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DESCRIPCION
Dispositivos hemostaticos que contienen un precipitado de proteina
Campo de la invencién

La invencion se refiere a un dispositivo hemostatico, por ejemplo un apésito de heridas, que comprende un
precipitado de proteina y a procedimientos para hacer el dispositivo.

Antecedentes de la invencién

Comunmente se usa tela de celulosa regenerada que ha sido oxidada para que contenga grupos carboxilicos
(CORC) en la preparacion de apdsitos hemostaticos para heridas y que son por naturaleza acidos debido a la
presencia de grupos de acido carboxilico. Entre tales tejidos figuran telas de rayén que se han oxidado para incluir
grupos carboxilicos. Entre los ejemplos de materiales hemostéaticos de celulosa regenerada absorbibles disponibles
comercialmente figuran el hemostato absorbible Surgicell], una tela tricotada de celulosa oxidada regenerada
(ORC), el hemostato quirtrgico Nu-Knit(l absorbible, una tela densa de ORC, y el hemostato absorbible Surgicel
Fibrillar, microfibrillas de ORC, todos ellos asequibles de Jonson & Jonson Wound Management Worldwide, una
division de Ethicon, Inc,, Somerville, New Jersey, una compafiia de Johnson & Johnson.

Se cree que tales telas son incompatibles con materiales bioldgicos que pueden ser sensibles a medios acidos. Por
ejemplo, se sabe que, cuando se expone trombina a telas de CORC, pierde rapidamente su actividad enzimatica.
En Intentos previos de lograr que la CORC sea compatible con enzimas y otras proteinas que son sensibles a los
acidos se ha recurrido a la neutralizacién de la tela o polvo de CORC con sales sédicas o calcicas u otros agentes
de neutralizacion.

El documento WO 02/058749 A2 describe el uso de una esponja de colageno como vehiculo, con una distribucion
de fibrindgeno sélido y trombina sélida fijada al vehiculo. Se dice que la composicion es Util para que se adhiera el
tejido, se cierre el tejido y la hemostasis.

El documento GB 2314842 A describe polvos, escamas 0 esponjas que comprenden una proteina complejada con
ORC. La proteina preferida es colageno y se dice que los complejos son (tiles para apositos de heridas.

La patente U.S. 5134229 describe la neutralizacién de un material de celulosa acida oxidada con una sal basica de
un &cido organico débil en una solucion de agua y alcohol. El producto neutralizado se puede impregnar luego con
agentes hemostaticos sensibles a acidos, tales como trombina.

Seria ventajoso proporcionar apositos hemostaticos y dispositivos médicos para heridas que utilizaran tales
apositos para heridas que proporcionaran una hemostasis eficaz y/o mejorada en el sitio de un cuerpo que lo
necesita en comparaciéon con un apdsito para heridas convencional, a la vez que permitiera la incorporacion de
materiales que pueden ser sensibles a medios acidos. Las invenciones que se describen aqui proporcionan tales
ventajas.

Sumario de la invencién

La presente invencion esta dirigida a procedimientos de produccion de dispositivos hemostaticos que comprenden
un sustrato segun se define en la reivindicacién 1, y también a un producto segun se define en la reivindicacién 12.

Breve descripcion de las Figuras

La Figura 1 es una imagen producida por microscopia electrénica de barrido (1500 X) de la superficie de un apdsito
de heridas comparativo.

La Figura 2 es una imagen producida por microscopia electrénica de barrido (1500 X) de la superficie de un apdsito
de heridas comparativo.

La Figura 3 es una imagen producida por microscopia electrénica de barrido (1500 X) de la superficie de un apdsito
de heridas comparativo.

La Figura 4 es una imagen producida por microscopia electrénica de barrido (1500 X) de la superficie de un apdsito
de heridas de la presente invencién.

La Figura 5 es una imagen producida por microscopia electrénica de barrido (750 X) de la superficie de un apdsito
de heridas de la presente invencién.

Descripcion detallada de la invencién

En una realizacion, la presente invencion esta dirigida a dispositivos hemostaticos definidos en la reivindicacion 12.

En ciertas realizaciones, el precipitado de proteina se puede formar simultdneamente con el contacto de la proteina
2
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con el sustrato, incorporandose asi el precipitado de proteina al sustrato o sobre el sustrato.

Tal como se usa aqui, “hemostético” o “propiedades hemostaticas” significa la capacidad de parar o minimizar la
hemorragia, como entenderia un experto en la técnica de la hemostasis que significan esos términos, segin se
ejemplifica méas adelante en los ejemplos de la memoria.

Sin que ello signifigue que se asume teoria alguna, se cree que los precipitados de proteina de acuerdo con la
presente invencidn son capaces de unirse a plaquetas y otras células del cuerpo cuando se ponen en contacto con
sangre de un cuerpo, asi como de unirse a otras proteinas y activar plaquetas. Se cree que la unioén a las plaquetas
del precipitado de proteina intensifica las propiedades hemostaticas de telas que incluyen el precipitado de
proteina. Ademas, el enriquecimiento en plaquetas causado por la union de proteina a ellas puede mejorar la
curacion de la herida dado que las plaguetas contienen factores de crecimiento que se conoce que intensifican la
curacién de heridas. La union de los precipitados de proteina también puede estimular el crecimiento de las células
para aplicaciones de disefio de tejidos por ingenieria.

El precipitado de proteina se puede preparar a partir de proteinas seleccionadas entre el grupo constituido por
fibrinbgeno, fibrina, fibronectina y Factor Von Willebrand. En realizaciones concernientes, el precipitado de proteina
puede formarse a partir de un hidrogel de fibrina formado por combinacién de fibrin6geno con trombina. La proteina
usada para preparar el precipitado de proteina puede ser humana, animal o recombinante. Se describen proteinas
derivadas de seres humanos en la solicitud de patente PCT WO 02/095019 Al y las patentes U.S. n° 5.792.835 y
n°. 6.121.232.

En ciertas realizaciones de la invencion, los apdsitos para heridas de la presente invencion comprenden una tela
fibrosa que tiene una primera superficie y una segunda superficie opuesta a la primera superficie. La tela
comprende fibras y posee propiedades fisicas adecuadas para uso como hemostato. Entre tales propiedades
figuran flexibilidad, resistencia mecanica y porosidad. Las telas utilizadas en la presente invencién son tejidas o no
tejidas, con tal que la tela posea mantenga las propiedades fisicas necesarias para su aplicacién al sitio del cuerpo
mientras que se mantiene su integridad estructural y, preferiblemente, aunque no necesariamente, proporcione
hemostasis al sitio. Una tela tejida preferida tiene una estructura densa y tricotada que proporciona solidez y forma
al hemostato.

Las fibras usadas para preparar el sustrato de tela comprenden un polimero biocompatible. Las fibras pueden
fabricarse de cualquier polimero biocompatible conocido para uso en apdsitos médicos de heridas. El precipitado de
proteina esta dispersado al menos sobre una de las superficies del sustrato de tela que se ha de poner en contacto
con el sitio de la hemorragia o, en ciertas realizaciones, en la propia tela. El precipitado debe estar distribuido
sustancialmente uniformemente sobre la superficie del sustrato con el fin de proporcionar las propiedades
hemostaticas deseadas, puesto que unos vacios excesivos en el sustrato en los que no esta presente el precipitado
pueden comprometer las propiedades hemostaticas buscadas. Ademas de la distribucion del precipitado, debe
cuidarse de emplear una cantidad de precipitado de proteina eficaz para proporcionar y/o mantener y/o mejorar las
propiedades hemostaticas del apésito de la herida. A modo de ejemplo, los vehiculos tales como las soluciones o
geles descritos aqui pueden contener de 1-100 a 10-40 miligramos de proteina por mililitro de vehiculo. Se sefiala
que sustancialmente la totalidad de la proteina precipitara del vehiculo. Una vez que conozca esta exposicion, un
experto en la técnica sera capaz de determinar facilmente la cantidad particular de precipitado de proteina requerida
por peso de sustrato y el grado de uniformidad requerido para alcanzar propiedades hemostaticas de dispositivos
de la presente invencion.

En ciertas realizaciones de la presente invencion, el aposito hemostatico absorbible para heridas comprende una
tela tricotada de urdimbre hecha de hilo de rayon brillante que posteriormente se oxida por técnicas conocidas para
obtener CORC. Las telas se caracterizan por tener un espesor de capa simple como minimo de aproximadamente
0,5 mm, una densidad de como minimo aproximadamente 0,03 g/cmz, una porosidad al aire de menos de 150
cm®/slcm? y una capacidad de absorcion de liquido de como minimo tres veces el peso en seco de la tela y como
minimo aproximadamente 0,1 g de agua por cm? de la tela.

Las telas tricotadas tienen un buen volumen, sin un peso excesivo, son blandas y plegables y se adaptan bien a la
configuracion de la superficie a la que se aplican. La tela puede cortarse a tamafios adecuados sin que se deshaga
o deshilache a lo largo del borde del corte. La resistencia mecéanica de la tela después de la oxidacion es mayor que
la adecuada para usarla como hemostato quirdrgico.

Las telas hemostaticas preferidas usadas en la presente invencién comprenden CORC y se caracterizan mejor por
sus propiedades fisicas de espesor, volumen, porosidad y capacidad de absorcion de liquidos, como se ha indicado
antes. Las telas adecuadas que tienen estas propiedades se pueden construir por tricotado de hilo de denier 60,
hilo de rayoén brillante de filamento 18 en una maquina de galga 32 a una calidad de tricotado de hilo de 12. Una
construccion de tela tricotada adecuada es barra frontal 1-0, 10-11; barra trasera 2-3, 1-0. EI movimiento de lanzado
extendido impartido a la barra frontal da por resultado para la barra frontal un lizarol de 477 cm en comparacion con
uno de 178 cm para la barra de guia trasera y aumenta el volumen de la tela y la densidad. La relacion de lizarol de

3



10

15

20

25

ES 236977513

barra frontal a lizarol de barra trasera en esta construccion particular es de 1:2,68.

En la Tabla 1 se indican las propiedades fisicas y hemostaticas tipicas conforme a lo descrito antes.

Tabla 1
Propiedad
Espesor, mm 0,645
Densidad, g/cm? 0,052
Porosidad al aire, cm¥secc/cm? 62,8
Resistencia a traccion® dm/dt/kg 1,9/4,5
Alargamiento® % 23/49
Absorcion®
g/g de tela 3,88
glcm? de tela 0,20
Hemostasis”, mm
1 capa 5,7+#1,0
2 capas 5,6+1,8
(1) Resistencia a tracciéon determinada a 5,08 cm/min de
extensibn en dm/dt = direccibn de la
magquina/direccion transversal
(2) Alargamiento en la direccién de la maquina/direccion
transversal
(3) Absorcion basada en el peso de agua absorbida por
la tela
(4) Evaluacion de la hemostasis en heridas esplénicas
por incisién en porcino, tiempo hasta la detencién de
la hemorragia

Las telas tricotadas utilizadas en la presente invencion se hicieron de hilo de rayén brillante de aproximadamente 40
a 80 denier en total. Cada hilo puede contener de 10 a 25 filamentos individuales, aunque preferiblemente cada
filamento individual es de denier inferior a 5 para evitar tiempos de absorcion alargados. El elevado volumen y alta
densidad de la tela se obtienen tricotando a galga 28 o menor, preferiblemente galga 32, con una calidad de la tela
de aproximadamente 10 o 12 (de 15,7 a 18,4 recorridos por cm). Un movimiento de lanzado de la guia largo, de
como minimo 6 espacios de aguja y, preferiblemente, de 8 a 12 espacios, aumenta mas el espesor y la densidad de
la tela. En la fabricacion de telas hemostaticas y ap0sitos para heridas de la presente invencion se pueden utilizar
otras estructuras de telas tricotadas que tienen propiedades fisicas equivalentes y tales telas las identificaran los
expertos en la técnica una vez hayan estudiado la presente descripcion.

Entre los polimeros (tiles en la preparacion de telas y apositos de heridas de la presente invencién figuran, no
limitativamente, quitosano, quitina, polisacaridos, poli(acidos metacrilicos), poliaminas, poliiminas, poliamidas,
poliésteres, poliéteres, polinucledtidos, poli(acidos nucleicos), polipéptidos, proteinas, poli(dxido de alquileno),
politioésteres, politioéteres, polivinilos, polilactidos, poliglicoles y copolimeros o mezclas de los mismos. Los
polimeros pueden ser degradables o no degradables dependiendo de si el dispositivo que comprende la tela se
contempla para uso externo o interno. En ciertas realizaciones, de acuerdo con la presente invencion se puede usar
tela de rayén que se ha oxidado para incluir otros restos carboxilicos o restos de aldehido.

El apdsito para heridas de la presente invencion permanece muy flexible, se adapta al sitio de la hemorragia y
retiene una buena resistencia a la traccién y a la compresion para resistir la manipulacién durante la aplicacion. El
aposito para heridas se puede cortar a diferentes tamafos y formas para satisfacer las necesidades quirdrgicas. El
aposito para heridas se puede enrollar o empaquetar en zonas anatémicas irregulares. En una realizacion preferida,
la tela es un CORC, tal como Surgical Nu-Knit(, asequible de Ethicon, Inc., Somerville, New Jersey, aunque se
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pueden utilizar otras telas.

El sustrato contiene restos acidos a niveles suficientes para proporcionar el medio acido apropiado para hacer que
precipite la proteina del vehiculo seleccionado, por ejemplo, restos carboxilicos como los contenidos en CORC,
pudiendo formarse el precipitado de proteina simultdneamente con el contacto de la proteina y el sustrato de la tela
e incorporarse directamente sobre la superficie y/o en el sustrato de tela. Tipicamente el medio acido comprendera
un pH de 2,5 a 6. Se pueden usar vehiculos para suministrar la proteina a precipitar, entre los que figuran
soluciones o geles.

En una realizacion, se puso en contacto una solucion que contenia fibrindgeno con un sustrato de tela de CORC. La
solucién contenia de aproximadamente 1 a aproximadamente 100 mg de fibrinégeno por ml de solucién. Después
del contacto del fibrinégeno con la tela de CORC, el fibrindgeno precipité de la solucién sobre el sustrato de tela,
formandose una almohadilla de fibrindgeno que comprendia el sustrato de tela que tenia incorporado el precipitado
de fibrindgeno.

En otra realizacion, se preparé primeramente un gel de fibrina mezclando fibrinégeno con trombina a niveles
eficaces para impartir propiedades hemostaticas después de la precipitacion de fibrina sobre el sustrato. El gel se
aplico luego al sustrato de tela de CORC y se vio que la fibrina precipitdé del gel en presencia de la CORC. Los
componentes solido y liquido del gel se separaron asi y el sélido, precipitado de fibrina, se incorpor6 al sustrato de
tela de CORC. Cuando se utiliza trombina, ésta puede ser humana o recombinante. En la patente U.S. n°.
5.143.838 se describen ejemplos de trombina humana que se pueden utilizar en la presente invencion.

En los dos casos, vehiculo como soluciéon o como gel, se formé una almohadilla hemostatica de fibrina (fibrinbgeno)
gue contenia fibrina (fibrindgeno) precipitada por exposicion de fibrina (fibrinégeno) a los restos carboxilicos de la
tela. La almohadilla de fibrina (fibrin6geno) formada tenia propiedades hemostaticas tan buenas o mejores, en
cuanto a la promocion de hemostasis in vivo, que las de una almohadilla preparada de tela que no contenia restos
acidos y que fue expuesta a fibrina (fibrin6geno) nativa, o que las de una almohadilla preparada de tela de CORC
gue no fue expuesta a fibrindgeno y que por ello no incluia un precipitado de fibrina (fibrin6geno).

Al sustrato se aplica una solucién o un gel que comprende la proteina seleccionada entre el grupo constituido por
fibrinbgeno, fibrina y fibronectina y primeramente se prepara la solucion o el gel que tiene una concentracion de
proteina eficaz para proporcionar, mejorar o mantener la hemostasis cuando se pone en contacto con un sustrato
gue tiene restos acidos en cantidades eficaces para proporcionar un medio acido adecuado para causar que la
proteina precipite de la solucién o el gel. Luego se pone en contacto la solucion o el gel con el sustrato y se deja
gue permanezcan en contacto durante un tiempo suficiente para que se forme el precipitado de proteina.
Tipicamente, la precipitacion de la proteina es sustancialmente simultanea al contacto y, por tanto, el tiempo de
contacto puede ser minimo. En ciertas realizaciones, el tiempo de contacto del sustrato con la proteina puede ser
de hasta aproximadamente 30 o 45 minutos. Luego se seca el sustrato que comprende el precipitado de proteina
para eliminar el componente liquido de la solucién o el gel. En ciertas realizaciones, la eliminacién del liquido se
realiza usando la liofilizacion, en la que se congela el liquido y luego se elimina en vacio.

Como se, ve en las Figs. 1-5 se muestran telas descritas aqui que se han hecho reaccionar con plasma rico en
plaquetas (PRP) segun se describe en el Ejemplo 8. La Fig. 1 representa un sustrato de tela de rayén que no
contiene restos acidos, que no ha tenido contacto con fibrinégeno pero que se ha hecho reaccionar con PRP segun
se describe en el Ejemplo 8. La Fig. 2 corresponde a un sustrato de tela de CORC segun lo descrito aqui que no ha
tenido contacto con fibrinégeno, que no comprende proteina pero que se ha hecho reaccionar con PRP segilin se
describe en el Ejemplo 8. La Fig. 3 muestra un sustrato de tela de rayén que no contiene restos acidos, que se ha
expuesto a fibrinbgeno segin se prepara en el Ejemplo 7b y que se ha hecho reaccionar con PRP segln se
describe en el Ejemplo 8. No se observa precipitado. Las Figs. 4 y 5 muestran un sustrato de CORC que se ha
puesto en contacto con fibrinbgeno como se ha preparado en el Ejemplo 7a y que se ha hecho reaccionar con PRP
como se describe en el Ejemplo 8. Como se observa, el precipitado de proteina une las plaquetas 12 sobre la tela
de CORC.

Se presentan los ejemplos siguientes con el fin de ejemplificar mas realizaciones de la presente invencion y no son
limitativos de la presente invencion.

Ejemplo 1: Almohadilla de rayon revestida con fibrinégeno de porcino

Se puso en un recipiente de plastico una pieza de 10 x 10 cm de tela de rayén (1,1 g) y se afadieron hasta
saturacion 10 ml de una solucion de fibrinégeno (fraccién 1 de plasma de cerdo — 40 mg/ml de proteina coagulable
en solucién salina tamponada con citrato, pH 6,8). No se observé precipitacion del fibrinogeno. Se liofilizo la tela 'y
se corto en piezas de 2,5 x 1,5 cm para ensayar el model de hemostasis en bazo de cerdo.

Ejemplo 2: Almohadilla de CORC revestida con fibrindbgeno de porcino
Se puso en un recipiente de plastico una pieza de 10 x 10 cm de apésito de heridas Surgicaldl NuKnit de CORC
5
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(1,2 g) y se afadieron 10 ml de una solucién de fibrinégeno (fraccion 1 de plasma de cerdo — 40 mg/ml de proteina
coagulable en solucion salina tamponada con citrato, pH 6,8) a saturacion. Se observé una precipitacién inmediata
de fibrindgeno. Se liofilizo la tela y se corté en piezas de 2,5 x 1,5 cm para ensayar el modelo de hemostasis en
bazo de cerdo.

Ejemplo 3: Almohadilla de rayon revestida con fibrin6geno de porcino

Se vertieron en una placa petri de vidrio 10 ml de fibrindgeno (fraccién 1 de plasma de cerdo — 40 mg/ml de proteina
coagulable en solucioén salina tamponada con citrato, pH 6,8) para cubrir el fondo de la placa. Se afadié 1 ml de
trombina bovina (1000 u/ml) y se arremolind suavemente la placa para mezclar la trombina con el fibrinégeno. Se
formé rapidamente un gel de fibrina. Después de aproximadamente 10 minutos, se puso encima del gel una pieza
de 10 x 10 cm de tela de ray6n no oxidado (1,0 g) y se dej6 que se asentara durante aproximadamente 30 minutos
a temperatura ambiente. No se observé precipitacion alguna. ElI material compuesto tela/gel se liofilizé luego. Se
observo una separacién completa como lamina de la tela de la capa de gel. Por tanto, con este material no se hizo
ensayo alguno segun se describe mas adelante,

Ejemplo 4: Almohadilla de CORC revestida con fibrindgeno de porcino

Se vertieron en una placa petri de vidrio 10 ml de fibrinégeno (fraccion 1 de plasma de cerdo — 40 mg/ml de proteina
coagulable en solucion salina tamponada con citrato, pH 6,8) para cubrir el fondo de la placa. Se afiadié 1 ml de
trombina bovina (1000 u/ml) y se arremoliné suavemente la placa para mezclar la trombina con el fibrinégeno. Se
form6 rapidamente un gel de fibrina. Después de aproximadamente 10 minutos, se puso encima del gel una pieza
de 10 x 10 cm de apésito de heridas Surgical(dNiKnit hecho de tela de rayén de CORC (1,3 g)) y se dejo que se
asentara durante aproximadamente 30 minutos a temperatura ambiente. Se observé una precipitacién inmediata
dentro de la capa de gel y la tela se sumergi6 en el gel, formandose asi un material compuesto de gel y tela. Luego
se liofilizé el material compuesto. El material resultante se corté luego en piezas de 2,5 x 1,5 cm y se ensay0 segun
un modelo de hemostasis en bazo de cerdo.

Ejemplo 5: Almohadilla de CORC revestida de fibrina porcina

Se vertieron en una placa petri de vidrio 10 ml de fibrinégeno (fraccion 1 de plasma de cerdo — 40 mg/ml de proteina
coagulable en solucion salina tamponada con citrato, pH 6,8) para cubrir el fondo del disco. Se afiadié 1 ml de
trombina bovina (1000 u/ml) y se arremoliné suavemente la placa para mezclar la trombina con el fibrinégeno. Se
form6 rapidamente un gel de fibrina. Después de aproximadamente 10 minutos, se puso encima del gel una pieza
de 10 x 10 cm de apésito de heridas SurgicaldONuKnit hecho de tela de rayon de CORC (1,1 g) y se dej6é que se
asentara durante aproximadamente 30 minutos a temperatura ambiente. Se observé una precipitacién inmediata
dentro de la capa de gel y la tela se sumergi6 en el gel, formandose asi un material compuesto de gel y tela. Luego
se liofilizé el material compuesto. El material resultante se corté luego en piezas de 2,5 x 1,5 cm y se ensay0 segun
un modelo de hemostasis en bazo de cerdo.

Ejemplo 6: Comportamiento hemostatico de materiales en el modelo de incisién esplénica en porcino

Se us6 un modelo de incisién esplénica en porcino para la evaluacion de la hemostasis en almohadillas liofilizadas
preparadas como en los Ejemplos 1, 2, 4 y 5. Se hizo una incisién lineal de 1,5 cm de una profundidad de 0,3 cm
con un bisturi en un bazo de porcino. Las almohadillas (2,5 x 1,5 cm) se pusieron sobre la herida sangrante.
Después de aplicar la almohadilla de ensayo, se aplicé taponamiento digital a la incisién durante 30 segundos. Se
usaron aplicaciones de taponamiento digital adicionales durante 30 s cada vez hasta lograr la hemostasis completa.
En ciertas realizaciones, se aplicaron algunas almohadillas a heridas que se habian prehumedecido con solucién
salina. La Tabla 1 muestra los resultados obtenidos.
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Tabla 1
Hemostasis in vivo de almohadillas con fibrina (fibrin6geno)
Muestra de ensayo Ndmero de Tiempo hasta
compresiones | hemostasis , s
Ejemplo 5 1 30
Ejemplo 5 1 30
Ejemplo 5 2 75
Ejemplo 2 2 90
Ejemplo 2 2 75
Ejemplo 2 (prehumedecida) 1 30
Ejemplo 1 6 285
Ejemplo 1 9 525
Ejemplo 1 (prehumedecida) 6 245
Ejemplo 4 3 105
Ejemplo 4 2 65
Ejemplo 4 (prehumedacida) 1 30
Ejemplo 4 (prehumedacida) 2 75
Ejemplo 4 (prehumedacida) 1 30

Ejemplo 7: Preparacion de Surgicall0NuKnit revestido con fibrinbgeno humano y rayén revestido con fibrinégeno
para estudios de union de plaquetas

Una pieza de 10 x 10 cm de SurgicalldNuKnit se puso plana sobre una bandeja de acero inoxidable. Se afiadieron
con pipeta sobre la tela 5 ml de una solucién que contenia fibrinbgeno humano como se describe en el documento
WO 02/095019 Al a una concentracion de aproximadamente 50 mg/ml y se esparcié para que cubriera
homogéneamente la superficie de la tela. El fluido calé lentamente la tela y precipitd, dejando una capa visible de
precipitado sobre la superficie de la tela. La tela revestida se enfri6 luego a —30°C y el disolvente congelado se
elimind en vacio y se designé Muestra 7a. Se design6é Muestra 7b una pieza de control de rayén no oxidado de 10 x
10 cm preparada de idéntica manera. Ambas muestras 7a y 7b se ensayaron en cuanto a su capacidad de unir
plaguetas humanas como se describe en el Ejemplo 8 y se compararon con el control de raydn no revestido
designado Muestra 7.

Ejemplo 8: Medida de recuentos de unién de plaquetas

Se puso en una cacerola de aluminio de 7,5 mm de diametro una pieza de tela de ensayo de 2,5 x 2,5 cm de cada
una de las muestras de ensayo 7, 7a 'y 7b. Se afiadieron a cada pieza de tela 2 ml de plasma rico en plaguetas
diluido en 5 ml de solucién salina tamponada con fosfato y se incubé a temperatura ambiente con una agitacion
suave en una mesa de sacudidas de laboratorio. Los recuentos de plaquetas se realizaron en el PRP usando un
contador de células Beckman Coulter AcT antes y después de la reaccion con la tela.

Las células se lavaron tres veces en 20 ml de PBS, pH 7,4, y luego se fijaron durante la noche con glutaraldehido al
2,5%. Las muestras fijadas se enjuagaron durante periodos de 10 minutos en soluciones de etanol al 20%, 50% y
95%, respectivamente, luego se secaron en vacio. La microscopia electrénica de barrido se realiz6 en muestras
secadas. La Tabla 2 muestra el resultado de la evaluacion.
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Tabla 2
Muestra Recuento de plaquetas | Recuento de plaguetas Total de plaquetas
antes de la reaccion después de la reaccion unidas
Control 259x10° 240x10° 19x10°
7a 518x10° 404x10° 114x10°
7b 518x10° 464x10° 54x10°

Ejemplo 9: Preparacion de SurgicallJNuKnit revestido con fibrinégeno humano y rayén revestido con fibrinégeno
para estudios de hemostasis

Una pieza de 10 x 10 cm de SurgicaldNuKnit se puso plana sobre una bandeja de acero inoxidable. Se afiadieron
con pipeta sobre la tela 5 ml de una solucién que contenia fibrinbgeno humano a una concentracién de
aproximadamente 50 mg/ml y se esparcié para que cubriera homogéneamente la superficie de la tela. El fluido calé
lentamente la tela y precipitd, dejando una capa visible de precipitado sobre la superficie de la tela. La tela revestida
se enfrié luego a —30°C y se liofiliz6 y se designdé Muestra 9a. Se revistié con fibrin6geno, de manera idéntica, una
pieza de control de rayén no oxidado de 10 x 10 cm y se designé Muestra 9b. Ambas muestras 9a y 9b se
ensayaron segun un modelo de hemostasis en bazo de porcino como se describe en el Ejemplo 10.

Ejemplo 10: Comportamiento hemostatico de materiales en un modelo de incisién esplénica en porcino

Se us6 un modelo de incisién esplénica en porcino para la evaluacion de la hemostasis de almohadillas liofilizadas
preparadas como en el Ejemplo 1. Se hizo una incisién lineal de 1,5 cm con una profundidad de 0,3 cm con un
bisturi en un bazo de porcino. Las almohadillas (2,5 x 1,5 cm) se pusieron sobre la herida sangrante. Después de
aplicar la almohadilla de ensayo, se aplicd taponamiento digital a la incision durante 2 minutos. Se usaron
aplicaciones de taponamiento digital adicionales durante 30 s cada vez hasta lograr la hemostasis completa. En
ciertas realizaciones, se aplicaron algunas almohadillas a heridas que se habian prehumedecido con solucion
salina. La Tabla 3 muestra los resultados de la evaluacion.

Tabla 3
Datos de hemostasis in vivo de almohadillas revestidas con
fibrinégeno humano
Muestra Tiempo de hemostasis, minutos
Muestra 9b 2,25
2,45
3,15
Muestra 9a 2,00
2,00
2,00
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para fabricar un dispositivo médico, que comprende:

proporcionar un sustrato fibroso de tela tejida o no tejida que comprende restos acidos; y poner en contacto el
mencionado sustrato fibroso con una solucion o un gel que comprende una proteina seleccionada entre el grupo
constituido por fibrinégeno, fibrina y fibronectina

en el que los mencionados restos acidos estan presentes en el mencionado sustrato en una cantidad eficaz para
proporcionar un medio acido suficiente para formar un precipitado de la mencionada proteina, con lo que el
mencionado precipitado se incorpora al mencionado sustrato en una cantidad eficaz para proporcionar, mantener o
mejorar las propiedades hemostaticas del mencionado sustrato.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la mencionada proteina es humana, animal o recombinante.

3. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que se pone en contacto con el mencionado sustrato un gel que
comprende la mencionada proteina.

4. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que la mencionada proteina comprende fibrinégeno.
5. El procedimiento de la reivindicacién 4, en el que el mencionado gel comprende trombina.

6. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que se pone en contacto con el mencionado sustrato una solucién
gue comprende la mencionada proteina.

7. El procedimiento de la reivindicacién 6, en el que la mencionada proteina comprende fibrindgeno.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el medio acido comprende un
pHde 2,5a6.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el sustrato fibroso es una tela
tricotada en la que cada hilo contiene de 10 a 25 filamentos individuales y cada filamento individual es inferior a
0,56 tex (5 denier).

10. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el sustrato que comprende el
precipitado de proteina se seca para eliminar el componente liquido de la solucién o el gel.

11. El procedimiento de la reivindicacion 10, en el que el secado comprende la liofilizacion.

12. Un producto obtenible por el procedimiento de la reivindicacién 10 u 11.
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