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DESCRIPCION
Composiciones proteinaceas de fase invertible biocompatibles y procedimientos para producir y usar las mismas
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

El campo de las composiciones proteinaceas de fase invertible biocompatibles y procedimientos para producir y usar
las mismas.

Se han utilizado varias composiciones selladoras para controlar la fuga de liquido en un sitio quirdrgico, asi como
para otras aplicaciones. Sin embargo, las composiciones selladoras disponibles actualmente pueden sufrir serias
limitaciones con respecto al campo en el que pueden usarse, asi como su biocompatibilidad y sus propiedades
fisicas. Los efectos secundarios, tales como inflamacién, formacion fibrosa aguda en el sitio de la herida, toxicidad,
incapacidad para utilizar en un campo sangriento, malas propiedades fisicas del sellador y mala adhesién al sitio
quirargico, pueden tener un grave impacto en el paciente y, en consecuencia, pueden desempefar un papel
importante en la eficacia a largo plazo de la reparacion. Ademas, los selladores utiles tienen propiedades que
pueden hacerlos mas efectivos para la aplicacion quirdrgica. Las caracteristicas, tales como la capacidad de
localizacion en una ubicacién especifica, los tiempos de polimerizacion adecuadamente largos o cortos y las
caracteristicas de resorcion in vivo adecuadas, son vitales para completar con éxito el procedimiento de sellado.

Como tal, existe una necesidad continua de desarrollar nuevas composiciones biocompatibles para su uso como
selladores, asi como para su uso en otras aplicaciones.

Antecedentes de la técnica

Se han notificado diversas composiciones y aplicaciones de fase invertible en las patentes de Estados Unidos n.°:
3.438.374; 5.292.362; 5.385.606; 5.575.815; 5.583.1 14; 5.843.156; 6.162.241; 6.290.729; 6.310.036; 6.329.337;
6.371.975; 6.372.229; 6.423.333; y 6.458.147; asi como las solicitudes de Estados Unidos n.°: 2002/0015724;
2002/0022588; 2002/0183244; y 2004/0081676.

El documento WO 2004/012678 A2 describe composiciones proteinaceas de fase invertible biocompatibles, que se
preparan combinando un sustrato proteinaceo y un reticulante. El sustrato proteinaceo incluye una o mas proteinas y
un modificador de adhesién, y el reticulante puede ser un dialdehido tratado térmicamente, por ejemplo,
glutaraldehido tratado térmicamente.

El documento US 2004/052850 A1 describe un sellante de tejido hemostatico proteinaceo que comprende un
material de sustrato y un agente de reticulacion, en el que el material de sustrato comprende un material
proteinaceo, un carbohidrato y un modificador de adhesion.

Breve sumario de la invencién

Se proporcionan composiciones proteinaceas de fase invertible biocompatibles y procedimientos para producir y
usar las mismas. Las composiciones de fase invertible objeto se preparan combinando un reticulante y un sustrato.
El sustrato incluye un material proteinaceo y una poliamina en una proporcion en peso que tiene un efecto sinérgico
de mejora de la viscosidad sobre la composicion del sustrato y, al menos en muchas realizaciones, el sustrato
incluye un carbohidrato. El material proteinaceo incluye una o mas proteinas, tal como una proteina de albumina. La
poliamina es una amina polimérica cationica, tal como una polietilenimina. El agente de reticulacion comprende un
agente de reticulaciéon que comprende un producto de reaccién de un exceso de un agente de reticulacion de
dialdehido liquido y un glicosaminoglicano. En ciertas realizaciones, el reticulante es un agente de reticulacion
macromolecular, tal como un dialdehido tratado térmicamente reticulado a un polimero fisiologicamente aceptable,
tal como un glicosaminoglicano. En ciertas realizaciones, la viscosidad cinematica del sustrato y el reticulante son
aproximadamente iguales. También se proporcionan métodos de produccién y kits para usar en la preparacion de
las composiciones objeto. Las composiciones objeto, los métodos, los kits y los sistemas se utilizan en diversas
aplicaciones diferentes.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 ilustra el efecto sinérgico de la polietilienimina (PEI) sobre la viscosidad cinematica de diversas
composiciones de fase invertible biocompatible de acuerdo con realizaciones representativas de la presente
invencion.
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Descripcion detallada de la invencién

Se proporcionan composiciones proteinaceas de fase invertible biocompatibles y procedimientos para producir y
usar las mismas. Las composiciones de fase invertible objeto se preparan combinando un reticulante y un sustrato,
donde el sustrato incluye un material proteinaceo y una poliamina en una proporciéon en peso que tiene un efecto
sinérgico de mejora de la viscosidad sobre la composicién del sustrato. A proporciones en peso particulares de
poliamina a material proteinaceo, El inesperado efecto sinérgico de aumentar la viscosidad cinematica del sustrato
disminuye significativamente la velocidad de flujo desde el sitio de aplicacidon hasta el nivel deseado, mientras se
promueve la mezcla y curado eficientes de las composiciones combinadas de reticulante y sustrato, aumentando asi
la utilidad de las composiciones proteicas de fase invertible biocompatible. También se proporcionan kits para usar
en la preparacién de las composiciones objeto. Las composiciones objeto, los kits y los sistemas se utilizan en
diversas aplicaciones diferentes.

Antes de que la presente invencién se describa con mas detalle, ha de comprenderse que la presente invencion no
se limita a las realizaciones particulares descritas, ya que pueden, por supuesto, variar. También debe entenderse
que la terminologia utilizada en el presente documento Unicamente tiene el fin de describir realizaciones particulares,
y no se pretende que sea limitante, ya que el alcance de la presente invencion estara limitado unicamente por las
reivindicaciones adjuntas.

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, al décimo de la unidad del
limite inferior, a menos que el contexto indique claramente lo contrario, entre el limite superior e inferior de ese
intervalo y cualquier otro valor declarado o intermedio en el intervalo indicado, estd comprendido dentro de la
invencion. Pueden incluirse independientemente los limites superiores e inferiores de estos intervalos mas pequerfios
y también se encuentran incluidos en la invencién, sujetos a cualquier limite especificamente excluido en el intervalo
indicado. Cuando el intervalo indicado incluye uno o ambos limites, también se incluyen en la invencion los intervalos
que excluyen uno cualquiera o ambos limites incluidos.

En el presente documento se presentan determinados valores con valores numéricos que estan antecedidos por el
término "aproximadamente". En el presente documento, el término "aproximadamente" se usa para proporcionar una
ayuda literal al numero exacto al que antecede, asi como un nimero que es préximo a o aproximadamente el
numero que precede al término. En la determinacién de si un nimero es proximo a o aproximadamente un niamero
citado especificamente, el nimero no citado préoximo o aproximado puede ser un nimero que, en el contexto en el
que se presenta, proporciona el equivalente sustancial del numero citado especificamente.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que el comprendido habitualmente por un experto en la técnica a la que pertenece la
presente invencidon. Aunque también pueden usarse en la puesta en practica o el ensayo de la presente invencion
cualesquier métodos y materiales similares o equivalentes a los que se describen en el presente documento, a
continuacién, se describen métodos y materiales ilustrativos representativos.

Todas las publicaciones y patentes citadas en esta especificacién se incorporan en el presente documento como
referencia como si cada publicacién o patente individual se indicara especifica e individualmente para incorporarse
como referencia y se incorpore aqui como referencia para divulgar y describir los métodos y/o materiales en relacion
con los cuales se citan las publicaciones. La mencién de cualquier publicaciéon es para su divulgacion antes de la
fecha de presentacion y no debe interpretarse como admisién de que la presente invencién no tiene derecho a
preceder a dicha publicacion en virtud de la invencién anterior. Ademas, las fechas de publicacion proporcionadas
pueden ser diferentes de las fechas de publicacion reales, lo que podria necesitar ser confirmado de manera
independiente.

Se indica que, tal como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular
"un/a", "uno/a" y "el/la" incluyen las referencias en plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Se
observa ademas que las reivindicaciones pueden redactarse para excluir cualquier elemento opcional. Como tal,
esta afirmacion pretende servir como fundamento para el uso de dicha terminologia excluyente tal como
"solamente", "solo" y similares en relacién con la cita de los elementos de las reivindicaciones o para el uso de una

limitacion "negativa".

Tal como sera evidente para los expertos en la técnica tras la lectura de la presente divulgacion, cada una de las
realizaciones individuales descritas e ilustradas en el presente documento tiene caracteristicas y componentes
discretos que facilmente pueden separarse o combinarse con las caracteristicas de cualquiera de las otras
realizaciones sin apartarse del alcance o espiritu de la presente invencion. Cualquier método citado puede llevarse a
cabo en el orden de los eventos citados o en cualquier otro orden que sea posible lIégicamente.

En la descripcién adicional de la invencion sujeto, las composiciones de fase invertible objeto se describen primero
con mayor detalle, seguido de una revision de aplicaciones representativas en las que las composiciones encuentran
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uso, asi como una revision de kits y sistemas que encuentran uso en la fabricacién o uso de las composiciones de
fase invertible objeto.

Composicién proteinacea de fase invertible biocompatible

Como se ha resumido anteriormente, la presente invencion proporciona una composicién proteinacea de fase
invertible biocompatible que, con el tiempo, se somete a una inversidon de fase desde un primer estado fluido a un
segundo, estado soélido. Las composiciones de fase invertible objeto se caracterizan por ser capaces de unir tejido
tanto en ambientes humedos (por ejemplo, sangre) como secos, en los que la adhesiéon de la composicion al tejido
es excepcionalmente fuerte. Una caracteristica adicional de las composiciones objeto es que son bien toleradas y no
provocan una respuesta inflamatoria sustancial, si hay alguna respuesta inflamatoria.

Las composiciones proteinaceas de fase invertible objeto se preparan combinando o mezclando un sustrato
proteinaceo con un reticulante. Cada uno de estos componentes 0 composiciones precursoras se revisa ahora por
separado con mayor detalle.

Sustrato proteinaceo

El sustrato a partir del cual se preparan las composiciones de fase invertible objeto es un sustrato proteinaceo, y
generalmente es una composicion fluida, por ejemplo, una composicion acuosa, compuesto por al menos un
componente proteindceo y un componente de poliamina, y, en muchas realizaciones, un componente de
carbohidrato. El sustrato proteinaceo puede incluir ademas uno o mas componentes adicionales, incluyendo, pero
sin limitacion: un agente de pegajosidad; un plastificante; y similares.

El componente proteinaceo y el componente de poliamina estan presentes en una proporcion en peso que
proporciona un efecto sinérgico de mejora de la viscosidad sobre el sustrato proteinaceo. Por "efecto sinérgico de
mejora de la viscosidad" se entiende un efecto de mejora de la viscosidad producido por la interacciéon de dos o mas
componentes que es mayor que la suma del efecto de viscosidad producido por cada componente en ausencia del
otro. Por lo general, los componentes proteinaceos y de poliamina estan presentes en una proporciéon en peso de
poliamina a material proteindceo de aproximadamente 1:4 a 1:400. Ciertas proporciones de poliamina a material
proteinaceo dan como resultado una composicion objeto que exhibe efectos sinérgicos de viscosidad de particular
interés. Por ejemplo, en una composicién de fase invertible que comprende cantidades sinérgicas de material
proteinaceo que aumentan la viscosidad, tal como albumina y una poliamina altamente catidnica, tal como
polietilenimina, la proporcién en peso de poliamina y el material proteinaceo de aproximadamente 1:5 a 1:100,
normalmente de aproximadamente 1:8 a 1:80, y, mas generalmente de aproximadamente 1:10 a 1:40.

En muchas realizaciones, cuando se incluye un carbohidrato en el sustrato proteinaceo, los componentes
carbohidrato y proteinaceo estan presentes en una proporcion en peso entre el carbohidrato y el material
proteinaceo de aproximadamente 1:8 a 1:800. Ciertas proporciones de carbohidrato a material proteindceo dan
como resultado una composicion de sustrato de interés especifico. Por ejemplo, en una composicién de fase
invertible que comprende cantidades sinérgicas de material proteinaceo que aumentan la viscosidad, tal como
albumina y una poliamina altamente catidnica, tal como polietilenimina, la proporcidon en peso del carbohidrato al
material proteinaceo es de aproximadamente 1:130 a 1:400, normalmente de aproximadamente 1:150 a 1:350, y, en
ciertas realizaciones, de aproximadamente 1:200 a 1:300.

Componente proteinaceo

El componente proteinaceo del sustrato esta formado por una o mas proteinas distintas. Las proteinas de este
componente pueden ser proteinas sintéticas o naturales, de modo que las proteinas se pueden obtener/preparar
usando cualquier protocolo conveniente, por ejemplo, purificacion a partir de fuentes naturales, produccién
recombinante, produccion sintética y similares, de modo que, en ciertas realizaciones, las proteinas se obtienen a
partir de fuentes naturales, por ejemplo, bovinos o seres humanos. Las proteinas especificas de interés incluyen,
pero sin limitacién: albuminas, colagenos, elastinas, fibrinas y similares.

La cantidad de proteina en la composicidon del sustrato puede variar, de modo que la selecciéon especifica de
concentracion depende de la aplicacion deseada y los parametros del producto deseados, por lo tanto, tal como
tenacidad, dureza, elasticidad, caracteristicas de reabsorciéon y efectos de agregacion plaquetaria. En ciertas
realizaciones, la concentracion total de proteina total en las composiciones de sustrato varia de aproximadamente 1
a 75 % (p/p), tal como 1-50 % (p/p), incluyendo de 5 a 40 % (p/p).

En ciertas realizaciones, la proteina principal de la composicidn del sustrato de esta realizaciéon es albumina, en la
que la albumina puede ser una albumina de origen natural, por ejemplo, albumina humana, albamina bovina, etc., o
una variante de la misma. Tal como se conoce en la técnica, la albumina se puede adquirir en forma de polvo y
luego solubilizarse en una suspensioén acuosa, o, como alternativa, se puede adquirir en forma acuosa. La albumina
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purificada puede derivar de una cualquiera de varias fuentes diferentes que incluyen, bovino, ovino, equino, humano
o aviar de acuerdo con métodos bien conocidos (por ejemplo, Cohn et. al., J. Amer. Chem. Soc. 69:1753) o se puede
adquirir en forma purificada de un proveedor, tales como Aldrich Chemical (St. Louis, MO), en forma liofilizada o
acuosa. La albumina puede derivatizarse para actuar como vehiculo de medicamentos, tales como sulfato de
heparina, factores de crecimiento, antibiéticos, o puede modificarse en un esfuerzo por moderar la viscosidad o
hidrofilia. La derivatizacién con agentes acilantes, tales como, pero sin limitacion, anhidrido succinico y cloruros de
laurilo, es util para la produccion de sitios de unién para la adicion de moléculas Utiles. En estas realizaciones en las
que el componente proteinaceo incluye albumina, la albumina puede estar presente en concentraciones que varian
de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 % (p/p), tal como de aproximadamente 30 a aproximadamente 40 %

(p/p).

En ciertas realizaciones, el componente proteinaceo también incluye un colageno, por ejemplo, un colageno de
origen natural (humano, bovino) o una variante sintética del mismo. De acuerdo con la invencién, el colageno puede
estar en forma seca o acuosa cuando se mezcla con la albumina. El colageno puede derivatizarse para aumentar su
utilidad. Se ha descubierto que los agentes de acilacion, tales como anhidridos o cloruros &cidos, producen sitios
utiles para la unién de moléculas, tales como factores de crecimiento y antibiéticos. Cuando estan presentes, el
coladgeno a veces varia de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 % (p/p), incluyendo de aproximadamente 1 a
aproximadamente 10 % (p/p), tal como de aproximadamente 1 a aproximadamente 4 % (p/p), incluyendo de
aproximadamente 2 a 4 % (p/p).

El componente proteinaceo objeto, como se ha descrito anteriormente, puede o no incluir uno o mas agentes
activos, por ejemplo, farmacos, presente en él, segun se desee. Cuando estan presentes, el o los agentes pueden
estar unidos a polimeros, segun se desee.

Componente de poliamina

El componente de poliamina del sustrato es una amina polimérica cationica. Las poliaminas pueden ser lineales o
ramificadas, sustituidas o no sustituidas, e incluyen homopolimeros, heteropolimeros y copolimeros de
polialquileniminas catiénicas, poliviniliminas, poliaminoacidos y similares. El peso molecular de tales polimeros es
generalmente mayor que aproximadamente 500 Dalton, teniendo un peso molecular promedio que varia de
aproximadamente 500 a 1 millon de Dalton, y generalmente de aproximadamente 500 a aproximadamente 100000
Dalton. Por lo general, el componente de poliamina del sustrato es una amina polimérica altamente catidnica, con
una alta densidad de carga que le permite absorber fuertemente en sustancias cargadas negativamente. Los
ejemplos de tales poliaminas incluyen, pero no se limitan a, polietileniminas (PEI), polivinilaminas (PVA), polilisina
(PL) y derivados de los mismos, tales como copolimeros de polilisina, copolimeros de polivinilamina, polietilenimina
carboxilada, una polietilenimina fosforilada, una polietilenimina sulfonada, una polietilenimina acilada, polietileniminas
solubles en agua hidroxiladas y similares. Las poliaminas estan disponibles comercialmente, tal como de Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO USA) o BASF (Ludwigshafen, Alemania), e incluyen PEI lineales o ramificadas, sustituidas o
no sustituidas, PVA y PL, tal como la serie de productos PEI Lupasol® de BASF.

Las poliaminas pueden incluir opcionalmente enlaces degradables, por ejemplo, la PEI ramificada reticulada con
enlaces éster degradables es un ejemplo de un derivado de PEI de este tipo. La poliamina también puede
derivatizarse para actuar como vehiculo de medicamentos, tales como sulfato de heparina, factores de crecimiento,
antibiéticos, o puede modificarse en un esfuerzo por moderar la viscosidad o hidrofilia. La derivatizacion con agentes
de acilacién, tales como, pero sin limitacion, anhidrido succinico, cloruros de acilo y cloruros de laurilo, es util para la
produccion de sitios de union para la adicion de moléculas utiles. Las poliaminas de particular interés son
ramificadas, tal como poliamina ramificada que tiene al menos un grupo amina primaria, al menos una secundaria y
al menos una terciaria, tal como una PEI ramificada.

En ciertas realizaciones, el componente de poliamina del sustrato es una composicidon de sustrato es PEI, en el que
la PEI puede ser lineal, ramificada, sustituida o no sustituida, o mezclas de las mismas. Tal como se conoce en la
técnica, la PEI puede sintetizarse de acuerdo con métodos bien conocidos (por ejemplo, "Encyclopedia of polymer
science and technology", Jacqueline |. Kroschwitz, H. F. (Herman Francis) Mark, Wiley-Interscience, 2004; Murata et
al., J Biochem. (2008) 144(4):447-455; Ito et al., J Control Release (2006) 112(3):382-388; Brus et al., Eur J Pharm
Biopharm. (2004) 57(3):427-430; Forrest et al., Bioconjug Chem. (2003) 14(5):934-940; Petersen et al., Bioconjug
Chem. (2002) 13(4):812-821; y Sagara et al., J Control Release. (2002) 79(1-3):271-281; y las patentes de Estados
Unidos: 4.187.256; 5.990.224; y 6,652,886) o se pueden comprar a un proveedor, tal como Sigma-Aldrich o BASF.
De interés especifico es PEI ramificada que contiene una mezcla de aminas primarias, aminas secundarias y
terciarias, y que tienen un peso molecular de aproximadamente 50.000 a 100.000, tal como PEI (nUmero de catalogo
195444) disponible de MP Biomedical, Inc.

La cantidad de poliamina en la composiciéon de sustrato puede variar, de modo que la seleccién especifica de
concentracion depende de la aplicacion deseada y los parametros del producto deseados, tal como tenacidad,
dureza, elasticidad, caracteristicas de reabsorcion y efectos de agregacion plaquetaria. La poliamina a veces varia
de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 % (p/p), incluyendo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 4
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% (p/p), tal como de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 4 % (p/p), incluyendo de aproximadamente 0,5 % a 3
% (p/p), de aproximadamente 1 a 3 % (p/p) y de aproximadamente 1 a 2 % (p/p).

Como se ha mencionado anteriormente, ciertas proporciones entre poliamina y el material proteinaceo dan como
resultado una composicidon de sustrato que exhibe efectos de viscosidad sinérgicos, y, en muchas realizaciones,
también se incluye un componente de carbohidrato. Como tal, se selecciona el porcentaje en peso de poliamina en
la composicién de sustrato para lograr la relaciéon deseada y el efecto de viscosidad sinérgica, tal como se describe
en la seccion Experimental.

El componente de poliamina objeto, como se ha descrito anteriormente, puede o no incluir uno o mas agentes
activos, por ejemplo, farmacos, presente en él, segun se desee. Cuando estan presentes, el o los agentes pueden
estar unidos a polimeros, segun se desee.

Componentes opcionales

El componente de sustrato descrito anteriormente de las composiciones objeto puede, en ciertas realizaciones,
incluir uno 0 mas componentes opcionales que modifican las propiedades de la composicion de fase invertible
producida a partir del sustrato y el reticulante. Los componentes opcionales representativos de interés se analizan
con mayor detalle a continuacion.

Agente adherente

También pueden estar presentes uno o mas agentes adherentes. Los agentes adherentes mejoran la adhesividad
del sellador a la superficie bioldégica. En muchas realizaciones, los modificadores de adhesién son compuestos
poliméricos que tienen funcionalidades cargadas, por ejemplo, aminas, etc. Mientras que se pueden usar numerosos
modificadores de adhesién, uno de particular aplicabilidad es PEI, que ayuda a la fijacion a las superficies biologicas.
Ademas, la presencia de PEI en el sustrato aumenta significativamente la presencia de terminales de amina
adecuados para producir enlaces cruzados con el agente de reticulacion. Cuando se incluye PElI como agente
adhesivo y componente de poliamina, la proporciéon entre el material proteinaceo y la PEI en la composicion de
sustrato se selecciona para exhibir el efecto de viscosidad sinérgica deseado, tal como se describe en la seccion
Experimental. Los modificadores de adhesiéon adicionales de interés incluyen, pero sin limitacién: gelatina,
carboximetilcelulosa, butilhidroxitolueno, etc.

En ciertas realizaciones de la invencion, los agentes adherentes se usan para modificar la adhesién al sustrato
biolégico mientras se crea simultdneamente un procoagulante. En ciertas realizaciones, los agentes adherentes
estan presentes en concentraciones de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 % (p/p), tal como de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 4 % (p/p).

Agentes plastificantes

De acuerdo con la invencion, un agente plastificante puede estar presente en el sustrato. El agente plastificante
proporciona una serie de funciones, incluyendo la humectacion de una superficie o, como alternativa, aumentando el
modulo elastico del material, o0 aun mas, ayudando en la mezcla y aplicacion del material. Existen numerosos
agentes plastificantes, incluyendo acidos grasos, por ejemplo, acido oleico, acido palmitico, etc., dioctilftalato,
fosfolipidos y acido fosfatidico. Debido a que los plastificantes son tipicamente sustancias organicas insolubles en
agua y no son facilmente miscibles con agua, a veces es ventajoso modificar su miscibilidad con agua,
premezclando el plastificante apropiado con un alcohol para reducir la tensién superficial asociada con la solucion.
Con este fin, se puede usar cualquier alcohol. En una realizacion representativa de la presente invencion, el acido
oleico se mezcla con etanol para formar una solucion al 50 % (p/p) y esta solucién se usa después para plastificar el
sustrato proteinaceo durante el proceso de formulacion. Considerando que el tipo y la concentracién del agente
plastificante dependen de la aplicacion, en ciertas realizaciones, la concentracion final del agente plastificante es de
aproximadamente 0,01 a 10 % (p/p), incluyendo de aproximadamente 2 a aproximadamente 4 % (p/p). Otros
agentes plastificantes de interés incluyen, pero sin limitacion: polietilenglicol, glicerina, butilhidroxitolueno, etc.

Procoagulante de carbohidratos

En ciertas realizaciones, los sustratos incluyen un procoagulante de carbohidratos. El quitosano y los derivados del
quitosano son potentes coagulantes de la sangre y, por lo tanto, son beneficiosos en la formulacion de materiales
selladores capaces de sellar lesiones vasculares. Si bien se ha demostrado que practicamente todos los materiales
de quitina tienen alguna actividad procoagulante, de acuerdo con la invencion, el uso de quitina acetilada se emplea
como aditivo para la formulacién de selladores destinados al control de la sangre. La acetilacién de la molécula se
puede lograr de varias maneras diferentes, pero un método comun es el tratamiento de mezclas de quitosano/acido
acético con anhidridos acidos, tal como succinico. Esta reaccioén se lleva a cabo facilmente a temperatura ambiente.
De acuerdo con la invencion, los geles creados de esta manera combinados con sustratos proteinaceos y reticulados
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in situ son beneficiosos para la creaciéon de un miembro estructural biocompuesto. Como tal, el procoagulante de
carbohidratos puede ser quitosano, quitosano de bajo peso molecular, quitina, oligosacaridos de quitosano y
derivados de quitosano de los mismos. De acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion, el componente de
carbohidrato, por ejemplo, quitosano, puede estar presente en concentraciones que varian de aproximadamente 0 a
aproximadamente 20 %, tal como de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 5 % (p/p).

Cargas

Las cargas de interés incluyen cargas de refuerzo y no de refuerzo. Se pueden incluir cargas de refuerzo, tales como
seda fibrosa picada, poliéster, PTFE, nylon, fibras de carbono, polipropileno, poliuretano, vidrio, etc. Las fibras
pueden ser modificadas, por ejemplo, como se ha descrito anteriormente para los otros componentes, segun se
desee, por ejemplo, para aumentar la humectabilidad, la mezclabilidad, etc. Las cargas de refuerzo pueden estar
presentes de aproximadamente 0 a 40 %, tal como de aproximadamente 10 % a aproximadamente 30 %. También
se pueden incluir cargas no reforzantes, por ejemplo, arcilla, mica, hidroxiapatita, sulfato calcico, astillas de hueso,
etc. En los casos en los que se desee, estas cargas también pueden modificarse, por ejemplo, tal como se ha
descrito anteriormente. Las cargas no reforzantes pueden estar presentes de aproximadamente 0 a 40 %, tal como
de aproximadamente 10 % a aproximadamente 30 %.

Agentes biolégicamente activo

Se pueden incluir agentes biolégicamente activos, por ejemplo, factores de crecimiento 6seo, activadores tisulares,
activadores del crecimiento del cartilago, agentes activos de molécula pequefa, etc. Por lo tanto, los agentes
biolégicamente activos pueden incluir péptidos, polipéptidos, proteinas, sacaridos, polisacaridos y carbohidratos,
acidos nucleicos y materiales organicos e inorganicos de molécula pequefia. Los agentes biolégicamente activos
especificos incluyen antibiéticos, antiviricos, antiinflamatorios esteroideos y no esteroideos, antineoplasicos,
antiespasmadicos, incluidos los bloqueantes de canales, moduladores de las interacciones entre la célula y la matriz
extracelular, incluidos los inhibidores del crecimiento celular y las moléculas antiadherentes, enzimas e inhibidores
enzimaticos, anticoagulantes, factores de crecimiento, ADN, inhibidores de la sintesis de ARN y proteinas, agentes
migratorios anti-celulares, vasodilatadores y otros medicamentos utilizados para el tratamiento de lesiones en los
tejidos. Los ejemplos de estos compuestos incluyen inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, agentes
antitromboticos, prostaciclina, heparina, salicilatos, agentes trombociticos, agentes antiproliferativos, nitratos,
farmacos bloqueantes de los canales de calcio, estreptocinasa, urocinasa, activador de plasminégeno tisular (TPA) y
activador de plasminégeno anisolado (PA) y complejo activador de plasmindgeno-estreptoquinasa anisolado
(APSAC), colchicina y agentes alquilantes, factores moduladores del crecimiento, tales como interleucinas, factor de
crecimiento de transformacion P y congéneres del factor de crecimiento derivado de plaquetas, anticuerpos
monoclonales dirigidos contra factores de crecimiento, componentes modificados de la matriz extracelular o sus
receptores, secuestrantes de lipidos y colesterol y otros agentes que pueden modular el tono y la funcién vascular,
arteriosclerosis y la respuesta curativa a la lesion de un vaso u 6rgano después de una intervencion.

Agente espumante

En ciertas realizaciones, el sustrato puede incluir un agente espumante que, tras la combinacién con la composicion
de reticulante, da como resultado una composiciéon espumante, por ejemplo, una composicion que incluye burbujas
de aire gaseosas intercaladas. Cualquier agente espumante conveniente puede estar presente, donde el agente
espumante puede ser un agente que, tras el contacto con la composicion de reticulacion, produce un gas que
proporciona generacion de burbujas y, por tanto, las caracteristicas espumantes deseadas de la composicion. Por
ejemplo, en el sustrato puede estar presente una sal, tal como bicarbonato de sodio, en una cantidad que varia de
aproximadamente 2 a aproximadamente 5 % p/p. Tras la combinacion del sustrato con una composicion reticulante
acida, por ejemplo, que tiene un pH de aproximadamente 5, se produce una composiciéon espumante.

Modificadores adicionales

También pueden estar presentes modificadores adicionales. Por ejemplo, también pueden estar presentes mezclas
de uno o mas polimeros (por ejemplo, mezclas de polimeros), tales como teflon, PET, nylon, hidrogeles,
polipropileno, etc. Las mezclas poliméricas pueden modificarse, por ejemplo, como se ha descrito anteriormente,
para proporcionar las propiedades deseadas. Estos modificadores adicionales pueden estar presentes en cantidades
que varian de aproximadamente 0 a 50 %, incluyendo de aproximadamente 10 a aproximadamente 30 %.

Composicion reticulante

Como se ha indicado anteriormente, la composicién de fase invertible se produce combinando un sustrato
proteindaceo, como se ha descrito anteriormente, con un reticulante, en la que el reticulante estabiliza el sustrato
proteinaceo, por ejemplo, formando enlaces covalentes entre funcionalidades presentes en diferentes cadenas de
polipéptidos del sustrato proteinaceo. La reticulacion tipicamente hace que las moléculas de la composicion sean
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menos susceptibles a la degradaciéon quimica y, como tal, modifica las caracteristicas de resorcion de la
composicion, asi como las respuestas bioldgicas inducidas por la presencia de la composicion. Se han identificado
numerosos agentes de reticulacion. Los ejemplos de agentes de reticulacion incluyen, pero sin limitacién: moléculas
fotooxidativas; carbodiimidas; compuestos que contienen carbonilo, por ejemplo, mono y dicarbonilos, incluidos
acidos carboxilicos, por ejemplo, acidos dicarboxilicos, tales como acido adipico, acido glutarico y similares, y
aldehidos, incluidos mono y dialdehidos, por ejemplo, glutaraldehido; etc. El agente de reticulacion empleado
comprende un agente de reticulacion que comprende un producto de reaccion de un exceso de un agente de
reticulacion de dialdehido liquido y un glicosaminoglicano. En ciertas realizaciones, el reticulante aldehido se trata
previamente para producir un reticulante de aldehido estabilizado, por ejemplo, un reticulante estabilizado de
glutaraldehido, por ejemplo, en el que el reticulante es aldehido termoestabilizado, tal como glutaraldehido
estabilizado al calor (como se describe en la Patente de Estados Unidos N.° 7,303,757, cuya divulgacion se
incorpora en el presente documento como referencia).

La cantidad de agente de reticulacion en la composicion puede variar. En ciertas realizaciones, la cantidad de agente
de reticulacion varia de 0,1 a 20 % (v/v), tal como de 0,5 a 15 % (v/v) e incluyendo de 1 a 10 % (v/v).

En muchas realizaciones, la composicion de fase invertible se produce combinando un sustrato proteinaceo liquido,
como se ha descrito anteriormente, con una composicion reticulante liquida que incluye un agente de reticulacion
macromolecular. El agente de reticulacién macromolecular se produce combinando un exceso de un agente de
reticulacién, por ejemplo, un dialdehido tratado térmicamente, con una cantidad de un polimero fisiolégicamente
aceptable, tal como un glicosaminoglicano. El exceso de agente de reticulacion y el polimero fisioldgicamente
aceptable reaccionan para producir un agente de reticulaciéon macromolecular. Tras la combinacién del agente de
reticulacion macromolecular con el sustrato proteinaceo, el agente de reticulacion macromolecular reacciona con
proteinas en el componente del sustrato para producir una composicion final caracterizada por la presencia de una
red interpenetrante.

Como tal, el agente de reticulacion macromolecular del componente reticulante es uno que se produce combinando
un exceso de un agente de reticulacién con una cantidad de un polimero fisiolégicamente aceptable. En esta
realizacion, el agente de reticulacion esta presente en la composicidon de reticulacion en exceso con respecto a la
cantidad de polimero fisiolégicamente aceptable. En ciertas realizaciones, la cantidad de agente de reticulacion varia
de 0,1 a 20 % (v/v), tal como de 0,5 a 15 % (v/v) e incluyendo de 1 a 10 % (v/v). En ciertas realizaciones, la cantidad
de polimero fisioldgicamente aceptable constituye de 0,01 a 5 % (peso/v), tal como de 0,05 a 3 % (p/v) incluyendo de
0,1 a1 % (p/v) de la composicion de reticulacion.

El polimero fisiologicamente aceptable puede ser cualquier polimero que el cuerpo tolere y reaccione con el agente
de reticulacion para producir un producto de reticulacion macromolecular prepolimero. El producto prepolimero es
uno que es un producto de reaccién entre el agente de reticulacion y el polimero, e incluye una cadena principal de
polimero con una o mas moléculas de reticulacién unidas covalentemente a la misma, de modo que la cadena
principal de polimero incluye uno o mas grupos funcionales de reticulacion, donde los grupos funcionales de
reticulacién incluyen al menos un resto reactivo, por ejemplo, un resto aldehido, que puede unirse covalentemente al
componente proteico del sustrato proteinaceo. Como tal, el producto prepolimero conserva la capacidad de
reticularse al entrar en contacto con el sustrato proteinaceo. El producto prepolimero de ciertas realizaciones es una
macromolécula soluble que comprende una molécula de cadena principal polimérica unida a moléculas de agente de
reticulacion, en el que al menos una porcion de las moléculas del agente de reticulacion unido retienen un resto de
reticulacion libre que puede unir proteinas en el sustrato proteinaceo. Este agente de reticulacion "macromolecular”
del producto prepolimero puede variar en peso molecular promedio y, en ciertas realizaciones, puede variar en peso
de 10.000 a 4 millones de Dalton, tal como de 500.000 a 2 millones de Dalton.

En ciertas realizaciones, el polimero fisioldgicamente aceptable es un glicosaminoglicano (es decir, un
mucopolisacarido). Los glicosaminoglicanos especificos de interés incluyen, pero sin limitacion: sulfato de
condroitina; dermatansulfato; queratansulfato; heparina; heparansulfato; e hialuronano (es decir, acido hialurénico).
En ciertas realizaciones, el componente glicosaminoglicano es el hialuronano.

El componente de reticulacion, tal como los descritos anteriormente, puede esterilizarse de acuerdo con cualquier
protocolo conveniente, en el que los protocolos de esterilizacién de interés incluyen, pero sin limitacion: gamma, haz
de electrones y similares. Generalmente, el componente de reticulacion liquido es uno que es estable al
almacenamiento. Por almacenamiento estable se entiende que el sustrato se puede mantener en condiciones de
almacenamiento, tal como la temperatura ambiente durante un periodo de al menos 3 afios 0 mas, tal como 5 afios o
mas, sin sufrir ningdn cambio sustancial que afecte negativamente a la funcién del sustrato de modo que ya no sea
adecuado para su uso en la preparacion de una composicion de fase invertible biocompatible de la invencién.

Si bien la viscosidad del componente de reticulacion puede variar, en ciertas realizaciones, se aproxima a la
viscosidad del componente proteindceo, expresada en centistokes (cSt) a aproximadamente 25 °C, variando de
aproximadamente 10cSt a 150 cSt, tal como de aproximadamente 30 ¢St a 70 cSt. En ciertas realizaciones, la
viscosidad de la composicidn de reticulacion se aproxima a la viscosidad de la composicion de sustrato proteinaceo,

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2767878 T3

expresada en centistokes (cSt) a aproximadamente 25 °C, tal como en un intervalo de aproximadamente 10cSt a
200 cSt, incluyendo de aproximadamente 20 ¢St a 150 cSt, y tipicamente de aproximadamente 30 cSt a 125 cSt.

En ciertas realizaciones, la composicidn de reticulacion puede incluir ademas una cantidad de un agente modificador
de la viscosidad. Los agentes modificadores de la viscosidad de interés incluyen, pero sin limitacion: polimeros de
polioxietileno o polioxipropileno o sus copolimeros, tales como polietilenglicol y polipropilenglicol; éteres de celulosa
no idnicos, tales como metilcelulosa, etilcelulosa, hidroximetilcelulosa, hidroxietilcelulosa, carboximetilcelulosa,
carboxietilcelulosa e hidroxipropilcelulosa; celulosas adicionales, tales como carboximetilcelulosa sddica,
carboximetilcelulosa de calcio, carboximetilalmidén; y similares. En ciertas realizaciones de particular interés, el
agente emulsionante es un éter de celulosa, particularmente un éter de celulosa no idnico, tal como
carboximetilcelulosa. La carboximetilcelulosa esta disponible en diversas fuentes comerciales, incluyendo, pero sin
limitaciones, Sigma, Hercules, Fluka y Noviant. En ciertas realizaciones, el peso molecular promedio del éter de
celulosa es de al menos aproximadamente 1.000 Dalton, tal como de al menos aproximadamente 5000 Dalton, en el
que el peso molecular promedio puede ser tan alto como de 10.000 Dalton o mas, por ejemplo, 50.000 Dalton o mas,
100.000 Dalton o mas, y varia en ciertas realizaciones de aproximadamente 5.000 a aproximadamente 100.000
Dalton, tal como de aproximadamente 10.000 a aproximadamente 50.000 Dalton. La proporcién del agente
modificador de la viscosidad en el sellador en ciertas realizaciones varia de 0,01 a 10 % (v/v), tal como de 0,1 a 4 %
(v/v) incluyendo de 0,5 a 2 % (v/v).

Tampoén

Tras la mezcla del sustrato proteinaceo y el reticulante para producir la composicion invertible de fase objeto, el
tamponamiento de la composicién de fase invertible se emplea en ciertas realizaciones por varias razones, por
ejemplo, para optimizar la fuerza de unién de la composicion a la superficie de union, para optimizar las condiciones
necesarias para que se produzca la reticulacion interna, etc. Por ejemplo, la reticulacién 6ptima para proteinas
usando reticulantes de glutaraldehido se produce en un intervalo de pH de aproximadamente 6 a aproximadamente
8. Los tampones capaces de mantener este intervalo son utiles en la presente invencion, siempre que no interfieran
con el terminal carbonilo del reticulante ni modifiquen el término amina de los aminoacidos. Por ejemplo, los
tampones fosfato tienen un valor de pKa en el intervalo de pH 7,0 y no interfieren con el proceso de reticulacion
porque no contienen funcionalidades carboxilicas o aminas. El tampdn fosfato de hasta 1 M de concentracion es
adecuado para su uso como tampon en la presente invencion, en la que, en ciertas realizaciones, el tampoén fosfato
tiene una concentracion de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 0,3 M. Aunque el tamponamiento con fosfato
de las soluciones es ideal para la estabilidad del sustrato proteico en aplicaciones en las que se requiere una mayor
adhesion, también se puede usar un tampén acido. Se ha descubierto que los tampones citrato 0,1-1 M y que tienen
un intervalo de pH de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 6,5 son utiles para la presente invencion.

El tampdn puede estar presente en el componente reticulante inicial o en el componente de sustrato proteinaceo
inicial, o presente en ambos componentes, segun se desee.

Combinacién de sustrato y reticulante para producir composicion de fase invertible

Como se ha resumido anteriormente, las composiciones de fase invertible objeto se preparan combinando un
sustrato proteinaceo liquido y un reticulante liquido en cantidades apropiadas y en condiciones suficientes para que
se produzca la composicion de fase invertible. En ciertas realizaciones, el sustrato y el reticulante se combinan en
una proporcion (v/v) que varia de aproximadamente 1/5 a aproximadamente 5/1; de modo que se produce una
composicion de fase invertible resultante en la que la concentracién de proteina total varia de aproximadamente 10 a
aproximadamente 60 %, tal como de aproximadamente 20 a aproximadamente 50 %, incluyendo de
aproximadamente 30 a aproximadamente 40 % y la composicion reticulante total varia de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 20 %, tal como de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 15 %, incluyendo de
aproximadamente 1 a aproximadamente 10 %.

La combinacion del sustrato y el reticulante se produce tipicamente en condiciones de mezcla, de modo que los dos
componentes liquidos se combinen o mezclen completamente entre si. La combinacion o mezcla se puede llevar a
cabo utilizando cualquier protocolo conveniente, por ejemplo, combinando manualmente dos componentes,
mediante el empleo de un dispositivo que combina los dos componentes, etc. La combinacién o mezcla se lleva a
cabo tipicamente a una temperatura que varia de aproximadamente 20 a aproximadamente 40 °C, tal como la
temperatura ambiente.

La combinacion del sustrato proteinaceo y el reticulante como se ha descrito anteriormente da como resultado la
produccién de una composicién de fase invertible. Por "composicion de fase invertible" se entiende una composicion
que va desde un primer estado liquido a un segundo estado no fluido, por ejemplo, gel o sdlido. En el segundo
estado no fluido, la composicion es sustancialmente, si no completamente, incapaz de flujo de fluido. La composicion
de fase invertible tipicamente permanece en un estado fluido, tras la combinacién de los componentes de sustrato y
reticulante, durante un periodo de tiempo que varia de aproximadamente 10 segundos a aproximadamente 10
minutos, tal como de aproximadamente 20 segundos a aproximadamente 5 minutos, incluyendo de
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aproximadamente 30 segundos a aproximadamente 120 segundos, cuando se mantiene a una temperatura que
varia de aproximadamente 15 °C a aproximadamente 40 °C, tal como de aproximadamente 20 °C a
aproximadamente 30 °C.

Las formulaciones de fase invertible especificas incluyen como componentes: (i) una primera composicién que
comprende un sustrato proteinaceo, la composicidon del sustrato que comprende una polietilenimina ramificada,
aproximadamente 30 % -50 % de albumina y aproximadamente 0,1 % -0,3 % de quitosano, en la que la proporcion
en peso de polietilenimina ramificada a albumina es de aproximadamente 1:5 a aproximadamente 1:80; y (ii) una
segunda composicion que comprende una composicion de reticulacion que tiene aproximadamente 3 % -10 % de
glutaraldehido tratado térmicamente y, opcionalmente, uno o mas de aproximadamente 0,1 % -1 % de acido
hialurénico, y aproximadamente 0 % -1,5 % de sal sédica de carboximetilcelulosa de alta viscosidad.

En una realizacion particular, se proporciona una formulacién de fase invertible que incluye como componentes: (i)
una primera composicion que comprende una composicion de sustrato proteinaceo que tiene una polietilenimina
ramificada, aproximadamente 40 % de albumina y aproximadamente 0,16 % de quitosano, en la que la proporcion
en peso de polietilenimina ramificada a albumina es de aproximadamente 1:10 a aproximadamente 1:40; y (ii) una
segunda composicién que comprende una composicién de reticulacion que tiene aproximadamente 4,4 % -7,5 % de
glutaraldehido tratado térmicamente y, opcionalmente, uno o mas de aproximadamente 0,2 % de &cido hialurénico, y
aproximadamente 0 % -0,75 % de sal sédica de carboximetilcelulosa de alta viscosidad.

Como también se ha descrito anteriormente, se pueden incorporar diversos materiales adicionales en las
composiciones de fase invertible para servir a cualquiera de varios propédsitos, tales como modificar las
caracteristicas fisicas de la composicion y/o ayudar en la reparacion de un tejido o material bioldgico al que se aplica
la composicién. Por ejemplo, se pueden incorporar agentes biolégicamente activos, tales como péptidos, proteinas,
acidos nucleicos, moléculas de carbohidratos, moléculas pequefas y similares para atraer y unir tipos de células
especificas, tales como glébulos blancos y plaquetas, o se pueden usar materiales, tales como fibronectina,
vimentina y colageno para mejorar la curacién mediante unidon no especifica. También se pueden incluir materiales
traza, tales como sales de bario, yodo o tantalio, para permitir la visualizacion y/o monitorizacién de la composicion
de fase invertible. En ciertas realizaciones, se pueden usar diferentes agentes biolégicamente activos en diferentes
aplicaciones o capas cuando una o mas composiciones de fase invertible se aplican diferencialmente.

En ciertas realizaciones, también se pueden incorporar células o aplicar en relacién con las composiciones de fase
invertible antes, durante y/o después de la aplicacién de la composicion. Cuando se usan, las células se incluyen
generalmente en la composicion de sustrato proteinaceo o se aplican junto con o por separado de la composicién de
fase invertible de una manera que permita su adherencia en el sitio de aplicacion. Las células pueden ser células
artificiales vivas, fantasmas celulares (es decir, fantasmas de globulos rojos o plaquetas), o pseudoviriones,
dependiendo de un uso final dado. Por ejemplo, las células pueden seleccionarse para producir agentes especificos
tales como factores de crecimiento en el sitio de aplicacion. También se pueden incluir agentes biolégicamente
activos que modulan la viabilidad, la diferenciacion y/o el crecimiento celular. En algunas realizaciones, las células
pueden ser células madre o, en otras realizaciones, células progenitoras correspondientes al tipo de tejido en la
ubicacion del tratamiento u otras células, proporcionando ventajas terapéuticas. Por ejemplo, las células hepaticas
incorporadas en la composicion de fase invertible y aplicadas a una herida o superficie del higado de un paciente
pueden ayudar en su regeneraciéon y reparacion. Esto puede ser particularmente util en casos en los que
enfermedades como cirrosis, fibrosis, enfermedad quistica o malignidad dan como resultado tejido no funcional,
formacion de cicatrices o reemplazo de tejido con células cancerosas. Se pueden aplicar métodos similares a otros
érganos y tejidos también.

Los agentes biolégicamente activos pueden incorporarse fisicamente y/o mediante unién quimica. La incorporacion
fisica se lleva a cabo mezclando el agente biolégicamente activo con el material de fase invertible antes y/o durante
la aplicacion a la superficie objetivo y el curado. El material generalmente se mezcla con la soluciéon de sustrato
proteinaceo para formar una solucién, suspension o dispersion. En una realizacion, el agente biolégicamente activo
puede encapsularse dentro de dispositivos de administracion, tales como microesferas, microcapsulas, liposomas,
fantasmas celulares o pseudoviriones, que en si mismos afectan a las tasas de liberacion y la absorcidon por las
células. La incorporacion quimica del agente biolégicamente activo se lleva a cabo acoplando quimicamente el
agente a un material polimérico del sustrato proteinaceo o de la composicion de reticulacion, generalmente el
sustrato proteinaceo, antes o en el momento de la polimerizacion (por ejemplo, mediante conjugacion a través de
grupos funcionales reactivos, tales como aminas, hidroxilos, tioles y similares). Para garantizar que se mantengan
los tiempos de curado deseados y las propiedades de explosion de la composicién de fase invertible, la
incorporacion fisica y/o quimica de un agente biolégicamente activo tiene en cuenta las cantidades relativas de
sustrato proteinaceo y reticulante presentes en la composicion final, y puede ajustarse en consecuencia.

Métodos

Las composiciones de fase invertible biocompatibles objeto se emplean en métodos en los que una cantidad de la
composicion de fase invertible se libera en un sitio o ubicacion particular de un sujeto, paciente o huésped que lo
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necesite, tipicamente un sitio quirdrgico, sitio de lesidn, lugar de sutura u otra ubicaciéon con sangrado o sangre
expuesta. El sujeto, paciente o huésped es tipicamente un "mamifero” o "mamifero" donde estos términos se usan
ampliamente para describir organismos que estan dentro de la clase mamifero, incluyendo, pero sin limitacion, los
ordenes carnivoro (por ejemplo, perros y gatos), roedores (por ejemplo, ratones, cobayas y ratas), lagomorfos (por
ejemplo, conejos) y primates (por ejemplo, seres humanos, chimpancés y monos). En muchas realizaciones, los
animales o huéspedes, es decir, los sujetos (también denominados en el presente documento pacientes) seran
seres humanos.

La cantidad que se administra al sujeto en cualquier aplicacion dada necesariamente variara dependiendo de la
naturaleza de la aplicaciéon y el uso de la composicion, pero en ciertas realizaciones representativas varia de
aproximadamente 1 a aproximadamente 50 ml, tal como de aproximadamente 1 a aproximadamente 25 ml, que
incluye de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 ml, por ejemplo, aproximadamente 3 ml.

Aunque necesariamente depende de la aplicacion particular en la que se estd empleando la composicién objeto, la
composicion objeto, en muchas realizaciones, se administra localmente a una regién particular, sitio o ubicacion del
huésped, donde el sitio o ubicacion puede, por supuesto, variar. Los sitios o lugares representativos incluyen, pero
sin limitacién: recipientes, drganos y similares. Dependiendo de la aplicacion particular, la composicion se puede
administrar al sitio de interés manualmente o con un dispositivo de administracion, por ejemplo, el dispositivo de
administracion empleado para administrar la composicién en aplicaciones de colocacion de stent, que se describe
con mayor detalle en lo sucesivo.

Utilidad

Las composiciones de fase invertible biocompatibles objeto se utilizan en diversas aplicaciones diferentes. Las
aplicaciones representativas de las composiciones de fase invertible objeto incluyen las descritas en las patentes de
Estados Unidos numeros 3,438,374; 5.092.841; 5.292.362; 5.385.606; 5.575.815; 5.583.114; 5.843.156; 6.162.241;
6.290.729; 6.302.898; 6.310.036; 6.329.337; 6.371.975; 6.372.229; 6.423.333; 6.458.147; 6.475.182; 6.547.806; y
7.303.757; asi como las solicitudes de Estados Unidos n.° 2002/0015724; 2002/0022588; 2002/0133193;
2002/0173770; 2002/0183244; 2002/019490; 2002/0032143; cuyas divulgaciones se han incorporado como
referencia en la presente documento.

Sistemas

También se proporcionan sistemas para su uso en la practica de los métodos objeto. Los sistemas pueden incluir
elementos de suministro de fluidos para el suministro del sustrato y la composiciéon de reticulacion al sitio de
administracién, elementos de mezcla, etc. Los ejemplos de tales sistemas incluyen los descritos en la Patente de
Estados Unidos n.° 7,303,757, cuya divulgacion se incorpora por referencia en el presente documento.

Kits

También se proporcionan kits para su uso en la practica de los métodos objeto, en la que los kits incluyen
tipicamente un sustrato liquido distinto y componentes de composicién de reticulacion liquida de una composicion de
fluido de fase invertible, tal como se ha descrito anteriormente. El sustrato y las composiciones de reticulacion
pueden estar presentes en recipientes separados en el kit, por ejemplo, en el que el sustrato esta presente en un
primer recipiente y el agente de reticulacién esta presente en un segundo recipiente, donde los recipientes pueden o
no estar presentes en una configuracién combinada.

Los kits objeto también pueden incluir un dispositivo de mezcla, para mezclar el sustrato y el reticulante juntos para
producir la composiciéon de fase invertible. Los kits también pueden incluir un dispositivo de administracion (que
puede incluir o no un elemento de mezcla), tal como una jeringa de doble émbolo, dispositivos de catéter y similares,
tal como se ha descrito anteriormente.

El kit puede incluir ademas otros componentes, por ejemplo, alambres de guia, alambres sensores, etc., que pueden
ser Utiles para practicar los métodos objeto.

Ademas de los componentes mencionados anteriormente, los kits objeto generalmente incluyen ademas
instrucciones para usar los componentes del kit para practicar los métodos objeto. Las instrucciones para practicar
los métodos objeto generalmente se graban en un medio de grabacién adecuado. Por ejemplo, las instrucciones
pueden estar impresas en un sustrato, tal como papel o plastico, etc. Como tal, las instrucciones pueden estar
presentes en los kits como un prospecto, en el etiquetado del recipiente del kit o componentes del mismo (es decir,
asociado con el embalaje o subenvasado), etc. En otras realizaciones, las instrucciones estan presentes como un
archivo de datos de almacenamiento electronico presente en un medio de almacenamiento legible por ordenador
adecuado, por ejemplo, CD ROM, disquete, etc. En otras realizaciones mas, las instrucciones reales no estan
presentes en el kit, pero se proporcionan los medios para obtener las instrucciones de una fuente remota, por
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ejemplo, a través de internet. Un ejemplo de esta realizaciéon es un kit que incluye una direccion web donde se
pueden ver las instrucciones y/o desde donde se pueden descargar las instrucciones. Al igual que con las
instrucciones, esto significa que para obtener las instrucciones se registra en un sustrato adecuado.

Los siguientes ejemplos se proporcionan solo como ilustracién y no como limitacion.

Parte experimental

Se prepararon diversas formulaciones de composiciones de fase invertible en las que se incluyé polietilenimina
ramificada (PEI) [peso molecular de 50.000 a 100.000] en el componente proteico. Las formulaciones ilustrativas se
probaron como se muestra en la Tabla 1 en la que el viscosimetro utilizado fue 405-U190, la temperatura era 23,7 °C
(temperatura ambiente), y la constante de viscosidad era 2,528 cSt/s (centistokes por segundo).

Tabla 1: Estudio de hidrogel - Medicién de la viscosidad

Muestra | Albumina (%) | Quitosano (%) | PEI (%) | Viaje en el tiempo (s) Viscosidad cinematica (cSt)
1 40 0,16 0 7 16,853
2 40 0,16 1 28 70,784
3 40 0,16 2 41 102,805
4 40 0,16 4 74 187,072
5 0 0 20 4 10,112

Datos obtenidos del promedio de N = 3
Viscosidad cinematica = Viaje (s) en el tiempo x Constante de viscosidad (cSt/s) Clave: PEI = polietilenimina; s =
segundos; cSt = centistokes

Las formulaciones anteriores se probaron antes de combinarlas con la solucion de reticulante.

Los resultados mostrados en la Figura 1 y la Tabla 1 demuestran que cuando se proporciona una poliamina tal como
una polietilenimina en el componente de proteina en proporciones en peso particulares, la viscosidad se mejora
sinérgicamente, lo que da como resultado una composicién selladora global mejorada de dos componentes.

Es evidente a partir de los resultados y la discusion anteriores que la presente invencién proporciona un nuevo tipo
importante de composicion biocompatible que puede usarse en diversas aplicaciones diferentes, donde los
beneficios de las composiciones objeto incluyen, pero no se limitan a, alta adhesion, baja toxicidad y similares. Por
consiguiente, la presente invencién representa una contribucion significativa a la técnica.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion de fase invertible producida combinando:

un sustrato que comprende una poliamina y un material proteinaceo en una proporcién en peso que tiene un
efecto sinérgico de mejora de la viscosidad; y

un agente de reticulacién que comprende un agente de reticulaciéon que comprende un producto de reaccién de
un exceso de un agente de reticulacion de dialdehido liquido y un glicosaminoglicano.

2. La composicion de fase invertible segun la reivindicacion 1, en la que dicha poliamina es una polialquilenimina, tal
como una polietilenimina, a saber, una polietilenimina ramificada.

3. La composicion de fase invertible segun la reivindicacion 2, en la que la poliamina es una polietilenimina
ramificada en la que la composicién tiene una proporcion en peso de polietilenimina ramificada a material
proteinaceo de 1:5 a 80, preferiblemente 1:10 a 40.

4. La composicion de fase invertible de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que
dicho sustrato tiene una viscosidad cinematica a 25 °C de 70 a 200 centistokes.

5. La composicion de fase invertible de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que
dicho sustrato comprende ademas un carbohidrato, en la que dicho carbohidrato es, preferiblemente, quitosano.

6. La composiciéon de fase invertible de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que
dicho aldehido liquido, comprende glutaraldehido, preferiblemente glutaraldehido estabilizado al calor.

7. La composicion de fase invertible de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el
glicosaminoglicano comprende hialuronano.

8. La composicion de fase invertible de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la
viscosidad de dicho sustrato se aproxima a la de dicho reticulante.

9. La composicion de fase invertible segun la reivindicacion 8, en la que dicho reticulante comprende ademas un
agente modificador de la viscosidad.

10. a composiciéon de fase invertible de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que
dicho material proteinaceo se selecciona del grupo que consiste en: albumina, elastina, fibrina y formas solubles e
insolubles de colageno y sus combinaciones.

11. La composicidon de fase invertible de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que
dicho sustrato comprende ademas un agente seleccionado del grupo que consiste en un agente adherente y un
agente plastificante.

12. La composiciéon de fase invertible de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que
dicho reticulante comprende ademas un agente seleccionado del grupo que consiste en un agente adherente y un
agente plastificante.

13. Un método para producir una composicion de fase invertible, comprendiendo dicho método:
combinar:

(a) un sustrato liquido que comprende una poliamina y un material proteinaceo en una proporcién en peso
que tiene un efecto sinérgico de mejora de la viscosidad, siendo la proporcién en peso de poliamina a
material proteinaceo de aproximadamente 1:4 a 1:400; y

en el que la composicion de reticulacion liquida que comprende un producto de reaccion de un exceso de un
agente de reticulacion de dialdehido liquido y un glicosaminoglicano, en el que la combinacion de reticulacion
liquida se ha formado antes de combinar con el sustrato proteinaceo liquido;

para producir dicha composicién de fase invertible.
14. Una composicion en fase sélida producida por el método de la reivindicacion 13.

15. Un kit para producir una composicién de fase invertible, comprendiendo dicho kit:

13
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un sustrato que comprende una poliamina y un material proteinaceo en una proporcién en peso que tiene un
efecto sinérgico de mejora de la viscosidad cuando se combinan, estando la proporciéon en peso de poliamina a
material proteinaceo en el intervalo de 1:5 a 1:100; y

una composicion de reticulacion que comprende un agente reticulante que comprende un producto de reaccion
de un exceso de un agente reticulante dialdehido liquido y un glicosaminoglicano, en la que la combinacién de
reticulacion liquida se ha formado antes de combinar con el sustrato proteinaceo liquido.
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FIG.1

PEI con solucion de 40 % de albumina, 0,16 % de quitosano
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