polvo en cuanto a PEG, PVP y dextrano mediante HPLC de la forma
descrita anteriormente, se descubri6 que el contenido de cada uno de los tres adyuvantes de rehidratacién se encontraba
por debajo del limite de cuantificacién.

Ejemplo 9
Producto en polvo elaborado sin adyuvantes de rehidratacion

Se prepar6 gelatina no modificada -es decir, gelatina a la cual no se afiadieron adyuvantes de procesamiento- a
partir de tiras de corium bovino como en el Ejemplo 1 y se reticulé como en el Ejemplo 3. Luego la gelatina reticulada
no modificada fue envasada en jeringuillas e irradiada con rayos gamma como en el Ejemplo 4. Se midieron las
propiedades fisicas del producto resultante como en los Ejemplos 6 y 7 y éstas figuran en la Tabla 1.

Ejemplos 10-23
Producto en polvo elaborado con adyuvantes de rehidratacion

Se prepararon lotes de gelatina modificada como en el Ejemplo 2 a partir de polvo de gelatina o de tiras de corium
y a partir de uno, dos o tres adyuvantes de rehidratacién. La Tabla 1 muestra las proporciones de gelatina en masa y de
adyuvantes de rehidrataciéon empleadas. Luego se reticul6 la gelatina modificada como en el Ejemplo 3. Excepto para
el Ejemplo 17, los adyuvantes de rehidratacion utilizados procedian de la lista siguiente: polietilenglicol (PEG) con
un peso molecular promedio de aproximadamente 1.000; polivinilpirrolidona (PVP), designacion “k-30", con un peso
molecular promedio de aproximadamente 50.000; y dextrano, de un peso molecular promedio de aproximadamente
40.000. En el Ejemplo 17, se utilizé6 PEG de un peso molecular promedio de aproximadamente 400. Luego, la gelatina
reticulada modificada se envasé en jeringuillas y se irradi6 con rayos gamma como en el Ejemplo 4. Las propiedades
fisicas del producto en polvo resultante procedente de cada una de estas preparaciones se midieron como en los
Ejemplos 6 y 7 y éstas figuran en la Tabla 1. Los datos dados con la formulacién del Ejemplo 10 son la desviacién
media y estandar de nueve lotes preparados de acuerdo con aquella formulacién.

Ejemplos 24-44
Producto en polvo elaborado con varios adyuvantes de rehidratacion

Los lotes de gelatina modificada se prepararon como en el Ejemplo 2 a partir de polvo de gelatina o de tiras de
corium y a partir de uno de varios adyuvantes de rehidrataciéon. La Tabla 2 muestra la identidad y concentracién
del adyuvante de rehidratacion utilizado en cada lote como coeficiente del peso en masa de gelatina con respecto al
adyuvante de rehidratacién y como porcentaje de soluto en masa total utilizado para preparar la gelatina modificada.
Luego la gelatina modificada fue reticulada como en el Ejemplo 3. Entonces la gelatina reticulada modificada se
envasé en jeringuillas y se irradié con rayos gamma como en el Ejemplo 4. Las propiedades fisicas del producto en
polvo resultante procedente de cada una de estas preparaciones se midieron como en los Ejemplos 6 y 7 y figuran en
la Tabla 2. Los datos para la formulacion del Ejemplo 9 se proporcionan en la Tabla 2 para su comparacion.
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REIVINDICACIONES
1. Método para preparar un polvo de gelatina reticulada sustancialmente seca, comprendiendo dicho método:
la provision de una solucién de una gelatina no reticulada;

la reticulacion de la gelatina no reticulada mientras se encuentra en solucién en presencia de un adyuvante
de rehidratacion;

el lavado de la gelatina reticulada para eliminar al menos un 50% peso/peso del adyuvante de rehidratacion;
y

el secado de la gelatina reticulada y trituracién del sélido seco para producir el polvo de gelatina reticulada.
2. Método segtn la reivindicacién 1, caracterizado porque el adyuvante de rehidratacién comprende uno o mas
de los materiales seleccionados de entre el grupo que consiste en polietilenglicol (PEG), polivinilpirrolidona (PVP) y
dextrano.
3. Método segtin la reivindicacién 1 6 2, caracterizado porque el adyuvante de rehidratacién estd presente a una
concentracion situada en el rango del 5% al 30% en peso con respecto al peso de la gelatina presente en la solucién
acuosa.

4. Método segtin la reivindicacion 3, caracterizado porque el adyuvante de rehidrataciéon comprende PEG en un
2,5% hasta un 20% en peso, PVP en un 1,25% hasta un 20% en peso y dextrano en un 1,25% hasta un 20% en peso.

5. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el paso de reticulaciéon com-
prende la adicién de un agente de reticulacidn a la solucion de gelatina.

6. Método segtn la reivindicacion 5, caracterizado porque el agente de reticulaciéon comprende glutaraldehido.

7. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque la gelatina reticulada se filtra
para producir una torta de filtrado que después se lava para eliminar el adyuvante de rehidratacién.

8. Método segun la reivindicacién 7, caracterizado porque el lavado de la torta de filtrado elimina al menos el
90% (peso/peso) del adyuvante de rehidratacion originalmente presente en la gelatina.

9. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8, caracterizado porque paso de secado comprende secar
la torta de filtrado después del lavado.

10. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el polvo de gelatina reticu-
lada se seca para que el contenido en humedad sea inferior al 20% (peso/peso).

11. Composicién que comprende un polvo de gelatina reticulada, caracterizada porque el polvo se reticula en
presencia de un adyuvante de rehidratacion de forma que el polvo tiene una velocidad de rehidratacién en agua de al
menos 3,0 g/g.

12. Composicién segun la reivindicacién 11, caracterizada porque que comprende un polvo de gelatina reticulada,
caracterizada porque el polvo tiene una velocidad de rehidratacion en agua de al menos 3,5 g/g.

13. Composicion segin la reivindicacién 11 6 12, caracterizada porque el polvo tiene esponjamiento de equilibrio
situado en el rango del 400 al 1.000%.

14. Composicién segin cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, caracterizada porque el polvo tiene un tamafo
medio de particula situado en el rango de 150 ym a 750 ym.

15. Composicidn segin cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, caracterizada porque el polvo tiene un conte-
nido en humedad del 20% (peso/peso) o inferior.

16. Composicién segiin cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15, caracterizada porque el adyuvante de re-
hidratacién comprende uno o mds de los materiales seleccionados del grupo consistente en polietilenglicol (PEG),
polivinilpirrolidona (PVP) y dextrano.

17. Kit que comprende:

un primer recipiente que contiene una composicion segin cualquiera de las reivindicaciones 11 a 16;y

un segundo recipiente que contiene un medio acuoso de rehidratacion.

12
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18. Kit segtin la reivindicacién 17, caracterizado porque uno o ambos primero y segundo recipientes son jeringui-
llas.

19. Kit segtin la reivindicacién 18, caracterizado porque el primero y segundo recipientes son jeringuillas que
permiten la mezcla de la composicién con el medio de rehidratacion.

20. Kit segtin cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, caracterizado porque el medio acuoso de rehidratacién
comprende trombina.

21. Kit segtn la reivindicacién 20, caracterizado porque el medio acuoso de rehidratacién es una solucion salina
que comprende trombina.

22. Kit segin cualquiera de las reivindicaciones 17 a 21, que ademds comprende un envase para guardar los
recipientes primero y segundo.

23. Kit segun cualquiera de las reivindicaciones 17 a 22, caracterizado porque la composicién contenida en el
primer recipiente estd envasada para impedir la incursion de la humedad.

24. Kit segun cualquiera de las reivindicaciones 17 a 23 que comprende ademads instrucciones para su uso que

exponen un método para combinar el polvo de gelatina reticulada y el medio de rehidratacion, para producir un
hidrogel de gelatina fragmentada que contiene trombina, y aplicar el hidrogel a una herida.

13



ES 2 317 600 T3

IFU
102 104
v v .
~~~—110

FIG. 1

14



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

