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DESCRIPCION

Aguja de inyeccion sin sangrado recubierta con quitosano reticulado en el que se introducen un grupo catecol y un
grupo catecol oxidado

Campo técnico

La presente invencién se refiere a una aguja de inyeccion hemostatica recubierta con un quitosano en el que se
introducen y se reticulan un grupo catecol y un grupo catecol oxidado.

Antecedentes en la técnica

El desarrollo de productos hemostéaticos y adhesivos convencionales se ha centrado en su uso en operaciones
quirargicas. Los agentes y adhesivos hemostaticos médicos tipicos incluyen adhesivos a base de cianoacrilato
aprobados por la FDA y pegamento de fibrina a base de proteina de coagulacién sanguinea in vivo. Sin embargo,
tales productos hemostaticos y adhesivos no satisfacen toda la fuerza adhesiva, propiedades de larga duracion
después de la aplicacion, baja toxicidad, respuestas inmunes in vivo, etc. Por lo tanto, en el desarrollo de agentes
hemostaticos, el desarrollo de materiales que tienen biocompatibilidad y tienen una excelente adhesién al tejido se
ha convertido en un tema importante.

La patente US2013261567 desvela agujas de fistula de hemodialisis con un material coagulante en la base de la
aguja.

Mientras tanto, el quitosano es ampliamente conocido como un biopolimero que tiene una excelente capacidad
hemostatica. Sin embargo, el quitosano tiene desventajas porque tiene una solubilidad significativamente baja en
soluciones neutras y es soluble solo en soluciones acidas. Debido a tales desventajas, el uso de quitosano como
material médico es limitado.

En consecuencia, se han informado estudios sobre la introduccién del importante grupo funcional catecol que
contribuye a la adhesion del mejillon, aumentando asi la solubilidad del quitosano y la adhesion del quitosano a la
mucosa y al tejido. Por ejemplo, la Publicacién Internacional de Patentes n.° W02013-077475 desvela una
composicion adhesiva de hidrogel que comprende: un quitosano acoplado al grupo catecol; y un Pluronic que tiene
un grupo tiol acoplado a su extremo. Mas particularmente, desvela una composicion adhesiva, que es estable in vivo
e in vitro, es sensible a la temperatura, tiene un excelente efecto hemostatico y, por lo tanto, puede usarse como
agente bioadhesivo, y también desvela un agente adhesivo, un agente antiadhesivo y un agente de prevencion de la
adsorcion de superficie para uso médico, que comprende la composicion adhesiva. Ademas, el hidrogel o pelicula
formados usando el quitosano acoplado al grupo catecol tienen una funcién excelente de modo que pueden sustituir
a los agentes hemostaticos convencionales que se usan en operaciones quirdrgicas.

Sin embargo, la formulacion como la que se describe anteriormente es una forma desarrollada en vista de la
conveniencia de las operaciones quirurgicas, y tiene el problema de que no satisface toda la fuerza adhesiva,
propiedades de larga duracién después de la aplicacion, baja toxicidad, respuestas inmunes in vivo, etc.

En consecuencia, los presentes inventores han realizado estudios para desarrollar una aguja de inyeccion
hemostatica que es un nuevo tipo de dispositivo médico que no provoca sangrado, y como resultado, han
encontrado que una aguja de inyeccidn recubierta con un quitosano, en el que un grupo de catecol

gl\DH

(o)

0
' q
U
( Q)
se introducen y se reticulan de acuerdo con la presente invencion, pueden suprimir eficazmente el sangrado durante
y después de la inyeccion, completando asi la presente invencion.

y un grupo catecol oxidado

Sumario de la invencion

Es un objeto de la presente invencion proporcionar un hidrogel de recubrimiento para aguja de inyeccion a fin de
prevenir el sangrado durante y después de la inyeccion.
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Otro objeto de la presente invencidn es proporcionar una aguja de inyeccidon hemostatica que comprende el hidrogel
de recubrimiento para aguja de inyeccion descrito anteriormente recubierto en su superficie.

Todavia otro objeto de la presente invenciéon es proporcionar un método para fabricar la aguja de inyeccion
hemostatica descrita anteriormente.

Todavia otro objeto de la presente invencién es proporcionar un método de inyeccion (que no forme parte de la
invencién) que no provoque ningun sangrado usando la aguja de inyeccidon hemostatica descrita anteriormente.

Para lograr el objetivo anterior, la presente invencién proporciona el uso de un hidrogel para recubrir una aguja de
inyeccion que evita el sangrado durante la inyeccion, que comprende un quitosano en el que se introduce un grupo
catecol y al menos una porcion del grupo catecol se oxida y se reticula.

La presente invencién también proporciona una aguja de inyeccién hemostatica que comprende el hidrogel de
recubrimiento para aguja de inyeccion descrito anteriormente recubierto en su superficie.

La presente invencidon también proporciona un método para preparar la aguja de inyeccidon hemostatica descrita
anteriormente, el método que comprende las etapas de:

(1) preparar una solucién de un quitosano en el que un grupo catecol

\OH

(‘/0"')

y un grupo catecol al menos parcialmente oxidado

se introducen y se reticulan parcialmente; y
(2) recubrir la superficie de una aguja de inyeccion con la solucion de la etapa (1).

También se proporciona un método de inyeccién (que no forma parte de la invencién) que no provoca sangrado, el
método que comprende las etapas de:

(1) preparar una solucion de un quitosano en el que un grupo catecol

y un grupo catecol al menos parcialmente oxidado

\ )
( 0)
se introducen y se reticulan parcialmente;

(2) preparar una aguja de inyeccidon hemostatica recubriendo la superficie de una aguja de inyeccién con la
solucion de la etapa (1); y
(3) realizar la inyeccién en un ser humano o un animal mediante el uso de la aguja de inyeccién hemostatica
preparada en la etapa (2).

Breve descripcion de los dibujos
La Fig. 1 representa imagenes de los resultados de la microscopia electronica de barrido realizada para analizar

la forma y los componentes de una aguja de inyeccion hemostatica fabricada en el Ejemplo 1.
La Fig. 2 es un grafico que muestra el espesor de una pelicula recubierta en cada una de las agujas de inyeccion
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hemostaticas fabricadas en los Ejemplos 1 a 3, y las imagenes en la parte inferior de la Fig. 2 muestran formas
de pelicula medidas por microscopia electronica de barrido.

La Fig. 3 muestra experimentos ex vivo realizados para confirmar el mecanismo hemostatico de una aguja de
inyeccion hemostatica fabricada en el Ejemplo 1.

La Fig. 4 (A) muestra los resultados de la espectrometria UV-Vis de una solucién de quitosano-catecol (roja)
utilizada para la fabricacion de una aguja de inyeccion hemostatica. El espectro azul corresponde a una solucion
de quitosano-catecol utilizada como control en el que no se indujo la oxidacién parcial y la reticulacion del
catecol.

La Fig. 4 (B) muestra los resultados del analisis de resonancia magnética nuclear de hidrégeno' de una solucion
de quitosano-catecol (roja) utilizada para la fabricacién de una aguja de inyecciéon hemostatica.

La Fig. 4 (C) es un grafico que muestra las propiedades reoldgicas observadas al exponer peliculas, cada una
formada por una solucién de quitosano-catecol, a solucion salina (parte superior: una solucién de quitosano-
catecol en la que no se indujo la oxidacion parcial y la reticulacion del catecol; parte inferior: una soluciéon de
quitosano-catecol utilizada en los Ejemplos 1 a 3).

La Fig. 5 muestra resultados experimentales in vivo para una aguja de inyeccion hemostatica fabricada en el
Ejemplo 1. Especificamente, la Fig. 5 (A) muestra un efecto hemostatico evaluado usando un modelo de la vena
safena de ratdn; la Fig. 5 (B) es un grafico que muestra la cantidad de sangrado observado usando un modelo de
la vena safena de ratén; y la Fig. 5 (C) muestra un efecto hemostatico evaluado utilizando un modelo de la vena
de la oreja de conejo.

Mejor modo para realizar la invencion

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este documento tienen el
mismo significado que el entendido comunmente por un experto en la materia a la que pertenece la invencion.
Generalmente, la nomenclatura utilizada en el presente documento y los métodos experimentales, que se
describiran a continuacion, son los bien conocidos y cominmente empleados en la técnica.

A continuacion, la presente invencion se describira en detalle.

La presente invencién proporciona el uso de un hidrogel para recubrir una aguja de inyeccién que evita el sangrado
durante la inyeccion, que comprende un quitosano en el que se introduce un grupo catecol y al menos una porcién
del grupo catecol esta oxidada y reticulada.

En este documento, el grupo -OH del grupo catecol en el hidrogel se oxida parcialmente a un grupo =0 y, a
continuacién se reticula por una reaccién de deshidratacién-condensacién con un grupo -NH2 contenido en el
quitosano, y el grado de oxidacién del grupo catecol es preferiblemente del 1 al 20 % (en base molar) del grupo
catecol contenido en el hidrogel. Si el grado de oxidacién del grupo catecol es inferior al 1 % del grupo catecol
contenido en el hidrogel, habra un problema porque la reticulacion con el grupo -NH2 contenido en el quitosano no se
induce suficientemente, y si el grado de oxidacion del grupo catecol es mas del 20 % pero no mas del 80 % del
grupo catecol contenido en el hidrogel, sera posible el recubrimiento de la aguja, pero habra un problema porque el
grado de curado de la pelicula recubierta aumenta de modo que la pelicula no puede exhibir un efecto hemostatico.
Si el grado de oxidacion del grupo catecol es mas del 80 % del grupo catecol contenido en el hidrogel, habra un
problema porque el grado de curado por reticulacién aumenta y, por lo tanto, se obtienen propiedades que no son
deseables para recubrir la aguja.

La expresion "reticulacion por una reacciéon de deshidratacion-condensacion” significa que, como se muestra en el
siguiente esquema de reaccion 1, el grupo oxo (=O) del grupo catecol oxidado

reacciona con un grupo amina (-NHz) posicionado en una orientacién adecuada en el quitosano, formando asi un
enlace.
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Esquema de reaccioén 1

1

cadena de quitosano |

Lcadena de quitosanol

NH,
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x"_‘ | ‘/ NH
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7 :
NH cadena de quitosano I
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| cadena de quitosg]
2

en el que el compuesto representado por la férmula 1 indica el grupo amina (-NH2z) del quitosano introducido con el

grupo catecol
OH
X
[
=
(™7 ToH)

y el grupo catecol oxidado

en el que el compuesto representado por la férmula 2 indica el grupo catecol oxidado del quitosano introducido con

el grupo catecol
€,
T
(7 oH)
<L
\
( Q)

en el que el compuesto representado por la férmula 3 indica un compuesto por una reacciéon de deshidratacion-
condensacion entre el compuesto representado por la férmula 1 y el compuesto representado por la formula 2; y

en el que L es un enlace sencillo, alquileno C1s de cadena lineal o ramificada, o -C(=0)-R'-, en el que R' es un
enlace sencillo o alquileno C1.s de cadena lineal o ramificada.

y el grupo catecol oxidado

Especificamente, un precursor del quitosano introducido con el grupo catecol

R OH

s

( OH)
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y el grupo catecol oxidado

es un quitosano no introducido con el grupo catecol oxidado, y la estructura quimica especifica del quitosano
introducido con el grupo catecol, utilizada en los ejemplos a continuaciéon, es como se muestra en la siguiente
férmula 4:

Férmula 4

NHy

) ”04%0 o
HO
OH

en la que x:y:z es preferiblemente 6:1:3.

La presente invencién también proporciona una aguja de inyeccion hemostatica que comprende el hidrogel de
recubrimiento para aguja de inyeccion descrito anteriormente recubierto en su superficie. En este documento, el
espesor del hidrogel recubierto en la aguja de inyeccion hemostatica es preferiblemente de 2 a 30 um. Si el espesor
es inferior a 2 ym, habra un problema porque el hidrogel se incluye en una cantidad insuficiente para evitar que
ocurra sangrado durante y después de la inyeccion, y por lo tanto, no se previene el sangrado de manera efectiva y
si el espesor es superior a 30 ym, habra un problema porque el espesor del hidrogel recubierto en la aguja es
grueso y, por lo tanto, el hidrogel no ingresa al cuerpo vivo junto con la aguja de inyeccién durante la inyeccién y es
empujado por la piel, lo que indica que el sangrado no se impide de forma efectiva.

La presente invencion también proporciona un método para fabricar la aguja de inyeccion hemostatica descrita
anteriormente, el método que comprende las etapas de:

(1) preparar una solucion de un quitosano en el que un grupo catecol

y un grupo catecol al menos parcialmente oxidado

94
A
( 0)
se introducen y se reticulan parcialmente; y

(2) recubrir la superficie de una aguja de inyeccion con la solucion de la etapa (1).
A continuacion, el método para fabricar la aguja de inyeccién hemostatica se describira en detalle paso a paso.

En el método para fabricar la aguja de inyeccién hemostatica segun la presente invencion, la etapa (1) es una etapa
para preparar una solucién de un quitosano en el que un grupo catecol
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(

OH
X
]
oM
y un grupo catecol al menos parcialmente oxidado

€1
(o)

En este caso, la solucién puede obtenerse disolviendo en un disolvente un quitosano introducido con un grupo
catecol y almacenando la solucién de quitosano para inducir la oxidacion parcial y la reticulacién del grupo catecol.
En este documento, la temperatura para almacenar el quitosano es preferiblemente de 0 a 20 °C, maés
preferiblemente de 2 a 10 °C, mucho mas preferiblemente de 3 a 5 °C, lo mas preferiblemente de 4 °C. Ademas, el
tiempo para almacenar el quitosano es preferiblemente de 1 a 5 dias, mas preferiblemente de 2 a 4 dias, lo mas
preferiblemente de 3 dias. El quitosano introducido con el grupo catecol esta contenido preferiblemente en una
cantidad del 1 al 2 % en peso, mas preferiblemente del 1,3 al 1,7 % en peso, lo mas preferiblemente del 1,5 % en
peso, basado en el peso total de la solucion.

se introducen y se reticulan parcialmente.

Si la temperatura y el tiempo de almacenamiento de quitosano y el contenido del quitosano introducido con el grupo
catecol estan fuera de los rangos especificados anteriormente, puede producirse un problema porque no se obtienen
las propiedades fisicas de una pelicula requerida para recubrir la aguja de inyeccion hemostatica.

En el método para fabricar la aguja de inyeccién hemostatica segun la presente invencion, la etapa (2) es una etapa
para recubrir la superficie de una aguja de inyeccion con la solucién de la etapa (1). Especificamente, la etapa (2) es
una etapa para poner la solucién en la aguja de inyeccidn, y a continuacion recubrir uniformemente la superficie de
la aguja de inyeccidon mientras se gira la aguja de inyeccion a cierta velocidad.

En este caso, el espesor del recubrimiento de la aguja de inyeccion puede ajustarse dependiendo de la cantidad de
solucion utilizada, y por lo tanto pueden recubrirse agujas de inyeccion que tienen una variedad de diametros
diferentes.

También se proporciona un método de inyeccién (que no forma parte de la invencién) que no provoca sangrado, el
método que comprende las etapas de:

(1) preparar una solucion de un quitosano en el que un grupo catecol

CC
e
( ~Fon)

y un grupo catecol al menos parcialmente oxidado

€1
\ .
( 7 70}
se introducen y se reticulan parcialmente;

(2) preparar una aguja de inyeccidon hemostatica recubriendo la superficie de una aguja de inyecciéon con la
solucion de la etapa (1); y
(3) realizar la inyeccion en un ser humano o un animal mediante el uso de la aguja de inyeccion hemostatica
preparada en la etapa (2).

A continuacién, se describira en detalle paso a paso el método de inyeccién que no provoca sangrado.

En el método de inyeccion que no provoca sangrado, la etapa (1) es una etapa para preparar una solucion de un
quitosano en el que un grupo catecol
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(98
[ o)

y un grupo catecol al menos parcialmente oxidado
£
T
( )

En este caso, la solucién puede obtenerse disolviendo en un disolvente un quitosano introducido con un grupo
catecol y almacenando la solucién de quitosano para inducir la oxidacion parcial y la reticulacién del grupo catecol.
En este documento, la temperatura para almacenar el quitosano es preferiblemente de 0 a 20 °C, maés
preferiblemente de 2 a 10 °C, mucho mas preferiblemente de 3 a 5 °C, lo mas preferiblemente de 4 °C. Ademas, el
tiempo para almacenar el quitosano es preferiblemente de 1 a 5 dias, mas preferiblemente de 2 a 4 dias, lo mas
preferiblemente de 3 dias. El quitosano introducido con el grupo catecol esta contenido preferiblemente en una
cantidad del 1 al 2 % en peso, mas preferiblemente del 1,3 al 1,7 % en peso, lo mas preferiblemente del 1,5 % en
peso, basado en el peso total de la solucion.

se introducen y se reticulan parcialmente.

Si la temperatura y el tiempo de almacenamiento de quitosano y el contenido del quitosano introducido con el grupo
catecol estan fuera de los rangos especificados anteriormente, puede producirse un problema porque no se obtienen
las propiedades fisicas de una pelicula necesaria para recubrir la aguja de inyeccion hemostatica.

En el método de inyeccidon que no provoca sangrado, la etapa (2) es una etapa para preparar una aguja de inyeccion
hemostatica recubriendo la superficie de una aguja de inyeccion con la solucién de la etapa (1). Especificamente, la
etapa (2) es una etapa para poner la solucién en la aguja de inyeccioén, y a continuacién recubrir uniformemente la
superficie de la aguja de inyeccidén mientras se gira la aguja de inyeccioén a cierta velocidad.

En este caso, el espesor del recubrimiento de la aguja de inyeccion puede ajustarse dependiendo de la cantidad de
solucion utilizada, y por lo tanto pueden recubrirse agujas de inyeccion que tienen una variedad de diametros
diferentes.

En el método de inyeccidon que no provoca sangrado, la etapa (3) es una etapa para realizar la inyeccién en un ser
humano o un animal mediante el uso de la aguja de inyecciéon hemostatica preparada en la etapa (2).

En este documento, el método de inyeccidbn que no provoca sangrado se caracteriza por que una capa de
recubrimiento en la superficie de la aguja de inyeccion hemostatica se expone a un ambiente soluble en agua in vivo
y se somete a una transicion de fase a un hidrogel que sella un sitio perforado causado por inyeccion para asi
prevenir el sangrado. Para asegurar un tiempo suficiente para la conversiéon al hidrogel, la aguja de inyeccion
hemostatica se mantiene preferiblemente en un estado inyectado durante 10 a 30 segundos después de la
inyeccion. Si el tiempo durante el cual la aguja de inyeccién hemostatica se mantiene in vivo es inferior a 10
segundos, habra un problema porque no se garantiza un tiempo suficiente para la conversion al hidrogel y, por lo
tanto, no se previene el sangrado de manera efectiva, y si el tiempo durante el cual la aguja de inyeccion
hemostatica se mantiene in vivo es mas de 30 segundos, se puede garantizar un tiempo suficiente para la
conversion al hidrogel, pero habra un problema porque se produce un hematoma debido a la irritacién de la piel.

Los siguientes experimentos se realizaron para evaluar la capacidad hemostatica de la aguja de inyeccion
hemostatica segun la presente invencion.

Primero, la aguja de inyeccidon hemostatica fabricada en el Ejemplo 1 se observé con un microscopio electronico de
barrido. Como resultado de la observacion, se descubrié que la forma de la aguja de inyeccidon hemostatica
fabricada en el Ejemplo 1 se mantenia, y la superficie de la aguja de inyeccién se revestia uniformemente. Ademas,
los componentes de la capa de recubrimiento en la superficie de la aguja de inyeccién hemostatica fabricada en el
Ejemplo 1 se analizaron por espectrometria de rayos X dispersiva de energia. Como resultado del andlisis, se
apreciaba que en la superficie de la aguja de inyeccion no recubierta, se detectaron elementos como el cromo, el
hierro y similares, que son los materiales de la aguja de inyeccion, mientras que en la superficie de la aguja de
inyeccion hemostatica fabricada en el Ejemplo 1, se detectaron carbono, nitrégeno, oxigeno y similares, que son
elementos principales contenidos en el quitosano funcionalizado con catecol (véase la Fig. 1 en el Ejemplo
experimental 1).

Ademas, para analizar el espesor de la pelicula de recubrimiento en la superficie de la aguja de inyeccién
hemostatica fabricada en cada uno de los Ejemplos 1 a 3, la pelicula se separd y el espesor de la misma se midié
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con un microscopio electrénico de barrido. Como resultado de la medicion, se apreciaba que a medida que
aumentaba el espesor de cada aguja de inyeccion hemostatica, el espesor de la pelicula de quitosano-catecol
formado disminuia por la tensién superficial en la aguja de inyeccion hemostatica. Especificamente, se encontré que
los espesores de la pelicula recubierta en la superficie de la aguja de inyeccién hemostéatica fabricada en los
Ejemplos 1 a 3 eran de 25,2 + 2,8 ym, 26,6 + 3,0 ym y 3,8 + 0,7 pm, respectivamente (véase la Fig. 2 en el Ejemplo
experimental 2).

Ademas, se realizd un experimento ex vivo para evaluar la capacidad hemostatica de la aguja de inyeccion
hemostatica fabricada en el Ejemplo 1. Como resultado del experimento, se descubrié que en la aguja de inyeccion
convencional, se producia una fuga de solucién salina, mientras que en la aguja de inyeccién hemostatica fabricada
en el Ejemplo 3, la puncién en el tejido subcutaneo se sellé y se evitd la fuga de solucion salina, debido a la
conversion de la pelicula de recubrimiento en la aguja de inyeccién en un hidrogel, que se produjo de 15 a 20
segundos después de la puncion del tejido subcutaneo (véase la Fig. 3 en el Ejemplo experimental 3).

Ademas, se encontré que para verificar la conversion de la pelicula en la superficie de la aguja de inyeccion
hemostatica al hidrogeno como se confirma en el Ejemplo experimental 3, se analizaron las propiedades de la
solucion de quitosano-catecol utilizada en la fabricacién de la aguja de inyeccion hemostatica por espectrometria
UV-Vis (véase la Fig. 4 (A) en el Ejemplo experimental 4).

Ademas, para confirmar la conversion de la pelicula de recubrimiento formada en la superficie de la aguja de
inyeccion hemostatica en un hidrogel como se puede ver en el Ejemplo experimental 3, se realizé el analisis por
espectrometria de resonancia magnética nuclear de hidrogeno!. Como resultado, se descubrié que se formaba un
intermedio por oxidacion parcial de catecol (véase la Fig. 4 (B) en el Ejemplo experimental 4).

Ademas, se descubrid que una pelicula formada al secar 300 ul de la solucién de quitosano-catecol utilizada en los
Ejemplos se expuso a solucién salina durante 15 a 20 segundos, y a continuacién el material formado tenia la
propiedad de hidrogel (véase la Fig. 4 (C) en el Ejemplo experimental 4).

Ademas, se realiz6 un experimento in vivo para evaluar la capacidad hemostatica de la aguja de inyeccién
hemostatica fabricada en el Ejemplo 1. Como resultado del experimento, se encontré que en la aguja de inyeccion
hemostatica fabricada en el Ejemplo 1, el recubrimiento formado a partir de la solucion de quitosano-catecol se
convertia en un hidrogel y se hinchaba, lo que indica que la aguja de inyeccion hemostatica tiene un efecto
hemostatico significativamente mejor en comparacioén con una aguja de inyeccion convencional (véase la Fig. 5 (A)
en el Ejemplo experimental 5).

Ademas, se encontré que una aguja de inyeccién convencional mostraba una cantidad de sangrado total de 31,3 pl
en un total de tres experimentos (n = 3), mientras que la aguja de inyeccidon hemostética fabricada en el Ejemplo 1
no provocaba ningun sangrado (véase la Fig. 5 (B) en el Ejemplo experimental 5). Ademas, se descubrié que la
aguja de inyeccion convencional provocaba sangrado durante y después de la inyeccion en la vena de la oreja de
conejo, mientras que la aguja de inyeccién hemostatica fabricada en el Ejemplo 2 no provocaba ningun sangrado
durante y después de la inyeccion (véase la Fig. 5 (C) en el Ejemplo experimental 5).

Por lo tanto, la aguja de inyeccion hemostatica de acuerdo con la presente invencién puede suprimir el sangrado
durante y después de la inyeccién y, por lo tanto, puede usarse eficazmente para la inyeccién no solo en pacientes,
incluidos pacientes diabéticos, pacientes bajo tratamiento anticancerigeno y pacientes con hemofilia, que tienen una
capacidad hemostatica baja, sino también en pacientes que muestran respuestas de rechazo de sangre, y nifios.

A continuacién, la presente invencidon se describira con mas detalle con referencia a ejemplos y ejemplos
experimentales.

Sera obvio para una persona con conocimientos en la técnica que estos ejemplos y ejemplos experimentales son
solo para fines ilustrativos y no deben interpretarse para limitar el alcance de la presente invencion.
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Ejemplo de preparacion 1: Preparacion de quitosano introducido con catecol

OH
NH,
. e
»“0*%? o 0
HO NH
OH O

HO OH

Se disolvieron 3 g de aproximadamente el 30 % de quitosano acetilado (quitosano 70/100, modelo: 24204, fabricado
por Heppe Medical Chitosan) en 292 ml de solucién de HCI (pH = 2) durante 6 horas. La soluciéon de quitosano se
ajustd a un pH de 5,5 afiadiendo lentamente 8 ml de soluciéon de NaOH 0,5 N a la misma. La solucién preparada de
quitosano al 1 % se estabilizé durante 12 horas.

A la solucién de quitosano preparada, se le afadieron 2,37 g de acido 3-(3,4-dihidroxifenil) propanoico. A
continuacién, como reactivo para formar un enlace amida (-CONH-) entre el grupo amina (-NHz) del quitosano y el
grupo carboxilo (-COOH) del acido 3-(3,4-dihidroxifenil) propanoico, se disolvieron 2,02 g de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) en 50 ml de etanol y se afiadio a la solucién de quitosano. A continuacion, la
solucion se ajustd a un pH de 4,5 y a continuacién se dejo reaccionar durante 1 hora. En este proceso, se prepard
un quitosano funcionalizado con catecol.

Para eliminar el acido 3-(3,4-dihidroxifenil) propanoico sin reaccionar y la 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC), la solucion después de la reaccion se dializé en 4,5 | de agua triplemente destilada que contenia cloruro de
sodio y 3 ml de HCI 5 N mediante el uso de una membrana de didlisis (limite de peso molecular: 12.000-15.000)
durante 3 dias. Ademas, la solucion se dializé en 4,5 | de agua triplemente destilada que contenia 3 ml de HCI 5 N
durante 2 dias. Finalmente, la solucién se dializé con agua triplemente destilada durante 6 horas, y a continuacién se
liofilizd, preparando asi un quitosano funcionalizado con catecol (x:y:z = 6:1:3).

Ejemplo 1: Fabricacién 1 de aguja de inyeccion hemostatica (26G)

Se disolvieron 1,5 ml del quitosano funcionalizado con catecol preparado en el Ejemplo de preparacion 1 en 100 pl
de agua triplemente destilada, y a continuacién se almacené a 4 °C durante 3 dias para inducir la oxidacion parcial y
la reticulacion del grupo catecol. Como resultado, se preparé una solucién de quitosano (en adelante denominada
"solucion de quitosano-catecol" en la que el grupo catecol

OH

y el grupo catecol oxidado

se introdujeron y fueron parcialmente reticulados.

El grado de oxidacion del grupo catecol en la solucién de quitosano-catecol se determiné midiendo la absorbancia a
una longitud de onda de 500 nm mediante espectrometria UV-Vis. Cuando se forma una reticulacidon entre el grupo
catecol oxidado y el grupo amina del quitosano, aparece la absorbancia a una longitud de onda de 500 nm. Por lo
tanto, en funcion de la absorbancia que aparece, la solucién de quitosano-catecol se traté con NalO4 (que es un
agente oxidante que induce la oxidacion de la solucidon de quitosano-catecol en el mayor grado posible) en una
cantidad igual a tres veces los moles del grupo catecol, y se evalué el grado de oxidacién de la solucién de
quitosano-catecol. Como resultado, se demostré que el grado de oxidaciéon de la soluciéon de quitosano-catecol fue
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del 4,5al 5,5 %.

Mientras tanto, para un recubrimiento estable con la solucién preparada de quitosano-catecol, se traté una aguja de
inyeccion de 26G de espesor con plasma de oxigeno durante 10 minutos. A continuacion, se pusieron 6,5 pl de la
solucion de quitosano-catecol y se revistieron sobre la aguja de inyeccion a temperatura ambiente y una velocidad
de rotacion de 40 rpm durante 1 hora, y se secaron durante 2 horas. Este procedimiento se repitié dos veces,
fabricando asi una aguja de inyeccién hemostatica.

Ejemplo 2: Fabricaciéon 1 de aguja de inyecciéon hemostatica (23G)

Se fabricé una aguja de inyeccion hemostatica de la misma manera que se describe en el Ejemplo 1, excepto por
que se uso una aguja de inyeccion de 23G de espesor en lugar de la aguja de inyeccion de 26G de espesor y que la
solucién de quitosano-catecol se us6 en una cantidad de 9 pl en lugar de 6,5 .

Ejemplo 3: Fabricaciéon 3 de aguja de inyeccién hemostatica (18G)

Se fabricé una aguja de inyeccion hemostatica de la misma manera que se describe en el Ejemplo 1, excepto por
que se uso una aguja de inyeccion de 18G de espesor en lugar de la aguja de inyeccion de 26G de espesor y que la
solucion de quitosano-catecol se uso en una cantidad de 20 ul en lugar de 6,5 pl.

Ejemplo experimental 1: observacién de la forma de las agujas de inyeccién hemostatica

La aguja de inyeccion hemostatica fabricada en el Ejemplo 1 se observé con un microscopio electrénico de
barrido (Hitachi S-4800), y los resultados de la observacion se muestran en la Fig. 1.

La Fig. 1 representa imagenes de los resultados de la microscopia electrénica de barrido realizada para analizar la
forma y los componentes de una aguja de inyecciéon hemostatica fabricada en el Ejemplo 1.

Como se muestra en la Fig. 1, se mantuvo la forma de la aguja de inyeccion hemostatica fabricada en el Ejemplo 1,
y se recubrié uniformemente una solucién de quitosano-catecol sobre la superficie de la aguja de inyeccion.

Ademas, los componentes de la capa de recubrimiento en la superficie de la aguja de inyeccion hemostatica
fabricada en el Ejemplo 1 se analizaron por espectrometria de rayos X dispersiva de energia. Usando un
espectrometro de rayos X dispersivo de energia conectado a un microscopio electréonico de barrido, se detectaron
rayos X de fluorescencia al medir la capa de recubrimiento en la superficie de la aguja de inyeccién hemostatica
fabricada en el Ejemplo 1, y se analizaron los elementos detectados durante 120 segundos.

Como resultado, tal como se muestra en el grafico en la parte inferior de la Fig. 1, en la superficie de la aguja de
inyeccion no revestida, se detectaron elementos tales como cromo, hierro y similares, que son los materiales de la
aguja de inyeccion, mientras que, en la superficie de la aguja de inyeccién hemostatica fabricada en el Ejemplo 1, se
detectaron carbono, nitrégeno, oxigeno y similares, que son elementos principales contenidos en el quitosano
funcionalizado con catecol.

Por lo tanto, se demostr6 que la aguja de inyeccidbn hemostatica segun la presente invencion se fabricéd
exactamente.

Ejemplo experimental 2: Analisis del espesor

Para analizar el espesor de la pelicula de recubrimiento sobre la superficie de la aguja de inyeccién hemostatica
fabricada en cada uno de los Ejemplos 1 a 3, la pelicula se separd y su espesor se midié con un microscopio
electrénico de barrido (Hitachi S-4800). Los resultados de la mediciéon se muestran en la Fig. 2.

La Fig. 2 es un grafico que muestra el espesor de una pelicula recubierta en cada una de las agujas de inyeccion
hemostaticas fabricadas en los Ejemplos 1 a 3, y las imagenes en la parte inferior de la Fig. 2 muestra formas de
pelicula medidas por microscopia electrénica de barrido.

Como se muestra en la Fig. 2, a medida que aumentaba el espesor de cada aguja de inyeccion hemostatica, el
espesor de la pelicula de quitosano-catecol formado se reducia por la tensién superficial en la aguja de inyeccion
hemostatica. Sin embargo, dado que la diferencia de espesor entre la aguja de inyeccion hemostatica del Ejemplo 1
(26G) y la aguja de inyeccion hemostatica del Ejemplo 2 (23G) no fue grande, no hubo una gran diferencia en el
espesor de la pelicula en la superficie entre el Ejemplo 1 y Ejemplo 2. Especificamente, los espesores de la pelicula
recubierta sobre la superficie de la aguja de inyeccidon hemostatica fabricada en los Ejemplos 1 a 3 fueron de 25,2 +
2,8 ym, 26,6 + 3,0 ymy 3,8 £ 0,7 ym, respectivamente.

Ejemplo experimental 3: Evaluacién ex vivo de la capacidad hemostatica
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Para evaluar la capacidad hemostatica de la aguja de inyeccion hemostatica fabricada en el Ejemplo 3, se realizé un
experimento ex vivo como se muestra en la Fig. 3. Especificamente, un extremo de cada tubo de jeringa se bloqued
con el tejido subcutaneo de ratones atimicos (ratones atimicos BALBc, de 8 semanas de edad, macho, de 23 a 25
g), y cada tubo de jeringa se llené con solucion salina. A continuacion, el tejido subcutaneo se punciond con la aguja
de inyeccion hemostatica (18G) fabricada en el Ejemplo 3 o una aguja de inyeccién convencional, y se observo si la
solucidn salina se filtraria o no a través de la puncion.

La Fig. 3 muestra experimentos ex vivo realizados para confirmar el mecanismo hemostatico de una aguja de
inyeccion hemostatica fabricada en el Ejemplo 1.

Como se muestra en la Fig. 3, en la aguja de inyeccidon convencional, se produjo una fuga de solucion salina,
mientras que, en la aguja de inyeccion hemostatica fabricada en el Ejemplo 3, la puncién en el tejido subcutaneo se
sello y se evitd la fuga de solucién salina, debido a la conversién de la pelicula de recubrimiento en la aguja de
inyeccion en un hidrogel, que se produjo de 15 a 20 segundos después de la puncién del tejido subcuténeo.

Ejemplo experimental 4: Andlisis de las propiedades de la pelicula para confirmar el mecanismo hemostatico

Para verificar la conversion de la pelicula sobre la superficie de la aguja de inyeccién hemostatica al hidrogel como
se confirma en el Ejemplo experimental 3, se analizaron las propiedades de la solucién de quitosano-catecol
utilizada en la fabricacion de la aguja de inyecciéon hemostatica por espectrometria UV-Vis (HP8453, Hewlett
Packard). Los resultados del analisis se muestran en la Fig. 4 (A).

La Fig. 4 (A) muestra los resultados de la espectrometria UV-Vis de una solucion de quitosano-catecol (roja)
utilizada para la fabricacidon de una aguja de inyeccion hemostatica. El espectro azul corresponde a una solucion de
quitosano-catecol utilizada como control en la que no se indujo la oxidacién parcial y la reticulacion del catecol.

Como se muestra en la Fig. 4 (A), los resultados de medicion de la espectrometria UV-Vis mostraron absorbancia a
una longitud de onda de 500 nm, y por lo tanto el catecol en la solucién de quitosano-catecol se oxid6 parcialmente.

Ademas, el analisis se realizo mediante espectrometria de resonancia magnética nuclear de hidrogeno’ (Bruker AV-
300). Como resultado, como se muestra en la Fig. 4 (B), se formé un intermedio por oxidacion parcial de catecol.

La Fig. 4 (B) muestra los resultados del analisis de resonancia magnética nuclear de hidrégeno' de una solucion de
quitosano-catecol (roja) utilizada para la fabricacién de una aguja de inyecciéon hemostatica.

Ademas, una pelicula formada al secar 300 pl de la solucién de quitosano-catecol se expuso a solucién salina
durante 15 a 20 segundos, y a continuacion el material formado se analizé6 mediante un reémetro (Bohlin Advanced
Rheometer, Malvern Instruments). Como resultado, como se muestra en la Fig. 4 (C), el material formado tenia la
propiedad de hidrogel.

La Fig. 4 (C) es un grafico que muestra las propiedades reolégicas observadas al exponer peliculas, cada una
formada por una solucién de quitosano-catecol, a solucién salina (parte superior: una solucion de quitosano-catecol
en la que no se indujo la oxidacion parcial y la reticulacion del catecol; parte inferior: una solucion de quitosano-
catecol utilizada en los Ejemplos 1 a 3).

Especificamente, se puso una pelicula formada a partir de la solucidon de quitosano-catecol utilizada en los Ejemplos
1 a 3 en el soporte de muestra de un redmetro, y se analizé el grado de deformacién del material en funcion del
modulo de almacenamiento (G') y el moédulo de pérdida (G") mientras se aplicaba un esfuerzo cortante de 100 Pa a
una frecuencia de 0,1-10 rad/seg mediante el uso de una placa paralela de 20 mm de espesor. El médulo de
almacenamiento (G') y el mdédulo de pérdida (G") se calcularon utilizando lo siguiente ecuacion 1:

Ecuacion 1

6= 1o[G'(0) e (1) +G"(0)cos(01)]

en la que o es un esfuerzo cortante aplicado al material;

Yo €s una amplitud maxima de un esfuerzo cortante que aparece por la deformacion del material;
G' es un modulo de almacenamiento;

G" es un modulo de pérdida;

w es una frecuencia; y

t es un tiempo.

Como se muestra en la parte superior de la Fig. 4 (C), la pelicula formada a partir de la solucién de quitosano-

catecol en la que no se introducen parcialmente la oxidacién y la reticulacion del catecol mostraba que el médulo de
pérdida (G") era mayor que el mdédulo de almacenamiento (G') en la mayoria de las regiones, lo que indica que no se
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formé hidrogel.

Sin embargo, como se muestra en la parte inferior de la Fig. 4 (C), la pelicula formada a partir de la solucién de
quitosano-catecol utilizada en los Ejemplos 1 a 3 mostraba un médulo de almacenamiento (G') mayor que el médulo
de pérdida (G") en toda la region, lo que indica que se formd hidrogel.

Ejemplo experimental 5: Evaluacién in vivo de la capacidad hemostatica

Para evaluar las capacidades hemostaticas de las agujas de inyeccién hemostaticas fabricadas en los Ejemplos 1y
2, se realizo el siguiente experimento.

Primero, se prepararon modelos de la vena safena de ratén (ratones atimicos BALBc, macho, de 8 semanas, 23 a
25 g) y modelos de la vena de la oreja de conejo (conejos blancos de Nueva Zelanda, hembras de 12-14 semanas,
2,5 a 3,0 kg). A continuacion, para garantizar un tiempo suficiente durante el cual la pelicula recubierta sobre la
superficie de la aguja de inyeccién hemostatica fabricada en los Ejemplos 1 o 2 se convertiria en un hidrogel, la
aguja de inyeccion se retird a los 20 segundos después de la inyeccion. Los resultados se muestran en la Fig. 5.

La Fig. 5 muestra resultados experimentales in vivo para una aguja de inyeccion hemostatica fabricada en los
Ejemplos 1 o 2. Especificamente, la Fig. 5 (A) muestra un efecto hemostatico evaluado usando un modelo de la
vena safena de ratén a través de una aguja de inyeccion fabricada en el Ejemplo 1; la Fig. 5 (B) es un grafico que
muestra la cantidad de sangrado observado usando un modelo de la vena safena de ratén; y la Fig. 5 (C) muestra
un efecto hemostatico evaluado usando un modelo de la vena de la oreja de conejo a través de una aguja de
inyeccion fabricada en el Ejemplo 2.

Como se muestra en la Fig. 5 (A), en la aguja de inyeccidon hemostatica fabricada en el Ejemplo 1, el recubrimiento
formado a partir de la solucién de quitosano-catecol se convirti6 en un hidrogel y se hinché, lo que indica que la
aguja de inyeccion hemostatica tiene un efecto hemostatico significativamente mejor en comparacioén con una aguja
de inyeccion convencional.

Ademas, como se muestra en la Fig. 5 (B), una aguja de inyeccion convencional mostraba una cantidad de sangrado
total de 31,3 pl, en un total de tres experimentos (n = 3), mientras que la aguja de inyeccion hemostatica fabricada
en el Ejemplo 1 no provocaba ningun sangrado.

Ademas, como se muestra en la Fig. 5 (C), la aguja de inyeccién convencional provocaba sangrado durante y
después de la inyeccién en la vena de la oreja de conejo, mientras que la aguja de inyecciéon hemostatica fabricada
en el Ejemplo 2 no provocaba ningun sangrado durante y después de la inyeccion.

Por lo tanto, la aguja de inyeccién hemostatica recubierta con una solucién de un quitosano en el que un grupo

catecol
0
.

( OH )

<L
(Yo,

se introducen y se reticulan parcialmente de acuerdo con la presente invencion, pueden suprimir el sangrado
durante y después de la inyeccion, y por lo tanto pueden usarse eficazmente para inyeccion no solo en pacientes,
incluidos pacientes diabéticos, pacientes bajo tratamiento contra el cancer y pacientes con hemofilia, que tienen una
baja capacidad hemostatica, sino también en pacientes que muestran respuestas de rechazo de sangre y nifios.

y un grupo catecol oxidado

Aplicabilidad industrial

La aguja de inyeccion hemostatica de acuerdo con la presente invencion puede suprimir el sangrado durante y
después de la inyeccion y, por lo tanto, puede usarse eficazmente para inyeccion no solo en pacientes, incluidos
pacientes diabéticos, pacientes bajo tratamiento contra el cancer y pacientes con hemofilia, que tienen una baja
capacidad hemostatica, sino también en pacientes que muestran respuestas de rechazo de sangre y nifios.

Aungue la presente invencion se ha descrito en detalle con referencia a las caracteristicas especificas, sera evidente
para los expertos en la materia que esta descripcién es solo para una realizacion preferida y no limita el alcance de
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la presente invencion. Por lo tanto, el alcance sustancial de la presente invencion estara definido por las
reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Uso de hidrogel para recubrir una aguja de inyeccién que evita el sangrado durante la inyeccion, que comprende
un quitosano en el que se introduce un grupo catecol y al menos una porcién del grupo catecol esta oxidada y
reticulada.
2. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el grupo -OH del grupo catecol en el hidrogel se oxida
parcialmente a un grupo =0, y a continuacién se reticula mediante una reaccién de deshidrataciéon-condensacion
con un grupo -NH2 contenido en el quitosano.

3. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que un grado de oxidacién del grupo catecol es del 1 al 20 % (en
base molar) del grupo catecol contenido en el hidrogel.

4. Una aguja de inyeccion hemostatica que comprende el hidrogel para recubrir una aguja de inyeccién de la
reivindicacion 1 recubierta sobre una superficie de la misma.

5. La aguja de inyeccidén hemostatica de la reivindicacion 4, en la que el espesor del hidrogel recubierto en la aguja
de inyeccion hemostatica es de 2 a 30 um.

6. Un método para preparar la aguja de inyeccién hemostatica de la reivindicacion 4, que comprende:
(1) preparar una solucién de quitosano en la que un grupo catecol
It o
N

(7 on)

y un grupo catecol al menos parcialmente oxidado

‘/’,0
5 @i
3
S 5
( "0)
se introducen y se reticulan parcialmente; y

(2) recubrir una superficie de una aguja de inyeccion con la solucion de la etapa (1).

7. El método de la reivindicacién 6, en el que la etapa (2) comprende una etapa para poner la soluciéon de quitosano
en la cual el grupo catecol y el grupo catecol oxidado se introducen y se reticulan parcialmente en la aguja de
inyeccion, y a continuacion se recubre la superficie de la aguja de inyeccidon mientras la aguja de inyeccion se gira a
una velocidad predeterminada.

8. El método de la reivindicacién 6, en el que el espesor del recubrimiento de la aguja de inyecciéon se ajusta
dependiendo de la cantidad de la solucién de quitosano.

15



ES 2767717 T3

FIG. 1
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FIG. 2

Ejemplo 3
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 5

A aguja de inyeccion convencional
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