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DESCRIPCION
Biomateriales de alginato para el tratamiento de trastornos hepaticos
Campo de la invencion

La invencién se refiere a métodos y composiciones para promover in vivo la reparacion y regeneracion de tejido
hepatico dafiado, y por tanto a la prevencién de insuficiencia hepatica, basada en la aplicacion sistémica o local
exclusiva de biomaterial de alginato natural y modificado en forma sélida o en solucion.

Antecedentes de la invencion

Actualmente, los biomateriales se estan utilizando, o estan siendo objeto de investigacion, como implantes para
facilitar la restauracion y regeneracion de tejidos defectuosos o que faltan, en condiciones causadas por
enfermedades, traumatismo o procedimientos de reconstruccion quirdrgica. En particular, los biomateriales
inyectables son ideales para la restauracion tisular ya que el material fluido se puede suministrar a través de una
pequefa incision, lo que permite un acceso minimamente invasivo al espacio tisular donde sea apropiado. Los
liguidos pueden interdigitarse con los defectos irregulares de las cavidades (por ejemplo, después de un
procedimiento quirargico) y, dependiendo del material utilizado, pueden unirse fisicamente al tejido adyacente. Los
biomateriales inyectables también permiten la incorporacién y dispersion uniforme de células y/o agentes
terapéuticos, tales como factores de crecimiento y citocinas que son valiosos para mejorar los procesos de
reparacion tisular.

Las caracteristicas ventajosas adicionales de los biomateriales para la reconstruccién y restauracion tisular incluyen
su facilidad de produccion y manipulacion en comparacion con los procesos que implican células y sus productos
disponibles en el mercado Los biomateriales, especialmente los derivados de plantas/algas, tales como los
polisacaridos de alginato, son no inmunogénicos, biocompatibles, biodegradables y no se ven afectados por la edad
o la enfermedad. Tienen un coste relativamente bajo en comparacién con los enfoques de terapia celular existentes.

Las cuestiones principales de los armazones inyectables para utilidades tales como voluminosidad, relleno de
espacios vacios y reconstruccion tisular incluyen resistencia mecanica y durabilidad, promocién de la formacion de
tejido, biodegradabilidad, biocompatibilidad, esterilizabilidad, tiempo minimo de fraguado y cambio de temperatura,
baja viscosidad para facilitar la inyeccion, asi como facilidad para acceder al defecto. El armazén debe exhibir las
propiedades mecanicas necesarias, asi como proporcionar soporte fisico. Preferentemente, el armazén promoveria
la formaciéon de matriz mientras se degrada a lo largo del tiempo. La biocompatibilidad del material también es de
gran importancia. Ni el material inicial ni sus productos de degradacion deberian provocar una respuesta inmunitaria
no resuelta, promover inmunotoxicidad o expresar citotoxicidad. Para minimizar las infecciones y las respuestas
inmunitarias relacionadas el material implantado debe esterilizarse facilmente conservando la bioactividad y la
composicion quimica originales.

Los biomateriales candidatos pueden inyectarse en forma de liquidos viscosos y después curarse mediante métodos
tales como reticulacion sensible a la temperatura o al pH, fotopolimerizacién, o adicion de un agente solidificante
para formar una sustancia gelatinosa. Los biomateriales también se pueden implantar como una matriz sélida
preformada, como un armazén macroporoso o hidrogel.

La presente invencion describe un método para reemplazar o complementar la funcién del 6rgano perdido utilizando
biomateriales terapéuticos. Dicho método es ventajoso sobre la manipulacion farmacolégica o el trasplante de un
o6rgano completo o partes de un érgano, ya que los ultimos no curan una enfermedad sino que modifican su
resultado, o cambian la enfermedad original por las complicaciones de la inmunosupresion inespecifica.

Todas las estructuras de los organismos vivos se encuentran en un estado de equilibrio dinamico, experimentando
una constante renovacion, remodelaciéon y reemplazo del tejido funcional que varia de un 6rgano a otro y de una
estructura a otra. Después de producirse un daio de gran alcance, estas habilidades de remodelacién y reemplazo
se ven enormemente dafiadas. Los biomateriales proporcionan armazones temporales al resto de las células del
tejido organico, y de ese modo permiten a las células segregar la matriz extracelular y posibilitar, a largo plazo, un
reemplazo tisular completo y natural. La estructura macromolecular de estos biomateriales se selecciona de modo
que sea completamente degradable y para que se retire una vez que haya logrado su funcién de proporcionar el
soporte artificial inicial al resto de las células del tejido organico. Para que estos biomateriales sean Utiles en los
trasplantes celulares, deben ser muy porosos, con grandes relaciones entre superficie/volumen para acomodar una
gran cantidad de células, deben ser biocompatibles, es decir, no téxicos para el tejido del hospedador en el que se
trasplantan, deben ser capaces de promover la adhesion celular y permitir la conservacion de la funcién diferenciada
de las células adheridas.

El alginato es un polisacarido aniénico derivado de algas pardas. Es un copolimero de bloque de acido manurénico
(M) y &cido gulurénico (G). El polimero se utiliza de forma generalizada en las industrias farmacéutica, alimentaria y
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médica. La sal de alginato de sodio es soluble en agua y en presencia de cationes divalentes, tales como iones de
calcio, forma hidrogel a temperatura ambiente.

Mas especificamente, los alginatos se han utilizado previamente para el trasplante de células. Los alginatos son
polimeros de polisacaridos naturales, la palabra "alginato" se refiere en realidad a una familia de copolimeros de
polisacéaridos polianiénicos derivados de algas pardas marinas y que comprenden restos de acido PD-manurénico
(M) y acido a-L-gulurénico (G) enlazados en 1,4 en proporciones variables. Los alginatos son solubles en soluciones
acuosas, a temperatura ambiente, y tienen la capacidad de formar geles estables, particularmente en presencia de
determinados cationes divalentes, tales como calcio, bario y estroncio. Las propiedades Unicas de los alginatos,
ademas de su biocompatibilidad [véase Sennerby, L. et al Biomaterials 8: 49 - 52 (1987) y Cohen, S. et al. Proc Natl
Acad Sci USA (En prensa) 88 (23): 10440 - 10444 (1991)], coste relativamente bajo y amplia disponibilidad, hace
que sean polimeros importantes en aplicaciones medicinales y farmacéuticas.

El documento WO97/44070 en el que participan algunos de los presentes inventores, describe polisacaridos
implantables, por ejemplo, esponjas de alginato para uso como una matriz, un sustrato o un armazén para el cultivo
de células de mamifero in vitro antes de su implantacion para reemplazar tejido dafiado o extirpado. El documento
W02004/098669 en el que también participan los presentes inventores, describe alginato reticulado inyectable, que
forma un hidrogel in vivo. Esta solucion de alginato reticulado se mostré eficaz en la reparacion de dafios en el tejido
cardiaco y la eliminacién de arritmias cardiacas cuando se aplica localmente en el tejido cardiaco. Khotimchenko Y.
et al. desvelaron que el alginato calcico administrado por via oral reduce la hepatotoxicidad de CC14 mediada por
radicales libres y peroxidacion (Mar. Drugs 2004, 2, 108-122). Sorprendentemente, y a diferencia, la presente
invencion muestra ahora que el biomaterial de alginato como un sélido, hidrogel, liquido (reticulado asi como no
reticulado) es, de por si, suficiente para la promocién in vivo de la reparacion y regeneracion de tejido dafado,
disminuyendo el dafio celular y restaurando las funciones de sintesis del érgano a niveles casi normales. Ademas,
utilizando una soluciéon de alginato no reticulado, la invencidn demuestra, por primera vez, que la aplicacion
sistémica, mediante una inyeccion i.p. conduce a la recuperacion de las funciones hepaticas, y por lo tanto es
factible para tratar los trastornos asociados al higado expuestos en la reivindicacion 1. La capacidad del higado para
auto-regenerarse le permite superar diversas formas de lesiones [véase Fausto, N. et al Hepatology 43 (2Suppl 1):
S45-53 (2006)] La hepatectomia parcial en seres humanos a menudo es necesaria y bien tolerada en el contexto de
tumores hepaticos primarios o secundarios [véase Geller, DA et al J. Gastrointest Surg 10 (1): 63 - 8 (2006)] Sin
embargo, hay casos en los que la hepatectomia parcial prolongada se justifica debido a la gran masa hepatica y
plantean un alto riesgo de insuficiencia hepatica fulminante [véase Kubota, K. et al Hepatology 26 (5): 1176 - 81
(1997)]. En estos casos, el trasplante de higado es la Unica opcién para el tratamiento. Para evitar este riesgo, se
han utilizado terapias innovadoras tales como la embolizacién de la vena porta y las resecciones hepaticas por
etapas, y se ha demostrado que estan asociadas a una morbilidad y mortalidad considerables [véase Madoff, DC et
al J Vasc Interv Radiol 16 (6): 779 - 90 (2005); y Earle, SA et al Mermelada Coll Surg 203 (4): 436 - 46 (2006)].

Las soluciones de biomaterial de alginato son candidatos ideales para su uso como implantes para facilitar la
restauracion y regeneracion de tejidos defectuosos o que faltan, ya que pueden inyectarse como una solucién de
baja viscosidad y solidificarse en el sitio [Landa, N. et al., Circulation 117: 1388-1396 (2008)]. No hay necesidad de
métodos de curacion adicionales, tales como reticulacion termosensible o reticulacion sensible al pH,
fotopolimerizacion o adicion de agentes solidificantes. Deberia apreciarse que la mayoria de estos métodos de
curacion tienen inconvenientes, por ejemplo, los polimeros que curan mediante una fotopolimerizacién podrian
plantear un problema debido a una capacidad limitada para acceder a las pequeias cavidades con la luz necesaria
para iniciar la reticulacion.

Adicionalmente, los biomateriales de alginato pueden manipularse mediante la modificaciéon con péptidos de
adhesion, tales como RGD, para hacerlos mas adhesivos, mejorando asi sus interacciones e integracion con el
hospedador. Por ejemplo, la modificacién de alginato con RGD invirti6 a este polisacarido de ser inerte para la célula
a ser un polisacarido que tenia propiedades que promovian la adhesién celular. Dichas modificaciones pueden
interdigitarse mejor con el hospedador [Tsur-Gang, O. et al., Biomaterials 30 (2): 189-195 (2009)] Ademas, los
biomateriales pueden disefiarse para permitir el suministro controlado de agentes terapéuticos, tales como factores
de crecimiento y citocinas.

En la busqueda de agentes eficientes para la reparacion fisica y funcional in vivo del tejido dafiado, preferentemente
de un agente utilizado por via sistémica, los presentes inventores descubrieron inesperadamente que las soluciones
acuosas de alginato no reticulado o reticulado con calcio, asi como formas sdlidas de hidrogeles o esponjas de
alginato de calcio, podian facilitar la restauracion y regeneracion funcional del higado dafiado después de una
hepatectomia parcial (HP) extendida (90%) o después de una hepatitis mediada por el sistema inmunitario.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencién es proporcionar un método para el tratamiento del dafio hepatico y
disfuncion hepatica, después de una lesion extendida, que emplea un biomaterial de alginato biocompatible,
inyectable por via sistémica o implantable localmente in situ para dar soporte y regenerar el higado defectuoso.

Otro objeto de la invencién es proporcionar métodos que utilizan biomaterial de alginato en el tratamiento de sujetos
que padecen una alteracion grave de las funciones hepaticas debido a una hepatectomia parcial extendida forzada o
a hepatitis B o C cronica.

Estos y otros objetos de la invencion se pondran de manifiesto a medida que avance la descripcion.
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Sumario de la invencién

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un método para el tratamiento de los trastornos hepaticos
expuestos en la reivindicacion 1, en un sujeto que lo necesite. El método de la invencién comprende la etapa de
administrar a dicho sujeto, preferentemente, mediante una administracién sistémica, una cantidad terapéuticamente
eficaz de al menos un biomaterial de alginato biocompatible asi como cualquiera de sus modificaciones y sus
combinaciones.

En una realizacion especifica, el método de la invencion es aplicable a un sujeto que padece una funcion hepatica
alterada, resultante de insuficiencia hepatica fulminante, de determinadas enfermedades hepaticas y/o de
hepatectomia.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para mantener los niveles de albumina en suero y/o disminuir
los niveles en suero de una cualquiera de ALT y AST, en un sujeto que padece cualquiera de los trastornos
hepaticos citados en la reivindicacién 1. EI método de la invencion comprende la etapa de administrar,
preferentemente de forma sistémica, a dicho sujeto, una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un
biomaterial de alginato biocompatible, asi como cualquiera de sus modificaciones y sus combinaciones.

En otro aspecto mas, la invencién se refiere a un método para reducir el nivel de apoptosis, en un tejido hepatico
danado de un sujeto que padece cualquiera de los trastornos hepaticos citados en la reivindicaciéon 1. La invencién
proporciona ademas un método para aumentar la proliferacion celular en un tejido hepatico dafiado de un sujeto que
padece cualquiera de los trastornos hepaticos citados en la reivindicacién 1. El método de la invencién comprende la
etapa de administrar, preferentemente de una manera sistémica, al sujeto tratado, una cantidad terapéuticamente
eficaz de al menos un biomaterial de alginato biocompatible, asi como cualquiera de sus modificaciones y sus
combinaciones.

Estos y otros aspectos de la invencion se pondran de manifiesto de la mano de los siguientes ejemplos.
Breve descripcion de las figuras

Figuras 1A-1B: estructura del alginato

Las figuras muestran micrografias de armazones macroporosos de alginato (Fig. 1A) y colageno (Fig. 1B) al
microscopio electrénico de barrido (MEB).

Figuras 2A-2B: estructura de alginato modificado

Micrografias MEB de cortes transversales de armazones macroporosos preparados a partir de alginato no
modificado (Fig. 2A) y modificado con RGD (Fig. 2B), barra = 50 um.

Figura 3: curva de supervivencia de Kaplan-Meier

Curva de supervivencia de Kaplan-Meier que compara ratones tratados con armazén de alginato, armazén de
colageno y tratados sin armazén La supervivencia disminuyé significativamente cuando se utilizé colageno o
cuando no se utilizé armazén (orden logaritmico = 0,001). No hubo diferencias significativas en cuanto a
supervivencia entre los ratones tratados con armazoén de colageno y los tratados sin armazon. Abreviaturas: Sup.
acum. (Supervivencia acumulada); TDHP (tiempo después de la hepatectomia parcial), Cont. (control sin
armazon).

Figura 4: tejido: el armazon de alginato mejora la estructura del tejido dafiado

La figura muestra una tincidon representativa con hematoxilina y eosina (H&E) de higado en diversos
momentos después de una hepatectomia parcial del 87% obtenida de ratones tratados con colageno (n = 4),
alginato (n = 4) y ratones de control sin armazoén (n = 4). Abreviaturas: cont (control, sin armazén), h (horas),
D (dias).

Figuras 5A-5B: cambios en los niveles de ALT y AST en respuesta al tratamiento con armazén de alginato

Los graficos representan cambios en los niveles de AST (Fig. 5A) y ALT (Fig. 5B) en ratones sin armazon
(control), con armazoén de alginato y con armazoén de colageno al cabo de 3, 6, 24 y 48 horas y 6 dias después
de realizar una hepatectomia del 87% del higado. Abreviaturas: AST (niveles de AST en suero), ALT (niveles de
ALT en suero), cont (control, sin armazoén), h (horas), D (dias), TDHP (tiempo después de la hepatectomia
parcial).

Figura 6: cambios en los niveles de albumina en suero en respuesta al tratamiento con armazén de alginato

El grafico representa cambios en los niveles de albumina en suero de ratones tratados sin armazén (control), con
armazon de alginato y con armazoén de colageno al cabo de 3, 6, 24 y 48 horas y 6 dias después de realizar una
hepatectomia del 87% del higado. Abreviaturas: cont. (control, sin armazon), h (horas), D (dias), TDHP (tiempo
después de la hepatectomia parcial).

Figuras 7A-7B: los armazones de alginato conducen a reducir la apoptosis

La Fig. 7A muestra una tincién inmunohistoquimica para la caspasa-3 de muestras de tejido hepético
obtenidas 24 horas después de realizar una hepatectomia parcial del 87% de ratones tratados con armazon
de colageno, de alginato y sin armazon (control).
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La Fig 7B muestra un grafico que cuantifica la cantidad de células apoptéticas positivas a caspasa-3 en
muestras de los tres grupos experimentales obtenidas al cabo de 3, 6, 24 y 48 horas y 6 dias después de
realizar una hepatectomia extendida. Abreviaturas: cont. (control, sin armazoén), h (horas), D (dias), TDHP
(tiempo después de la hepatectomia parcial), cé. (células), po. (positivas).

Figura 8: el armazon de alginato aumenta la proliferacion celular

El histograma demuestra la cuantificacion de células positivas a BrdU en muestras obtenidas al cabo de 3, 6 y 24
horas después de realizar una hepatectomia parcial de 87% de ratones tratados con armazén de colageno, de
alginato y sin armazoén (control). Abreviaturas: cont. (control, sin armazén), TDHP (tiempo después de la
hepatectomia parcial), cé (células), po (positivas).

Figura 9: el armazon de alginato aumenta la activacion de STAT3

El grafico muestra un histograma que presenta la relacién entre STAT3 (transductor de sefial y activador de la
transcripcion 3) fosforilado/STAT3 total, obtenida por densitometria de inmunotransferencia incubada con
anticuerpos anti STAT3 fosforilado y anti STAT3. Abreviaturas: cont. (control, sin armazén), TDHP (tiempo
después de la hepatectomia parcial), fos. (fosforilado), tot. (total).

Figura 10: los armazones de alginato nanoporoso y macroporoso aumentan la supervivencia de los ratones
Curva de supervivencia de Kaplan-Meier que compara la supervivencia en diferentes momentos (horas) después
de realizar una hepatectomia de ratones tratados con armazoén de alginato (macroporoso), armazén de alginato
nanoporoso, armazon de colageno o ratones de control sin armazén. Abreviaturas: Sup. acum. (Supervivencia
acumulada), TDHP (tiempo después de la hepatectomia parcial), cont. (control), nano (armazén de alginato
nanoporoso), alginato (armazén de alginato macroporoso).

Figura 11: los armazones de alginato nanoporoso y macroporoso aumentan la supervivencia de los ratones
Curva de supervivencia de Kaplan Meier que compara los armazones de alginato nanoporoso con los armazones
de alginato macroporoso, que muestra que no hay diferencias en cuanto a la supervivencia entre los dos grupos
(orden logaritmico = 0,8). Abreviaturas: Sup. acum. (Supervivencia acumulada), TDHP (tiempo después de la
hepatectomia parcial), cont. (control), nano (armazén de alginato nanoporoso), alginato (armazoén de alginato
mMacroporoso).

Figuras 12A-12B: cambios en los niveles de ALT y AST en respuesta al tratamiento con armazén de alginato
decorado con RGD

Los graficos representan cambios en los niveles de AST (Fig. 12A) y ALT (Fig. 12B) en ratones tratados sin
armazén, con armazoén de alginato, con armazén de alginato decorado con RGD y con armazén de colageno al
cabo de 3, 6, 24 y 48 horas y 6 dias después de realizar una hepatectomia del 87% del higado. Abreviaturas:
AST (niveles de AST en suero), ALT (niveles de ALT en suero), cont. (control, sin armazén), h (horas), D (dias),
TDHP (tiempo después de la hepatectomia parcial).

Figura 13: cambios en los niveles de albumina en suero en respuesta al tratamiento con armazén de alginato-
RGD

El grafico representa cambios en los niveles de albumina en suero en ratones tratados sin armazon (control), con
armazén de alginato, con armazén decorado con RGD y con armazoén de colageno al cabo de 3, 6, 24 y 48 horas
y 6 dias después de realizar una hepatectomia del 87% del higado Abreviaturas: cont (control, sin armazén), h
(horas), D (dias), TDHP (tiempo después de la hepatectomia parcial).

Figuras 14A-14C: localizacion del armazoén de alginato en el tejido hepatico dafado

Tincién con H&E de cortes transversales representativos de tejido hepatico de un raton 24 horas después de
realizar HP del 87% con armazén de alginato (Fig. 14A) e inmunohistoquimica para biotina de higado de raton
con armazon de alginato marcado con biotina 3 horas (Fig. 14B) y 6 horas (Fig. 14C) después de HP.

Figura 15: el alginato liquido no reticulado aumenta la supervivencia de los ratones

Curva de supervivencia de Kaplan Meier que compara la supervivencia de ratones (n = 10) tratados con alginato
liquido frente a un control tratado con PBS después de una hepatectomia parcial del 87% que muestra una
mejora significativa de la supervivencia en el grupo de ratones tratado con alginato (orden logaritmico = 0,001).
Abreviaturas: Sup. acum (Supervivencia acumulada), TDHP (tiempo después de la hepatectomia parcial), lig.
(liquido).

Figuras 16A-16B: cambios en los niveles de ALT y albumina en suero en respuesta al tratamiento con alginato
liquido

La Fig. 16A muestra niveles de ALT en suero de muestras obtenidas de ratones tratados con alginato liquido no
reticulado frente a un control tratado con PBS después de una hepatectomia parcial del 87% La Fig. 16B muestra
niveles de albumina en suero de ambos grupos experimentales. * p = 0,000001; ** p = 0,.000001; *** p = 0,01.
PHx = hepatectomia parcial. Abreviaturas: cont (control), lig. (liquido), TDHP (tiempo después de la hepatectomia
parcial), h (horas).

Figuras 17A-17B: cambios en los niveles de ALT y albumina en suero en hepatitis inducida con ConA tratada con
alginato liquido

El efecto del alginato liquido sobre la induccién de la hepatitis mediada por el sistema inmunitario con ConA se
evalud a través de los niveles de ALT en suero 6, 24 y 48 horas después de la administracion de conA (Fig. 17A),
y de albumina en suero 48 horas después de la administracion de conA (Fig. 17B). El alginato liquido se inyecto
por via intraperitoneal (i.p.) dos horas antes de la administracion de ConA. *p = 0,004; **p = 0,04.

Abreviaturas: cont (control), lig (liquido), TDHP (tiempo después de la hepatectomia parcial).
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Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion demuestra en primer lugar que los biomateriales de alginato tienen un efecto significativo
sobre la supervivencia después de insuficiencia hepatica aguda debido a hepatectomia extendida del 87 %. Como
se muestra mediante los siguientes ejemplos, los ratones tratados con biomateriales de alginato se protegieron de la
lesion hepatocelular, la necrosis hepatica y la apoptosis y, ademas, exhibieron una funciéon de sintesis hepatica
mejorada. La tincién con BrdU sugiere que el biomaterial de alginato mejora la regeneracion temprana después de la
hepatectomia y que el armazén de alginato marcado con biotina muestra que el biomaterial de alginato invade el
parénquima hepatico. El uso de armazones de hidrogel de alginato nanoporoso y macroporoso fabricados con
alginato no modificado y con alginato modificado con RDG, mostré resultados terapéuticos comparables, sugiriendo
que el propio biomaterial de alginato, en lugar del tamafio de poro de la matriz o del estado fisico (solucién o sélido),
juega un papel en su efecto terapéutico. Los niveles de STAT fosforilado indican que estos efectos pueden estar
mediados por la cascada de IL6-TNFa-STAT3. Por otra parte, la presente invencion muestra ademas, por primera
vez, que el alginato puede aplicarse adicionalmente en el dafio relacionado con el sistema inmunitario del tejido
hepatico, por ejemplo, cuando se utilizé el modelo de hepatitis inducida con ConA.

Debe observarse ademas que la implantacién o inyeccion, preferentemente una aplicacion sistémica, de un armazon
o solucién de alginato acelular por si mismo en animales que padecen funciones organicas gravemente alteradas,
especificamente en higado, como resultado de dafio, eliminacion o disfuncion tisular, elevaron significativamente su
supervivencia, disminuyeron el grado de dafo celular y mejoraron las funciones de sintesis a niveles casi normales.

La reseccion parcial de tejido de un 6rgano dafiado a menudo se justifica y se tolera bien en el contexto de tumores
primarios y secundarios, de un funcionamiento gravemente deteriorado o de diversas enfermedades. Sin embargo,
en los casos en los que es necesario realizar reseccion extendida, se plantea un riesgo de disfuncién organica
fulminante que solo puede tratarse con un trasplante de drgano. La escasez de donantes limita el nimero de
pacientes que pueden beneficiarse de dichos procedimientos y la considerable morbilidad y mortalidad asociadas a
las ultimas terapias innovadoras requieren el descubrimiento de un método de tratamiento alternativo.

Por lo tanto, de acuerdo con un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un método para el tratamiento de
trastornos hepaticos citados en la reivindicacion 1 en un sujeto que lo necesite. Mas especificamente, el método de
la invencion comprende la etapa de administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un
biomaterial de alginato biocompatible, cualquiera de sus modificaciones y combinaciones. La cantidad eficaz de la
esponja, hidrogel o solucién de alginato deberia ser suficiente para promover la reparacion y regeneracion del tejido
del 6rgano dafiado.

Debe observarse que la etapa de administracion o aplicacién puede realizarse por via local o sistémica. El término
"administracion" incluye aplicacién, implantacion, pulverizacién, vendaje, inyeccién o introduccion en dicho sujeto, o
si se aplica por via local a un tejido hepatico del sujeto tratado. De acuerdo con una realizacion, el método de la
invencion puede ser especificamente eficaz para reparar y/o regenerar un 6rgano dafiado, especificamente, tejido
hepatico en un sujeto que lo necesita.

La invencion se refiere al uso de alginato biocompatible bioabsorbible en forma de esponjas, hidrogeles o soluciones
liquidas, cuya estructura macromolecular o nanomolecular es tal que se degradan y eliminan por completo, y no es
téxica para el tejido del érgano hospedador en el que se implantan, administran, pulverizan, inyectan o introducen.

Deberia apreciarse ademas que en el presente documento los términos "esponja" y "armazon” se utilizan de forma
intercambiable. Se debe observar ademas que estos términos también incluyen las soluciones de alginato e hidrogel
de alginato después de su deposicion en el tejido diana Como lo demuestra el derivado de armazén de alginato
marcado con biotina presentado en la Figura 14, en una realizaciéon preferida, las esponjas de alginato
biodegradable se degradan lentamente in vivo para proporcionar un soporte artificial que es estable durante un
tiempo suficiente para permitir la invasion y proliferacion de las células de tejidos y vasos sanguineos circundantes.

Debe apreciarse que los biomateriales de alginato biocompatibles de la invencién se pueden utilizar preferentemente
solos como un implante o, como alternativa, como una primera fase de un implante que es estable durante un
tiempo suficiente para permitir la vascularizacién de vasos sanguineos de tejido circundante. Una vez vascularizado,
el implante se vuelve accesible para la segunda fase de inyeccion en una cantidad suficiente de células de eleccion
(por ejemplo, hepatocitos) cultivadas in vitro u obtenidas del hospedador, o de un donante adecuado, pudiendo
dichas células aclimatarse y proliferar rapidamente en la esponja vascularizada para reemplazar rapidamente el
tejido dafado.

Como se usa en el presente documento, el término "implantacion” se refiere a la inserciéon de una esponja, armazon
de alginato, o de cualquiera de sus modificaciones, en un paciente que lo necesite, como resultado de dafio,
eliminacion o disfuncién tisular. Como se muestra en el Ejemplo 5, cuando se utiliza la solucién de alginato liquido, la
administracion del alginato puede ser aplicando, especificamente, pulverizando el alginato liquido sobre el tejido
danado. Como alternativa, como se muestra en el Ejemplo 6, el alginato liquido se puede administrar mediante
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inyeccion, mas especificamente, inyeccion i. p. al sujeto tratado. Debe apreciarse que este ejemplo demuestra la
viabilidad de la aplicacién sistémica del biomaterial de alginato para tratar trastornos hepaticos.

Aunque se prefiere la inyeccion i.p. (intraperitoneal), debe observarse que la etapa de administracion puede incluir
administracion intraperitoneal, parenteral, intravenosa, intramuscular, subcutanea, transdérmica, intranasal, mucosa,
tépica o subcutanea, o cualquiera de sus combinaciones. Debe observarse ademas que la solucion de alginato
liquido puede administrarse mediante inyeccion (con una jeringa y una aguja), cateterismo (a través de catéteres o
derivaciones) o cualquier sistema de suministro hepatico percutaneo adecuado que incluya un dispositivo de
suministro hepatico con un alambre guia, incluyendo cartografiado electromecanico o catéteres guiados por MRI, y
cualquier otro método y medios adecuados para la administraciéon de un fluido en cualquier parte del cuerpo de un
sujeto que lo necesite, particularmente métodos no quirdrgicos. Por lo tanto, la soluciéon de alginato de la invencion
puede administrarse a un sujeto que lo necesite por cualquiera de los medios detallados anteriormente en este
documento.

Dicha insercién o aplicacion requiere que las células y los vasos sanguineos de tejidos circundantes se pongan en
contacto con el biomaterial de alginato biocompatible, colocando una cantidad suficiente de esponjas hidrogeles o
soluciones de alginato (no reticulado o reticulado) por via sistémica o local, en lechos favorables de 6rganos y tejidos
para injerto ya sea adhiriendo o suturando, utilizando adhesivos naturales o sintéticos hipoalergénicos, no téxicos,
suturas bioabsorbibles, pulverizando una composicién liquida o inyectando composiciones inyectables de soluciones
poliméricas capaces de autoensamblarse in vivo en el armazén o hidrogel de alginato.

De acuerdo con una realizacion, el biomaterial de alginato utilizado por el método de la invencion puede estar en
forma de uno cualquiera de solucién de alginato, hidrogel de alginato, esponja de alginato sélido o cualquiera de sus
combinaciones.

Segun una realizacion, el biomaterial de alginato utilizado por la invencion puede ser un polisacarido de alginato
caracterizado por tener al menos uno de: (a) un contenido de residuo de acido manurénico (M) en el intervalo de
aproximadamente 0% y aproximadamente 100% del total residuos, entre aproximadamente 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, preferentemente entre aproximadamente 25 % a 65%; (b) un
contenido de residuo de acido gulurénico (G) en el intervalo de entre aproximadamente 0% y aproximadamente
100% del total de residuos, entre aproximadamente 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 , 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 100, preferentemente entre aproximadamente 35% a 75%;y (c) un peso molecular entre
aproximadamente 1000 a 300.000 Dalton, preferentemente, entre aproximadamente 1.000, 10.000, 15.000, 20.000,
25.000, 30.000, 35.000, 40.000, 45.000, 50.000, 60.000, 70.000, 80.000, 90.000, 100.000, 150.000, 200. 000,
250.000, 300.000 Dalton. De acuerdo con una realizacion particular, la solucién de alginato liquido inyectable se
puede caracterizar por tener un peso molecular de entre aproximadamente 1000 y aproximadamente 50,000 Dalton
En otra realizacién, para el hidrogel o las esponjas, el intervalo de peso molecular preferido es de 5.000 a 100.000
Dalton.

En una realizacién preferida, el alginato utilizado por el método de la invencién puede derivar de algas pardas
marinas seleccionadas del grupo que consiste en alginato MVG™ (MVG) derivado de Laminaria hyperborea,
alginato LVG™ derivado de Laminaria hyperborea, alginato VLVG™ derivado de Laminaria hyperborea, alginato
MVM™ derivado de Laminaria hyperborea, alginato LVM™ derivado de Laminaria hyperborea y alginatos derivados
de Macrocystis pyrifera.

El alginato de la presente invencién se puede utilizar en forma de una solucion inicial, preparada disolviendo en
condiciones homogéneas, una forma comercialmente disponible de polvo de alginato en un disolvente o disolvente
tampon adecuado, preferentemente agua, produciendo una solucién de sal del alginato. En caso de utilizar un
armazon de alginato, esta solucién inicial se gelifica después para formar el hidrogel himedo o se liofiliza para
formar la esponja. Esta solucion sometida a gelificacion se denomina solucion final de alginato.

De acuerdo con una realizacion adicional, la soluciéon de alginato, el hidrogel de alginato o la esponja de alginato
solido utilizados por el método de la invencion, puede comprender ademas un agente reticulante seleccionado del
grupo que consiste en las sales de calcio, estroncio o bario. En una realizacién mas preferida, la esponja, el hidrogel
o la solucién liquida de alginato utilizados por el método de invencion, puede comprender un agente reticulante
seleccionado del grupo que consiste en cloruro de calcio (CaCly), cloruro de estroncio (SrCl2) y gluconato de calcio
(Ca-Gl).

El reticulante utilizado en la esponja de alginato que se utiliza en el método de la invencion, esta preferentemente en
forma de una solucién reticulante que tiene una concentracidon de reticulante suficiente para proporcionar una
concentracion reticulante entre aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 0,5 % p/v en la solucion final de la cual
se obtiene la esponja o el alginato liquido.

Debe apreciarse que la esponja, hidrogel o solucion liquida de alginato utilizados por el método de la invencion se
puede preparar a partir de una solucién de alginato con o sin la adicién de un agente reticulante.
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En una realizacion, el biomaterial de alginato utilizado puede ser uno cualquiera de una esponja de alginato sélido o
un hidrogel de alginato. De acuerdo con esta realizacion, el alginato se puede caracterizar por tener al menos uno
de: (a) un diametro en el intervalo entre 0,1 mm a 100 mm, preferentemente, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9,
1,0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 mm; (b) un tamafio de poro promedio en el intervalo de 1 nm a 30.000
nm o 300 um, especificamente, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 300, 400,
500, 600, 700, 800, 900, 1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 5.000, 6.000, 7. OOO 8.000, 9.000, 10.000, 20.000 o 30.000 nm
0 300 pm; (c) un volumen de entre aproximadamente 0,001 a 0,1 cm®, especificamente, O 001, 0,002, 0,.003, 0,004,
0,005, 0,006, 0,007, 0,008, 0,009, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 008 0,09 0 0,1 cm®; y (d) una porosidad en el
intervalo de 10% a 99%, especificamente, de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 70, 75, 80, 85, 90, 91,
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99%.

El armazén de alginato se prepard a partir de la solucion de alginato con o sin la adicion de un reticulante. Las
soluciones finales pueden tener concentraciones de alginato o de alginato y reticulante en los intervalos de LVG o
MVG 1% p/v sin reticulante a LVG o0 MVG 1% p/vy Ca-Gl 1 % p/v; LVG o MVG 1% p/v y Ca-GI 0,2 % p/v; LVG o VG
1 % p/vy SrCl, 0,15 % p/v; o MVG 1 % p/v y CaCl 0,1 % p/v. Deberia apreciarse que puede utilizarse cualquiera de
los alginatos descritos mas adelante.

De acuerdo con una realizacion especifica, el alginato utilizado por el método de la invenciéon es un alginato
reticulado con un porcentaje de acido D-gluconico (sal hemicalcica) de entre aproximadamente 0,18 a 0,22%,
especificamente, 0,18, 0,19, 0,20, 0,21 o preferentemente, 0,22 % (p/v). En la presente invencién, dicho alginato se
denomina alginato macroporoso. Mas especificamente, dicho alglnato puede caracterizarse adicionalmente por tener
al menos uno de: un diametro de 5 mm, un volumen de 0,04 cm®, un tamario de poro en el intervalo de 1 ym a 100
pUm; un espesor de al menos 0,5 mm y una porosidad de al menos 20 %, mas especificamente, una porosidad de 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95 o0 99%. De acuerdo con una realizacion especificamente preferlda el armazon de
alginato utilizado por el método de la invencién tiene un diametro de 5 mm; un volumen de 0,04 cm®, un tamafio de
poro en el intervalo de 50 ym a 100 ym; un espesor de 2 mm; y una porosidad de 90%. Debe apreciarse que, en la
presente invencion, dicho alginato se denomina alginato macroporoso.

De acuerdo con otra realizacion especifica, el alginato utilizado por el método de la invencion es un alginato
reticulado con CaCl, 0,05 M. En la presente invencion dicho alginato se denomina alginato nanoporoso, o hidrogel
de alginato. Mas especificamente, dicho alginato se puede caracterizar adicionalmente por tener al menos uno de:
un tamafo de poro en el intervalo de 1 nm a 1000 nm; un espesor de 0,5 mmy una porosidad de 20%, mas
especificamente, una porosidad de 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95 0 99%.

En las realizaciones en las que se utilizan esponjas o armazones de alginato, mediante el método de la invencion,
estos son de naturaleza altamente porosa, que pueden ser facilmente invadidos por células y/o vasos sanguineos.
La morfologia y las propiedades mecanicas de las esponjas permiten una estructura de poro continua con una
distribucién de tamafo de poro homogénea e interconexiones 6ptimas entre los poros.

Las esponjas de alginato utilizadas por el método de la invencion pueden tener diversas formas y tamafios, por
ejemplo, formas cubicas, esféricas y cilindricas.

De acuerdo con una realizacién preferida alternativa, el alginato utilizado por los métodos de la invencién puede
estar en una forma liquida soluble. Dicho biomaterial de alginato liquido puede estar reticulado o no reticulado.

En una realizacion especifica, la solucién de alginato utilizada puede estar entre aproximadamente 0,1 y
aproximadamente 4 % (p/v) de solucion de alginato de sodio, especificamente, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8,
0,9, 1,0, 2,0, 3,0 o 4 %, que tiene un peso molecular de entre aproximadamente 1.000 a 50.000 Dalton,
especificamente, 1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 5.000, 6.000, 7.000, 8.000, 9.000, 10.000, 20.000, 30.000, 40.000 o
50.000 Dalton. La solucion de alginato puede estar reticulada con una solucion de gluconato de calcio (acido D-
glucénico, sal hemicalcica) de entre aproximadamente 0,18 a aproximadamente 0,5 % (p/v), especificamente, y una
solucion de gluconato de calcio al 0,18, 0,19, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 % (p/v).

En otra realizacién alternativa mas, el alginato utilizado por el método de la invencion puede ser una soluciéon de
alginato no reticulado. Mas especificamente, dicha solucion puede comprender solucién de alginato de sodio entre
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 5 % (p/v), especificamente, una soluciéon de alginato de sodio de uno
cualquiera de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 2, 3 0 5% (p/v). La solucién de alginato no reticulado de la
invencion se puede caracterizar por tener al menos uno de: un peso molecular de entre aproximadamente 1 a
aproximadamente 300, especificamente, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200 o 300
kDa y una relacién G/M de entre aproximadamente 0,5 a aproximadamente 4, especificamente, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8,
09,1,2,304.

De acuerdo con esta realizacion particular, cualquiera de los biomateriales de alginato utilizados por el método de la
invencién puede modificarse o decorarse para mejorar sus propiedades de unién a células y a proteinas,
preferentemente uniendo al menos uno de un péptido promotor de adhesién celular y un grupo sulfato. Debe
apreciarse que puede utilizarse cualquier péptido que promueva la adhesion, por ejemplo, un péptido RGD. De
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acuerdo con una realizacion especifica, el alginato utilizado por el método de la invencién puede ser particularmente
un armazoén de alginato macroporoso unido al péptido RGD, o decorado con el mismo, como se indica por la SEQ ID
NO 1. Dicho alginato modificado se describe en el Ejemplo 4. En otra realizacion mas, el hidrogel de alginato puede
decorarse con el péptido RGD. Incluso ademas, el método de la invencion puede utilizar una solucién de alginato
liquido, reticulado o no reticulado, modificado, decorado con péptido RGD de SEQ ID NO 1. Debe observarse
ademas que la adicion de un grupo sulfato para mejorar la unién a las proteinas, esta bien descrita por parte de los
presentes inventores [véase la referencia: Freeman, |. et al., Biomaterials, 29 (22): 3260-3268 (2008); Cohen, S. et
al., solicitud de patente de Estados Unidos N° 11/649.844, una CIP de la solicitud de patente de Estados Unidos No.
11/374.279 (2007)].

Como se indica en los Ejemplos 5 y 6, se utilizaron 200 ul de solucién de alginato liquido no ligado. Se debe apreciar
ademas que estas cantidades preferidas de ingredientes activos utilizados por la presente invencion son especificas
para un tejido y 6rgano dafiado especifico, es decir, el higado. Utilizando ensayos experimentales, el médico tratante
debe determinar las concentraciones apropiadas para cualquier otro tejido u 6rgano.

Los ensayos experimentales pueden incluir experimentos in vitro e in vivo, basandose en el uso de modelos
animales, como se presenta en la invencion.

Se pueden utilizar diversos factores de crecimiento como agentes adicionales mediante el método de la invencidn,
por ejemplo, factores estimuladores de la angiogénesis y factores potenciadores de la revascularizacion.

Por tanto, en una realizacion adicional, los biomateriales de alginato utilizados por el método de la invencion
comprenden opcionalmente al menos un factor angiogénico seleccionado del grupo que consiste en: angiopoyetinas,
metaloproteinasa (MMP), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), ligando 4 de tipo delta (DIl4), factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).

Estos factores de crecimiento y factores angiogénicos se pueden encapsular en microparticulas o nanoparticulas
biodegradables que permiten la liberacion lenta o la liberacion controlada y se pueden incorporar en el armazon de
esponja de alginato. Como alternativa, estos factores de crecimiento y angiogénicos se pueden insertar mediante
conjugacion con sulfato de alginato como se describié anteriormente [Freeman, |. et al., Biomaterials, 29 (22): 3260 -
3268 (2008); Cohen, S. et al., solicitud de patente de Estados Unidos N° 11/649.844, una CIP de la solicitud de
patente de Estados Unidos N°. 11/374.279 (2007)].

En otro aspecto, la invencidn proporciona un método para mantener los niveles de albumina en suero y/o disminuir
los niveles de uno cualquiera de los niveles de ALT y AST en suero, en un sujeto que padece un trastorno hepatico,
como se especifica en la reivindicaciéon 1. El método de la invencidon comprende la etapa de administrar,
preferentemente de forma sistémica, a dicho sujeto, una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un
biomaterial de alginato biocompatible, cualquiera de sus modificaciones y combinaciones.

Debe indicarse que tal como se usa en la presente memoria, mantener los niveles de albumina, significa mantener o
conservar los niveles normales de albumina que son niveles comparables a los de controles no enfermos o sanos.
Disminuir los niveles ALT o AST significa reducir los niveles de ALT o AST aproximadamente 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 o 1000 veces, en comparaciéon con un control apropiado no tratado.
Como alternativa, la reduccién en los niveles de ALT o AST puede ser una reduccién de al menos 5 %, al menos 10
%, al menos 15 %, al menos 20 %, al menos 25 %, al menos 30 %, al menos 40 %, al menos 50 %, 60 %, 70 %, 80
%, 90 % o incluso de al menos 99 o 100 %, en comparacién con los niveles de controles apropiados.

En otro aspecto mas, el método de la invencion es para reducir el nivel de apoptosis, en un tejido hepatico dafiado
de un sujeto que padece un trastorno hepatico, como se especifica en la reivindicacién 1. La invencién proporciona
ademas un método para aumentar la proliferacion celular en un tejido hepatico dafiado de un sujeto que padece un
trastorno hepatico. El método de la invencion comprende la etapa de administrar, preferentemente de manera
sistémica, al sujeto tratado, una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un biomaterial de alginato
biocompatible, cualquiera de sus modificaciones y combinaciones.

Debe apreciarse que la reduccién del nivel de apoptosis puede ser una reduccion de al menos 5 %, al menos 10 %,
al menos 15 %, al menos 20 %, al menos 25 %, al menos 30 %, al menos 40 %, al menos 50 %, 60 %, 70 %, 80 %,
90 % o incluso de al menos 99 0 100 %, en comparacién con los niveles de controles apropiados. La elevacion de la
proliferacién celular puede ser de al menos 5 %, al menos 10 %, al menos 15 %, al menos 20 %, al menos 25 %, al
menos 30 %, al menos 40 %, al menos 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o incluso de al menos 99 o 100% en
comparacioén con los niveles de controles apropiados.

De acuerdo con una realizacién especificamente preferida, cualquiera de los métodos de la invencién puede ser
especificamente adecuado para el tratamiento de un sujeto mamifero. Un "mamifero”, para los fines de tratamiento,
se refiere a cualquier animal clasificado como mamifero, incluidos los seres humanos, los animales de investigacion,
los animales domésticos y de granja, y animales de zooldgicos, animales utilizados para el deporte o animales de
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compaiiia, tales como perros, caballos, gatos, vacas, etc. En una realizacién particular, dicho sujeto mamifero es un
sujeto humano.

De acuerdo con otra realizacion especifica, los métodos de la invenciéon se pueden aplicar a un sujeto que padece
una funcién hepatica alterada resultante de insuficiencia hepatica fulminante, enfermedad hepatica como se expone
en la reivindicacion 1 y/o hepatectomia.

Como se usa en el presente documento, el término "fulminante" se refiere a cualquier suceso o proceso que se
produce de repente, rapidamente y que es intenso y grave hasta el punto de letalidad. Una "enfermedad" es
cualquier afeccion anémala del cuerpo o la mente que causa incomodidad, disfuncién o malestar a la persona
afectada o a las personas que estan en contacto con ella. A veces, el término se utiliza en general para incluir
lesiones, discapacidades, sindromes, sintomas, comportamientos anormales y variaciones atipicas de la estructura 'y
la funcion, mientras que en otros contextos se pueden considerar categorias distinguibles. Debe observarse que en

el presente documento los términos "enfermedad", "trastorno”, "afeccién" y "dolencia" se utilizan indistintamente.

La "insuficiencia hepatica fulminante" (IHF) normalmente se define como la alteracion grave de las funciones
hepaticas en ausencia de enfermedad hepatica preexistente. Esta forma de insuficiencia hepatica puede provocar el
desarrollo de encefalopatia hepatica (confusion, estupor y coma) y una disminucién de la produccion de proteinas
(tales como albumina y proteinas de coagulacién sanguinea) al cabo de cuatro semanas de los primeros sintomas
(tales como ictericia) de un problema hepatico.

En otro aspecto més, la invencion proporciona al menos un biomaterial de alginato biocompatible, cualquiera de sus
modificaciones y combinaciones, para su uso en el tratamiento de trastornos hepaticos.

De acuerdo con otro aspecto, la invencion proporciona adicionalmente derivados de alginato. Mas especificamente,
de acuerdo con una realizacion particular, la invencion se refiere a un armazon de alginato macroporoso unido al
péptido RGD, o decorado con el mismo, como se indica por la SEQ ID NO 1. Dicho alginato modificado se describe
en el Ejemplo 4.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona una composicion que comprende los derivados de alginato o el
alginato liquido no reticulado de la invencion.

De acuerdo con una realizacién especifica, el uso de la invencidn puede ser especificamente eficaz para reparar y/o
regenerar tejido dafiado en un higado de un sujeto que padece un trastorno hepatico.

De acuerdo con una realizacion, el biomaterial de alginato utilizado por la invencion puede ser un polisacarido de
alginato caracterizado por tener al menos uno de: (a) un contenido de residuo de acido manurénico (M) en el
intervalo de aproximadamente 0% y aproximadamente 100% del total de residuos, entre aproximadamente 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, preferentemente entre aproximadamente 25% a
65%; (b) un contenido de residuo de acido gulurénico (G) en el intervalo de entre aproximadamente 0% y
aproximadamente 100% del total de residuos, entre aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, preferentemente entre aproximadamente 35% a 75%;y (c) un peso molecular entre
aproximadamente 1.000 a 300.000 Dalton, preferentemente, entre aproximadamente 1.000, 10.000, 15.000, 20.000,
25.000, 30.000, 35.000, 40.000, 45.000, 50.000, 60.000, 70.000, 80.000, 90.000, 100.000, 150.000, 200.000,
250.000, 300.000 Dalton. Para la soluciéon de alginato liquido inyectable, el peso molecular preferido puede variar
entre aproximadamente 1.000 a aproximadamente por debajo de 50,000 Dalton. El hidrogel o las esponjas se
pueden caracterizar preferentemente por tener un peso molecular que varia entre aproximadamente 5.000 a
aproximadamente 100.000 Dalton.

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere al uso de un alginato derivado de algas pardas marinas
seleccionado del grupo que consiste en alginato MVG™ (MVG) derivado de Laminaria hyperborea, alginato LVG™
derivado de Laminaria hyperborea, alginato VLVG™ derivado de Laminaria hyperborea, alginato MVM™ derivado
de Laminaria hyperborea, alginato LVM™ derivado de Laminaria hyperborea y alginatos derivados de Macrocystis
pyrifera.

De acuerdo con una realizacién, el alginato utilizado por la invencion puede estar en forma de uno cualquiera de
solucion de alginato, hidrogel de alginato y esponja de alginato sélido.

De acuerdo con una realizacion adicional, la presente invencion se refiere al uso de solucién de alginato reticulado,
hidrogel de alginato o esponja de alginato sdlido. De acuerdo con esta realizacion, dicho alginato puede comprender
ademas un agente reticulante seleccionado del grupo que consiste en las sales de calcio, estroncio o bario. En una
realizacién mas preferida, la presente invencion se refiere al uso de un alginato que comprende un agente
reticulante seleccionado del grupo que consiste en cloruro de calcio (CaCl.), cloruro de estroncio (SrCl,) y gluconato
de calcio (Ca-Gl).
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En otra realizacion mas, el uso segun la invencién puede ser uno cualquiera de una esponja de alginato soélido o
hidrogel de alginato caracterizado por tener al menos uno de: (a) un diametro en el intervalo entre 0,1 mm a 100
mm; (b) un tamafio promedio de poro en el intervalo entre 1 nm y 300 um; (c) volumen de entre aproximadamente
0,001 a 0,1 cm3; y (d) una porosidad en el intervalo de 10% a 99%. Especificamente, como se describe
anteriormente en el presente documento.

De acuerdo con una realizaciéon especifica, el alginato utilizado por la invencion es un alginato reticulado con entre
aproximadamente 0,18 a 0,22 %, especificamente, 0,22 % (p/v) de acido D-glucénico (sal hemicalcica). El alginato
resultante se denomina en la presente invencion alginato macroporoso. Mas especificamente, dicho alginato puede
caracterizarse adicionalmente por tener al menos uno de: un diametro de 5 mm, un volumen de 0,04 cm®, un tamafio
de poro en el intervalo de 1 pm a 100 ym; un espesor de al menos 0,5 mm; y una porosidad de al menos 20%,
preferentemente, como se describe en el presente documento anteriormente.

De acuerdo con otra realizacion especifica, el alginato utilizado por la invencién es un alginato de hidrogel reticulado
con CaCl, 0,05 M. En la presente invencion dicho alginato se denomina alginato nanoporoso. Mas especificamente,
dicho alginato se puede caracterizar adicionalmente por tener al menos uno de: un tamafo de poro en el intervalo de
1 nm a 1000 nm; un espesor de 0,5 mm; y una porosidad de 20 %.

En otra realizacion adicional preferida, la presente invencién se refiere al uso de una esponja o hidrogel de alginato
con una estructura de poros continua.

De acuerdo con una realizacién alternativa preferida, el alginato utilizado por la invenciéon puede estar en forma
liquida soluble. Dicho biomaterial de alginato liquido puede estar reticulado o no reticulado.

En una realizacion especifica, la solucién utilizada de alginato reticulado puede estar entre aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 4% (p/v) de solucion de alginato de sodio, especificamente, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9
1,0, 2,0, 3,0 0 4 %, que tiene un peso molecular de entre aproximadamente 1.000 a 50.000 Dalton, especificamente,
1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 5.000, 6.000, 7.000, 8.000, 9.000, 10.000, 20.000, 30.000, 40.000, o 50.000 Dalton. La
solucién de alginato puede reticularse con entre aproximadamente 0,18 a aproximadamente 0,5 % (p/v) de solucién
de gluconato de calcio (acido D-glucénico, sal hemicalcica), especificamente, uno de 0,18, 0,19, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 %
(p/v) de solucién de gluconato de calcio.

En otra realizacion alternativa mas, el alginato utilizado por la invencion puede ser una solucion de alginato no
reticulado. Mas especificamente, dicha solucion puede comprender entre aproximadamente 0,1 a aproximadamente
5 % (p / v) de solucién de alginato de sodio, especificamente, uno cualquiera de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8,
0,9, 1, 2, 3, 0 5 % (p/v) de solucion de alginato de sodio. La solucion de alginato no reticulado de la invencion puede
caracterizarse por tener al menos uno de: un peso molecular de entre aproximadamente 1 a aproximadamente 300,
especificamente, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9., 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200 o 300 kDa y una relaciéon G/M
de entre aproximadamente 0,5 a aproximadamente 4, especificamente, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 2, 3 0 4.

De acuerdo con esta realizacion particular, cualquiera de los biomateriales de alginatos utilizados por la invencion
puede modificarse o decorarse para mejorar sus propiedades de unién con células y proteinas, preferentemente
uniendo al menos uno de un péptido promotor de adhesion celular y un grupo sulfato. Debe apreciarse que puede
utilizarse cualquier péptido que promueva la adhesién, por ejemplo, un péptido RGD. De acuerdo con una
realizacién especifica, el alginato utilizado por el método de la invencion puede ser particularmente un armazon de
alginato macroporoso unido al péptido RGD, o decorado con el mismo, como se indica por la SEQ ID NO 1. Dicho
alginato modificado se describe en el Ejemplo 4. En otra realizacidon mas, el alginato de hidrogel puede decorarse
con el péptido RGD. Aun mas, el método de la invencién puede utilizar una solucién de alginato liquido reticulado o
no entrecruzado modificado, decorado con péptido RGD de SEQ ID NO 1. Debe observarse ademas que la adicion
de un grupo sulfato para mejorar la unién con proteinas, esta bien descrita por parte de los presentes inventores
[véase la referencia: Freeman, I. et al., Biomaterials, 29 (22): 3260-3268 (2008); Cohen, S. et al., solicitud de patente
de Estados Unidos N° 11/649.844, CIP de la solicitud de patente de Estados Unidos No. 11/374,279].

Opcionalmente, el armazon de alginato utilizado por el método de la invencion comprende al menos un factor
angiogénico seleccionado del grupo que consiste en: angiopoyetinas, metaloproteinasa (MMP), factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF ligando 4 de tipo delta (Dll4), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF).

De acuerdo con una realizacion particularmente preferida, el método de la invencion es especificamente adecuado
para el tratamiento de un sujeto mamifero. En una realizacion particular, dicho sujeto mamifero es un sujeto
humano.

En una realizacion, la presente invencion se refiere al uso de la esponja, del hidrogel o de la solucion de alginato en

un sujeto que padece un aspecto de la funcién hepatica alterada resultante de insuficiencia hepatica, enfermedad
hepatica y/o hepatectomia.
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En otra realizacion de este aspecto, la presente invencidon se refiere al uso de la esponja, del hidrogel o de
soluciones de alginato en la reparacion de dafios resultantes de enfermedades hepaticas malignas, tales como
tumores hepaticos primarios y secundarios (incluido el hepatocarcinoma celular también denominado hepatoma,
colangiocarcinoma, hepatoblastoma, angiosarcoma del higado, sarcoma de células de Kupper y metastasis
malignas de otros tumores), asi como de enfermedades hepaticas cronicas tales como cirrosis del higado,
hepatopatia alcohdlica, hepatitis C crénica, hepatitis B cronica, enfermedad del higado graso, hepatitis
autoinmunitaria, hipertension portal, hemocromatosis, enfermedad de Wilson, enfermedad de Gaucher, cirrosis biliar
primaria, colangitis esclerosante primaria, sarcoidosis, atresia biliar y sindrome de Zellweger.

"Tratamiento" se refiere a tratamiento terapéutico. Las personas que necesitan tratamiento son sujetos mamiferos
que padecen funcién organica alterada como resultado de dafo tisular, eliminacién o disfuncion. Por "paciente" o
"sujeto necesitado" se entiende cualquier mamifero en el que esté garantizada la implantacién del armazon de
alginato, para promover la reparacién y regeneracion del tejido del 6rgano dafiado.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de un biomaterial de alginato
biocompatible, cualquiera de sus modificaciones y combinaciones, para la preparacién de una composicion
farmacéutica para mantener los niveles normales de albumina en suero, en un sujeto que padece un trastorno
hepatico, como se expone en la reivindicacion 9. La invencion proporciona ademas el uso de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un biomaterial de alginato biocompatible, cualquiera de sus modificaciones y
combinaciones, para la preparacion de una composicién farmacéutica para disminuir los niveles de uno cualquiera
de los niveles de ALT y AST en un sujeto que padece un trastorno hepatico, como se expone en la reivindicacion 10.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere al uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de un biomaterial de
alginato biocompatible, cualquiera de sus modificaciones y combinaciones, para la preparacion de una composicion
farmacéutica para reducir el nivel de apoptosis en un tejido hepatico dafiado de un sujeto que padece trastorno
hepatico, como se expone en la reivindicacion 11. La invencion se refiere ademas al uso de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un biomaterial de alginato biocompatible, cualquiera de sus modificaciones y
combinaciones, para la preparacion de una composicién farmacéutica para aumentar la proliferacién celular en un
tejido hepatico dafiado de un sujeto que padece trastorno hepético, como se expone en la reivindicacion 11. De
acuerdo con una realizacion preferida, la composicién de la invencion se puede administrar por via sistémica o local.
Debe observarse que se prefiere una administracién sistémica.

Las expresiones "cantidad eficaz" o "cantidad suficiente" significan una cantidad necesaria para lograr un resultado
seleccionado. La "cantidad eficaz de tratamiento" esta determinada por la gravedad de la enfermedad junto con los
objetivos preventivos o terapéuticos, la via de administracién y el estado general del paciente (edad, sexo, peso y
otras cuestiones conocidas por el médico tratante). Aunque el método de la invencién esta destinado particularmente
para el tratamiento de trastornos hepaticos en mamiferos, particularmente seres humanos, también se incluyen otros
mamiferos. Como ejemplos no limitantes, los sujetos mamiferos incluyen monos, equinos, ganado, caninos, felinos,
roedores tales como ratones vy ratas, y cerdos. Debe apreciarse que la cantidad eficaz puede definirse también de
acuerdo con el tamafio y la naturaleza del animal tratado.

Se debe observar ademas que para el método de tratamiento proporcionado en la presente invencion, dicha
cantidad, o dosificacién, terapéutica eficaz, depende de la gravedad y de la capacidad de respuesta de la patologia
que se vaya a tratar, con el transcurso del tratamiento que dura de varios dias a varias semanas, o hasta que se
realice una curaciéon o se logre una disminucion de la patologia. Los regimenes de dosificacion 6ptimos pueden
calcularse a partir de mediciones de acumulacion de farmacos en el cuerpo del paciente. Los expertos habituales en
la técnica pueden determinar faciimente las dosificaciones éptimas, las metodologias de dosificacion y las tasas de
repeticion. En general, la dosificacion se calcula de acuerdo con el peso corporal, y puede administrarse una vez o
mas al dia, semanal o mensualmente. Los expertos habituales en la técnica pueden estimar facilmente las tasas de
repeticion para la dosificacion en funcion de los tiempos de residencia medidos y de las concentraciones de la
composicion combinada de la invencién en fluidos o tejidos corporales. Después de un tratamiento satisfactorio,
puede ser opcional hacer que el paciente se someta a terapia de mantenimiento para prevenir la recurrencia de la
patologia, en donde la composicidon combinada de la invencién se administra en dosis de mantenimiento, una vez o
mas al dia.

De acuerdo con un ejemplo no limitante, la cantidad eficaz de biomaterial de alginato puede variar entre
aproximadamente 1 ng a 100 g. Preferentemente, entre aproximadamente 1 mg a aproximadamente 10 g, mas
preferentemente, de1 mg a 100 mg.

El Ejemplo 6 presenta claramente, utilizando el modelo de hepatitis inducida por ConA, la aplicabilidad del alginato
no reticulado liquido, inyectado por via i.p. en el tratamiento de la hepatitis mediada por el sistema inmunitario. La
posibilidad de aplicar por via sistémica la solucion de alginato demuestra por primera vez en el presente documento,
la viabilidad de utilizar alginato para tratar cualquier dafio hepatico que pueda causar cualquier agente inmunitario
virico o quimico. Por ejemplo, el tratamiento del dafio hepatico causado por el uso de analgésicos, tales como el
paracetamol (Tylenol, por ejemplo). También se desvela un kit que comprende un polimero de alginato adecuado, un
disolvente tampdn adecuado, opcionalmente un agente reticulante, preferentemente Ca-Gl, medios para implantar

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2658 315 T3

en el tejido del 6érgano una esponja, un hidrogel o una solucién de alginato (ya sea no reticulado o reticulado)
preparado del anterior y un manual con instrucciones sobre como preparar el armazoén de alginato e instrucciones de
uso.

Desvelada y descrita, debe entenderse que esta invencion no se limita a los ejemplos, etapas de métodos y
composiciones particulares descritas en la presente memoria, ya que dichas etapas de métodos y composiciones
pueden variar algo. También debe entenderse que la terminologia utilizada en la presente memoria se utiliza solo
con el fin de describir realizaciones particulares y no pretende ser limitante ya que el alcance de la presente
invencion estara limitado solo por las reivindicaciones adjuntas y sus equivalentes.

Debe observarse que, tal como se usa en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas

singulares "un", "uno(a)" y "el/la", incluyen referencias plurales a menos que el contenido indique claramente lo
contrario.

A lo largo de esta memoria descriptiva y en los siguientes ejemplos y reivindicaciones, a menos que el contexto
requiera lo contrario, se entendera que la palabra "comprender" y variaciones tales como "comprende" y "que
comprende”, implican la inclusién de un numero entero o etapa o grupo de numeros enteros o etapas indicados,
pero no la exclusién de ningun otro nimero entero o etapa o grupo de numeros enteros o etapas.

Los siguientes ejemplos son representativos de las técnicas empleadas por los inventores para llevar a cabo
aspectos de la presente invencion.

Ejemplos

Procedimientos experimentales

Animales y procedimientos quirdrgicos

En todos los experimentos se utilizaron ratones macho C57BL/6, con un peso de 25-28 g., y se mantuvieron en una
sala con temperatura controlada alternando ciclos de luz/oscuridad de 12 h. Una hepatectomia de dos tercios
convencional consistia en la extirpacion de los l6bulos lateral izquierdo, izquierdo central y derecho central. Para
emplear una hepatectomia del 87%, los inventores resecaron ademas el lateral, el I6bulo cuadrado y el proceso
piriforme del higado, reservando solo el I6bulo caudado. Este procedimiento proporciona un modelo para la
insuficiencia hepatica aguda. Todos los experimentos fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso
de Animales del Hospital Universitario Hadassah. Los animales recibieron asistencia humanizada de acuerdo con los
criterios descritos en la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio.

Preparacion del armazén macroporoso

Se utilizaron armazones macroporosos de alginato y colégeno con estructuras porosas similares (porosidad del 90
%, tamafio de poro de 50-100 pum, volumen de 0,04 cm” (Figura. 1). Los armazones de alginato (Figura 1A) se
prepararon a partir de una soluciéon de alginato de sodio al 1 % (p/v) (LVG (100 kDa), 65% de contenido de G,
NovaMatrix, FMC Biopolymer, Drammen, Noruega) reticulado con acido D-glucénico al 0,22 % (p/v) (sal hemicalcica)
mediante una técnica de liofilizaciéon [véase Shapiro, L. y Cohen, S. Biomaterials 18 (8): 583 - 90 (1997)]. Se
prepararon armazones de colageno de piel de ternero (Figura 1B) a partir de una solucién de colageno al 1 % (p/v)
en acido acético al 0,2% (v / v) y después se liofilizé en condiciones utilizadas para preparar armazones de alginato.
Los armazones de colageno se sometieron adicionalmente a reticulacion UV para mejorar la estabilidad.

La estructura interna de los armazones se evalué mediante microscopia electrénica de barrido (MEB, Joel JSM-
35CF, Tokio, Japon) después de recubrir secciones finas del armazoén con oro de 100 A, utilizando un aparato de
recubrimiento E5100 polar.

Para detectar los armazones dentro del higado, se prepararon armazones macroporosos de alginato marcados con
biotina con porosidad similar como se describié anteriormente.

Modificacion de alginato con RGD

El péptido GGGGRGDY (BioSight, Karmiel, Israel) también representado por SEQ ID NO 1, se unid por enlace
covalente a polisacarido de alginato (LVG, 100 kDa, 65% de contenido de G, NovaMatrix FMC Biopolymers,
Drammen, Noruega) mediante quimica de carbodiimida [Rowley, JA et al J. Biomed Mater Res 60: 217 - 223 (2002)]
para producir una tasa de modificacion del 0,2 % de mondmeros de acido urénico por las secuencias peptidicas. El
armazén macroporoso de RGD-alginato se preparé como se describid anteriormente.
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Efecto de la decoracién de alginato con péptido sobre la porosidad del armazon fabricado a partir de este biomaterial

El proceso de formacion del armazéon de alginato [Shapiro, L. y Cohen, S. Biomaterials 18: 583-590 (1997)]
comprende la reticulacion de alginato mediante reticulantes bivalentes, por ejemplo, gluconato de calcio, congelando
el alginato reticulado y liofilizando para producir un armazoén esponjoso. La reticulacion iénica es importante para
mantener la estabilidad del armazon en el medio de cultivo, mientras que el proceso de congelacion afecta al
tamanfo de los poros y a la arquitectura. Es importante abordar la estabilidad y la morfologia interna del armazoén ya
que la modificacion masiva del alginato se realiza mediante la union covalente del péptido con el grupo carboxilo en
alginato y, como se menciond anteriormente, el grupo carboxilo participa en la reticulacion de alginato durante la
formacion del armazon.

La evaluacion de la arquitectura y de la morfologia interna del armazon se realizé6 mediante microscopia electrénica
de barrido (MEB). El alginato y el armazén de alginato decorado con RGD mantuvieron una alta porosidad con un
intervalo similar de tamafios de poro (55-120 ym de diametro, Figura 2). La estabilidad del armazén modificado se
ensayo en medio de cultivo, a 37 °C, mientras se mezclaba o en un biorreactor. Mediante inspeccién visual, la forma
y el tamafo del armazén no cambiaron durante al menos 3 semanas.

Preparacién de hidrogel de alginato (estructura nanoporosa)

El hidrogel de alginato se prepar6é a partir de alginato al 1 % (p/v) (LVG, 150 kDa, 65% de contenido de G,
NovaMatrix, FMC Biopolymer, Drammen, Noruega) y se reticuld con cloruro de calcio 0,05 M. Esto da como
resultado la formacién de hidrogel de alginato con un tamafio de poro en el intervalo de 1 nm a 1000 nm; un espesor
de 0,5 mm; y una porosidad del 20%.

Preparacion de la solucién de alginato de sodio no reticulado

Las muestras de alginato de sodio (con un Pm que varia de aproximadamente 15 a 160 kDa; y una proporcion G/M
de 2,1) se adquirieron en FMC Biopolymers, Drammen, Noruega. Se prepararon muestras de alginato de peso
molecular mas pequefio mediante radiacién gamma como se describe en el documento [WO / 2008/098109]. Para la
preparacién de soluciones no reticuladas: las muestras de alginato de sodio se disolvieron en agua bidestilada
(DDW) a una concentracion final de 1 % (p/v). La solucion se agitdé a temperatura ambiente durante 24 h para una
disolucion completa del alginato.

Preparacion de la solucién de alginato reticulado

Para la preparacion de soluciones reticuladas de calcio: las muestras de alginato de sodio se disolvieron en agua
bidestilada (DDW) a una concentracion final de 2% (p/v) y después se mezclaron con solucién de gluconato de
calcio al 2 % (p/v) (acido D-glucénico, sal hemicalcica, Sigma). La composicion final preferida es alginato al 1 % (p/v)
y gluconato calcico al 0,3 %. Las mezclas se homogeneizaron utilizando el homogeneizador Heidolph DIAX 900
equipado con un cabezal 10 G, que funcionaba a 26.000 rpm durante aproximadamente 2 minutos. Después de la
homogeneizacion, las preparaciones se enfriaron a aproximadamente 4-8 °C hasta su uso.

Tincién de H&E

Para evaluar la lesién hepatica de tejido hepatico fijado en formol e incluido en parafina se utiliz tincion de
hematoxilina y eosina (H&E).

Tincién inmunohistoquimica de BrdU y caspasa-3

Las secciones de tejido hepatico fijado con formalina e incluido en parafina se tifieron con anticuerpo monoclonal de
ratén anti-BrdU o anticuerpo de raton suscitado contra caspasa-3 escindida activada.

La incorporacion de BrdU se determiné contando los nucleos de los hepatocitos tefiidos positivamente en tres a seis
campos de microscopio de baja potencia (10x), y se calculé la media.

El marcaje con caspasa-3 activada se evalu6 contando las células apoptéticas en diez campos de microscopio de
baja potencia (40x).

Andlisis de inmunotransferencia

Para el analisis de lisados tisulares completos, se homogeneizaron trozos de higado congelados instantaneamente
en 0,75 ml de PBS helado y después se centrifugaron a 4 °C durante cinco minutos a 2.000 rpm. Los sobrenadantes
se descartaron y los sedimentos se lisaron con beta glicerofosfato 50 mM, EGTA 1,5 mM, pH 7,3, EDTA 1 mM, pH
7,3, DTT 1 mM, vanadato de sodio 0,1 mM, NP-40 al 1 % y cécteles de proteasa y fosfatasa (Sigma) y después se
dejo en hielo durante 10 min. Los lisados se centrifugaron a 4 °C durante 10 minutos a 14.000 rpm y el sobrenadante
se transfirié a tubos limpios. Cantidades equivalentes de lisados (15 pg/carril), determinadas mediante el ensayo de
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Bradford (Bio-Rad, Rehovot, Israel), se separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE) y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa.

Enzimas hepéticas y albumina

Se obtuvieron sueros de ratones individuales. Los niveles en suero de AST, ALT y albumina se midieron con un
analizador automatico.

Andlisis estadistico

Los datos cuantitativos se expresaron como media + ETM (error tipico de la media). Si las desviaciones tipicas (DT)
eran iguales dentro de las poblaciones, se utiliza la prueba bilateral de la t de Student para comparar los grupos de
tratamiento. Se realiz6 la curva de supervivencia de Kaplan-Meier para evaluar la supervivencia y la prueba de orden
logaritmico para calcular la significacion estadistica. Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron significativos.

Grupos experimentales

Se llevaron a cabo dos conjuntos de experimentos. En un primer conjunto, se examiné la viabilidad de un armazén
de alginato macroporoso para mejorar la reconstruccion hepatica después de hepatectomia parcial (HP) y se
comparo con un armazoén de colageno macroporoso. Como se muestra en las Figuras 1A y 1B ambos armazones de
alginato y colageno tenian una estructura porosa similar (Figuras 1A y 1B, respectivamente), y difieren por su
naturaleza quimica. El armazén de colageno se utiliza con frecuencia en cirugias de hemostasia y los inventores lo
utilizaron como control para evaluar si el efecto del armazén de alginato era por hemostasia.

El segundo conjunto experimental examind la eficacia del armazdn de alginato macroporoso en la reduccion de la
muerte de células hepaticas después de realizar una HP, en comparacion con el hidrogel de alginato que tiene una
estructura nanoporosa y un alginato modificado, especificamente, un armazén macroporoso de alginato decorado
con RGD.

En el higado que quedd después de realizar la hepatectomia, se colocaron tres armazones por animal. Para evaluar
la supervivencia de los animales, se hizo un seguimiento a los grupos tratados e intervenidos de manera simulada,
10 ratones en cada uno, durante 6 dias sin recoger ninguna muestra. Para analizar el higado y el suero, los ratones
se sacrificaron al cabo de 3, 6, 24 y 48 horas y 6 dias después de la hepatectomia, 3-5 ratones en cada grupo.

Se examind la solucion de biomaterial de alginato liquido no reticulado utilizando dos modelos experimentales, la
hepatectomia parcial extendida y la hepatitis mediada por el sistema inmunitario inducida por ConA. Los grupos
experimentales de ambos modelos se describen en detalle en los Ejemplos 5y 6.

Ejemplo 1
Supervivencia entre los grupos experimentales

La hepatectomia es a menudo el ultimo y mejor recurso para tumores hepaticos grandes y metastasis. Sin embargo,
la hepatectomia puede afectar gravemente a las funciones hepaticas y, por lo tanto, a la supervivencia de los
pacientes en condiciones en las que se justifica la reseccion quirdrgica del higado. Como se muestra en la Figura 3,
la supervivencia fue significativamente mayor en el grupo con el armazén de alginato implantado, 60% en
comparacion con 10% sin el armazon (orden logaritmico = 0,001). No hubo diferencias significativas en la
supervivencia en los grupos tratados con colageno y sin armazoén, lo que indica que el efecto del armazon de
alginato no esta mediado por la hemostasia. La supervivencia disminuyé significativamente cuando se utilizé un
armazén de colageno o ningun armazon. Los inventores valoraron adicionalmente el dafio hepatocelular en los tres
grupos experimentales, como se demuestra en la Figura 4. Como se muestra en dicha figura, tres horas después de
la hepatectomia, la necrosis masiva es claramente evidente en el grupo de control, mientras que el grupo tratado
con alginato muestra una arquitectura hepatica casi normal. A medida que pasa el tiempo después de la
hepatectomia, se observan células inflamatorias en el parénquima y la fibrosis es notable.

Ejemplo 2
Enzimas hepaticas y niveles de albuimina entre grupos experimentales

La transaminasa hepatica proporciona evidencia de lesidon de células hepaticas, mientras que la albumina
proporciona una indicacion de la capacidad sintética del higado. Las pruebas dan una indicacién sobre el estado del
higado de un paciente. Como se muestra en las Figuras 5A, 5B y en la Tabla 1, los niveles de ALT y AST
confirmaron los hallazgos histopatolégicos que demostraron un aumento significativo de entre dos y veinte veces en
los grupos de control en comparacion con niveles casi normales en ratones con el armazon de alginato implantado
(p <0,0001 en 6, 24, horas y 6 dias). Los niveles alcanzaron su punto méaximo 24 horas después de la hepatectomia
en grupos sin armazon y con armazoén de colageno y permanecen estables en el grupo tratado con alginato.
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Como se muestra en la Figura 6, la albumina fue significativamente mas alta en el grupo tratado con alginato en
comparacioén con el grupo tratado con colageno y el control. Estos resultados indicaron que el armazén de alginato
previene el dafio hepatocelular y mejora la funcién de sintesis hepatica después de hepatectomia parcial subtotal.

Tabla 1: Resumen de los niveles de AST, ALT y albumina

AST ALT Albdmina

Tiempo| Armazén (media + DT)|(media + DT)|(media + DT) Valor de p*|Valor de p

Alginato 186+35 160+46 2558 0,0002 0,01

@ Colageno 74548 7224246 12446

o)

g Sin armazoén 750+0 898+89 10+0,5

" Alginato 113134 94145 26+1,7 0,0002 0,00008

© Colageno | 21804432 12394238 11417

o

c

Y, |Sinarmazon| 1269+401 13161158 1010
Alginato 122442 86+29 24415 0,002 0,0001

E Colageno 7124393 641+335 10+0

©

© |Sinarmazoén| 748+429 595+306 1010

* valor de p que compara los valores de ALT entre alginato y sin armazoén
** valor de p que compara los niveles de albumina entre alginato y colageno

Ejemplo 3
Efecto del alginato sobre la apoptosis y la multiplicacion celular

Para investigar adicionalmente si el efecto beneficioso de la aplicacién de alginato sobre el tejido hepatico
remanente implicaba procesos apoptoticos, a continuacion los inventores compararon marcadores apoptoéticos en
los tres grupos experimentales. Como se muestra en la Figura 7, la inmunohistoquimica para la caspasa 3 escindida
fue significativamente mayor en los grupos de control, mientras que en el grupo tratado con alginato no se observo
tincion, lo que sugiere una apoptosis significativamente reducida en el grupo tratado con alginato. La ausencia de
tincién con caspasa 3 en el grupo tratado con alginato es particularmente significativa en vista del marcado aumento
en la apoptosis en los grupos de control, especialmente 24 horas después de la hepatectomia.

Por lo tanto, los inventores examinaron después el efecto del tratamiento con alginato sobre la multiplicacion celular.
Se utilizé BrdU (bromodesoxiuridina) como un marcador de la multiplicacion de hepatocitos. Como se muestra en la
Figura 8, se demuestra claramente un aumento significativo en la tincién celular a las 3, 6 y 24 horas en el grupo
tratado con alginato. Cabe sefialar que solo después de 48 horas, se pudo detectar un aumento en la multiplicacién
de los hepatocitos en todos los grupos experimentales. Estos resultados indican que los armazones de alginato
mejoran la regeneracion temprana después de hepatectomia parcial y que el segundo aumento en la multiplicacion
es independiente del alginato.

Para analizar mas a fondo las rutas de sefializacién que actian como mediadoras en el aumento observado de la
proliferacion celular en respuesta al tratamiento con alginato, a continuacion se examiné la activacion de STAT3.
Como se muestra en la Figura 9, la inmunotransferencia para STAT3 y STAT3 fosforilado demuestra claramente un
aumento en la activacion de STAT3, 6 y 24 horas después de realizar la HP en el grupo tratado con alginato en
comparacion con los grupos de control. Sin estar sujetos a ninguna teoria, estos resultados sugieren que el alginato
puede aumentar la supervivencia al promover la activacion de STAT-3, iniciando asi una respuesta regenerativa
intensa.

Ejemplo 4
Alginatos modificados en el tratamiento de la hepatectomia

Alentados por los resultados utilizando el armazén de alginato macroporoso, los inventores probaron a continuacién
el efecto de diferentes preparaciones de alginatos modificados Por lo tanto, a continuacién se examiné la
supervivencia de los ratones hepatectomizados tratados con cualquiera de armazon de hidrogel de alginato
nanoporoso, armazén de alginato macroporoso, armazén de colageno macroporoso o control sin tratar. Como se
muestra en la Figura 10, los armazones de alginato tanto nanoporoso como macroporoso elevaron
significativamente la supervivencia de los ratones, particularmente en comparaciéon con los grupos tratados con
armazon de colageno o los grupos de control no tratados. Un analisis adicional presentado en la Figura 11,
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demuestra una supervivencia mejorada comparable de los ratones tratados con armazén de alginato nanoporoso
(hidrogel de alginato).

Analisis adicional de alginatos modificados, por ejemplo, armazén de alginato decorado con RGD presentado en las
Figuras 12 y 13, mostr6 efectos comparables sobre las transaminasas (AST en la Figura 12A, ALT en la Figura 12B)
y la albdmina (Figura 13).

El alginato marcado con biotina se utilizd después como una herramienta para evaluar la posicién in vivo del
armazon. Por lo tanto, se crearon armazones de biotina-alginato y se insertaron después de la hepatectomia y los
ratones se sacrificaron 3 y 6 horas después de la cirugia. Como se muestra por la tincién inmunohistoquimica de
H&E presentada en la Figura 14, se detectd biotina dentro del tejido hepatico, lo que sugiere que el higado se
regenero en los armazones.

Ejemplo 5
Uso de alginato liquido no reticulado en el tratamiento de la hepatectomia

Los notables resultados de la aplicacion de las diferentes estructuras de alginato sobre tejido hepatico dafado,
llevaron a los presentes inventores a evaluar adicionalmente la viabilidad de utilizar diferentes aplicaciones de
alginato sobre el tejido lesionado, especificamente, en forma liquida. Por lo tanto, se realizé una hepatectomia
parcial prolongada (87%) en dos grupos de ratones (10 ratones por grupo) como se describié anteriormente, y se
comparo el efecto del alginato liquido sobre la supervivencia de los ratones con el control tratado con PBS. Se
pulverizé alginato liquido (200 pl) o PBS sobre la parte superior del higado que quedaba después de la
hepatectomia sin inyectar en el parénquima hepatico. Como claramente se muestra en la Figura 15, después de 100
horas, el 80% de los ratones tratados con alginato liquido sobrevivid, mientras que solo sobrevivio el 40% de los
ratones tratados con PBS. Después de 144 horas, todos los ratones tratados con PBS de control murieron mientras
que sobrevivié el 60% de los ratones tratados con alginato liquido. Después de 10 dias, todos los ratones murieron.

Adicionalmente, el efecto del alginato liquido sobre la recuperacion del tejido hepatico hepatectomizado se evalud
examinando parametros funcionales. Por lo tanto, se midieron los niveles de ALT en suero en ratones tratados con
alginato liquido o con PBS (n = 4), al cabo de 6 y 24 horas después de una hepatectomia extendida. El suero se
obtuvo de la vena de la cola a las 6 horas. Tanto el suero como el higado se aislaron de los ratones sacrificados 24
horas después de realizar la HP. La Figura 16A representa que los niveles de ALT en suero se elevaron
significativamente en el grupo tratado con PBS en comparacion con el grupo tratado con alginato liquido al cabo de
6 y 24 horas después de una HP extendida (p = 0,000001 y p = 0,000001, respectivamente). Ademas, los niveles de
ALT disminuyeron significativamente de 6 a 24 horas en el grupo tratado con alginato liquido (p = 0,01).

Para evaluar las funciones de sintesis hepatica, se midié la albumina en suero 24 horas después de una HP
extendida. Como se demuestra en la Figura 16B, los ratones tratados con alginato liquido mostraron niveles
significativamente elevados de albumina en suero en comparaciéon con los controles tratados con PBS (p=
0,000001).

Estos resultados demuestran claramente la viabilidad de utilizar alginato, ya sea en forma de armazones liquidos o
solidos para recuperar el tejido hepatico lesionado.

Ejemplo 6
Efecto del alginato liquido no reculado en la hepatitis inducida por ConA

La concanavalina A (Con A) es un modelo generalmente utilizado para la lesién hepatica mediada por el sistema
inmunitario. La Con A induce una lesion hepatica aguda mediada por el sistema inmunitario después de una sola
inyeccion intravenosa a ratones. Para estudiar el efecto del alginato liquido inyectable sobre la lesion hepatica, se
inyectaron 200 pl de ConA (400 ug/ratdon=20 mg/kg) en la vena de la cola de los ratones (n = 4) dos horas después
de inyeccion IP de 200 pl de alginato liquido o PBS. El suero se obtuvo de la vena de la cola para el analisis de los
niveles de ALT al cabo de 6 y 24 después de la inyeccion de ConA. Los ratones se sacrificaron a las 48 horas
después de la inyeccidon de ConA, y se obtuvo suero (para ALT y albumina) e higado. La Figura 17A representa
niveles significativamente mas bajos de ALT en suero 6 y 24 horas después de la inyeccion de ConA en el grupo
tratado con alginato en comparacién con el grupo de control (p = 0,004 y 0,04, respectivamente). Cuarenta y ocho
horas después de la inyeccion de ConA, los niveles de ALT fueron dos veces mas altos en el grupo de control en
comparacién con el grupo tratado con alginato liquido, sin embargo, esto no ha alcanzado una significacion
estadistica.

Para evaluar la funcién de sintesis hepatica, se midié la albumina en suero 48 horas después de la inyeccion de

ConA. Como se muestra en la Figura 17B, los niveles de albumina en suero fueron significativamente mas altos en
los ratones tratados con alginato liquido (p = 0,00000001).
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Estos resultados demuestran claramente la viabilidad de utilizar biomaterial de alginato liquido para suprimir la
inflamacion hepatica, mejorar la supervivencia y las funciones de sintesis hepatica en los dos modelos diferentes de
insuficiencia hepatica aguda examinados en este documento, la hepatectomia parcial extendida asi como en la
hepatitis inmunitaria (ConA).
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REIVINDICACIONES

1. Un biomaterial de alginato biocompatible, que consiste en un alginato que tiene un peso molecular entre 1.000 y
300.000 Dalton, y seleccionandose dicho alginato del grupo que consiste en alginato no reticulado y alginato
reticulado con un agente reticulante seleccionado del grupo que consiste en calcio, estroncio y bario para su uso en
el tratamiento de funcién hepatica alterada en un sujeto que lo necesite, siendo dicha funcién hepatica alterada
resultado de insuficiencia hepatica fulminante, hepatectomia y/o enfermedad hepatica seleccionada del grupo que
consiste en hepatitis autoinmunitaria, hepatitis C cronica y hepatitis B cronica, en el que dicho tratamiento
comprende la implantacion o la inyeccion de un armazén o de una solucion de alginato acelular por si mismo.

2. El biomaterial de alginato para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho alginato esta en forma
de una cualquiera de una solucién de alginato, hidrogel de alginato y esponja de alginato sdélido.

3. El biomaterial de alginato para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que dicho alginato es uno
cualquiera de una esponja de alginato sélido o hidrogel de alginato, caracterizado por tener una porosidad en el
intervalo de 10 % a 99 %.

4. El biomaterial de alginato para su uso de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que dicha esponja de alginato
solido es un alginato reticulado con entre 0,18 y 0,22 % (p/v) de acido D- %Iucénico (sal hemicalcica), caracterizado
por tener al menos uno de: un diametro de 5 mm, un volumen de 0,04 cm”, un tamafio de poro en el intervalo de 1
pm a 100 pm; un espesor de al menos 0,5 mm; y una porosidad de al menos 20 %.

5. El biomaterial de alginato para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que dicho hidrogel de alginato es
un alginato reticulado con al menos 0,05 M de CaCl2 y se caracteriza por tener al menos uno de: un tamafio de poro
en el intervalo de 1 nm a 1000 nm; un espesor de 0,5 mm; y una porosidad de 20 %.

6. El biomaterial de alginato para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 2, en el que dicha solucion de alginato
comprende entre 0,1 y 4 % (p/v) de alginato de sodio, teniendo el alginato dentro de la solucion un peso molecular
de entre 1.000 a 50.000 Dalton, y estando reticulado con entre 0,18 y 0,5 % (p/v) de solucién de gluconato de calcio
(acido D-gluconico, sal hemicalcica).

7. El biomaterial de alginato para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 2, en el que dicha solucién de alginato
comprende entre 0,1y 5 % (p/v) de alginato de sodio no reticulado que tiene una relacién G/M de entre 0,5 a 4.

8. El biomaterial de alginato para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que
dicho alginato se modifica uniendo al menos uno de un péptido promotor de adhesion celular y un grupo sulfato.

9. Un biomaterial de alginato biocompatible, que consiste en un alginato que tiene un peso molecular entre 1.000 y
300.000 Dalton, y selecciondndose dicho alginato del grupo que consiste en alginato no reticulado y alginato
reticulado con un agente reticulante seleccionado del grupo que consiste en calcio, estroncio y bario, para su uso en
el mantenimiento de niveles de albumina en suero en un sujeto que padece funcién hepatica alterada como
resultado de insuficiencia hepatica fulminante, hepatectomia y/o enfermedad hepatica seleccionada del grupo que
consiste en hepatitis autoinmunitaria, hepatitis C cronica y hepatitis B cronica, en el que dicho tratamiento
comprende la implantacién o la inyeccion de un armazén o de una solucién de alginato acelular por si mismo.

10. Un biomaterial de alginato biocompatible, que consiste en un alginato que tiene un peso molecular entre 1.000 y
300.000 Dalton, y seleccionandose dicho alginato del grupo que consiste en alginato no reticulado y alginato
reticulado con un agente reticulante seleccionado del grupo que consiste en calcio, estroncio y bario para su uso en
la reduccion de los niveles de uno cualquiera de los niveles de ALT y AST en suero en un sujeto que padece funcion
hepatica alterada como resultado de insuficiencia hepatica fulminante, hepatectomia y/o enfermedad hepatica
seleccionada del grupo que consiste en hepatitis autoinmunitaria, hepatitis C crénica y hepatitis B cronica, en el que
dicho tratamiento comprende la implantacion o la inyeccién de un armazén o de una solucién de alginato acelular
por si mismo.

11. Un biomaterial de alginato biocompatible, que consiste en un alginato que tiene un peso molecular entre 1.000 y
300.000 Dalton, y selecciondndose dicho alginato del grupo que consiste en alginato no reticulado y alginato
reticulado con un agente reticulante seleccionado del grupo que consiste en calcio, estroncio y bario para su uso en
la reduccion del nivel de apoptosis en un tejido hepatico dafiado de un sujeto que padece funcidn hepatica alterada y
el aumento de la proliferacion celular en un tejido hepatico dafiado de un sujeto que padece funcién hepatica
alterada, siendo dicha funcion hepatica alterada resultado de insuficiencia hepatica fulminante, hepatectomia y/o
enfermedad hepatica seleccionada del grupo que consiste en hepatitis autoinmunitaria, hepatitis C cronica y hepatitis
B crénica, en el que dicho tratamiento comprende la implantacién o la inyeccidon de un armazén o de una solucion de
alginato acelular por si mismo.
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12. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1y 9 a 11, en la que dicha
composicion se administra por via sistémica.

13. La composicidn para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1y 9 a 12, en la que dicha
composicion farmacéutica comprende alginato en forma de una solucién acuosa.
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