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DESCRIPCION
Adhesivo tisular en el que se mezclan colageno y fibrina, y método para preparar el mismo
Campo técnico

La presente invencién se refiere a una composicion en la que se mezclan colageno vy fibrina, para su uso como
adhesivo tisular, y a un método para preparar el mismo, y mas especificamente, la presente invencion es para
complementar la resistencia y la degradabilidad, las cuales son indicativas de debilidades de un adhesivo de fibrina
en el mercado. Es decir, la presente invencién se refiere a un adhesivo tisular el cual, aunque tiene afinidad con las
células, activa plaquetas contenidas en la sangre para inducir la regeneracion tisular, y por tanto, puede mejorarse
de manera significativa la calidad y la fiabilidad de los productos para satisfacer diversas necesidades de los
consumidores que son usuarios.

Antecedentes de la técnica

Tal como se conoce generalmente, los adhesivos médicos se han aplicado a diversos campos que varian desde
adherencia y union quirtrgicas hasta hemostasis, y tienen una larga historia. Dado que un material adhesivo médico
se aplica directamente a tejidos humanos, necesita utilizarse un material biocompatible. Dado que el material
adhesivo médico puede fluir sustancialmente hacia el liquido corporal o la sangre, el material adhesivo médico
necesita ser estrictamente biocompatible y biodegradable, puede estar esterilizado, y no debe mostrar toxicidad ni
perjuicio. Ademas, es importante seleccionar un material adhesivo que tenga una afinidad alta con tejidos bioldgicos
incluso después de aplicarse a los tejidos y por tanto no interfiera con la regeneracioén en tejidos originales.

Actualmente, se aplican cianoacrilato, poliuretano, gelatina, fibrina, o similares, como material adhesivo médico, a
productos. Los adhesivos médicos se han utilizado generalmente en varios campos, tales como piel, vasos
sanguineos, organos digestivos, nervios cerebrales, cirugia plastica, ortopedia, y similares. Dichos adhesivos
requieren tener una resistencia adhesiva rapida en un ambiente de humedad, ser esterilizables y no téxicos, y no
interferir con propiedades mecanicas suficientes, biodegradabilidad, hemostasis eficaz, y curacién del cuerpo en
vista de la herida.

El cianoacrilato se utiliza principalmente para fines industriales, y se utiliza en no mas del 5% para fines médicos. Sin
embargo, dado que el cianoacrilato tiene la posibilidad de sustituir una sutura, estan llevandose a cabo de manera
activa estudios del mismo en, especialmente, paises desarrollados. Sin embargo, el cianoacrilato es vulnerable al
impacto, tiene deterioros en resistencia al calor y resistencia al agua después de aplicarse, y conserva la toxicidad y
la vulnerabilidad para algunos tejidos, y por tanto, el cianoacrilato se utiliza actualmente de manera restrictiva.

El poliuretano es un material que mantiene la flexibilidad de una regién de unién, y tiene ventajas en que el
poliuretano se endurece rapidamente debido a la buena reactividad con agua, y el material endurecido mantiene su
elasticidad. Por otro lado, el poliuretano tiene una desventaja en que el diisocianato aromatico, el cual es un material
de partida sintético, es biolégicamente toxico.

Un pegamento que utiliza gelatina es un adhesivo derivado biol6gicamente, y ejemplos del mismo son un producto
en el cual la gelatina y el resorcinol se reticulan mediante formalina, y un producto que utiliza gelatina, acido
poliglutdmico y carbodiimida. Estos productos pueden mostrar toxicidad al utilizar un agente de reticulacion quimico
de formalina y carbodiimida. Los productos que emplean formalina como un agente de reticulacién se han utilizado
en algunos paises, pero la licencia de los mismos esta en curso y la efectividad de los mismos se esta sometiendo a
prueba en Japén y similares.

El pegamento de fibrina es un producto que se obtiene al aplicar el principio de formacién de fibrina utilizando
fibrinégeno, trombina, cloruro de calcio, y similares como materiales. El pegamento de fibrina tiene una adherencia
rapida, no requiere calor o presién, no se ve afectado significativamente por el medioambiente de una region
pegada, y conserva las ventajas bioldgicas de ser biocompatible y biodegradable. Sin embargo, el pegamento de
fibrina tiene desventajas en que carece de propiedades fisicas y tiene una tasa de biodegradacion relativamente
mayor cuando se compara con un adhesivo que utiliza un material sintético. Para superar dichas desventajas, estan
llevandose a cabo investigaciones en la inhibicién en enzimas fibrinoliticas a través de la adiciéon de aprotinina para
reducir la tasa de degradacién de un polimero de fibrina y conservar una forma. El uso de colageno como aditivo
para complementar dichas desventajas hara una contribucién significativa para complementar la formulacion del
pegamento de fibrina.

La fibrina utilizada para el pegamento de fibrina se aplica y comercializa como un adhesivo o hemostato natural, y
tiene biocompatibilidad y biodegradabilidad. Se conoce que la fibrina se absorbe generalmente en el procedimiento
de cicatrizacién en el plazo de varias semanas y que no tiene efectos secundarios, tales como inflamacion,
respuestas inmunitarias, necrosis tisular o hipertrofia fibrilar. Ademas, la fibrina es un soporte natural para
fibroblastos, y desempefia un papel importante en la cicatrizacion. El concepto de un producto de fibrina se
establecié en la década de 1970. El primer producto se comercializé en Europa en 1982, y se ha utilizado hasta
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ahora. Recientemente, se ha verificado la fibrina como un soporte para el disefio por ingenieria genética de tejidos
biol6gicos en muchos estudios, y se ha aplicado en diversos campos, tales como ortopedia, odontologia y
neurocirugia.

El colageno que puede utilizarse como aditivo para complementar las desventajas del pegamento de fibrina es un
componente de proteina estructural. El colageno constituye tejidos blandos, tales como dermis, tendén/ligamento, y
vaso sanguineo, y tejidos duros, tales como hueso y cartilago, y representa aproximadamente 1/3 del contenido de
proteina de todo el cuerpo en mamiferos. Se conocen mas de veinte tipos de colageno, y el colageno de tipo | que
constituye la piel, el tenddn/ligamento, el hueso, y similares representa aproximadamente el 90% del colageno en el
cuerpo. El colageno es la proteina que esta formada por tres hebras y tiene un peso molecular de 300.000 daltons
(aproximadamente 100.000 daltons por cada hebra). En el colageno, la glicina, que es la unidad de aminoacido mas
pequeiia (que tiene el menor peso molecular), se conecta de manera repetida (-G X Y-; la glicina se repite de
manera continua, y X e Y varian). Por tanto, la glicina representa aproximadamente 1/3 de los aminoacidos que
constituyen el colageno. El coldgeno se ha utilizado actualmente con fines médicos en campos de hemostato, un
agente de cobertura de heridas, vasos sanguineos artificiales, mejora de las arrugas, y similares. En casos de
hemostato, Aviten, que es un producto en polvo de colageno extraido de la piel de becerro, se desarrollé por primera
vez en 1974, y se ha utilizado hasta ahora.

Sobre todo, la caracteristica mas importante del colageno utilizado en el campo de la regeneracién médica es que el
colageno es un material que es biolégicamente compatible en el tejido humano para mostrar una afinidad con
células, y por tanto es importante en la adherencia y el crecimiento de las células y el mantenimiento de la viabilidad.
Ademas, el colageno estimula las plaquetas contenidas en la sangre para inducir factores de crecimiento contenidos
en las plaguetas, regenerando asi los tejidos dafiados. Ademas, el colageno tiene una estructura de triple hélice y su
degradabilidad puede mantenerse relativamente en comparacién con una estructura Unica de la proteina, y por tanto
el colageno puede servir como un armazon en el cuerpo.

Dicha unién de material puede conservar fundamentalmente las caracteristicas biodegradables que el adhesivo
tisular necesite tener y mantener las caracteristicas de no interferir con regeneracién. Ademas, dicho material de
unién puede complementar las propiedades fisicas de las que carece el pegamento de fibrina, y ralentizar la tasa de
degradacién, proporcionando asi huesos de regeneracion degradables. Por tanto, el adhesivo tisular promovera la
generacion tisular y acelerara el procedimiento de regeneracion para acortar el proceso de terapia, ademas de un
papel como adhesivo simple. Ademas, para utilizar el adhesivo tisular de forma rapida, el adhesivo tisular puede ser
una formulacién que esté montada en un tipo precargado y almacenada congelada.

El adhesivo tisular es un producto que reduce la carga de un paciente en el procedimiento quirirgico y maximiza la
satisfaccion en casos donde se sutura y se recubre una herida, tales como tener un riesgo de dolor e infeccién
menor en comparacion con los métodos convencionales y acortar el tiempo de operacion. Por tanto, el adhesivo
tisular estard altamente favorecido en este campo, y la escala de mercado se expandira de manera gradual.
Ademas, dicho producto ayuda a la generacion de tejidos, y se utiliza como un sistema de administracion de
farmacos y un armazon para la regeneracion, y contribuye asi al campo médico regenerativo.

El documento US 2012/0207736 A1 da a conocer una composicién para la reparacion de tejido cartilaginoso
producida al disolver fibrindgeno liofilizado en una disolucién de aprotinina, disolver trombina liofilizada en una
disolucién estabilizante, mezclar una disolucién de colageno enriquecida con trombina y la disolucién estabilizante e
instalar la disolucion de fibrinégeno a un lado de un kit dual y la disolucién que contiene el colageno al otro lado,
mezclando después las dos composiciones e inyectando en el tejido cartilaginoso dafado.

El documento US 2005/0118156 A1da a conocer una composicion de adhesivo de fibrina disponible
instantaneamente y lista para utilizar preparada a partir de un componente de disolucion de fibrin6geno acuoso en
almacenamiento estable y un componente de trombina o similar activado.

El documento EP 099311 A2 da a conocer una composicién hemostatica que comprende trombina y colageno
microfibrilar en un medio acuoso.

Descripcion detallada de la invencion
Problema técnico

(Documento de patente 1) Se ha archivado la publicacion de patente coreana n.? 2012-0125465 (solicitud de patente
n.2 2012-7018109, titulo: dry powder fibrin sealant).

Por tanto, la presente invencion se ha realizado en vista de los problemas mencionados anteriormente, y la presente
invencion proporciona un adhesivo tisular en el que se mezclan colageno y fibrina, y un método para preparar el
mismo, en la que un primer fin de la presente invencién es incluir las etapas de: mezclar un primer material utilizando
fibrinégeno y aprotinina; mezclar un segundo material utilizando trombina, cloruro de calcio y colageno; y mezclar el
primer material y el segundo material entre si para preparar un tercer material; segun un segundo fin de la presente
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invencion, se verificé que, como resultado de la comparacién de resistencia fisica, un adhesivo que contiene
colageno mostrd alta resistencia; segun un tercer fin de la presente invencion, se verificé que, como resultado de
pruebas de degradabilidad a largo y corto plazo, un adhesivo que contiene colageno mostré baja degradabilidad;
segun un cuarto fin de la presente invencién, se verific6 que, mediante observacion por microscopia electrénica, se
combinan colageno y fibrinégeno para mostrar una estructura estable; segin un quinto fin de la presente invencién,
se verificd que, como resultado de la comparacion de crecimiento y viabilidad utilizando condrocitos, osteoblastos y
células derivadas del tejido adiposo, una estructura que contiene colageno mostré una buena tasa de crecimiento y
un alta viabilidad; segun un sexto fin de la presente invencidn, se verificd que la inclusion de colageno mantiene una
alta resistencia y una estructura estable y proporciona un material que tiene afinidades con células/sangre,
ayudando mucho asi a la regeneracion de regiones delecionadas/dafiadas; un séptimo fin de la presente invencién
es activar las plaguetas incluidas en la sangre para inducir la regeneracion tisular; y un octavo fin de la presente
invencion es mejorar de manera significativa la calidad y la fiabilidad de los productos, satisfaciendo asi diversas
necesidades de consumidores que son usuarios, dando por tanto una buena impresion.

Solucién técnica

Segun un aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para preparar un adhesivo tisular tal como se
define en la reivindicacion 2.

Segun otro aspecto de la presente invencién, se proporciona un adhesivo tisular tal como se define en la
reivindicacion 1.

Una realizacion preferida de la presente invencién se refleja en la reivindicacion 3.

El alcance de la invencidn se define por las reivindicaciones. Cualquier referencia en la descripcion a métodos de
tratamiento se refiere a los productos de la presente invencién para su uso en un método para tratamiento.

Efectos ventajosos

Tal como se establecié anteriormente, la presente invencion incluye las etapas de: mezclar un primer material
utilizando fibrinbgeno y aprotinina; mezclar un segundo material utilizando trombina, cloruro de calcio y colageno; y
mezclar el primer material y el segundo material entre si para preparar un tercer material.

Segun la presente invencion que tiene la caracteristica técnica anterior, se verific6 que, como resultado de la
comparacion de resistencia fisica, un adhesivo que contiene coladgeno mostré alta resistencia.

Ademas, segun la presente invencidn, se verificd que, como resultado de pruebas de degradabilidad a largo y corto
plazo, un adhesivo que contiene colageno mostré una baja degradabilidad.

Ademas, segun la presente invencion, se verificO que, mediante observacion por microscopia electronica, se
combinan colageno y fibrindbgeno para mostrar una estructura estable.

Ademas, segun la presente invencion, se verificé que, como resultado de la comparacion de crecimiento y de
viabilidad utilizando condrocitos, osteoblastos y células derivadas del tejido adiposo, una estructura que contiene
colageno mostré una buena tasa de crecimiento y una alta viabilidad.

Ademas, segun la presente invencion, se verificd que la inclusion de colageno mantiene una alta resistencia y una
estructura estable y proporciona un material que tiene afinidades con células/sangre, ayudando mucho asi a la
regeneracion de regiones delecionadas/dafnadas.

Ademas, la presente invencion es para activar las plaquetas incluidas en la sangre para inducir la regeneraciéon
tisular.

La presente invencion puede mejorar de manera significativa la calidad y la fiabilidad de los productos a través de
los efectos anteriores, satisfaciendo asi diversas necesidades de consumidores como usuarios de los mismos,
dando por tanto una buena impresién, y por tanto la presente invencién es muy (til.

A continuacién en el presente documento, se describiran en detalle las realizaciones preferidas de la presente
invencion para alcanzar los efectos anteriormente mencionados con referencia a los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una imagen micrografica electronica de un adhesivo tisular en el que se mezclan colageno y fibrina
segun la presente invencion (20.000 X, secado de punto critico ).

La figura 2 es un diagrama conceptual que muestra la unién de colageno y una célula.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2739 656 T3

La figura 3 es un diagrama conceptual que muestra la activacién de plaquetas en colageno.

La figura 4 es una grafica de comparacién que muestra las tasas de degradacién de adhesivos tisulares en los que
se mezclan colageno y fibrina.

La figura 5 es una gréafica que muestra las tasas de proliferacién de condrocitos en adhesivos tisulares en los que se
mezclan colageno y fibrina.

La figura 6 ilustra imagenes que confirman la proliferacion y la viabilidad de condrocitos en adhesivos tisulares en los
que se mezclan colageno y fibrina segun la presente invencion.

La figura 7 es una grafica que muestra las tasas de proliferacién de osteoblastos en adhesivos tisulares en los que
se mezclan colageno y fibrina.

La figura 8 ilustra imagenes que confirman la proliferacion y la viabilidad de osteoblastos en adhesivos tisulares en
los que se mezclan colageno y fibrina segun la presente invencion.

La figura 9 ilustra imagenes que confirman la proliferacién y la viabilidad de células derivadas del tejido adiposo en
adhesivos tisulares en los que se mezclan colageno y fibrina segun la presente invencion.

La figura 10 es un diagrama de un estado en el que un adhesivo tisular en el que se mezclan colageno y fibrina
segun la presente invencion se carga en una jeringa de dos vias.

Modo para llevar a cabo la invencion

Un adhesivo tisular en el que se mezclan colageno vy fibrina y un método para preparar el mismo segun la presente
invencion son tal como se muestran en las figuras de 1 a 10.

En las siguientes descripciones, cuando se determina que las descripciones detalladas de funciones o
constituciones conocidas asociadas con la presente invencién oscurecen la esencia de la presente invencién, se
omitiran las descripciones detalladas de las mismas.

Ademas, los términos que van a describirse después se definen en consideracion de funciones en la presente
invencion, y por tanto, de las definiciones de los términos que van a interpretarse a lo largo de la presente memoria
descriptiva, dado que los términos pueden interpretarse por la intencion del productor o costumbre.

En primer lugar, la presente invencion incluye una etapa de mezclar un primer material utilizando fibrinégeno y
aprotinina.

Ademas, la presente invencion incluye una etapa de mezclar un segundo material utilizando trombina, cloruro de
calcio y colageno.

Ademas, la presente invencion incluye una etapa de mezclar el primer material y el segundo material entre si para
preparar un tercer material, y por tanto se prepara un adhesivo tisular en el que se mezclan colageno y fibrindgeno.

Segun la presente invencion, el fibrinbgeno tiene una concentracion de 65-130 mg/ml y la aprotinina tiene una
concentracion de 1.000-3.000 kUI/ml.

La trombina tiene una concentracién de 40-600 U/ml, el cloruro de calcio tiene una concentracion de 4-140 mmol/I.

Menos de 65 mg/ml de fibrinbgeno debilita la resistencia fisica, y mas de 130 mg/ml de fibrinégeno conduce a la
densificacion de la estructura fisica, dando como resultado la reduccién de los tamafnos de poro, inhibiendo asi la
actividad celular, y por tanto la concentracion de fibrinégeno es de 65-130 mg/ml.

Ademas, la concentracion de la aprotinina es de 1.000-3.000 kUI/ml. Menos de 1.000 kUI/ml de aprotinina acelera la
degradacién de una composicion, y mas de 3.000 kUI/ml de aprotinina aumenta el riesgo de provocar anafilaxis, y
por tanto la concentracién de aprotinina es de 1.000-3.000 kUI/ml.

Ademas, la concentracion de la trombina es de 40-600 kUI/ml. Menos de 40 U/ml de trombina debilita la resistencia
fisica de una composicion, y mas de 60 U/ml de trombina conduce a la densificacion de la estructura de la
composicién, la cual por tanto no tiene afinidad con células y aumenta rapidamente la tasa de gelificacion, no
sirviendo como adhesivo en una regién aplicada, y por tanto, la concentracion de la trombina es de 40-60 U/ml.

Ademas, la concentracién de cloruro de calcio es de 4-140 mmol/l. Menos de 4 mmol/l de cloruro de calcio ralentiza
demasiado la tasa de gelificacion, y mas de 140 mmol/l de cloruro de calcio puede tener una mala influencia en las
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células debido a la alta presion osmoética, y por tanto la concentracion de cloruro de calcio es de 4-140 mmol/l.

La concentracion de coldgeno es de 10-30 mg/ml.

Es decir, menos de 10 mg/ml de colageno debilita la resistencia fisica, y mas de 30 mg/ml tiene una mala influencia
en la degradabilidad y una estructura estable, y no tiene afinidad con células y sangre, y por tanto la concentracion
de colageno es de 10-30 mg/ml.

Mientras tanto, el método para preparar un adhesivo tisular en el que se mezclan colageno y fibrina segun la
presente invencion se describira especificamente tal como sigue.

En primer lugar, se lleva a cabo una etapa de preparar un primer material que incluye fibrinégeno y aprotinina.

Después de esto, se lleva a cabo una etapa de preparar un segundo material que incluye trombina, cloruro de calcio
y colageno.

Luego, se lleva a cabo una etapa de poner el primer material en un lado de una jeringa de dos vias y el segundo
material en el otro lado de la jeringa de dos vias y luego mezclar el primer y el segundo material entre si, y por tanto,
se prepara un adhesivo tisular en el que se mezclan colageno y fibrina.

Segun la presente invencion, las disoluciones de aprotinina y de calcio se inyectan al fibringeno y a la trombina,
respectivamente, y la trombina se mezcla con una disolucién de colageno, y luego las disoluciones resultantes se
cargan en la jeringa de dos vias, preparando asi un adhesivo tisular en el que se mezclan colageno y fibrina.

Segun la presente invencion, puede prepararse un adhesivo tisular en el que se mezclan colageno y fibrina, pasando
por las respectivas etapas para preparar un adhesivo tisular en el que se mezclan colageno y fibrina.

El adhesivo tisular en el que se mezclan colageno vy fibrina y el método para preparar el mismo segun la presente
invencion se describiran dando ejemplos.

(Ejemplo 1)
Comparacién de propiedades fisicas entre la presente invencién y la técnica anterior

Para verificar las propiedades fisicas de la presente invencion, se verificaron el estrés maximo, la resistencia del gel
y la resistencia a la traccion utilizando un medidor de propiedad fisica.

1. Preparacién de la muestra
1) En la técnica anterior, se utilizé el producto Greenplast (ejemplo comparativo).
2) Para los componentes de la presente invencién, se disolvieron fibrindgeno y trombina secos de Greenplast en
una disolucion de aprotinina y se afadié una disolucién de calcio a la misma, respectivamente. Aqui, se mezclé
la disolucion de trombina con una disolucién de colageno al 3%. Se cargaron las disoluciones resultantes en
una jeringa de dos vias.

3) Para la medicién de las propiedades fisicas, se colocé cada muestra en un molde con forma cilindrica (®12 x
15 mm) para fabricar una forma.

2. Medicion de las propiedades fisicas
1) Medidor de propiedad fisica: Reémetro (CR-500DX, redmetro de Sun scienctific)
2) Elementos de prueba: estrés maximo (N), resistencia del gel (g-cm), resistencia a la tracciéon (g/cm2)

3) Condiciones de la prueba: distancia de entrada (7,5 mm), velocidad de la mesa (50 mm/min), estrés maximo
(10 kg), adaptador (n°. 1 ®20mm)

3. Resultados de la prueba

[Tabla 1]

Clasificacion Estrés maximo N | Resistencia del gel g-cm | Resistencia a la traccién g/cm®
Presente invencién 19,3 1212,9 2493,7
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| Técnica anterior 13,4 831,7 1692,2 |

(Ejemplo 2)

Comparacién de degradabilidad entre la presente invencién y el producto de la técnica anterior (corto plazo/largo
plazo)

Para verificar la degradabilidad de la composiciéon de la presente invencion, se comprobd la degradabilidad del
producto de pegamento de fibrina y del material para un periodo predeterminado.

1. Degradabilidad (corto plazo)
1) Preparacion de la muestra
e En latécnica anterior, se utiliz6 el producto de Greenplast (ejemplo comparativo).

e Para los componentes de la presente invencion, se disolvieron fibrin6geno y trombina secos de Greenplast
en una disolucién de aprotinina y se anadié una disolucién de calcio a la misma, respectivamente. Aqui, se
mezcld la disolucion de trombina con una disolucion de colageno al 3%. Se cargaron las disoluciones
resultantes en una jeringa de dos vias.

e Para la medicién de las propiedades fisicas, se colocé cada muestra en un molde con forma cilindrica (®8 x
5 mm) para fabricar una forma.

2) Condiciones de tratamiento para la verificacion de degradabilidad
e Se confirmaron dos condiciones para el disolvente. Se confirmaron una condicion de utilizar solo un medio
DEME y una condicién de utilizar un medio DMEM que contenia Liberase TM (la concentracion de Liberase

TM se fij6 en 10 ug/ml).

e Se colocd la muestra en una placa de 12 pocillos, y se comprobd el aspecto de la degradacién como un
peso de residuo de la composicion en la unidad de 2 horas durante 12 horas.

3) Resultados de la prueba
e Se verificd que, en la condicion de degradacién mediante el tratamiento con enzimas, se degradé mas del
90% de la formulacion de la técnica anterior en un plazo de 12 horas, y se mantuvo aproximadamente el
80% de la composicion de la presente invencién durante 12 horas. En la condicién de DMED, no se
comprobo la degradacion durante 12 horas.
2. Degradabilidad (largo plazo)
1) Preparacion de la muestra
e En latécnica anterior, se utiliz6 el producto de Greenplast (ejemplo comparativo).
e Para los componentes de la presente invencion, se disolvieron fibrindgeno y trombina secos de Greenplast
en una disolucién de aprotinina y se anadié una disolucién de calcio a la misma, respectivamente. Aqui, se

mezcld la disolucion de trombina con una disolucion de colageno al 3%. Se cargaron las disoluciones
resultantes en una jeringa de dos vias.

e Para la medicién de las propiedades fisicas, se colocd cada muestra en un molde con forma cilindrica (®12
x 15 mm) para fabricar una forma.

2) Condiciones de tratamiento para la verificacion de degradabilidad
e Se utiliz6 DMEM para el disolvente, y se realizd la observaciéon a simple vista a 37°C durante un mes.
3) Resultados de la prueba
e Se observd la composicion de la presente invencion durante un mes o mas, pero la formulacién de la

técnica anterior se degrad6 en un plazo de tres semanas. Se verificé que el periodo de degradacién de la
composicion de la presente invencién fue mas largo que el de la formulacién de la técnica anterior.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2739 656 T3

(Ejemplo 3)

Andlisis micrografico electronico de la presente invencion

Se observo la estructura de la composicién de la presente invenciéon mediante un microscopio electronico.

1. Preparacion de la muestra

Para la preparacion de la composicidn, se prepararon una disolucién de fibrinégeno de Greenplast y una
disolucién de trombina/disolucion de calcio que contenia colageno. La concentraciéon de la disolucion de
colageno fue del 3% (p/v).

Se aplicd cada disolucion preparada a una jeringa de dos vias que va a dispensarse en cubetas para la
observacion por microscopio electronico, y luego se gelificaron.

2. Métodos

Se secd la composicién de la presente invencidn al punto critico, y luego se observd mediante un
microscopio electrénico.

Se realizé el secado de punto critico de la composicién mediante tratamiento con alcohol en un secador de
punto critico (Hitachi, HCP-2).

Se cortd y se recubrié con oro la muestra para la observacion por microscopia electrénica, y luego se
observ6 mediante SEM (Hitachi, S3500).

Se realiz6 el analisis por microscopia electrénica con un aumento de 20.000.

3. Resultados de la prueba

Como resultado de observar en el microscopio electronico con un aumento de 20.000, se verificé que el colageno y
la fibrina se reticulaban entre si. También se observoé la estructura fibrosa del colageno. Puede anticiparse que dicho
material de reticulacion mejora las propiedades fisicas.

(Ejemplo 4)

Prueba sobre la compatibilidad y el crecimiento celular de la presente invencién (condrocitos)

Para verificar la proliferacién y la viabilidad de condrocitos en la composicién de la presente invencion, se utilizaron
el ensayo CCK-8 y la tincién con calceina-AM y EtD-1.

1. Células y composicion

Se utilizaron condrocitos de animales excluyendo los seres humanos. El nimero de células fue de
12.000.000 en el liquido de mezcla de la composicion.

Para la composicion, se mezclé Greenplast, el cual es el producto de pegamento de fibrina, con el 3%
(segun la invencion) y el 6% (ejemplo comparativo) de colageno, respectivamente.

Se prepard la composicion disolviendo fibrindgeno seco de Greenplast en 1 ml de una disolucién que
contenia condrocitos y mezclando la disolucién de trombina/calcio con 1 ml de una disolucion de colageno
con cada concentracion.

Se utilizaron la disolucién de fibrinégeno que contenia condrocitos y la disolucién de trombina que contenia
colageno para preparar un total de 2 ml de disolucién de colageno-fibrina.

Para el cultivo, se dispensd el componente de colageno-fibrina preparado en una placa de 24 pocillos a
0,2 ml por cada pocillo, y se realizé la observacion durante 20 dias mientras se cambiaba el medio DMEM
cada 2-3 dias.

2. Ensayo CCK-8

Se retir6 el medio de cada pocillo (placa de 24 pocillos) que contenia un material cultivado.
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Se colocé 1 ml de un nuevo medio en cada pocillo.

Se afadié un reactivo CCK-8 (Dojindo, CK04-11) en 100 ul para cada pocillo, que corresponde al 10% del
volumen del medio, seguido por una reaccién en un incubador con el 5% de CO; a 37°C durante 3 horas.

Después de completarse la reaccion, se leyd la absorbancia (450 nm) del liquido de reaccién utilizando un
lector de microplacas.

Se verifico la proliferacién celular para cada periodo de cultivo utilizando el valor de DO medido.

3. Tincién con calceina-AM y EtD-1

Se preparé una disolucién de trabajo al mezclar una disolucién tampo6n con 2 uM y 4 uM de calceina AM y
EtD-1 del kit de ensayo de viabilidad/citotoxicidad LIVE/DEAD (Invitrogen, L3224), respectivamente.

Se transfirié el material cultivado a una nueva placa de 24 pocillos, y luego se colocé en el mismo 1 ml de la
disolucién de trabajo, seguido por una reaccion en la condicion donde se bloquea la luz durante 20 minutos.
Después de esto, se observaron las células vivas y las células muertas utilizando un microscopio de
fluorescencia. Se observaron las células vivas en verde y se observaron las células muertas en rojo.

4. Resultados de la prueba

A. Ensayo CCK-8 (figura 5 en la que la fibrina y la fibrina-colageno al 6% son ejemplos comparativos y la fibrina-
colageno al 3% es un ejemplo segln la presente invencién)

B. Tincion con calceina-AM y EtD-1 (figura 6)

(Ejemplo 5)

Prueba sobre la biocompatibilidad celular de la presente invencion (osteoblastos)

Para verificar la proliferacion y la viabilidad de osteoblastos en la composicién de la presente invencion, se utilizaron
el ensayo CCK-8 y la tincién con calceina-AM y EtD-1.

1. Células y composicién

Se utilizaron osteoblastos de animales excluyendo los seres humanos. El nimero de células fue de
12.000.000 en el liquido de mezcla de la composicion.

Se configuré la composicién mezclando Greenplast, el cual es el producto de pegamento de fibrina, con el
3% (segun la invencién) y el 6% (ejemplo comparativo) de colageno, respectivamente.

Se prepard la composicion disolviendo fibrinogeno seco de Greenplast en 1 ml de una disolucién que
contenia condrocitos y mezclando la disolucién de trombina/calcio con 1 ml de una disolucién de colageno
con cada concentracion.

Se utilizaron la disoluciéon de fibrinbgeno que contenia osteoblastos y la disolucion de trombina que
contenia colageno para preparar un total de 2 ml de disolucién de colageno-fibrina.

Para el cultivo, se dispens6 el componente de colageno-fibrina preparado en una placa de 24 pocillos a
0,2 ml por cada pocillo, y se realiz6 la observacion durante 20 dias mientras se cambiaba el medio de o-
DMEM cada 2-3 dias.

2. Ensayo CCK-8

Se retir6 el medio que contenia el material cultivado de cada pocillo (placa de 24 pocillos).
Se colocé 1 ml de un nuevo medio en cada pocillo.

Se anadi6 un reactivo CCK-8 (Dojindo, CK04-11) en 100 ul para cada pocillo, que corresponde al 10% del
volumen del medio, seguido por una reaccion en un incubador con el 5% de CO; a 37°C durante 3 horas.

Después de completarse la reaccion, se ley6 la absorbancia (450 nm) del liquido de reaccién utilizando un
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lector de microplacas.

Se verifico la proliferacion celular para cada periodo de cultivo utilizando el valor de DO medido.

3. Tincién con calceina-AM y EtD-1

Se preparé una disolucion de trabajo al mezclar una disolucién tampén con 2 uM y 4 uM de calceina AM y
EtD-1 del kit de ensayo de viabilidad/citotoxicidad LIVE/DEAD (Invitrogen, L3224), respectivamente.

Se transfirié el material cultivado a una nueva placa de 24 pocillos, y luego se colocé en el mismo 1 ml de la
disolucién de trabajo, seguido por una reaccion en la condicion donde se bloquea la luz durante 20 minutos.
Después de esto, se observaron las células vivas y las células muertas utilizando un microscopio de
fluorescencia.

4. Resultados de la prueba

A. Ensayo CCK-8 (figura 7 en la que la fibrina y la fibrina-colageno al 6% son ejemplos comparativos y la
fibrina-colageno al 3% es un ejemplo segun la presente invencion)

B. Tincién con calceina-AM y EtD-1 (figura 8)

(Ejemplo 6)

Prueba sobre la biocompatibilidad celular de la presente invencion (células derivadas del tejido adiposo)

Para verificar la proliferacion y la viabilidad de células derivadas del tejido adiposo en la composicion de la presente
invencion, se utilizaron el ensayo CCK-8 y la tincién con calceina-AM y EtD-1.

1. Células y composicién

Se utilizaron células derivadas del tejido adiposo. El nimero de células fue de 12.000.000 en el liquido de
mezcla de la composicién.

Se configuré la composicién mezclando Greenplast, el cual es el producto de pegamento de fibrina, con el
3% de colageno, respectivamente.

Se prepard la composicion disolviendo fibrindgeno seco de Greenplast en 1 ml de una disolucién que
contenia células derivadas del tejido adiposo y mezclando la disolucién de trombina/calcio con 1 ml de una
disolucién de colageno con cada concentracion.

Se utilizaron la disolucién de fibrindgeno que contenia células derivadas del tejido adiposo y la disolucién
de trombina que contenia colageno para preparar un total de 2 ml de disolucién de colageno-fibrina.

Para el cultivo, se dispens6 el componente de colageno-fibrina preparado en una placa de 24 pocillos a
0,2 ml por cada pocillo, y se realizd la observacion durante 20 dias mientras se cambiaba el medio DMEM
cada 2-3 dias.

2. Tincién con calceina-AM y EtD-1

Se preparé una disolucién de trabajo al mezclar una disoluciéon tampo6n con 2 uyM y 4 uM de calceina AM y
EtD-1 del kit de ensayo de viabilidad/citotoxicidad LIVE/DEAD Invitrogen, L3224), respectivamente.

Se transfirié el material cultivado a una nueva placa de 24 pocillos, y luego se colocé en el mismo 1 ml de la
disolucién de trabajo, seguido por una reaccion en la condicion donde se bloquea la luz durante 20 minutos.
Después de esto, se observaron las células vivas y las células muertas utilizando un microscopio de
fluorescencia.

3. Resultados de la prueba

Tincién con calceina-AM y EtD-1 (figura 9)
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REIVINDICACIONES

Composicion, en la que se mezclan colageno vy fibrina, para su uso como adhesivo tisular, en la que la
composicion se prepara

mezclando fibrinbgeno y aprotinina para preparar un primer material;
mezclando trombina, cloruro de calcio y colageno para preparar un segundo material; y
mezclando el primer material y el segundo material entre si para preparar un tercer material, y

en la que el fibrinbgeno tiene una concentracién de 65-130 mg/ml, la aprotinina tiene una concentracién de
1.000-3.000 kUI/ml, la trombina tiene una concentracion de 40-600 U/ml,

el cloruro de calcio tiene una concentraciéon de 4-140 mmol/l,
y el colageno tiene una concentracion de 10-30 mg/ml.

Método para preparar una composicion para su uso como adhesivo tisular, en la que se mezclan colageno
y fibrina, en el que el método comprende:

preparar un primer material que incluye fibrinégeno y aprotinina;
preparar un segundo material que incluye trombina, cloruro de calcio y colageno;y

poner el primer material en un lado de una jeringa de dos vias y el segundo material en el otro lado de la
jeringa de dos vias, y luego mezclar el primer y el segundo material entre si, y

en el que el fibrinbgeno tiene una concentracién de 65-130 mg/ml, la aprotinina tiene una concentracién de
1.000-3.000 kUI/ml, la trombina tiene una concentracion de 40-600 U/ml, el cloruro de calcio tiene una
concentracién de 4-140 mmol/l, y el colageno tiene una concentracion de 10-30 mg/ml.

Método segun la reivindicaciéon 2, en el que las disoluciones de aprotinina y de calcio se inyectan en el

fibrinégeno y la trombina, respectivamente, y la trombina se mezcla con una disolucién de colageno, y las
disoluciones resultantes luego se cargaron en la jeringa de dos vias.

11
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[Fig. 3]
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[Fig. 5]
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Tincidén con calceina-AM (condrocitos en fibrina-colageno (3%))
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Tincién con calceina-AM (osteoblastos en fibrina=colageno (3%))
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[Fig. 9]

Tincién con calceina-AM (celulas derivadas del tejido adiposo en fibrina-colageno (3%))
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