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DESCRIPCION

Almohadilla seca que comprende trombina y pectina
CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a una almohadilla de trombina-pectina y a la preparacion de la misma.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La pectina es un polisacarido natural extraido de una sustancia vegetal. La pectina consiste principalmente
en una cadena lineal de monémeros unidos de acido D-galacturénico (GalA) unidos en cadenas por el enlace
glucosidico alfa-(1-4). Estos monémeros GalA tienen una cadena lateral del grupo carboxilo esterificado (COOCHz)
que puede sustituirse por tres cadenas laterales diferentes: grupo carboxilo (COOH), grupos hidroxilo (OH), y grupos
amino (NHs) produciendo pectinas con caracteristicas diferentes [Prade RA et al. Pectins, pectinases and plant-
microbe interactions Biotechnol Genet Eng Rev. 1999]. El tipo de cadena lateral esta determinado por una reaccion
quimica, facilitada por enzimas especificas (basadas en la cadena lateral); y por las condiciones de la solucién (por
ejemplo, nivel de pH, presencia de sacaridos diferentes, composicion de iones, etc.).

Hay dos tipos principales de pectinas: pectina de metoxilo alto (HM) y pectina de metoxilo bajo (LM). La
distincion entre estos dos grupos se basa en la proporcion entre los monémeros de GalA esterificados y los
monomeros de GalA totales (referido como "Grado de esterificacion"-DE). Tipicamente, los valores de DE para
pectinas HM comerciales varian del 60 al 75% y para pectinas LM del 20 al 40%.

La pectina se usa en la industria alimentaria, por ejemplo, como agente espesante y en la industria médica,
por ejemplo, como material de recubrimiento de pildoras.

Propiedades de formacién de gel de los dos tipos de pectinas:

La adicion de agua al polvo de pectina HM bajo las siguientes condiciones da como resultado la formacion de gel: un
pH de aproximadamente 3, calor (una temperatura de 75-80° C) y la presencia de sdlidos solubles, por ejemplo,
polisacaridos a una concentracion igual o superior al 65%. La adicion de polisacaridos reduce la interaccion pectina-
agua y crea una interaccion pectina-sacarido, contribuyendo de este modo a la actividad gelificante. Al contrario que
las pectinas HM, las pectinas LM forman un gel en un intervalo de pH mas amplio (2,5-6,5), y la formacién del gel es
independiente del contenido de polisacaridos y del nivel de temperatura. Las pectinas LM requieren la presencia de
cationes divalentes (por ejemplo, calcio; aproximadamente 30-40 mg de calcio por 1 g de pectina) para la formacion
del gel apropiada. El mecanismo para la gelificacion de pectina LM implica la formacién de enlaces intramoleculares
entre los grupos de cadena lateral hidroxilo y carboxilo. Esta estructura es referida como modelo de "caja de
huevos", en la que el calcio se atrapa dentro de la estructura y se forma un gel mas firme.

El tipo de pectina HM tiene un bajo contenido de grupos de cadena lateral carboxilo y carece de grupos de
cadena lateral carboxilo cargados negativamente debido al pH acido requerido para la formacion de gel (el hidrégeno
no se libera a pH acido), por lo tanto, la adicion del ion de calcio cargado positivamente no da como resultado la
formacién de gel ni la formacion estérica de la estructura de "caja de huevos".

Varias publicaciones se refieren a composiciones que comprenden pectina con o sin trombina:
la US 2012/0282320 se refiere a la composicién de un polvo hemostatico que puede utilizarse como un apdésito para
heridas para detener el sangrado. El polvo hemostatico comprende una fracciéon de pectato de plata. De acuerdo con
la descripcion la pectina utilizada también deberia ser modificable para que reaccione con sal de calcio soluble y
produzca un pectato de calcio insoluble. Se ejemplifica una composiciéon de un polvo hemostatico que comprende un
2,3% de pectato de plata. La publicacion indica explicitamente que el uso de un polvo hemostatico en lugar de un
aposito liofilizado es superior.

La US 7019191 divulga un apésito para heridas hemostatico liofilizado que contiene un sustrato de tela y
una matriz polimérica soluble en agua o hinchable en agua porosa dispuesta sobre y a través del sustrato y a
métodos para elaborar tales apésitos para heridas hemostaticos. Los polisacaridos se enumeran como una posible
opcion de polimeros solubles en agua o hinchables en agua (entre 17 posibilidades); y la pectina se enumera como
un posible polisacarido entre 35 polisacaridos posibles. Se menciona que el apdsito puede llevar, por ejemplo,
trombina, fibrindgeno vy fibrina.

La GB 708148 se refiere a preparaciones hemostaticas y al proceso para su fabricacion. Los inventores
descubrieron que la adicién de derivados de acridina basicos a las preparaciones de trombina aumenta la actividad
de la trombina. La patente divulga pectina y derivados de pectina como una posible opcién para incluir en una
preparacion de trombina. Se ejemplifica una preparacion hemostatica de una solucién de pectina-trombina liofilizada.
La preparacion hemostatica comprende un 10% de pectina.
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La US 4265233 divulga un material de curacion de heridas que tiene un Factor Xl de coagulacion
sanguinea fijado al mismo. Este material promueve la formacion de fibrina estabilizada en un sitio de la herida. De
acuerdo con la descripcion, preferiblemente la trombina se fija al material junto con el factor XIIl. EI material esta en
la forma de un monofilamento, un conjunto fibroso, una pelicula o una esponja. La pectina se menciona como una
opcion (de una lista enorme) que puede constituir la estructura. La patente se refiere a la union del Factor Xlll y la
trombina a varias estructuras, por ejemplo, la estructura de pectina.

La US 4292972 se refiere a un producto de esponja de espuma liofilizada que tiene propiedades
hemostaticas y adhesivas médicamente utiles formadas a partir de hidrocoloides, gelatina, pectina y
carboximetilcelulosa soédica y que tiene una densidad de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 0,10
gramos/cc. La gelatina esta presente de aproximadamente el 20% a aproximadamente el 80% en peso del producto
final y la pectina y la carboximetilcelulosa sédica estan presentes cada una de aproximadamente el 10% a
aproximadamente el 50% en peso del producto final. El producto se prepara formando una dispersiéon coloidal
acuosa de hidrocoloides, aireando o formando espuma, congelando, vy liofilizando.

La US 2008/0260810 se refiere a un hemostato que comprende una espuma absorbible, una tela tejida o de
punto absorbible, trombina y fibrindgeno. De acuerdo con la descripcion, la espuma absorbible puede ser un
polimero biocompatible, soluble en agua, o hinchable en agua. Los polimeros solubles en agua o hinchables en agua
biocompatibles preferidos usados para fabricar la espuma incluyen polisacaridos. La pectina se menciona como un
posible polisacarido entre una vasta lista de posibilidades. La aplicacion ejemplifica una espuma que comprende
carboximetilcelulosa (como un polimero soluble en agua, o hinchable en agua) y albumina (como un agente
espumante/surfactante) unida a una tela de celulosa regenerada oxidada, y trombina y fibrindgeno incorporados o
rociados sobre la espuma.

La US 5688923 se refiere a una composicion de fibra de pectina reticulada de cation polivalente compuesta
por una pectina de metoxilo bajo (LM) sensible al calcio, util para hacer apdsitos para heridas para aplicaciones
topicas.

La trombina es una serina proteasa que cataliza la conversion de fibrinégeno soluble a fibrina insoluble. En
la cirugia, a menudo, la trombina liquida sirve como un producto independiente para detener el sangrado mediante la
conversion del fibrindgeno intrinseco en fibrina en un sitio de sangrado activo. Sin embargo, la trombina liquida
puede lavarse del lugar del sangrado mediante la exudaciéon de sangre y, por tanto, el uso de la trombina
independiente puede ser menos eficaz. Para superar este problema y retener fisicamente la trombina en el sitio de
sangrado activo, puede usarse ventajosamente una almohadilla, una esponja o un parche que incluya la trombina.

Varias publicaciones describen el uso de una esponja de espuma seca formada a partir de una proteina de
origen animal (por ejemplo, colageno o gelatina) en combinaciéon con trombina para uso hemostatico. Sin embargo,
la produccion de esponjas de origen animal es un procedimiento costoso, mientras que la produccion de una esponja
a partir de una sustancia vegetal ahorra costos.

Ademas, las sustancias derivadas de animales pueden conllevar el riesgo de transmitir agentes infecciosos,
como virus.

La presente invencidon esta dirigida a una almohadilla que supera estas y oftras deficiencias en las
almohadillas de la técnica.

SUMARIO DE LA INVENCION

El alcance de la invencion esta definido por las reivindicaciones. Cualquier referencia en la descripciéon a
métodos de tratamiento se refiere a los productos de la presente invencion para su uso en un método de tratamiento.

La invencion se refiere a una almohadilla seca que comprende pectina, un catién divalente, por ejemplo,
calcio y trombina y a su preparacion. La densidad de pectina en la almohadilla seca de la invencion varia de igual a
0 mas de 10 mg/cm?® a menos de 70 mg/cm?® (igual o mas del 1% a menos del 7% (p/v)). La almohadilla de acuerdo
con la invencion comprende pectina que tiene un bajo contenido de metoxilo (denominada en la presente como
"pectina LM").

Ventajosamente, la almohadilla preparada de acuerdo con la invencién es homogénea, tiene una alta
capacidad de absorcion de liquido/sangre, es maleable ya que puede manipularse facilmente para adaptarse a la
forma de un o6rgano del cuerpo sin romperse, muestra una adhesion aumentada al tejido objetivo, y puede
mantenerse intacta durante la manipulacién y el manejo. Debido a la maleabilidad o adaptabilidad de la almohadilla
puede aplicarse en una amplia variedad de érganos que tienen diferentes estructuras y formas.

Es de destacar que la almohadilla preparada de acuerdo con la invencion tiene propiedades adhesivas
mejoradas. Puede usarse para promover la formacion de fibrina en un sitio de sangrado y mejorar de este modo la
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hemostasis (por ejemplo, por la acciéon de la trombina presente dentro de la almohadilla sobre el fibrinégeno
originado de la sangre del paciente).

En una realizacién de la invencion, la densidad de pectina dentro de la almohadilla seca es mayor que el
1% a menos del 7% (p/v).

En otra realizacion de la invencion, la densidad de pectina dentro de la almohadilla seca es de
aproximadamente el 1% a aproximadamente el 5% (p/v).

En una realizacién adicional, la densidad de pectina dentro de la almohadilla seca es de aproximadamente
el 1% a menos del 5% (p/v).

En otra realizacion mas de la invencién, la densidad de pectina dentro de la almohadilla seca es de
aproximadamente el 3% a menos del 5% (p/v).

En otra realizacién adicional mas de la invencién, la densidad de pectina dentro de la almohadilla seca es
de aproximadamente el 3% (p/v).

En una realizacion de la invencion, la almohadilla se prepara mediante los siguientes pasos:
a- proporcionar pectina LM, un catién divalente y trombina;

b: mezclar la pectina, el catién divalente y la trombina para llevar la pectina a una concentracion de
aproximadamente el 1% a menos del 7% (p/v) bajo condiciones que permiten la formacion de geles
homogéneos; y

c- secar el gel.

En una realizacion de la invencion, el paso b se lleva a cabo mezclando primero la trombina con el catién
divalente seguido de la adicion de la pectina.

En otra realizacion de la invencion, el cation divalente es calcio.

La invencion también se refiere a un método para atenuar el sangrad de la herida en un paciente que
comprende aplicar la almohadilla de acuerdo con la invencion a la herida, atenuando de este modo el sangrado de la
herida.

DESCRIPCION DE REALIZACIONES DE LA INVENCION

En un aspecto, la presente invencion proporciona una almohadilla seca mejorada que comprende pectina,
un catién divalente y trombina.

Se descubrio, de acuerdo con la invencion, que una almohadilla seca que comprende un tipo especifico de
pectina a una concentracion especifica y en combinacion con trombina permite la formacién de una almohadilla seca
mejorada que permite absorber y mantener dentro de sus intersticios sangre y otros fluidos y detener el sangrado
mediante la formacioén de fibrina en el sitio de la lesion.

La almohadilla de acuerdo con la invencién comprende pectina de bajo nivel de metoxilo (LM) a densidades
que varian de aproximadamente 1 a menos del 7% (p/v), de mas del 1% a menos del 7% (p/v), de aproximadamente
el 1% a aproximadamente el 5% (p/v), de aproximadamente el 1% a menos del 5% (p/v), de mas del 1% a menos
del 5% (p/v), de aproximadamente el 3% a menos del 5% (p/v) o aproximadamente el 3% (p/v).

El término porcentaje de pectina usado a lo largo de la solicitud significa el peso de pectina por volumen
(pIv).

Por ejemplo, las almohadillas secas que comprenden pectina a densidades que varian de
aproximadamente el 1 a menos del 7% (p/v) significa pectina en un intervalo de densidad de aproximadamente 10
mg/cm® a menos de 70 mg/cm?.

Como se usa en la presente, el término "aproximadamente" se refiere a + 2%.
El término "almohadilla seca mejorada" se refiere, por ejemplo, a una almohadilla que permite detener
efectivamente el sangrado, por ejemplo, sangrado leve, moderado, grave o enérgico; tiene la capacidad de

adaptarse facilmente a la forma de una superficie corporal sin frenado; muestra una adhesion aumentada al tejido
objetivo; tiene alta capacidad de absorcion de liquidos/sangre. Los términos "dejar de sangrar" y "hemostasis" son
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intercambiables.

Por "alta capacidad de absorcion de liquido/sangre" se entiende, por ejemplo, que la almohadilla puede
absorber y mantener dentro de sus intersticios, muchas veces su peso de sangre y otros fluidos y/o puede absorber
sangre y otros fluidos rapidamente, por ejemplo, para absorber 30-veces su propio peso en 30 segundos.

El término "hemostasis" se refiere a la capacidad de un agente para detener el sangrado de un vaso
sanguineo lesionado y/o para contribuir a mantener la sangre contenida dentro del vaso sanguineo.

Se descubrié que una almohadilla de acuerdo con la invencién tiene la capacidad de adaptarse facilmente a
la forma de la superficie corporal a la vez que mantiene su estructura y no se rompe; es pegajosa y muestra una
adhesion aumentada al tejido objetivo; tiene una porosidad aumentada que permite una absorcion eficiente de
liquido/sangre en la almohadilla; y permanece intacta durante la manipulacién y el manejo.

Ventajosamente, la almohadilla seca de acuerdo con la invencidon es homogénea, tiene una alta capacidad
de absorcién de liquido/sangre, puede manipularse facilmente y adaptarse a la forma del 6rgano del cuerpo sin
romperse; muestra una adhesion aumentada al tejido objetivo; y puede permanecer intacta durante la manipulacion
y el manejo. La adaptabilidad de la almohadilla permite su aplicacion en una amplia gama de d6rganos que tienen
diferentes estructuras y formas.

El término "homogéneo", en este contexto de una almohadilla, significa que la trombina y la pectina se
dispersan sustancialmente de manera uniforme en toda la almohadilla seca. Ventajosamente, diferentes regiones de
la almohadilla tienen aproximadamente la misma actividad biolégica.

El término "seco" se refiere a una almohadilla que comprende un contenido liquido igual o inferior al 3% en
peso en base al peso total de la composicion seca (p/p). Ventajosamente, la pectina es un polisacarido derivado de
plantas y, por tanto, una almohadilla formada con pectina puede minimizar el riesgo de transmisién de patégenos
virales y/o desconocidos.

También, el uso de la pectina, que se extrae de las plantas, en productos farmacéuticos es una ventaja, ya
que es una sustancia no inmunogénica y también es un material rentable con un largo historial de seguridad.

En una realizacion de la invencion, el cation divalente en la almohadilla seca es calcio, por ejemplo a un
intervalo de densidad de 0,1-100mg/cm3 como a una densidad de 4,5-7,5mg/cm3. En una realizacion de la
invencion, la densidad de calcio dentro de la almohadilla es de 4,5 mg/cm?®. En otra realizacion de la invencion, la
densidad de calcio dentro de la almohadilla es de 7,5 mg/cm3.

La densidad de trombina en la almohadilla puede estar en el intervalo de 10-1000 Ul/cm?3, por ejemplo, la
densidad puede ser de aproximadamente 340 Ul/cm? o 680 Ul/cm3.

Tipicamente, la almohadilla de la invencidon puede almacenarse en condiciones de almacenamiento a
temperaturas de no congelacion (por ejemplo, a una temperatura de 2-8° C y hasta temperatura ambiente o a una
temperatura de menos de 37° C) durante un periodo de tiempo relativamente largo a la vez que retiene su actividad
biolégica. Se pretende que "temperatura ambiente" incluya una temperatura de aproximadamente 20° C a
aproximadamente 28° C, o de 22° C a aproximadamente 26° C.

En una realizacion de la invencién, la almohadilla puede almacenarse durante 2 afios a temperatura
ambiente.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para preparar una almohadilla seca de acuerdo con la
invencion.

En una realizacion de la invencion, el método comprende los siguientes pasos:

a- proporcionar pectina LM, un catién divalente y trombina;

b: mezclar la pectina, el catién divalente y la trombina para llevar la pectina a una concentracion de
aproximadamente igual o mas del 1% a menos del 7% (p/v) bajo condiciones que permiten la formacion de
geles homogéneos; y

c- secar el gel.

La concentracion de pectina puede variar de aproximadamente el 1 a menos del 7% (p/v), de mas del 1% a
menos del 7% (p/v), de aproximadamente el 1% a aproximadamente el 5% (p/v), de aproximadamente el 1% a
menos del 5% (p/v), de mas del 1% a menos del 5% (p/v), de aproximadamente el 3% a menos del 5% (p/v) o
aproximadamente el 3% (p/v). En algunas realizaciones, las almohadillas se prepararon generalmente como se
describe a continuaciéon. Como primer paso, se prepararon diferentes soluciones madre de pectina que tenian una
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concentracién de aproximadamente el 1,5 al 15% (p/v) (15-150 g/l) disolviendo polvo de pectina LM en agua
destilada doble (DDW) a 40-70° C mientras se agitaba a 1300 RPM durante 3-6 horas hasta que la solucién era
homogénea segun se determiné mediante una inspeccion visual. Se obtuvo una solucién que tenia un pH de 3,5-5,5.
Luego, se afiadi6 NaOH 0,5 M para formar un pH de aproximadamente 7,0. En el paso siguiente, las soluciones
madre de pectina se almacenaron a 4° C durante la noche (14-18 horas) para la estabilizacion de la solucion de
pectina. En el paso siguiente, se mezclaron entre si 1,7 ml de trombina (de sellante de fibrina EVICEL®) y 25 pl de
cloruro de calcio 10.8M (CaCl,) y luego la mezcla formada se mezclé con 3,3 ml de cada solucién madre de pectina -
(1,5, 4,5, 7,5, 10,5 y 15%) - para formar geles de pectina que tenian una concentracion final de pectina de
aproximadamente 1, 3, 5, 7y 10% (p/v) (10-100g/l), respectivamente. La mezcla de la trombina con CaCl; y luego
con la solucién madre de pectina se llevé a cabo a temperatura ambiente (20-25° C). La mezcla de la solucion de
trombina-CacCl, con la solucién de pectina se llevo a cabo usando dos jeringuillas (ver la elaboracién a continuacion),
las soluciones se transfirieron entre las dos jeringuillas 10-15 veces. Se obtuvo un volumen final de 5 ml y la mezcla
final se vertié en una taza de vidrio de liofilizacion que tenia las siguientes dimensiones: 25 mm de altura y 25 mm de
diametro. La taza de vidrio de liofilizacion se colocé en el liofilizador y se liofilizd para formar una almohadilla seca
con un contenido de agua de <3%. Las diferentes almohadillas secas (después del paso de liofilizacion)
comprendian una densidad de aproximadamente: 1, 3, 5, 7 0 10% (p/v) (10-100 mg/cm?®) de pectina, 340 Ul/cm? de
trombina y 7,5 mg/cm? de calcio. La altura de las almohadillas secas estaba en el rango de 10-14 mm y 25 mm de
diametro.

En otra realizacion, se prepard una almohadilla seca que comprendia una densidad del 3% (p/v) de pectina
(30 mg/cm?®) de la siguiente manera: se disolvieron 2,25 g de polvo de pectina LM en 48,5 ml de DDW, obteniendo
de este modo una solucién madre de pectina a una concentracion del 4,5% (p/v). La disolucion se llevé a cabo a 40°
C-70° C con agitacién a 1300 RPM durante 3-6 horas (hasta que la solucién fue homogénea segun se determind
mediante una inspeccion visual). Se obtuvo una solucion que tenia un pH de 3,5-5,5. Después de la disolucion, la
solucion madre de pectina se tituld con NaOH 0,5 M (aproximadamente 2 ml) a un pH de aproximadamente 7,0.

En el siguiente paso, la solucion madre de pectina se almacené a 4° C durante la noche (14-18 horas) para
la estabilizacién de la solucién de pectina.

En el paso siguiente, se mezclaron 1,7 ml de trombina, que incluye CaCl, 40mM, con 25ul de CaCl; 10,8M
(obteniendo una concentracion final de CaCl, de 67,5mm en la solucién de trombina). La solucién mixta de trombina-
calcio (aproximadamente 1,7 ml) se mezclé luego con 3,3 ml de solucidn madre de pectina (que tenia una
concentracién de 4,5% p/v) para formar un gel. La mezcla de la trombina con CaCl; y luego con la soluciéon madre de
pectina se llevo a cabo a temperatura ambiente (20-25° C).

La mezcla se llevo a cabo usando dos jeringuillas de 5 ml conectadas entre si mediante una llave de paso
de 3 vias- una jeringuilla la solucién de trombina-calcio, y la otra con la solucién madre de pectina. Las soluciones se
transfirieron entre las dos jeringuillas 10-15 veces. Después de la mezcla, las soluciones mezcladas (5 ml en
volumen) se vertieron en tazas de liofilizacion (las mismas dimensiones que antes), las burbujas accesibles
formadas sobre la superficie superior del gel se descartaron usando una aguja, y las tazas se transfirieron luego a un
liofilizador y se liofilizaron. La densidad final de pectina, trombina y calcio en la almohadilla formada fue del 3% (p/v)
(30 mg/cm?), 340 Ul/cm®y 7,5 mg/cm?3, respectivamente.

Tras el procedimiento de liofilizacién, las almohadillas se almacenaron en un compartimiento cerrado con
un desecante a temperatura ambiente (20-25° C).

En algunas realizaciones, el volumen de soluciéon de la pectina, trombina y/o calcio se incrementa a
aproximadamente 1 a 20 veces para obtener almohadillas mas grandes y/o mas almohadillas.

Para sustancias liquidas y en gel, una concentracion de pectina de aproximadamente el 1% a menos del
7% (p/v) significa pectina en un intervalo de concentracién de aproximadamente 10 g/l a menos de 70 g/l.

El término "mezclado” se refiere a la mezcla de o la agitacion de los componentes (por ejemplo, pectina,
catién divalente y trombina) juntos.

El término "mezclar bajo condiciones que permiten una formaciéon homogénea de gel" se refiere a mezclar o
agitar los componentes en condiciones especificas, por ejemplo, de una manera (por ejemplo, una secuencia de
mezclado especifica de los componentes) y/o en un entorno (por ejemplo, tener un pH especifico, tener una
temperatura especifica y/o evitar la formaciéon de burbujas) que permite la formacion de un gel uniforme. En una
realizacion, tales condiciones comprenden primero mezclar la trombina con el cation divalente y después afiadir la
pectina.

El término "homogéneo", en el contexto de un gel, significa que la trombina y la pectina se dispersan

sustancialmente de manera uniforme por toda la sustancia del gel (antes de secar la almohadilla). Por ejemplo,
diferentes regiones del gel tienen aproximadamente la misma concentracion de trombina y pectina. Puede obtenerse
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un gel homogéneo, por ejemplo, mezclando concienzudamente y suavemente la soluciéon de pectina con la solucion
de trombina que contiene cationes divalentes. En una realizaciéon, el mezclado se lleva a cabo usando dos
jeringuillas conectadas entre si, una comprendiendo la solucion de pectina y la otra comprendiendo la soluciéon de
trombina. Puede obtenerse un gel homogéneo, por ejemplo, eliminando la presencia de un gran ndmero de burbujas
y/o de burbujas grandes dentro del gel, por ejemplo, usando una aguja; y/o evitando la presencia de liquido sobre el
gel formado como resultado de un mezclado inapropiado. El mezclado también puede llevarse a cabo usando
agitadores que mezclan concienzudamente la solucion.

El término "gel" se refiere a un material similar a gelatina semirrigido en el que las moléculas de un liquido
se dispersan dentro de un sdlido y en el que el sdélido es la fase continua y el liquido es la fase discontinua.
Tipicamente, los geles son sistemas reticulados sustancialmente diluidos, que no fluyen. Los geles son en su
mayoria liquidos, pero tienen caracteristicas solidas debido a la presencia de una red reticulada tridimensional
dentro del liquido.

La pectina LM, el cation divalente y la trombina pueden proporcionarse como soluciones.
Los sdlidos totales en la solucion de trombina pueden ser de aproximadamente 1-45 mg por ml.

En una realizacion de la invencién, el cation divalente se proporciona dentro de la solucién de trombina. En
otra realizacion de la invencién, el catién divalente se proporciona como una solucién separada.

El paso de secado puede llevarse a cabo mediante cualquier procedimiento conocido en la técnica que no
degrade ni desnaturalice los ingredientes activos, por ejemplo la trombina, que son sensibles a los procedimientos
térmicos, incluyendo pero no limitado a, secado al vacio, liofilizacién y secado al aire, como el secado a temperatura
ambiente.

En una realizacion, el secado puede llevarse a cabo por liofilizaciéon. El término "liofilizacién" se refiere
tipicamente al proceso de congelar una mezcla y luego reducir la concentracion de agua, por ejemplo, mediante
sublimacion a niveles que no soportan reacciones biolégicas o quimicas.

Tipicamente, después de la liofilizacién, se obtiene una "torta sélida". Los términos "torta", "torta sélida",
"composicién seca" se refieren a una composicion similar a una estructura porosa y esponjosa que resulta del
proceso de liofilizacion.

Se demostrd que después del proceso de liofilizacién, la torta formada soportaba su propia estructura, es
decir, la estructura y el volumen de la sustancia de gel y de la composicion sélida eran sustancialmente iguales. Este
parametro puede evaluarse comprimiendo suavemente la almohadilla y evaluando las fracciones de la almohadilla
que quedan en el guante. Las almohadillas deben mantener ventajosamente su estructura y permanecer intactas
durante la manipulacién y el manejo. Es importante mantener un equilibrio entre una almohadilla que pueda
adaptarse facilmente a la forma del cuerpo pero que pueda mantener su estructura y no romperse.

Como se usa en la presente, los términos "composicion seca" y "almohadilla seca" son intercambiables y se
refieren a una composicion que tiene un contenido de agua igual o inferior a aproximadamente el 3% (p/p).

La pectina usada de acuerdo con la invencion puede derivarse (por ejemplo, extraerse o aislarse) de
cualquier planta o parte de la misma (por ejemplo, semillas, hojas, tronchos, flores, raices y/o tallos). La pectina
puede tener un nivel variable de pureza y puede comprender también otros componentes extraidos o aislados de la
planta o la parte de la misma ademas de la pectina.

La pectina puede tener un grado de esterificacion en el intervalo de aproximadamente el 20% al 75%, y un
grado de amidacion en el intervalo de aproximadamente el 15% al 30%.

En una realizacion de la invencion, el grado de esterificacion esta en el intervalo de aproximadamente el 26
al 27%. En otra realizacion de la invencion, el grado de amidacion esta en el intervalo de aproximadamente el 20 al
22%.

El término "grado de esterificacion” se refiere a la proporcion entre los monémeros de GalA esterificados y
los monoémeros de GalA totales.

El término "grado de amidacion" se refiere a la proporcion entre los monémeros de GalA amidados y los
mondmeros de GalA totales.

En una realizacion de la invencion, la almohadilla comprende un agente hemostatico adicional. El término

"agente hemostatico", como se usa en la presente, se refiere a la capacidad del agente para controlar, reducir o
detener el sangrado capilar, venoso o de arteriola, incluyendo el sangrado leve, moderado, grave o intenso, en un
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tiempo eficaz, como se reconocera por los expertos en la técnica. Los ejemplos de agentes hemostaticos incluyen,
pero no estan limitados a, protrombina, fibrina, fibronectina, factor X/Xa, factor VII/Vlla, factor 1X/IXa, factor XlI/Xla,
factor XllI/Xlla, factor Xlll, factor VI, vitronectina, factor tisular, factor de von Willebrand, inhibidor del activador de
plasmindégeno, agentes activadores de plaquetas, péptidos sintéticos que tienen actividad hemostatica, derivados de
los anteriores y cualquier combinacion de los mismos.

El término "leve" se refiere a los casos de sangrado en los que tienen lugar pequefios volimenes y una tasa
de sangrado baja. En un sangrado leve, el sangrado puede detenerse por si solo o con presion, el sangrado puede
detenerse o ralentizarse hasta rezumar o gotear después de aproximadamente 10-20 minutos de presion, y/o puede
rezumar o gotear hasta durante 40 minutos.

Los ejemplos de sangrado leve incluyen, pero no estan limitados a, sangrado debido a dafios en un area
pequefia en un érgano del cuerpo como la piel donde no se prescribe medicacion anticoagulante y no se inflige dafio
en venas o arterias grandes. Tipicamente, en el sangrado leve, la hemostasis se lograra espontaneamente mediante
el mecanismo de coagulacion de la sangre nativa.

El término "moderado” se refiere a los casos de sangrado en los que se pierden grandes volumenes de
sangre, ya sea a bajas tasas de sangrado durante un periodo prolongado, o cuando se pierden tasas medias de
sangrado durante un corto periodo de tiempo. Tipicamente, en el sangrado moderado, el sangrado disminuye o se
detiene con aproximadamente 15 minutos de presion, pero comienza de nuevo cuando se retira la presion, y/o la
sangre puede empapar a través de unas pocas vendas, pero no es rapido ni esta fuera de control.

Los ejemplos de sangrado moderado incluyen, pero no estan limitados a, sangrado debido a dafios en un
area grande de un érgano del cuerpo como la piel o en casos en que areas pequefias se dafian en 6rganos que
reciben un suministro abundante de sangre. Tipicamente, en el sangrado moderado, el fracaso en lograr la
hemostasis dara como resultado la muerte en minutos u horas. El término "sangrado grave o intenso" se refiere a los
casos de sangrado en los que se producen grandes volimenes y una alta tasa de sangrado. A menudo, en el
sangrado grave la sangre bombea de la herida, el sangrado no se detiene ni disminuye con la presion, y/o la sangre
empapa rapidamente el vendaje después de vendar.

Los ejemplos de sangrado grave y intenso incluyen, pero no estan limitados a, el sangrado debido a una
puncién arterial, la reseccion hepatica, la reseccion renal, hemofilicos y pacientes que reciben medicamentos
anticoagulantes y similares. Por lo general, en un sangrado grave o intenso, el fallo en lograr la hemostasis dara
como resultado la muerte en segundos a minutos.

La efectividad de la almohadilla para detener el sangrado puede evaluarse usando un experimento de
modelo animal in vivo. Por ejemplo, un modelo de hemorragia renal de rata (un modelo de sangrado grave) y un
modelo de hemorragia de bazo porcino (un modelo de sangrado leve a moderado), como se describe en los
ejemplos a continuacion.

Se descubrié de acuerdo con la invencion, que una almohadilla seca que comprende trombina y una
pectina LM igual o méas del 1% a menos del 5% (p/v) detuvo eficazmente el sangrado grave, y que una almohadilla
seca que comprende trombina y pectina LM igual o mas del 1% a menos del 7% (p/v) detuvo eficazmente el
sangrado de leve a moderado.

En una realizacion de la invencion, la almohadilla seca comprende trombina y pectina LM a una densidad
de aproximadamente el 1% a menos del 5% (p/v) y puede usarse para sangrado leve a grave.

En una realizacion de la invencion, la almohadilla seca es para su uso en sangrado leve a moderado y
comprende trombina y pectina LM a una densidad de aproximadamente el 1% a menos del 7% (p/v).

En una realizacién de la invencion, la almohadilla seca es para su uso en sangrado grave y comprende
trombina y pectina LM a una densidad de aproximadamente el 1% a menos del 5% (p/v).

También se descubrié de acuerdo con la invencion que el rendimiento de una almohadilla de pectina para
detener el sangrado puede mejorarse aumentando la densidad de trombina, por ejemplo, el rendimiento de una
almohadilla que comprende un 3% (p/v) de pectina y 340IU/cm?® de trombina se mejoré cuando se aumentd la
densidad de pectina dentro de la almohadilla a 680 Ul/cm?®de trombina.

En una realizaciéon de la invencion, la densidad de trombina puede aumentarse por lo menos dos veces
para aumentar el rendimiento de la almohadilla de pectina.

La almohadilla de la invencion puede prepararse y proporcionarse en una variedad de tamafos y formas

como cuadrada, poligonal, esférica, conica, cubica, oval, rectangular o cilindrica, dependiendo del uso pretendido.
Por ejemplo, la almohadilla de la invencion puede prepararse en forma rectangular con tamafios de (anchura x
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longitud) 5x10cm, 10x10cm, ambas con una altura de 1 cm. En otro ejemplo, la almohadilla de la invencién puede
prepararse en una forma circular con diametros de 2 cm, 4 cm o 6 cm, todas con una altura de 1 cm.

La almohadilla de acuerdo con la invencién puede aplicarse al sitio de sangrado tal como esta y detener el
sangrado mediante la conversion de fibrindgeno intrinseco en fibrina en el sitio de sangrado activo.

La almohadilla puede aplicarse sobre el sitio deseado y mantenerse bajo presion durante un periodo de
tiempo, por ejemplo, en un periodo de tiempo que varia de 30 segundos a 4 minutos, que es suficiente para que se
produzca una coagulacion en la interfaz entre la almohadilla y el sitio de aplicacion y para que cese sustancialmente
el sangrado.

La divulgacion de intervalos en la descripcion de la invencion es facilmente entendible por el experto.
Significa la divulgacion de valores y cifras continuos entre los limites de los intervalos, incluyendo las cifras y valores
limite. Por ejemplo, si se da un intervalo de aproximadamente el 1% a menos del 7% (p/v), se entiende por lo menos
1, 1,5, 2,25, 3, 3,5, 4, 45, 5, 5,5, 6, 6,5 y/Jo menos del 7% (p/v), con todas las combinaciones de sub-intervalos
intermedios, como del 1 al 6,75% (p/v). Por ejemplo, si se da un intervalo de mas del 1% a menos del 7% (p/v), se
entiende por lo menos 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5 y/o menos del 7%
(p/v), con todas las combinaciones de sub-intervalos intermedios, como del 1 al 6,75% (p/v).

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para atenuar el sangrado de heridas en un paciente
que comprende aplicar la almohadilla de acuerdo con la invencion a la herida, atenuando de este modo el sangrado
de la herida.

Por "atenuar el sangrado de la herida" se entiende, por ejemplo, que la pérdida de sangre de un tejido y/u
organo lesionado se reduce, disminuye o elimina.

El término "herida" incluye, pero no esta limitado a, puncion arterial, reseccion hepatica, reseccion renal,
defectos cutaneos, dafio de venas y/o arterias, incisiones realizadas durante la cirugia, etc. La divulgacion de
solicitudes, patentes y publicaciones, citadas anteriormente o a continuaciéon, se incorpora a la presente por
referencia.

Los siguientes ejemplos son ilustrativos pero no limitativos.
EJEMPLOS
MATERIAL Y METODOS.

Trombina En los experimentos a continuacion, se usé un componente de trombina como el sellante de
fibrina EVICEL® (fabricado por Omrix Biopharmaceuticals Ltd., Israel).

Ingrediente activo: trombina humana (800-1200 Ul/ml).

Otros ingredientes: cloruro de calcio 40 mM (CaCl,), 6 mg/ml de albumina humana, 20 g/l de D-manitol,
acetato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 130 mM (NaCl), agua para inyeccion (WFI).

Pectina. En los experimentos a continuacion, se usaron pectina baja en metoxilo (LM; dos clases diferentes)
y alta en metoxilo (HM) para preparar una almohadilla que comprende trombina:

1. Pectina LM (Cat. N° 104AS, CPkelco, Atlanta, Georgia), grado de esterificacion 27%, grado de amidacion
20% (referido en la presente como "Tipo 1"). Extraido de cascara de citricos.

2. Pectina LM (Cat. N° 104AS FS CPkelco, Atlanta, Georgia), grado de esterificacién 26%, grado de
amidacion 22% (referido en la presente como "Tipo 2"). Extraido de cascara de citricos.

3. Pectina HM (Cat N° 76282, Sigma Aldrich, Rehovot, Israel) grado de esterificacion 70-75%. Extraido de
manzana.

Todos los tipos de pectina fueron suministrados por el proveedor como polvos.

La tabla 1 enumera las propiedades de pectina HM y LM.
Tabla 1: Propiedades de la pectina.

Grado de esterificacion* [%] Grado de amidacion** [%)]
Pectinas HM 60-75 Irrelevante
Pectinas LM 20-40 10-30

* Grado de esterificacion - la proporcion entre los monémeros de GalA esterificados y los mondmeros de GalA totales.
** Grado de amidacion - la proporcion entre los mondmeros de GalA amidados y los monémeros de GalA totales.
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Liofilizacion La liofilizacion de la sustancia de gel se llevd a cabo de acuerdo con el ciclo mostrado en la
Tabla 2 siguiente usando el liofilizador Christ Epsilon 2-8D. Después de la liofilizacién, se obtuvo una "torta sélida".
Los términos "torta", "torta sodlida" y "composicion seca" se refieren a una composicion similar a una estructura
porosa y esponjosa que resulta del proceso de liofilizacion.

Tipicamente, después del proceso de liofilizacién, la torta soporta su propia estructura, es decir, la
estructura y el volumen de la sustancia de gel y de la sustancia sdlida obtenida después de la liofilizacion son
sustancialmente iguales.

Tabla 2: Ciclo de liofilizacion.

Seccion Fase Tiempo (h: m)[Temperatura. (° C)|Vacio (mBar)|Presion de la camara (mBar)
1 Valores de inicio -l 4 APAGADO APAGADO
2 Congelacion 01:00 -30 APAGADO APAGADO
3 Congelacion 01:00 -50 APAGADO APAGADO
4 Congelacion 05:40 -50 APAGADO APAGADO
5 Preparacion 00:20 -45 APAGADO APAGADO
6 Sublimacién 00:15 -40 0.2 800
7 Sublimacién 00:15 -25 0.2 800
8 Sublimacién 25:00 -25 0.2 800
9 Sublimacién 01:00 -15 0.2 800
10 Sublimacién 12:00 -15 0.2 800
11 Sublimacién 02:00 20 0.2 800
12 Sublimacién 05:00 20 0.2 800
13 |Segundo secado 00:30 25 0.012 800
14 |Segundo secado 18:00 25 0.012 800

Cuantificacion del contenido de agua dentro de la almohadilla seca. La determinacion del contenido de
agua se llevo a cabo usando el método de titulacion Karl Fischer (KFT) volumétrico, que se basa en el ensayo de la
farmacopea de los Estados Unidos (USP 27, <921>, P. 2398-2399). Antes de la titulacion, el agua se extrajo de la
composicion liofilizada afiadiendo 4 ml de metanol seco en un vial que contenia la composicion liofilizada y rodando
el vial durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego, se tomaron 3 ml del sobrenadante para la titulacion.

Evaluacion de la eficacia hemostatica de las almohadillas usando modelos in vivo.

Modelo de hemorragia renal de rata - un modelo de sangrado grave o intenso:
la eficacia se determiné usando el modelo de hemorragia renal de rata aguda in vivo.

En este modelo se usaron ratas Sprague dawley de aproximadamente 3 meses de edad y un peso de
aproximadamente 350 gramos. La anestesia se indujo con 50 mg de pental’lkg administrados por inyeccion IP
(intraperitoneal). Durante el procedimiento, se monitorizé el efecto de la anestesia y, si fue necesario, se administré
una inyeccion adicional de pental.

Para mantener al animal a una temperatura constante de entre 38° C y 40° C (6ptimamente 38,4° C), el
animal se coloc6 en un tablero de operacion de plastico grueso y se colocaron tanto una lampara de calentamiento
como una almohadilla de calentamiento eléctrica acopladas a una sonda térmica debajo de la placa (termo
regulador).

El animal fue afeitado en el costado izquierdo para una laparotomia paralumbar. El sitio afeitado se limpid
con alcohol al 70%. Se insert6 una termosonda en el recto del animal para monitorizar la temperatura. El animal se
gir6 a una posicion dorsolateral derecha. Se inyecto por via intravenosa un bolo de heparina (RotexMedica Alemania
N° ET3L184-10-200 Ul/kg) para prevenir la actividad de la trombina enddgena presente en la sangre del animal (la
concentracion de heparina administrada no afect6 a la trombina presente en la almohadilla). Usando este modelo, la
reproducibilidad se mantiene ya que los animales no pueden activar su mecanismo de coagulacion interno a través
de la trombina enddgena.

Se realizé una incisién paralumbar izquierda de aproximadamente 1-2 cm de tamafio desde la cadera
izquierda hasta la duodécima costilla y se expuso el rifién izquierdo. El rifidn se separé de la grasa perirrenal. La rata
se reposiciond en posicion yacente dorsal. Los vasos renales se ocluyeron con una pinza vascular blanda. Se realizé
una heminefrectomia sagital, extrayendo la mitad distal completa del rifion perpendicular a los vasos renales. La
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superficie del corte del rifidn restante se secd. La almohadilla probada se aplicé sobre la superficie de corte del rifion.
Se dejaron transcurrir tres minutos para la polimerizacién antes de liberar la pinza renal. Después de liberar la pinza
renal, se observo el rifion para la incidencia del sangrado. Si tuvo lugar sangrado, se permitié que la sangre se
absorbiera dentro de las almohadillas durante un periodo de una hora.

Si el animal vivié durante todo el periodo de prueba de una hora, se retir6é la almohadilla para evaluar el
sangrado del rifién restando el peso de la almohadilla después de la aplicacion sobre el corte del peso de la
almohadilla antes de la aplicacion. Inmediatamente después de retirar la almohadilla los animales supervivientes
(todavia bajo anestesia) se sacrificaron usando CO».

Modelo de hemorragia de bazo porcino: un modelo de sangrado leve a moderado.

El procedimiento se llevé a cabo esencialmente como se describe en Cole DJ et al. "Un estudio piloto que
evalua la eficacia de una formulacion de membrana de poli-N-acetil glucosamina completamente acetilada como un
agente hemostatico tépico". Surgery. 1999 Sep;126(3):510-7 con las siguientes excepciones:

1- la herida se infligi6 usando una aguja de puncién para biopsia de 4 mm y generando un defecto circular
dentro del bazo (y no creando una incision en el bazo como en Cole DJ et al.); y

2- el procedimiento de aplicacion de la almohadilla se llevd a cabo como sigue: la herida se dejé sangrar
libremente durante 5 segundos antes de extraer la sangre acumulada mediante una presién suave con una
esponja quirtrgica. El agente hemostatico que se esta probando (ya sea almohadilla de pectina-trombina o
tratamiento de control: se aplicd la esponja de gelatina absorbible SURGIFOAM® sumergida en solucién de
trombina; consultar el Ejemplo 4 mas abajo para ver las formulaciones exactas) con presion digital directa
durante 30 segundos, seguido de observacion sin presion durante 60 segundos. Si la herida continuaba
sangrando o volvia a sangrar, el agente ya aplicado se dejé en su sitio sin la adicion de un agente adicional, y el
ciclo de presién descrito anteriormente (30 segundos seguidos de observacion durante 60 segundos) se repitio
durante una segunda vez. Este ciclo se repitié durante un total de 5 minutos desde la generacion de la herida. Si
no se lograba la hemostasis en el plazo de 5 minutos, la prueba se declaraba fallida. En este experimento, el
tiempo de hemostasis (hasta 5 min) después de la aplicacién de la almohadilla/esponja sobre el sitio de
sangrado se midio y registré para cada ensayo. Las concentraciones porcentuales de pectina usadas en la
aplicacion son peso por volumen (p/v).

Para sustancia liquida y en gel, 1% p/v de pectina significa pectina a una concentracion de 10 g/l.
Para almohadillas secas, 1% p/v de pectina significa pectina a una densidad de 10 mg/cm?.

Ejemplo 1: Preparacion de una almohadilla de trombina-pectina seca usando diferentes concentraciones de
pectina LM.

Se prepararon almohadillas que comprendian aproximadamente el 1-10% (p/v) (10-100 mg/cm?) de pectina
LM y trombina generalmente como se describe a continuacion; la preparacion de una almohadilla que comprende un
3% (p/v) (30 mg/cm?3) de pectina LM se describe a continuacion con mas detalle.

Como primer paso, se prepararon diferentes soluciones madre de pectina que tenian una concentracion de
aproximadamente el 1,5 al 15% (p/v) (15-150 g/l) disolviendo polvo de pectina LM (tipo 1 como se define
anteriormente; en la cantidad indicada en la Tabla 3 a continuacion) en 48,5ml de DDW a 40-70° C mientras se
agitaba a 1300 RPM durante 3-6 horas hasta que la solucion fue homogénea como se determiné por una inspeccion
visual. Se obtuvo una solucién que tenia un pH de 3.5-5.5. Luego, se afiadi6 NaOH 0,5 M para formar un pH de
aproximadamente 7,0 (el volumen de titulacion especifico se indica en la Tabla 3 a continuacion).

El peso del polvo de pectina especifico y el volumen de titulacion del NaOH usado para preparar las
diferentes soluciones madre de pectina se especifican en la Tabla 3 a continuacion.

Tabla 3: Preparacion de soluciones de stock de pectina.

Concentracion de solucién madre de pectina | Polvo de Pectina LM (Tipo NaOH 0,5M usado para la
[%] (p/v) 1) [g] titulacion [ml]
1.5 0.75 1.0
4.5 2.25 2.0
7.5 3.75 25
10.5 5.25 25
15 7.50 25

En el siguiente paso, las soluciones de reserva de pectina se almacenaron a 4° C durante la noche (14-18
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horas) para la estabilizacion de la solucion de pectina.

En el paso siguiente, se mezclaron 1,7 ml de trombina (de sellante de fibrina EVICEL® como se ha descrito
anteriormente) y 25 pl de cloruro de calcio 10,8M (CaCl,) y luego la mezcla formada se mezclé con 3,3 ml de cada
solucion madre de pectina -1,5, 4,5, 7,5, 10,5 y 15% - para formar geles de pectina que tenian una concentracion
final de pectina de aproximadamente el 1, 3, 5, 7 y 10% (p/v) (10-100 g/l), respectivamente. La mezcla de la trombina
con CaCl; y luego con la solucion madre de pectina se llevé a cabo a temperatura ambiente (20-25° C). La mezcla
de la solucién de trombina-CaCl, con la solucién de pectina se llevdé a cabo usando dos jeringuillas (ver la
elaboraciéon a continuacion), las soluciones se transfirieron entre las dos jeringuillas 10-15 veces. Se obtuvo un
volumen final de 5 ml y la mezcla final se vertid en una taza de vidrio de liofilizacion que tenia las siguientes
dimensiones: 25 mm de altura y 25 mm de diametro. La taza de vidrio de liofilizacion se colocé en el liofilizador y se
liofilizé de acuerdo con la Tabla 2 anterior para formar una almohadilla seca que tenia un contenido de agua de <
3%, como se midi6 por el Método de Titulacion de Karl Fischer. Las diferentes almohadillas secas (después del paso
de liofilizacién) comprendian una densidad de aproximadamente: 1, 3, 5, 7 0 10% (p/v) (10-100 mg/cm?) de pectina,
340 Ul/cm? de trombina y 7,5 mg/cm?® de calcio. La altura de las almohadillas secas estaba en el intervalo de 10-14
mm y 25 mm de diametro.

Elaboracion del método de preparacion de una almohadilla seca que comprende una densidad del 3% (p/v)
de pectina (30 mg/cm3):
se disolvieron 2,25 g de polvo de pectina LM (tipo 1 como se ha definido anteriormente) en 48,5 ml de DDW
obteniendo de este modo una solucién madre de pectina a una concentracion del 4,5% (p/v). La disolucion se llevo a
cabo a 40° C-70° C con agitacion a 1300 RPM durante 3-6 horas (hasta que la solucion fue homogénea como se
determiné mediante una inspeccion visual). Se obtuvo una solucidon que tenia un pH de 3,5-5,5. Después de la
disolucién, la solucion madre de pectina se tituld6 con NaOH 0,5M (aproximadamente 2 ml) a un pH de
aproximadamente 7,0.

En el paso siguiente, la solucion madre de pectina se almacené a 4° C durante la noche (14-18 horas) para
la estabilizacién de la solucién de pectina.

En el paso siguiente, se mezclaron 1,7 ml de trombina, que incluye CaCl, 40 mM, se mezclaron con 25 pl
de CaCl; 10,8M (obteniendo una concentracion de CaCl; final de 67,5mm en la solucién de trombina). La solucion
mezclada de trombina-calcio (aproximadamente 1,7 ml) se mezcloé luego con 3,3 ml de solucién madre de pectina
(que tenia una concentracion de 4,5% p/v) para formar un gel. El mezclado de la trombina con CaCl; y luego con la
solucion madre de pectina se llevod a cabo a temperatura ambiente (20-25° C).

El mezclado se llevé a cabo usando dos jeringuillas de 5 ml conectadas entre si mediante una llave de paso
de tres vias (Cat 1097 llif, Haryana, India) - una jeringuilla con la solucién de trombina-calcio y la otra con la solucion
madre de pectina. Las soluciones se transfirieron entre las dos jeringuillas 10-15 veces. Después del mezclado, las
soluciones mezcladas (5 ml en volumen) se vertieron en tazas de liofilizaciéon (ver dimensiones anteriores), las
burbujas accesibles formadas sobre la superficie superior del gel se descartaron usando una aguja, y las tazas se
transfirieron luego a un liofilizador y se liofilizaron de acuerdo con a la Tabla 2 anterior.

La densidad final de pectina, trombina y calcio en la almohadilla formada fue del 3% (p/v) (30 mg/cm?3), 340
Ul/cm3y 7,5 mg/cm?, respectivamente.

Se prepar6 una almohadilla que comprendia el 3% (p/v) (30 mg/cm?®) de pectina LM tipo 1y 7,5 mg/cm?® 0
calcio (sin trombina) y sirvi6 como control para los experimentos/mediciones siguientes. El panel de control se
preparé de la misma manera que una almohadilla que comprende el 3% (p/v) de pectina LM, 3401U/cm?® trombina y
7,5 mg/cm?® excepto que en lugar de 1,7 ml de la solucién de trombina, sélo se usé el componente de tampdn de
trombina (1,7 ml de agua para inyeccion que comprendia 6 mg/ml de albumina humana, acetato de sodio20 mM,
20g/l de D-manitol, NaCl 130mM y CaCl, 40 mM.

Después del procedimiento de liofilizacién, las almohadillas se almacenaron en un compartimento cerrado
con un desecante a temperatura ambiente (20-25° C) (Sorb-It N° 4243 Siid-Chemie, Munich, Alemania) hasta que se
evaluaron para su eficacia hemostatica y se inspeccionaron visualmente para los parametros especificos.

Se realizd una inspeccion visual de los siguientes parametros para los geles preparados anteriormente
(después de mezclar el contenido de las dos jeringuillas y verter el contenido en las tazas de liofilizacion y antes de
la propia liofilizacion):

La clasificaciéon de todos los parametros se realizd en una escala de 1 a 5 (1 siendo bajo a 5 siendo alto); todas las
evaluaciones fueron cualitativas y la clasificacion se determind en relaciéon con otras preparaciones de gel; el valor
6ptimo para cada parametro se indica entre paréntesis.

- Burbujeo (1) - Cuando se evalla este parametro, se consideraron tanto la cantidad como el tamafo de las
burbujas dentro del gel formado. La presencia de una gran cantidad de burbujas o de burbujas grandes
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dentro de la preparacion del gel no es deseable, ya que puede dar como resultado una almohadilla seca
que tiene grandes cavidades de aire que no estan distribuidas homogéneamente dentro del gel, afectando
negativamente a la hemostasis y la firmeza de la almohadilla seca..

Liquido sobre el gel (1) - Este parametro se evalué inclinando la taza que contenia el gel y estimando
visualmente el volumen de liquido sobre el gel. La presencia de liquido sobre el gel formado es indeseable
ya que es indicativa de una baja homogeneidad del gel y consecuentemente una baja homogeneidad de la
almohadilla después de su liofilizacion.

Pegajosidad (4-5) - Este parametro se evalu6 tocando el gel con un guante Nitrilo y evaluando
cualitativamente la adherencia del gel al guante. Se desea un alto valor de adherencia ya que es indicativo
de una alta adherencia de la almohadilla seca, que se obtendra después del secado, a las superficies.
Rigidez (3-4) - Este parametro se evalué comprimiendo el gel manualmente suavemente. Se desea un valor
de 3-4 ya que es indicativo de suficiente rigidez de una almohadilla seca, que se obtendra después del
secado, para mantener su estructura pero no demasiado rigida para que pueda ser manipulada o adaptada
para adaptarse a la forma de un érgano corporal.

Los resultados de las inspecciones visuales de los diferentes geles se muestran en la Tabla 4 siguiente.

Tabla 4: Caracterizacion de los geles preparados.

Concentracion de pectina LM [%] Burbujeo | Liquido sobre el gel | Pegajosidad (4- | Rigidez (3-
(plv) (UM (UM 5)* 4)*
1 4 5 (aproximadamente 2 2 1
ml)
3 3 3 (aproximadamente 1 2 2
ml)
Pectina LM al 3%sin trombina
(Almohadilla de Control) 3 3 1 2
5 3 2 (aproximadamente 1 3 3
ml)
7 2 1 sin liquido 4 4.5
10 2 1 sin liquido 4 5
* El valor 6ptimo para cada parametro.

También se llevé a cabo una inspeccion visual de las almohadillas secas (después de la liofilizacion).

Después de la liofilizacién, se obtuvo una "torta sélida"/"torta". Una "torta sélida" se refiere a una composicion similar
a una estructura porosa y esponjosa que resulta del proceso de liofilizacion. Se evaluaron los siguientes parametros;
la clasificacion para todos los parametros se hizo a una escala de 1 (siendo baja) a 5 (siendo alta); todas las
evaluaciones fueron cualitativas y la clasificacion se determind en respecto a otras preparaciones de gel; el valor
6ptimo para cada parametro se indica entre paréntesis:

Fragilidad (1) -Este parametro se evalué comprimiendo suavemente cada almohadilla y evaluando las
fracciones de la almohadilla que quedaron en el guante. Las almohadillas deben mantener ventajosamente
su estructura y permanecer intactas durante la manipulacion y el manejo.

Espumosidad (3) -Este parametro se relaciona con la estructura similar a espuma de la almohadilla y se
evalu6 aplicando suavemente presion sobre la almohadilla y evaluando las cavidades dentro de la
almohadilla (en base a la capacidad/resistencia para comprimir la almohadilla). Un valor de 3 indica una
almohadilla que tiene una porosidad que puede absorber liquido/sangre sin que la sangre se escape a
través de la torta (ver la descripcion de "torta" anterior).

Pegajosidad (4-5) -Evaluada como se ha descrito anteriormente para las preparaciones de gel. Las
almohadillas pegajosas se adhieren mejor al tejido objetivo.

Rigidez/Firmeza (3) - Este parametro se evalué comprimiendo manualmente suavemente la almohadilla y
evaluando la resistencia a la presion. Un valor de 3 indica un equilibrio entre una almohadilla que puede
adaptarse facilmente a la forma del cuerpo, pero que ain puede mantener su estructura y no romperse.

Ademas, la densidad de cada almohadilla seca se calculé matematicamente dividiendo los soélidos totales

en la composicion de la almohadilla seca por el volumen de la almohadilla (el volumen de la sustancia del gel usado
para preparar la almohadilla seca que es sustancialmente igual al volumen de la almohadilla; aproximadamente 5

Los solidos totales en la solucion del componente de trombina son de aproximadamente 40 mg por ml. Los

resultados de las inspecciones visuales y la densidad calculada de las diferentes almohadillas secas se muestran en
la Tabla 5 a continuacion.
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Tabla 5: Caracterizacion de pastillas secas preparadas con pectina LM.

Densidad de pectina LM [%](p/v) Frag(;1| I)I*dad Espu(l:;r;i\cmn Peg(a‘{?ssldad Rl(g:;;iez [r?l;/ncigaﬂ*
1 5 4 3 4 23.5
3 3 3 3 3 43.3
Pectina LM al 3% sin trombina
(Almohadilla de Control) 25 2 3 3 30
5 2 3 3 3 63.1
7 1 1 2 2 82.9
10 1 1 2 2 112.6
* El valor 6ptimo para cada parametro.
** Calculado matematicamente.

Los resultados muestran que de acuerdo con las caracteristicas fisicas de los geles (Tabla 4), los geles que
tienen una concentracion de pectina LM del 7% (p/v) eran superiores en comparacion con los otros geles.

Sorprendentemente, las caracteristicas fisicas de las almohadillas secas (Tabla 5) mostraron que las
almohadillas de pectina que tenian una densidad de pectina LM del 7 y el 10% (p/v) eran inferiores en comparacion
con las almohadillas que tenian densidades de pectina mas bajas. Los geles/almohadillas que tenian una densidad
de pectina del 3 y el 5% (p/v) de pectina LM tenian caracteristicas 6ptimas.

En el método de preparacion anterior, se formé un gel de trombina-pectina de acuerdo con el siguiente
orden en el procedimiento: la trombina se mezclé primero con el CaCl, y luego se combindé y se mezclé con la
solucién de pectina.

Cuando se cambi6 el orden de mezclado y el CaCl, se mezclé primero con la solucidon de pectina (y luego
con la soluciéon de trombina), se produjo una gelificacion inmediata. Este inicio de la gelificacion temprana, generé
gotas de gel y, por lo tanto, falta de homogeneidad dentro del gel de pectina, lo que provocd un mezclado
inadecuado con la solucidn de trombina en el paso siguiente.

Los resultados muestran que, para formar una almohadilla homogénea, es ventajoso mezclar primero el
calcio con la solucion de trombina, y en un paso siguiente afiadir la solucion de pectina.

Las almohadillas también se prepararon a partir de pectina LM Tipo 2 (como se ha definido anteriormente)
de una manera similar a la pectina LM Tipo 1. Se llevd a cabo una inspeccion visual de los geles y almohadillas para
los parametros especificados anteriormente. Los resultados obtenidos y las conclusiones fueron similares a las de la
pectina LM Tipo 1.

Ejemplo 2: Preparacion de una almohadilla de trombina-pectina seca usando diferentes concentraciones de
pectina HM.

Se prepararon almohadillas que comprendian 0,66-5,33% (p/v) (6,6-53,3 mg/cm?®) de pectina y trombina HM
de la siguiente manera:
Como primer paso, se prepard una solucion madre de pectina con una concentracion del 8% (p/v) (80 g/l) de pectina
HM de la siguiente manera: se afiadieron 100 ml de tampdn bicarbonato de sodio 50 mM (Cat. N° 31437, Sigma
Aldrich, Rehovot, Israel) en un recipiente mezclador y se afadieron gradualmente 8 g de pectina HM (como se
describe en la seccién de Materiales y Métodos anterior) durante la mezcla usando un mezclador (Cat: KSSSWH de
325 vatios KitchenAid, St. Joseph, MI) a una velocidad de 280 RPM durante aproximadamente 30 minutos a
temperatura ambiente (20-25° C) hasta que la pectina se disolvi6 completamente, inspeccionado visualmente, y se
formé una solucién similar a una pasta homogénea sin grumos. La solucién similar a una pasta tenia un pH de
aproximadamente 3,0.

En el paso siguiente, la solucidon similar a la pasta se us6 para formar diferentes concentraciones de

pectina: 1, 2, 4, 6 y 7% (p/v) (10-70 g/l) diluyendo la solucion madre de pectina al 8% con bicarbonato de sodio
50mM en los volumenes que se muestran en la Tabla 6 a continuacion (el volumen total fue de 30 ml).
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Tabla 6: Formacion de una solucién que tiene diferentes concentraciones de pectina HM.

Concentracion de pectina HM | solucion madre de pectina HM al | Bicarbonato de sodio 50 | Volumen total
(p/v) 8% (ml) mM (ml) (ml)
1% de pectina 3.75 26.25 30
2% de pectina 7.5 225 30
4% de pectina 15 15 30
6% de pectina 22 8 30
7% de pectina 25 5 30
8% de pectina 30 0 30

En el paso siguiente, se afiadié una soluciéon de trombina (como se describe en la seccién de Materiales y
Métodos) a las diferentes soluciones de pectina (incluyendo la solucion madre de pectina al 8%) a una proporcion de
1:2 [15 ml de solucién de trombina y 30 ml de solucion de pectina]. Como la pectina HM requiere sacaridos para la
gelificacion (la concentracion de manitol en el componente de trombina no era suficiente para formar una sustancia
de gel), la solucion formada estaba en estado liquido y no en forma de gel. Se observé que la solucidon formada era
viscosa y solo parcialmente homogénea.

Se vertieron 5 ml de la mezcla obtenida en una taza de vidrio de liofilizacion (que tenia una altura de 25 mm
y un diametro de 25 mm) y se liofilizaron de acuerdo con el ciclo de liofilizacion descrito en la Tabla 2. La densidad
final de pectina en las diferentes almohadillas secas fue: 0,66%, 1,33%, 2,66%, 4%, 4,66%, 5,33% (p/v) (6,6-
53,3mg/cm?); la densidad de trombina fue de 333 Ul/cm?; y la densidad de calcio fue de 1,48 mg/cm?®. La altura de
las almohadillas secas estaba en el intervalo de 9-10 mm y 25 mm de diametro.

Después del procedimiento de liofilizacién, las almohadillas se almacenaron en un compartimiento cerrado
con un desecante a temperatura ambiente (20-25° C) (Sorb-It N° 4243 Siid-Chemie, Munich, Alemania) hasta que se
evaluaron para su eficacia hemostatica y para las siguientes caracteristicas: fragilidad, espumabilidad, pegajosidad y
rigidez usando la clasificacion anterior como en el Ejemplo 1. En estas almohadillas se llevé a cabo una inspeccion
visual solo para las almohadillas secas.

También, se calculd matematicamente la densidad de cada almohadilla seca como se describe para las
almohadillas de pectina LM (el volumen de la sustancia del gel fue de 5 ml).

La densidad y el valor de cada parametro inspeccionado se muestran en la Tabla 7 siguiente.

Tabla 7: Caracteristicas de las almohadillas secas preparadas con pectina HM.

Densidad de pectina HM [%]|Fragilidad Espuma|Pegajosidad|Rigidez| Densidad
(plv) (* (3)* (4-5)* (3)* |[mg/em?® 1™
0.66 1-2 1-2 1 5 22.8
1.33 1-2 1-2 1 5 29.4
2.66 1-2 1-2 1 5 42.8

4 1-2 1-2 1 5 55.2

4.66 1-2 1-2 1 5 60.5
5.33 1-2 1-2 1 5 69.4

* El valor 6ptimo para cada parametro.

** Calculado matematicamente.

Los resultados muestran que la densidad de pectina HM dentro de la almohadilla no tuvo ningin efecto
sobre las caracteristicas probadas anteriormente (todas las almohadillas recibieron la misma clasificacion).

También se demostré que estas almohadillas no eran homogéneas y comprendian cristales soélidos (como
se observo visualmente).

Estos resultados sugieren que las almohadillas que comprenden pectina HM y que se preparan bajo las
condiciones anteriores tendran una calidad de absorcion pobre, no se manipularan facilmente y no se adaptaran a la
forma del 6rgano del cuerpo, no se adheriran eficazmente al tejido objetivo y, por tanto, no seran eficaces para
detener el sangrado.
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Ejemplo 3: Eficacia hemostatica in vivo de las almohadillas de pectina HM y LM-trombina en el modelo de
hemorragia renal de rata aguda.

El siguiente ejemplo estaba dirigido a determinar la eficacia hemostatica de las almohadillas de trombina-
pectina preparadas de acuerdo con los Ejemplos 1 y 2 en un modelo de sangrado grave. La evaluacion se llevo a
cabo usando el modelo de hemorragia renal de rata aguda in vivo descrito anteriormente.

Se probaron almohadillas secas que comprendian las siguientes densidades de pectina LM - 1%, 3%, 5%,
7% y 10% (p/v), y se probaron almohadillas que comprendian las siguientes densidades de pectina HM: 0,66%,
1,33%, 2,66% y 4,66% (p/v).

Las densidades de calcio y trombina en las almohadillas de pectina LM fueron: 7,5 mg/cm3 y 340 Ul/cm?,
respectivamente.

Las densidades de calcio y trombina en las almohadillas de pectina HM fueron: 1,48 mg/cm? y 333 Ul/cm?,
respectivamente.

En este experimento, también se probo el rendimiento de una almohadilla que comprendia un 3% (p/v) de
pectina LM y 7,5 mg/cm? de calcio (sin trombina) preparada como se elaboro6 en el Ejemplo 1.

Las almohadillas hemostaticamente eficientes se consideraron como almohadillas que lograron una pérdida
de sangre de aproximadamente 4 gramos 0 menos.

Los resultados de la pérdida de sangre y el valor promedio cuando se usan las diferentes almohadillas de
pectina se presentan en la Tabla 8 (para almohadillas que comprenden pectina LM) y en la Tabla 9 (para
almohadillas que comprenden pectina HM) siguientes.

Tabla 8: Pérdida de sangre media en un modelo renal de rata cuando se usan almohadillas que comprenden
diferentes densidades de pectina LM.

Almohadilla probada
Densidades de pectina (%) (p/v) Pérdida de sangre media [gr]***

Pectina al 3% *
(almohadilla de control sin trombina)

8.82 (8.321, 8.904, 9.262)

Pectina al 1%* 3.25 (4.368,4.088,1.296)
Pectina al 3%* 3.17 (2.832,4.243,2.420)
Pectina al 3%** 3.53 (3.030, 4.017)

Pectina al 5%* 7.53 (5.77, 8.614, 8.215)
Pectina al 7%* 5.80 (6.366, 4.645, 6.371)
Pectina al 10%* 6.36 (4.923, 7.243, 6.921)

* Se uso pectina LM tipo 1 (como se ha definido anteriormente).

** Se us6 la pectina LM tipo 2 (como se definid anteriormente).

*** En paréntesis aparecen los resultados de pérdida de sangre individual para cada tratamiento.
**** Numero de animales probados = 2-3.

Tabla 9: Pérdida de sangre media en un modelo renal de rata cuando se usan almohadillas que comprenden
diferentes densidades de pectina HM.

Almohadilla probada Pérdida de sangre media
Densidades de pectina (%) (p/v) [G] **
Pectina al 0,66% 7.1
Pectina al 1,33% 7.41
Pectina al 2,66% 7.53 (7.099, 7.979)
Pectina al 4,66% 9.57
* NUmero de animales probados = 1-2.
** En paréntesis aparecen los resultados de pérdida de sangre individual para cada tratamiento.

Los resultados muestran que las almohadillas que comprenden un 1% y un 3% (p/v) de pectina LM (tanto
de tipo 1 como del 2) tuvieron una pérdida de sangre media aceptable de menos de 4 g (ver la Tabla 8). Los
resultados también muestran que las almohadillas que comprenden un 3% (p/v) de pectina LM sin trombina tuvieron
una pérdida de sangre elevada no aceptable (ver Tabla 8).
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Ninguna de las almohadillas de pectina HM logré un efecto hemostatico aceptable, mostrando todas una
pérdida de sangre elevada no aceptable (consulte la Tabla 9).

Estos resultados muestran que una almohadilla de pectina debe comprender ventajosamente trombina y
pectina LM igual o superior al 1% a menos del 5% (p/v) para obtener una almohadilla capaz de detener eficazmente
el sangrado grave.

Ejemplo 4: Eficacia hemostatica in vivo de almohadillas de pectina LM-trombina en un modelo de hemorragia
de bazo de cerdo.

El ejemplo anterior mostré que una almohadilla que comprendia trombina y pectina LM a densidades del 1y
el 3% (p/v) detuvo el sangrado grave. El siguiente ejemplo estaba dirigido a evaluar la eficacia de diferentes
almohadillas de trombina-pectina LM para detener el sangrado leve a moderado.

En este ejemplo se us6é un modelo de hemorragia del bazo porcino como se ha descrito anteriormente.
Como se ha indicado anteriormente, para cada ensayo se registro el tiempo hasta la hemostasis (hasta 5 min). El
criterio aceptable para el éxito es un tiempo de hemostasis de 300 segundos o0 menos.

Las almohadillas probadas comprendian pectina a densidades en el intervalo del 1-5% (p/v); densidades de
trombina de 340 y 680 Ul/cm?3; y las densidades de calcio de 4,5y 7,5 mg/cm?.

Las almohadillas se prepararon de la siguiente manera:

Se prepardé una solucion de pectina al 10% (p/v) disolviendo 5 g de polvo de pectina LM (tipo 1 como se ha definido
anteriormente) en 40 ml de DDW. El polvo de pectina se afadié gradualmente al DDW, el paso de disolucion se llevo
a cabo a una temperatura de 40° C-70° C mientras se agitaba a 1300 RPM durante 3-6 horas. Después de la
disolucion, el pH de la solucién obtenida fue de 5,0, y la titulacion se llevo a cabo con aproximadamente 2 ml de
NaOH 0,5 M para obtener un pH de aproximadamente 7,0. En el paso siguiente, se afiadi6 DDW a la solucién hasta
un volumen final de 50 ml. La solucidon madre de pectina se almacené a 4° C durante la noche (14-18 horas) para la
estabilizacion.

Luego, la solucion de trombina, que contiene CaCl, 40mM, se mezclé con 25 pl de CaCl, 2,7M
(produciendo una concentracion final de calcio de 27 mM dentro de la soluciéon de trombina). La solucion de
trombina-calcio se mezcloé luego con DDW (ver la solucion de trombina y el volumen de DDW para cada almohadilla
en la Tabla 10 siguiente). La solucién anterior se mezclo luego con la solucion madre de pectina para formar un gel
de pectina-trombina (ver el volumen de solucién madre de pectina al 10% p/v para cada almohadilla en la Tabla 10
siguiente). La mezcla se llevo a cabo a temperatura ambiente como se describe en el Ejemplo 1.

Tabla 10: Volumenes usados para la preparacion de geles de pectina LM-trombina.

Densidad final de pe(:.tina p/v Solucién madre de pectina* al | Solucion c?e trombina- DDW [ml]
dentro de la almohadilla seca 10% p/v [ml] calcio [ml]
1% 0.5 1.7 2.8
3% 1.7 1.7 1.7
3% 1.7 3.4 -
5% 2.5 1.7 0.8
*Se uso pectina tipo 1 LM.

Después de mezclar dentro de las dos jeringuillas, las soluciones (aproximadamente 5 ml) se transfirieron a
tazas de liofilizacion (ver dimensiones anteriores), se colocaron en un liofilizador y se liofilizaron de acuerdo con el
ciclo elaborado en la Tabla 2.

Las densidades finales de pectina, trombina y calcio se enumeran en la Tabla 11. Las almohadillas secas
tenian las siguientes dimensiones: una altura en el intervalo de 8-12 mm y un diametro de 25 mm.

Tabla 11: Densidades de pectina, trombina y calcio dentro de la almohadilla seca.

Almohadilla N° Densidad de pectina dentro de la almohadilla seca | Trombina Calcio
(p/v) (Ullem3) | (mg/cm3)
1 1 340 7.5
2 3 340 7.5
3 3 680 4.5
4 5 340 7.5
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Como control positivo, se uso la esponja de gelatina absorbible SURGIFOAM® con trombina (preparada
como se indica a continuacién). La esponja SURGIFOAM® es una esponja absorbible de gelatina porcina, estéril,
insoluble en agua, maleable, disefiada para uso hemostatico aplicandola a una superficie de sangrado. La esponja
es de apariencia blanquecina y porosa. En este experimento, antes de su uso, la SURGIFOAM® (que tenia una
altura de 10 mm) se corté en un tamarfio de 20x30 mm, se saturé en 2 ml de solucién de trombina (un componente
de trombina como en el sellador de fibrina EVICEL® diluido de la siguiente manera: 1 ml de componente de
trombina: 4 ml de solucidon salina). Antes de su aplicacion, la esponja saturada se apreté entre los dedos
enguantados para expulsar las burbujas de aire, y se aplicé de acuerdo con el procedimiento elaborado en el modelo
anterior.

Los tiempos medios hasta la hemostasis logrados cuando se usan las diferentes almohadillas de pectina y
el tratamiento de control (SURGIFOAM® con trombina) se presentan en la Tabla 12 siguiente. Como se ha indicado
anteriormente, un tiempo aceptable para la hemostasis es de 300 segundos o0 menos.

Tabla 12: Tiempo medio hasta la hemostasis en un modelo de hemorragia del bazo porcino cuando se usan
almohadillas que comprenden diferentes densidades de pectina LM, calcio y de trombina.

Almohadilla N° Densidad de pec.tlna dentro de la Trombina Tiempo medlo'hasta
almohadilla seca. hemostasis
(PIv) (Ul/ecm3) (segundos)*
1 1 340 240 (180, 300)
2 3 340 300
3 3 680 30
4 5 340 75(120, 30)
Tratamiento de control )
positivo 30 (30, 30, 30)
* Entre paréntesis aparecen los resultados de Tiempo individual hasta la hemostasis para cada tratamiento.
** Numero de animales probados = 1-3.

Los resultados muestran que todas las almohadillas probadas detuvieron efectivamente el sangrado en este
modelo, es decir, tuvieron un tiempo hasta la hemostasis de 300 segundos 0 menos.

Los resultados también muestran que las almohadillas que comprenden pectina al 3% (p/v) con 680 Ul/cm?3
de trombina lograron resultados 6ptimos con un tiempo de hemostasis de 30 segundos, similar al resultado de un
tratamiento de control (SURGIFOAM® con trombina) que actualmente es el procedimiento operativo estandar en
entornos clinicos.

Estos resultados muestran que el rendimiento de una almohadilla de pectina puede mejorarse aumentando
la densidad de trombina; por ejemplo, ver el rendimiento de una almohadilla que comprende el 3% (p/v) de pectina y
3401U/cm?® de trombina frente al rendimiento de una almohadilla que comprende el 3% (p/v) de pectina y 6801U/cm3
de trombina.
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REIVINDICACIONES

1. Una almohadilla seca que comprende pectina a una densidad que varia de igual o0 mas de10 mg/cm?® a menos de
70 mg/cm?3, un cation divalente y trombina, en donde la pectina es pectina de metoxilo bajo (LM).

2. La almohadilla de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la densidad de pectina es de mas de 10 mg/cm? a
menos de 70 mg/cm?.

3. La almohadilla de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la densidad de pectina es de 10 mg/cm? a 50 mg/cm?3.

4. La almohadilla de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que la densidad de pectina es de 10 mg/cm® a menos de
50 mg/cm?.

5. La almohadilla de acuerdo con la reivindicacién 4, en la que la densidad de pectina es de 30 mg/cm?® a menos de
50 mg/cm?.

6. La almohadilla de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que la densidad de pectina es de 30 mg/cm?.
7. La almohadilla de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el cation divalente es calcio.

8. Un método para preparar una almohadilla seca que comprende pectina con bajo contenido de metoxilo (LM) y
trombina, el método comprendiendo los pasos de:

a- proporcionar pectina LM, un catién divalente y trombina;

b) mezclar la pectina, el cation divalente y la trombina para llevar la pectina a una concentracion igual o
mayor de 10 mg/cm® a menos de 70 mg/cm® bajo condiciones que permitan la formacion de geles
homogéneos; y

c- secar el gel.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el paso b se lleva a cabo mezclando primero la trombina
con el cation divalente seguido de la adicién de pectina.

10.. El método de acuerdo con la reivindicacién 9, en el que el cation divalente es calcio.
11. Una almohadilla seca como se define en la reivindicacién 1 para su uso en un método para atenuar el sangrado
de heridas en un paciente, el método comprendiendo aplicar la almohadilla a la herida, atenuando de este modo el

sangrado de la herida.

12. Una almohadilla seca para su uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde la almohadilla seca es como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7.
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