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DESCRIPCION
Nanoparticulas inorganicas funcionalizadas con polifosfato como composiciones hemostaticas y métodos de uso

El tratamiento de heridas sangrantes, heridas particularmente muy sangrantes, puede requerir atencién inmediata
para controlar el sangrado. El sangrado severo plantea un riesgo muy real de muerte para la victima si no se trata
rapidamente. Aunque la pérdida de aproximadamente el 10-15 % del volumen sanguineo total puede soportarse sin
secuelas clinicas en una persona sana, si una laceracién o un traumatismo penetrante (por ejemplo, herida con
cuchillo o pistola) es lo suficientemente grave o involucra arterias o venas criticas, este volumen de sangre se puede
perder en cuestion de minutos. La hemorragia debe reducirse de inmediato o se pueden producir dafios irreversibles
en los 6rganos y mortalidad.

Las heridas sangrantes, incluso aquellas que pueden ser menos graves, pueden plantear serias dificultades y
riesgos cuando se inflige una herida grave en un area remota u otras situaciones (como las que se encuentran en un
campo de batalla) donde la asistencia médica completa puede no estar disponible de inmediato. En tales
circunstancias, puede ser fundamental tomar medidas para frenar o detener el sangrado para que el sujeto pueda
ser transportado a un centro médico.

Se han desarrollado varios métodos y composiciones hemostaticas para promover la coagulacién de la sangre, y se
pueden aplicar para ayudar a controlar el sangrado en tales situaciones. El campo continia desarrollando
composiciones hemostaticas adicionales que proporcionan, por ejemplo, inicio rapido de coagulacion sanguinea,
aumento de la tasa de coagulacién sanguinea, suficiente coagulaciéon sanguinea y/o efectos secundarios adversos
reducidos. De interés son tales composiciones hemostaticas que se pueden aplicar de forma rapida y segura en una
situacion de emergencia, como en el campo de batalla o en la escena de un accidente, sin la necesidad de
entrenamiento intensivo o equipo.

Sumario

Se proporciona una composicion hemostatica. La composicién hemostatica incluye una cantidad hemostaticamente
eficaz de un agente hemostatico que incluye una nanoparticula y un polimero de polifosfato unido covalentemente a
la nanoparticula. También se proporcionan dispositivos médicos, asi como dichas composiciones hemostaticas para
usar en un método para promover la coagulaciéon sanguinea.

En consecuencia, la invencion proporciona una composicion hemostatica que comprende una cantidad
hemostaticamente eficaz de un agente hemostatico que comprende:

una nanoparticula, en donde la nanoparticula comprende un material seleccionado entre el grupo que consiste
en silice, tierra de diatomeas, diéxido de titanio e hidroxiapatita calcica; y
un polimero de polifosfato unido covalentemente a la nanoparticula.

La invencion también proporciona la composicién hemostatica como se describié anteriormente, en donde el
polimero de polifosfato comprende 20 o mas mondmeros de fosfato, o en donde el polimero de polifosfato
comprende 70 o mas mondémeros de fosfato.

La invencién también proporciona la composicién hemostética como se describié anteriormente, en donde el agente
hemostatico tiene una relacién de masa de polimero de polifosfato a nanoparticula de 1:2 o mas, o en donde el
agente hemostatico tiene una relacién de masa de polimero de polifosfato a nanoparticula de 1:1 0 mas.

La invencion también proporciona la composicién hemostatica como se describié anteriormente, en donde la
nanoparticula comprende silice.

La invenciéon también proporciona la composicion hemostatica como se describié anteriormente, en donde la
nanoparticula, tal como silice, tiene un diametro promedio de 1000 nm o menos, preferentemente 100 nm o menos.

La invencién también proporciona la composicién hemostatica como se describié anteriormente, en donde el agente
hemostatico comprende ademas un agente protector unido al agente hemostatico mediante un grupo de enlace
enzimaticamente escindible. El agente protector puede comprender un polimero de polietilenglicol, preferentemente
en donde el polimero de polietilenglicol tiene una masa molecular de 1000 Da o mas.

La invencion también proporciona un dispositivo médico que comprende una composicion hemostatica que
comprende:

una nanoparticula, en donde la nanoparticula comprende un material seleccionado entre el grupo que consiste
en silice, tierra de diatomeas, diéxido de titanio e hidroxiapatita célcica; y

un polimero de polifosfato unido covalentemente a la nanoparticula; y

un sustrato estéril sobre el que se distribuye la composicion hemostatica.
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La invencion también proporciona el dispositivo descrito anteriormente, en donde el sustrato es adecuado para el
suministro de la composicion hemostatica a una herida sangrante, preferentemente en donde el sustrato es un
vendaje, gasa, 0 esponja.

La invencion también proporciona el dispositivo como se describié anteriormente, que comprende ademas un
paquete sellado que contiene la composicion hemostatica.

La invencion también proporciona una composicién hemostatica que comprende una cantidad hemostaticamente
eficaz de un agente hemostatico que comprende una nanoparticula y un polimero de polifosfato unido
covalentemente a la nanoparticula para su uso en un método para promover la coagulacién de la sangre en un sitio
de hemorragia en un sujeto, en donde dicha composicién hemostatica se administra al sitio de hemorragia durante
un periodo de tiempo suficiente para al menos iniciar la coagulacién sanguinea en el sitio de hemorragia.

La invencion también proporciona una composiciéon hemostatica para su uso como se describié anteriormente, en
donde el sitio de hemorragia es un sitio de hemorragia externa. La administraciéon puede comprender aplicar la
composicion hemostatica al sitio de hemorragia externa.

La invencion también proporciona una composicién hemostatica para su uso como se describidé anteriormente, en
donde el sitio de hemorragia es un sitio de hemorragia interna. La administracion puede comprender administrar por
via intravenosa la composicion hemostética al sujeto.

Breve descripcion de los dibujos

FIG. 1 muestra un grafico del tamafo medio de particula (nm) frente a la cantidad de NH4OH (%) afadido a una
reaccion para producir nanoparticulas de silice, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 2 muestra un grafico del rendimiento (%) frente a la cantidad de NH4OH (%) afadido a una reacciéon para
producir nanoparticulas de silice, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 3 muestra un grafico del valor R (min) frente a la concentracion (mg/ml) de nanoparticulas de silice (SNP) y
nanoparticulas de silice funcionalizadas con polimero de polifosfato (SNP-P70) (70 cadenas de longitud de
monoémero) a 37 °C y 10,8 mM Ca?*, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 4 muestra micrografias TEM de nanoparticulas de silice de tamafio medio de 55 nm, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 5 muestra un grafico del tiempo de coagulacion, R, para SNP-P70 y factor de tejido lipidado (LTF) a
diversas diluciones de plasma normal combinado (PNP) a 37 °C y Ca?* 10,8 mM, de acuerdo con realizaciones
de la presente divulgacion.

FIG. 6 muestra un grafico del tiempo de coagulacion (R) para diversas condiciones usando plasma deficiente en
FXII, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion. SNP-P70 mostré el valor R mas pequefio y mas
coherente. La ultima barra en el grafico era un control que usaba factor de tejido lipidado (LTF) en plasma normal
combinado (PNP).

FIG. 7 muestra un grafico del indice de coagulacion (IC) para diversas afecciones usando plasma deficiente en
FXIl (un indice mas alto indica un aumento de la coagulacion), de acuerdo con realizaciones de la presente
divulgacion. SNP-P70 tuvo el valor de Cl mas alto y mas coherente. La Ultima barra en el grafico era un control
que usaba factor de tejido lipidado (LTF) en plasma normal combinado (PNP).

FIG. 8 muestra un grafico del tiempo de coagulacién, R, para varias relaciones diferentes de polifosfato (P700) a
SNP (0,2, 0,4, 0,6 y 1), de acuerdo con las realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 9 muestra imagenes de microscopio de fluorescencia de un experimento de colorante de cumarina azul
especifico de trombina para determinar cualitativamente la respuesta del umbral de coagulacién, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion. FIG. 9 (izquierda) muestra una imagen del experimento del colorante de
cumarina azul a tiempo 0 min, y la FIG. 9 (derecha) muestra una imagen del experimento del colorante de
cumarina azul a los 20 minutos.

FIG. 10 muestra un grafico de intensidad de fluorescencia (u.a.) frente al tiempo para diversas concentraciones
de SNP y SNP-P70 (véase FIG. 10(a)), y un grafico del tiempo de coagulacién (tiempo medio, s) frente a la
concentracion (mg/ml) para SNP y SNP-P70 (véase FIG. 10(b)), de acuerdo con realizaciones de la presente
divulgacion.

FIG. 11(a) muestra un grafico del tiempo de coagulacion, R, (min.) frente al % de plasma normal combinado
(PNP) para experimentos para determinar la actividad hemostatica en muestras diluidas, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion. FIG. 11(b) muestra un grafico del tamafio del coagulo, MA, (mm) frente
al % del plasma normal combinado (PNP), de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 12(a) muestra un grafico de fluorescencia frente al tiempo (s) para tiempos de generacion de trombina de
100 % de plasma a 25 % de plasma (es decir, 100 % de plasma es 100 % de plasma y 0 % de diluyente) sin
SNP-P70 afiadido. FIG. 12(b) muestra un grafico de fluorescencia frente a tiempo (s) para tiempos de generacion
de trombina en diversas condiciones de dilucion para muestras con SNP-P70 afadido, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 13(a) muestra un gréfico del tiempo de coagulacién, R, (min.) frente a temperatura (°C) para experimentos
para determinar la actividad hemostatica de SNP-P70 en condiciones hipotérmicas, de acuerdo con realizaciones
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de la presente divulgacion. FIG. 13(b) muestra un grafico del indice de coagulacién (IC) frente a la temperatura
(°C) para SNP-P70 en condiciones hipotérmicas, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 14 muestra un esquema de una nanoparticula de silice que incluye PEG unido a la nanoparticula mediante
un grupo de enlace peptidico escindible que puede ser escindido por el Factor Xa, trombina u otras enzimas, de
acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 15 muestra un grafico del tiempo de coagulacién, R, frente a 3-aminopropil trietoxisilano (APTES) para
proporcion de SNP, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 16 muestra un grafico del tiempo de coagulaciéon, R, para SNP no funcionalizado y varios SNP
funcionalizados (Pép: péptido; SPDP: 3-(2-Piridilditio)propionato de succinimidilo; PEG usado fue 2kDa), de
acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 17 muestra graficos de la dependencia del tamafio de las actividades procoagulantes de un polimero de
fosfato (poliP), de acuerdo con realizaciones de la presente divulgaciéon. Los datos se trazan como % de
actividades maximas frente a la longitud del polimero de polimero de fosfato (polip).

FIG. 18 muestra un grafico de la eficiencia de la conjugacion de dendrimero-poliP a diferentes condiciones de
pH, temperatura y tiempo, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 19 muestra un grafico de la estabilidad de poliP a 37 °C y varias condiciones de pH, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 20 muestra un grafico de dendrimero que atraviesa las columnas Econo-Pac 10 DG, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion. La fase de realizacién fue agua DI.

FIG. 21 muestra un grafico de dendrimero que atraviesa las columnas Econo-Pac 10 DG, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion. La fase de ejecucion fue tampén acido de borato 25 mM a pH 9.

FIG. 22 muestra un grafico de dendrimero-poliP que atraviesa las columnas Econo-Pac 10 DG, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion. La fase de ejecucion fue tampén acido de borato. La lectura era para
dendrimero.

FIG. 23 muestra un grafico de dendrimero-poliP que atraviesa las columnas Econo-Pac 10 DG, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion. La fase de ejecucion fue tampodn acido de borato. La fase de ejecucion
fue tampon acido de borato. La lectura fue para poliP.

FIG. 24 muestra un grafico de dendrimero-poliP que atraviesa las columnas empaquetadas en gel BG P-10, de
acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion. La fase de ejecucion fue LiCl 1M. La lectura era para
dendrimero.

FIG. 25 muestra un grafico de dendrimero-poliP que atraviesa las columnas empaquetadas en gel BG P-10, de
acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion. La fase de ejecucion fue LiCl 1M. La lectura fue para PoliP.
FIG. 26 muestra un grafico de la concentracién de PoliP antes y después del ensayo glass milk realizado en dos
reacciones anteriores, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 27 muestra un grafico de la concentracién de amina primaria y PoliP antes y después del ensayo de
separacion con glass milk, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 28 muestra un grafico de un ensayo de coagulacién sanguinea para la conjugacién Dendrimero-PoliP, de
acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 29 muestra un grafico de la conjugacion PS-poliP, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.
Las condiciones de reaccién fueron a temperatura ambiente, pH 4, y 24 horas.

FIG. 30 muestra un grafico de la cantidad de amina expuesta en la superficie de las particulas de PS a pH 4, de
acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 31 muestra un grafico de la concentracion de amina primaria de 24 y 48 horas de una reaccion de ligando
poliP frente a control en condiciones sin EDAC (1-etil-3- [3-dimetilamino)propil]carbodiimida), de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 32 muestra una curva de calibracion de la concentracién de amina primaria a longitudes de onda de
excitacion y emision de 410 y 480 nm, respectivamente, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.
FIG. 33 muestra un gréfico de la concentracién de amina primaria después de que el ligando de amina-tiol
reaccionara con poliP, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 34A muestra la mezcla de ligando de nanoparticulas de oro antes de la centrifugacion, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion. FIG. 34B muestra microgranulos de particulas de oro después de la
centrifugacion, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 35A y 35B muestran un esquema de la sintesis de nanoparticulas de silice basada en PLGA, de acuerdo
con realizaciones de la presente divulgacion. Como se muestra en la FIG. 35A, las muestras se insertan en el
canal de dispersion. El canal de entrada contiene silice sol-gel, que precipita en contacto con los medios para
formar nanoparticulas esféricas. FIG. 35B muestra una vista lateral del esquema, que ilustra como se forman las
nanoparticulas esféricas. Los tamafios de particula para PLGA promediaron aproximadamente 125 nm.

FIG. 36 muestra un grafico de potenciales zeta de FMSnf, FMS-nf cargado con poliP, y FMS-nf cargado con
particulas APTES, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 37 muestra imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) de nanoparticulas de silice (NP), por
ejemplo, espuma mesocelular, preparada usando el sistema PLGA, de acuerdo con realizaciones de la presente
divulgacion. El diametro medio de particula fue de 125 +/- 25 nm segun se determiné por dispersion dinamica de
luz. La naturaleza conjunta de las particulas separadas se produjo debido a la pulverizacién catddica de
imagenes SEM.

FIG. 38 muestra un grafico de distribucion del tamafio de poro de la rama de desorcion calculada de las espumas
mesocelulares por el método BJH, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.
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FIG. 39 muestra un grafico de la distribucion del tamafio de poro de la rama de desorcion calculada de silice
porosa por el método BJH, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 40 muestra imagenes SEM de TiO: sintetizado mediante la ruta del acido fosférico, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion. La naturaleza conjunta de las particulas separadas se produjo debido a
la pulverizacion catddica de imagenes SEM.

FIG. 41 muestra un espectro FT-IR de nanoparticulas de titania no modificadas y modificadas por APTES, de
acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion. Las bandas de C-H, N-H, y Si-O-Si indicaron una unién
exitosa de APTES a moléculas de TiO2.

FIG. 42 muestra un grafico de titulacion de potencial zeta de nanoparticulas de titania modificadas y no
modificadas, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 43, izquierda, muestra imagenes de la captacion de varias muestras por HUVEC (células endoteliales de la
vena umbilical humana), con una concentraciéon de Ag NP de 10 pug/ml; Concentracion de caolin de 10 pyg/ml; y
concentracion de MCF-26 de 100 pg/ml. FIG. 43, derecha, muestra imagenes de la captacion de varias muestras
por HDF, con una concentracion de Ag NP de 20 pug/ml; Concentracion de caolin de 20 pg/ml; y concentracion de
MCF-26 de 100 pg/ml.

FIG. 44 muestra un mecanismo para unir trombina a silice sélida usando un reticulador de proteinas, de acuerdo
con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 45 muestra un flujo de trabajo del proceso y una imagen de un ensayo colorimétrico con deteccion de tiol
para verificar la desproteccion de hidroxilamina de nanoparticulas de silice sélidas, de acuerdo con realizaciones
de la presente divulgacion.

FIG. 46 muestra un grafico del tiempo de coagulacion (R, min) frente al tamafio de particula (nm) de
nanoparticulas de silice a una concentraciéon de 0,68 mg/ml, de acuerdo con realizaciones de la presente
divulgacion. Condiciones experimentales: 37 °C, Ca?* 22 mM.

FIG. 47 muestra un grafico del tiempo de coagulacién (R, min) frente a la concentracién final (mg/ml) de
nanoparticulas de silice de 55 nm de tamafo en el TEG, de acuerdo con realizaciones de la presente
divulgacion. 0,68 a 1,35 mg/ml se consideré optimo, con el umbral siendo ~0,5 mg/ml. Condiciones
experimentales: 37 °C, Ca?* 11 mM.

FIG. 48 muestra un grafico del tamafo de particula y el indice de polidispersidad (PDI) frente a la concentracién
de las nanoparticulas de silice, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion. Las particulas fueron
estables en todo el intervalo de concentraciones experimentales. Condiciones experimentales: 20 °C, pH 6,8.
FIG. 49 muestra un grafico del tiempo de coagulacion (R, min) frente a la concentracion de nanoparticulas de
silice con y sin polifosfato, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion. Condiciones experimentales:
37 °C, relacion de peso SiO2:P-70 = 1:1, 116 nm, Ca?* 11 mM.

FIG. 50 muestra un grafico de la relacion entre el potencial zeta y el pH para las particulas de silice recubiertas
con APTES, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion. Condiciones experimentales: 20 °C,
12,5 mg/ml, 112 nm de diametro, el lote contenia particulas con bajo contenido de amina.

FIG. 51 muestra un grafico del tiempo de coagulacion (R, min) de las particulas de silice recubiertas con APTES,
con y sin PEGilacién de amina, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion. Delta R fue 6ptimo en la
densidad baja de amina. Condiciones experimentales: 37 °C, 1,35 mg/ml, 112 nm.

FIG. 52 muestra un grafico de los efectos de las nanoparticulas de poliP45-Au (10 nm) en el tiempo de
coagulacién mediado por Factor Xa, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion. La concentracion
de fosfato se mantuvo a 9,8 ym.

FIG. 53 muestra un grafico del tiempo de coagulacién frente a la concentracion de polifosfato, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion. La concentracion de nanoparticulas fue de 12,9 nM.

FIG. 54 muestra micrografias TEM de SNP de ~55 nm de tamafio, de acuerdo con realizaciones de la presente
divulgacion.

FIG. 55 muestra un grafico del tamafo de particula de SNP basado en % NH4OH afiadido, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 56 muestra un grafico de rendimiento de silice basado en % NH4OH afiadido, de acuerdo con realizaciones
de la presente divulgacion.

FIG. 57 muestra micrografias TEM de Ag@SNP y un esquema de la particula: nucleo de plata (Ag) y cubierta de
silice (SiO2), de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 58 muestra un grafico del tiempo de coagulacion (R, min) frente a la concentracion de reserva (mg/ml) de
las nanoparticulas de silice de diferentes tamafios, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacién. 50
mg/ml corresponden a 1,35 mg/ml en una taza de TEG. Condiciones experimentales: 37 °C, Ca?* 11 mM.

FIG. 59 (a) muestra un gréfico del tiempo de coagulacion de SNP con y sin polifosfato (P70) en funcién de la
concentracion; y la FIG. 59 (b) muestra un grafico del tiempo de coagulacion de diferentes muestras, incluyendo
SNP, SNP-P70 y caolin, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 60 muestra un grafico del tiempo de coagulacién (R) para diversas condiciones usando plasma deficiente en
FXIl, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion. SiO2-P70 tenia el valor R mas pequefio y mas
coherente. La ultima barra fue un control usando plasma normal combinado.

FIG. 61 muestra un gréafico del indice de coagulacién (IC) para diversas afecciones usando plasma deficiente en
FXII, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion. SiO2-P70 tenia el valor de Cl mas alto y mas
coherente. La ultima barra fue un control usando plasma normal combinado.

FIG. 62 muestra un grafico del tiempo de coagulacion (R) frente a APTES/SNP (ul/g) para APTES, 5k PEG y 20k
PEG SNP, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.
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FIG. 63 muestra un esquema de FXa (que se encuentra en el sitio de la herida) que reconoce la secuencia de
péptidos (IEGR) y separa el PEG del TSP para activar selectivamente la coagulacion, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 64 muestra un grafico de tiempos de coagulacién de particulas de silice funcionalizadas, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion. (Pép: péptido, PEG usado es 2k).

FIG. 65 muestra un grafico del tiempo de coagulacion (R) de varias sintesis de titania anatasa a diferentes
concentraciones de reserva, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacién. Condiciones
experimentales: 37 °C, Ca?* 11 mM.

FIG. 66 muestra un grafico de tiempos de coagulacion de TNP con y sin polifosfato (P70) a una concentracion de
100 mg/ml (reserva), de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 67 muestra un grafico de tiempos de coagulaciéon para TNP PEGilado, de acuerdo con realizaciones de la
presente divulgacion.

FIG. 68 muestra un grafico de la hidrolisis dependiente del pH del enlace P-N del conjugado de poliP-cistamina,
de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 69 muestra graficos de los datos de coagulacién para las particulas de oro presentadas en la Tabla 8
cuando se analiza la capacidad de activar la ruta de contacto, de acuerdo con realizaciones de la presente
divulgacion.

FIG. 70 muestra imagenes de: (Izquierda) Experimento de colorante de cumarina azul a tiempo 0 min; y
(Derecha) experimento de cumarina azul a tiempo 20 min, de acuerdo con realizaciones de la presente
divulgacion.

FIG. 71 muestra una imagen de electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) del material adquirido durante el
transcurso del tiempo de hidrdlisis con LiCl no tamponado, de acuerdo con realizaciones de la presente
divulgacion.

FIG. 72 muestra una imagen del material PAGE adquirido durante el transcurso del tiempo de hidrdlisis con LiCl
alcalino, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 73 muestra una imagen de PAGE de poliP de alto rendimiento fraccionado por tamafio, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 74 muestra graficos de distribucion de tamafios de nanoparticulas de oro medidas por DLS, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion. La relacién molar de citrato a oro fue (A) 4:1 (B) 3:1y (C) 1:1.

FIG. 75A y FIG. 75B muestran esquemas del proceso de sintesis de nanoparticulas de oro conjugadas con poliP,
de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion. FIG. 75A muestra poliP conjugado con cistamina, y
FIG. 75B muestra poliP-cistamina unida a la superficie de nanoparticulas de oro.

FIG. 76 muestra un esquema de la determinacion del radio minimo y maximo basado en la geometria de una
centrifuga, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 77 muestra un grafico de la actividad de coagulacion acumulativa para nanoparticulas de poliP45-oro de 10
nm, 15 nm, y 50 nm (consulte la Tabla 13 para obtener informacién de muestra), de acuerdo con realizaciones de
la presente divulgacion.

FIG. 78 muestra un grafico de la actividad de coagulacion acumulativa para nanoparticulas de poliP70-oro de 10
nm, 15 nm, y 50 nm (consulte las Tablas 14 y 15 para obtener informacién de muestra), de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 79 muestra un grafico de activacion de la ruta de contacto de nanoparticulas de poliP70-50 nm oro (consulte
la Tabla 14 para obtener informacion de la muestra) a una concentracion constante de particulas de oro, de
acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 80 muestra los datos de activacion de la ruta de contacto para nanoparticulas de poliP70-50 nm oro
(consulte la Tabla 14 para obtener informacion de la muestra) a una concentracion constante de fosfato, de
acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 81 muestra los datos de activacion de la ruta de contacto para las nanoparticulas de poliP70-Peg (3:1)-50
nm oro (consulte la Tabla 15 para obtener informacién de muestra) a una concentracién constante de
nanoparticulas de oro, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 82 muestra un grafico de mediciones fluorescentes para la induccién de la ruta de contacto con poliP45
acuoso usando un sustrato de trombina fluorogénica, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.
FIGS. 83A-83D muestran el montaje y desmontaje de enlaces de hidrégeno intermoleculares entre PAAc y
PAAm, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion. FIG. 83A muestra una representacion
esquematica. FIG. 83B muestra una imagen de PAAc y las soluciones acuosas de PAAm se mezclaron
completamente a 20 °C. FIG. 83C muestra una imagen de una mezcla que se calent6 a 40 °C. FIG. 83D muestra
una imagen de una solucion que se enfrié nuevamente a 20 °C.

FIGS. 84A y 84B muestran esquemas del proceso de sintesis de nanoparticulas de oro conjugadas con los
polimeros termosensibles, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion. FIG. 84A muestra una
reaccion para la conjugacion de PAAc o PAAm con cistamina o DDA. FIG. 84B muestra PAAc-cistamina o
PAAmM-DDA unidas a la superficie de nanoparticulas de oro.

FIG. 85 muestra un grafico de la distribucion de tamafios de las nanoparticulas después de mezclar
PAAc_10nm_poliP (13) con PAAm_10nm_poliP (13) en una relacion 1:1 a 25 °C, 33 °C y 37 °C, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 86 muestra un grafico de la distribucion de tamafos de las nanoparticulas después de mezclar
PAAc_10nm_poliP (11) con PAAm_10nm_poliP (11) en una relacién 1:1 a 25 °C y 37 °C, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion.
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FIG. 87 muestra un grafico del tamafio de particula de SNP basado en % de NH40OH afadido, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 88 muestra un grafico de rendimiento de silice basado en % NH4OH afiadido, de acuerdo con realizaciones
de la presente divulgacion.

FIG. 89 muestra un grafico del tiempo de coagulacién para SNP-P70, que tuvo un tiempo de coagulaciéon mas
corto (R, min) a la mitad de la concentracion que la silice desnuda, de acuerdo con realizaciones de la presente
divulgacion. Condiciones experimentales: 37 °C, Ca?* 11 mM.

FIG. 90 muestra un grafico del tiempo de coagulacion para diversas relaciones de P700:SNP (0,2, 0,4, 0,6 y 1),
de acuerdo con las realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 91 muestra un grafico de intensidad de fluorescencia en el tiempo, que muestra que SNP-P70 generd
trombina mas rapido que SNP, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 92 muestra un grafico de los mismos datos de fluorescencia que en la FIG. 91, presentado en términos de
tiempo de coagulacion.

FIG. 93 muestra un grafico de tiempos de generacion de trombina desde 100 % de plasma hasta 25 % de
plasma; es decir: 100 % es 100 % de plasma y 0 % de diluyente, de acuerdo con realizaciones de la presente
divulgacion.

FIG. 94 muestra un grafico de fluorescencia en el tiempo, lo que indicaba que la adicién de SNP-P70 generaba
trombina rapidamente incluso bajo dilucién plasmatica severa, de acuerdo con realizaciones de la presente
divulgacion.

FIG. 95 muestra un grafico del tiempo de coagulacion frente a temperatura, que indico que TSP de SNP-P70
comenzaban con los coagulos mas rapido bajo hipotermia, de acuerdo con realizaciones de la presente
divulgacion.

FIG. 96 muestra un grafico del indice de coagulacion (IC) frente a la temperatura, que indic6 que SNP-P70
mejor6é la formacién de coagulos en comparacion con el factor de tejido lipidado (LTF), de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 97 muestra un grafico de tiempos de coagulacién para varios SNP, de acuerdo con realizaciones de la
presente divulgacion. FIG. 98 muestra un grafico de la relacién entre el potencial zeta y el tiempo de coagulacion
para SNP con y sin APTES, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 99 muestra un grafico del potencial zeta frente a la relacion APTES/TEOS usada en la sintesis de SNP, de
acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 100 muestra un gréfico del potencial zeta frente a la relacion APTES/TEOS para SNP calcinados y no
calcinados, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 101 muestra un grafico del tiempo de coagulacion frente al potencial zeta para SNP calcinados y no
calcinados, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 102 muestra un esquema del polifosfato "corona", segun realizaciones de la presente divulgacion. El
polifosfato cubre la superficie de nanoparticulas, haciendo que el polifosfato sea el Unico agente activo.

FIG. 103 muestra un grafico del potencial zeta frente a las cuentas totales para SNP funcionalizado solo con
APTES (arriba) y SNP funcionalizado con poliP "corona" (abajo), de acuerdo con realizaciones de la presente
divulgacion.

FIG. 104 muestra un grafico del tiempo de coagulacién frente al agente usado, de acuerdo con realizaciones de
la presente divulgacion. LTF significa factor de tejido lipidado. NP significa SNP-poliP "corona".

FIG. 105 muestra un grafico de distribucion de tamafo frente a intensidad para la nanoparticula SNP-poliP
"corona", de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 106 muestra un grafico del tiempo de coagulacion frente al mecanismo de entrega de SNP-poliP "corona"
sintetizada mediante la formacién de éster, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion. De
izquierda a derecha, las particulas fueron suspendidas en agua (Hz20), solucién de fosfolipidos (PL), solucion de
fosfolipidos y factor de tejido lipidado (PL+LTF) y con factor de tejido lipidado solo en agua (solo LTF).

FIG. 107 muestra una imagen TEM de nanoparticulas de éxido de hierro sintetizadas con oleilamina, de acuerdo
con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 108 muestra un grafico del potencial zeta frente a las cuentas totales de nanoparticulas de éxido de hierro
desnudo y nanoparticulas de 6xido de hierro cubiertas con poliP usando un enlace éster, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 109 muestra un grafico de tiempos de coagulacion que compara nanoparticulas de 6xido de hierro desnudo
con nanoparticulas de 6xido de hierro con recubrimiento de PoliP a diferentes concentraciones, de acuerdo con
realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 110 muestra un grafico del potencial zeta frente a las cuentas totales de nanoparticulas de 6xido de hierro
funcionalizadas con PAAc, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 111 muestra un grafico de tiempos de coagulacion que compara nanoparticulas de 6xido de hierro con tapa
de PAA y plasma recalcificado (sin agente), de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

FIG. 112 muestra un grafico de tiempos de coagulaciéon que compara las particulas de SNP protegidas con poliP
1 semana después de la sintesis con las mismas particulas después de 9 meses para mostrar la estabilidad de la
particula a temperatura y presion ambiente estandar, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion.

Definiciones

Un "agente hemostatico" se refiere a un agente que promueve la coagulacion sanguinea, por ejemplo, después de la
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administracion al sitio de hemorragia (por ejemplo, una herida externa o interna). Los agentes hemostaticos incluyen,
por ejemplo, materiales inorganicos (por ejemplo, nanoparticulas de silice, polifosfato, y similares, como se describe
en el presente documento), asi como iones biolégicamente activos (por ejemplo, iones que actian como cofactores
en la cascada de coagulacion (por ejemplo, sirviendo como puente iénico)), y/o precipitacion coloidal facilitada (por
ejemplo, precipitaciéon de glébulos rojos), proteinas del factor de coagulacion (por ejemplo, trombina, etc.),
combinaciones de los mismos y similares.

Una "composicion hemostatica" se refiere a una composicion que incluye al menos un agente hemostatico. Una
composicion hemostatica puede incluir ademas uno o mas componentes adicionales, que puede ser
hemostaticamente activa (por ejemplo, promover la coagulacidon sanguinea o promover la actividad del agente
hemostatico en la composicidon hemostatica en la coagulacién sanguinea). Las composiciones hemostaticas también
pueden contener agentes que son hemostaticamente inertes.

El término "hemostasia" como se usa en el presente documento se refiere a la inhibicion del sangrado, incluyendo la
parada del sangrado, que va acompafiada por formacién de coagulos sanguineos.

Una "cantidad hemostaticamente eficaz" se refiere a una cantidad de una composicion hemostatica que, después de
aplicacion a un sitio de hemorragia, es eficaz para facilitar la coagulacion de la sangre (por ejemplo, en comparacion
con el tiempo de formacion de coagulos en ausencia del agente hemostatico), aumentar la velocidad de coagulacién
sanguinea en comparacion con una velocidad de coagulacién sanguinea en ausencia del agente hemostatico, y/o
mejorar la resistencia a la coagulacién sanguinea en comparacién con la fuerza de coagulacion sanguinea en
ausencia del agente hemostatico. La fuerza del coagulo se puede medir mediante mediciones de
Thrombelastograph® (TEG). En la técnica se conocen ensayos para evaluar la actividad hemostatica, con métodos
ejemplares descritos en el presente documento.

El término "aislado" significa que el compuesto esta presente en un entorno diferente al que se encuentra en la
naturaleza. "Aislado" pretende incluir compuestos que estan dentro de muestras que estan sustancialmente
enriquecidas para el compuesto de interés y/o en donde el compuesto de interés esta purificado parcial o
sustancialmente.

Como se usa en el presente documento, el término "purificado" se refiere a un compuesto que se elimina de su
entorno natural y esta libre al menos en un 60 %, tal como 75 % o mas libre, o el 90 % o mas libre de otros
componentes con los que esta naturalmente asociado.

Los términos "individuo", "sujeto", "huésped" y paciente", que se usan de manera indistinta en el presente
documento, se refieren a cualquier sujeto que necesite tratamiento, por ejemplo, mamiferos, incluyendo, aunque no
de forma limitante, seres humanos, simios, felinos, caninos, equinos, bovinos, animales de granja mamiferos,
animales deportivos mamiferos y mascotas mamiferas. Los sujetos humanos que necesitan tratamiento son de
interés.

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina" se usan indistintamente en el presente documento para referirse a
una forma polimérica de aminoacidos de cualquier longitud. A menos que se indique especificamente de otra
manera, "polipéptido”, "péptido" y "proteina" pueden incluir aminoacidos genéticamente codificados y no codificados,
aminoacidos modificados o derivatizados quimicamente o bioquimicamente y polipéptidos que tienen cadenas
principales peptidicas modificadas. El término incluye proteinas de fusion, incluyendo, aunque no de forma limitante,
proteinas de fusiéon con una secuencia de aminoacidos heterdloga, fusiones con secuencias lider heterélogas y
homdlogas, proteinas que contienen al menos un resto de metionina N-terminal (por ejemplo, para facilitar la
produccién en una célula hospedadora bacteriana recombinante); proteinas marcadas inmunoldgicamente; y
similares.

Antes de describir adicionalmente la presente invencién, 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 usada 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 pequefos
y también se incluyen en la presente invencion, sujetos a cualquier limite especificamente excluido en el intervalo
indicado. Cuando el intervalo indicado incluye uno o ambos limites, los intervalos que excluyen uno o ambos de esos
limites incluidos también se incluyen en la invencion.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que el que entiende comunmente un experto habitual en la técnica a la cual pertenece la
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presente invencion. 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, ahora
se describen los métodos y materiales preferidos.

Cabe destacar que, como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en
singular "un", "y" y "el" incluyen referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por lo
tanto, por ejemplo, La referencia a "un agente hemostatico" incluye una pluralidad de tales agentes y la referencia a
"el agente hemostatico" incluye referencia a uno o mas agentes y equivalentes de los mismos conocidos por los
expertos en la técnica, etc. 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 relacion con la cita de los elementos de las reivindicaciones o
para el uso de una limitacién "negativa". Ademas, cualquier elemento de la divulgacion mencionado positivamente

proporciona una base para una limitacion negativa para excluir ese elemento de las reivindicaciones.

Las publicaciones discutidas en el presente documento se proporcionan Unicamente para su divulgacion antes de la
fecha de presentacion de la presente solicitud. No ha de interpretarse que nada en el presente documento constituya
una admision de que la presente invencidon no tenga derecho a anteponer dicha publicacion por virtud de una
invencion anterior. Ademas, las fechas de publicaciéon proporcionadas pueden ser diferentes de las fechas de
publicacién reales que pueden necesitar su confirmacién independientemente.

Descripcion detallada

Las realizaciones de la presente divulgacién se refieren a composiciones hemostaticas que incluyen una cantidad
hemostaticamente eficaz de un agente hemostatico que incluye una nanoparticula y un polimero de polifosfato unido
covalentemente a la nanoparticula. También se proporcionan dispositivos médicos, asi como dichas composiciones
hemostaticas para usar en un método para promover la coagulacién sanguinea.

AGENTES HEMOSTATICOS

Los aspectos de la presente divulgacion incluyen agentes biolégicamente activos configurados para promover la
coagulaciéon sanguinea. Estos agentes hemostaticos incluyen una nanoparticula y un polimero de polifosfato unido
covalentemente a la nanoparticula. Por "nanoparticula" se entiende una particula que tiene dimensiones en la escala
nanomeétrica, tales como dimensiones de 1000 nm o menos, como 750 nm o menos, incluyendo 500 nm o menos, o
250 nm o menos, o 200 nm o menos, o 150 nm o menos, o 100 nm o menos, o 50 nm o menos, 0 40 nm 0 menos, o
30 nm o menos, 0 25 nm o menos, o0 20 nm o menos, 0 15 nm o menos, o 10 nm o menos, 0 5 nm o menos. En
algunos casos, la nanoparticula tiene dimensiones de 100 nm o menos. El término "promedio" como se usa en el
presente documento pretende ser la media aritmética.

En ciertas realizaciones, la nanoparticula tiene forma esférica, aunque en otras realizaciones, también se pueden
incluir otras formas de nanoparticula. Por ejemplo, algunas realizaciones de la nanoparticula tienen una forma tal
como, aunque no de forma limitante, un elipsoide, una varilla, un cono, un cubo, un cuboide (por ejemplo, una caja
rectangular), una piramide, una forma irregular, etc. En determinados casos, se pueden incluir combinaciones de
diferentes formas de nanoparticulas. Como se ha indicado anteriormente, la nanoparticula puede tener una forma
sustancialmente esférica y, por lo tanto, puede tener dimensiones medidas como un diametro de la esfera, como un
diametro promedio de 1000 nm o menos, como 750 nm o menos, incluyendo 500 nm o menos, o 250 nm o menos, o
200 nm o menos, o 150 nm o menos, o 100 nm o menos, o 50 nm o menos, o0 40 nm o menos, o 30 nm o0 menos, o
25 nm o menos, 0 20 nm o0 menos, 0 15 nm o menos, o 10 nm o menos, 0 5 nm o menos. En algunos casos, una
nanoparticula sustancialmente esférica tiene un diametro promedio de 100 nm o menos.

En ciertas realizaciones, la nanoparticula no es porosa. Por "no poroso" se entiende que la nanoparticula es
sustancialmente sélida, tal que la superficie accesible (por ejemplo, superficie accesible al disolvente, tal como una
superficie exterior de la particula con la que puede contactarse un fluido circundante) de la nanoparticula es la
superficie exterior de la nanoparticula. En algunos casos, una nanoparticula no porosa no tiene poros expuestos en
la superficie de la nanoparticula. En otras realizaciones, la nanoparticula es porosa. Una nanoparticula porosa puede
tener uno o mas poros expuestos en la superficie de la nanoparticula, de manera que la superficie accesible de la
nanoparticula incluye la superficie exterior de la nanoparticula y las superficies interiores de uno o mas poros dentro
de la nanoparticula. En determinados casos, una nanoparticula porosa tiene un area de superficie accesible mayor
que una nanoparticula no porosa de la misma forma y dimensiones promedio.

El tamafo de poro de una nanoparticula porosa se puede seleccionar para proporcionar la actividad deseada
promotora de coagulos (por ejemplo, tasa de coagulacion, tiempo de coagulacién, fuerza del coagulo, etc.). El
tamafio promedio del poro generalmente se determina mediante el célculo BET-BJH de datos de isoterma de
desorcién/adsorcion de N2. En algunas realizaciones, el tamafio promedio del poro de una nanoparticula porosa
varia de 1 a 100 nm, Tal como de 1 nm a 75 nm, incluyendo 1 nm a 50 nm, 0 5 nm a 50 nm, 0 5 nm a 40 nm, 0 5 nm
a 30 nm, o 10 nm a 30 nm. En determinados casos, El tamafio medio del poro de la nanoparticula porosa es de 10
nm a 30 nm. En algunas realizaciones, la nanoparticula porosa tiene un tamafo de poro promedio de 1 nm o mas,
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tal como 5 nm o mas, incluyendo 10 nm o mas, o 15 nm o mas, 0 20 nm o mas, 0 25 nm o mas, o 30 nm o mas, o0 35
nm o mas, o 40 nm o mas, o0 45 nm o mas, o 50 nm o mas, con la condicién de que el tamafo de poro promedio sea
de 100 nm o menos. En ciertas realizaciones, la nanoparticula porosa tiene un tamarfio de poro promedio de 10 nm o
mas. En algunas realizaciones, la nanoparticula porosa puede tener un tamafio de poro promedio de 50 nm o
menos, como 45 nm o menos, incluyendo 40 nm o menos, o 35 nm o menos, o 30 nm 0 menos, 0 25 nm 0 menos, o
20 nm o menos, o0 15 nm o menos, o0 10 nm o menos, 0 5 nm o menos, o 1 nm o menos. En ciertas realizaciones, la
nanoparticula porosa puede tener un tamafio de poro promedio de 30 nm o menos.

En ciertas realizaciones, la nanoparticula esta compuesta de un 6xido de silicio, aluminio, un metal de transicion (por
ejemplo, titanio, circonio, y similares), aluminosilicato, o combinacién de los mismos. Los materiales ejemplares para
la nanoparticula incluyen, pero sin limitacion, diéxido de silicio (por ejemplo, silice), didxido de titanio, éxido de silicio-
aluminio, 6xido de aluminio, 6xido de hierro, polimeros (por ejemplo, poliestireno), metales (por ejemplo, oro) y
similares. En algunos casos, La nanoparticula estd compuesta de otros materiales inorganicos, tal como, aunque no
de forma limitante, tierra de diatomeas, hidroxiapatita calcica, y similares. También se pueden incluir combinaciones
de los materiales anteriores.

En ciertas realizaciones, la nanoparticula es una nanoparticula tratada térmicamente. Por ejemplo, la nanoparticula
puede tratarse a alta temperatura, como en un proceso de calcinaciéon. En algunos casos, Las nanoparticulas se
tratan (por ejemplo, se calcinan) a una temperatura de 200 °C o mas, como 250 °C o mas, o 300 °C o mas, o 350 °C
o mas, 0 400 °C o mas, 0 450 °C o mas, o 500 °C o mas, o 550 °C o mas, o 600 °C o mas, o 650 °C o mas, o 700 °C
o mas, o 750 °C o mas. En ciertas realizaciones, Las nanoparticulas son tratadas (por ejemplo, se calcinan) a una
temperatura de 250 °C. En ciertas realizaciones, Las nanoparticulas se tratan (por ejemplo, se calcinan) a una
temperatura de 550 °C. En ciertas ocasiones, el tratamiento térmico de las nanoparticulas facilita una reduccién en el
potencial zeta de las nanoparticulas. En algunos casos, un agente hemostatico con un potencial zeta mas bajo ha
aumentado la actividad hemostatica. En algunos casos, el agente hemostatico tiene un potencial zeta de 0 mV o
menos, tal como -1 mV o menos, o -5 mV o menos, 0 -10 mV o menos, 0 -15 mV o menos, o0 -20 mV o menos, o0 -25
mV o menos, 0 -30 mV o menos. En ciertas realizaciones, el agente hemostatico tiene un potencial zeta de -15 mV o
menos.

En ciertas realizaciones, la nanoparticula puede tener actividad hemostatica, tal que la nanoparticula promueva la
coagulacién de la sangre (por ejemplo, en comparacién con la coagulacion de la sangre en ausencia del agente
hemostatico). Como tal, una nanoparticula con actividad hemostatica puede describirse como hemostaticamente
eficaz. Por ejemplo, sin limitarse a ninguna teoria particular, la nanoparticula puede tener una carga superficial
negativa en el fluido corporal (por ejemplo, sangre), que puede facilitar la activacion de la cascada de coagulacion
activando el Factor Xll. La promocién de la coagulacion de la sangre puede describirse por uno o mas de los
siguientes factores: (1) reduccion del tiempo inicial para la formacién de coagulos sanguineos (R, min); (2) aumento
de la velocidad de formacién de coagulos (a, grados); (3) aumento de la fuerza del coagulo o amplitud maxima (MA,
mm); y (4) reduccion en el tiempo hasta que el coagulo alcance 20 mm (K, min).

Como se ha descrito anteriormente, en ciertas realizaciones, el agente hemostatico incluye un polimero de
polifosfato (poliP) unido a la nanoparticula. En determinados casos, el polimero de polifosfato es hemostaticamente
eficaz para promover la coagulacidon sanguinea (por ejemplo, en comparacion con la coagulacién sanguinea en
ausencia del agente hemostatico). Por ejemplo, sin limitarse a ninguna teoria particular, el polimero de polifosfato
puede facilitar la activacion de la cascada de coagulacién a través de la activacion del Factor Xa. Como tal, el
polimero de polifosfato puede facilitar la coagulacion de la sangre mediante la activacion de una diana diferente (por
ejemplo, enzima o zimégeno) en la cascada de coagulacion que la nanoparticula.

En algunos casos, un agente hemostatico que incluye un polimero de polifosfato unido a una nanoparticula tiene una
mayor actividad hemostatica que la propia nanoparticula. Por ejemplo, un agente hemostatico que incluye un
polimero de polifosfato unido a una nanoparticula puede tener un tiempo de coagulacion, R, (por ejemplo, tiempo
hasta que se detecta la primera evidencia de un coagulo) medido por una trombelastografia que es menor que el
tiempo de coagulacién de la propia nanoparticula. En algunos casos, un agente hemostatico que incluye un polimero
de polifosfato unido a una nanoparticula tiene un tiempo de coagulacién, R, de 15 min o menos, tal como 10 min o
menos, 0 5 min o menos, o0 4,5 min o menos, 0 4 min o0 menos, o0 3,5 min o menos, o 3 min o0 menos, o0 2,5 min o
menos, 0 2 min 0 menos, o 1,5 min o menos, o 1 min o menos, o 0,5 min 0 menos. En algunas realizaciones, un
agente hemostéatico que incluye un polimero de polifosfato unido a una nanoparticula tiene un tiempo de
coagulacién, R, de 3 min o menos. En algunas realizaciones, un agente hemostatico que incluye un polimero de
polifosfato unido a una nanoparticula tiene un tiempo de coagulacion, R, de 2,5min o menos. En algunas
realizaciones, un agente hemostatico que incluye un polimero de polifosfato unido a una nanoparticula tiene un
tiempo de coagulacién, R, de 2 min o menos. En algunas realizaciones, un agente hemostatico que incluye un
polimero de polifosfato unido a una nanoparticula tiene un tiempo de coagulacién, R, de 1,5 min o menos. En
algunas realizaciones, un agente hemostatico que incluye un polimero de polifosfato unido a una nanoparticula tiene
un tiempo de coagulacién, R, de 1 min o menos.

En ciertas realizaciones, un agente hemostatico que incluye un polimero de polifosfato unido a una nanoparticula
tiene una mayor actividad hemostatica que el propio polimero de polifosfato. Por ejemplo, un agente hemostatico
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que incluye un polimero de polifosfato unido a una nanoparticula puede tener un tiempo de coagulacion, R, (como se
describié anteriormente) que es menor que el tiempo de coagulaciéon del propio polifosfato. En algunos casos, un
agente hemostatico que incluye un polimero de polifosfato unido a una nanoparticula puede promover la coagulacion
sanguinea con una longitud de polimero de polifosfato mas corta en comparacién con el polifosfato solo (es decir, un
polimero de polifosfato libre). Por ejemplo, un agente hemostatico que incluye un polimero de polifosfato corto (por
ejemplo, 100 meros o menos, tal como 70 meros) unido a una nanoparticula puede producir una reduccién
significativa del tiempo de coagulacién en comparacién con un polimero de polifosfato corto solo. En algunos casos,
el tiempo de coagulacion de un agente hemostatico que incluye un polimero de polifosfato corto (por ejemplo, 100
meros o menos, tal como 70 meros) unido a una nanoparticula puede ser menor o igual que el tiempo de
coagulacién de un polimero de polifosfato largo (por ejemplo, 500 meros o mayor) solo.

El polimero de polifosfato puede estar compuesto de dos o0 mas monémeros de fosfato unidos entre si para formar el
polimero de polifosfato. Por ejemplo, el polimero de polifosfato puede incluir 2 o mas mondémeros, tal como 5 o mas,
incluyendo 10 o mas, o 20 o mas, o 30 o mas, 0 40 o mas, o 50 o mas, o 60 o méas, o 70 o mas, u 80 o mas, 0 90 o
mas, o 100 o mas, o 150 o mas, o0 200 o mas, o 250 o mas, o mas, o 300 o mas, o 400 o mas, o 500 o mas, o 600 o
mas, o 700 o mas, u 800 o mas, o 900 o mas, o 1000 o mas, o 1100 o mas, o 1200 o mas, o 1300 o mas, o 1400 o
mas, o 1500 o mas mondmeros de fosfato. En determinados casos, la composicion de polimero de polifosfato
incluye un promedio de 70 mondémeros de fosfato por polimero. En otras realizaciones, la composicién de polimero
de polifosfato incluye un promedio de 700 mondmeros de fosfato por polimero. También se pueden incluir
combinaciones de polimeros de fosfato de diferentes tamafios. Por ejemplo, la composicion de polimero de
polifosfato puede tener de 2 a 200 mondmeros de fosfato por polimero, tal como de 5 a 200, incluyendo de 10 a 200,
ode 10 a 150, o de 10 a 100, de 20 a 100, o de 30 a 100, o de 40 a 100, o de 50 a 100 mondmeros de fosfato por
polimero. En otros casos, la composiciéon de polimero de polifosfato puede tener de 100 a 1500 mondmeros de
fosfato por polimero, tal como de 100 a 1400, o de 100 a 1300, o de 200 a 1300 mondmeros de fosfato por polimero.

El polimero de polifosfato esta unido covalentemente a la nanoparticula. El polimero de polifosfato se puede unir a la
nanoparticula mediante un grupo de enlace entre la superficie o poros de la nanoparticula y el polimero de
polifosfato. Las interacciones de unidén pueden ser sustancialmente permanentes (por ejemplo, requieren una
cantidad relativamente grande de energia para superar la interaccién de unién, como con enlaces covalentes) o
puede ser reversible (por ejemplo, requiere una cantidad relativamente baja de energia para interrumpir la
interaccion de unién, como con las interacciones dipolo-dipolo). Por ejemplo, el polimero de polifosfato puede unirse
a la nanoparticula a través de un enlace fosforamidato, enlace éster, enlace acido carboxilico, u otra forma de
enlace. En ciertas realizaciones, la fuerza de los enlaces puede verse alterada dependiendo de los factores
presentes o que surjan en el cuerpo (por ejemplo, enzimas, fibrina, etc.), o afectados por campos aplicados
externamente (por ejemplo, magnético, etc.), o por inyeccién de un agente modificador dirigido al polimero de
polifosfato, enlace, o nanoparticula.

Las realizaciones del agente hemostatico incluyen una nanoparticula y un polimero de polifosfato, tal como se ha
descrito anteriormente. En ciertas realizaciones, el agente hemostatico tiene una composicidon con una relacion de
masa particular del polimero de polifosfato a nanoparticula. Por ejemplo, el agente hemostatico puede tener una
relacion de masa de polimero de polifosfato a nanoparticula de 1:10 o mas, tal como 1:9 o0 mas, incluyendo 1:8 o
mas, 0 1:7 omas, 0 1:6 omas, 0 1:50mas, 0 1:4 o mas, 0 1:3o0mas, 0 1:2o0mas, 0 1:1 omas, 0 2:1 omas, 0 3:1 0
mas, o0 4:1 o mas, o 5:1 o mas. En algunas realizaciones, el agente hemostatico tiene una relacion de masa de
polimero de polifosfato a nanoparticula de 1:2 o mas, como 1:2. En algunas realizaciones, el agente hemostatico
tiene una relacién de masa de polimero de polifosfato a nanoparticula de 1:1 o mas, como 1:1.

En ciertas realizaciones, El agente hemostatico incluye un agente protector. El agente protector puede ser
sustancialmente no reactivo en el cuerpo, tal como sustancialmente no reactivo hacia elementos de la cascada de
coagulacién. El agente protector se puede configurar para reducir o inhibir la actividad hemostatica del agente
hemostatico. Por ejemplo, en determinados casos, el agente protector puede configurarse para bloquear o cubrir la
superficie accesible del polimero de polifosfato, tal que las interacciones entre el polimero de polifosfato y su diana
(por ejemplo, enzima o zimdégeno o superficies de fibrina) se reducen o inhiben. Esta reduccién o inhibiciéon en la
interaccion entre el polimero de polifosfato y su diana puede ser suficiente para facilitar una reduccion en la
activacion de la diana en comparacién con cuando el agente protector no estd presente. Por ejemplo, un agente
hemostatico que incluye un agente protector puede no tener sustancialmente actividad hemostatica, tal que el
agente hemostatico que incluye un agente protector no promueve significativamente la coagulacién sanguinea en
comparacioén con la coagulacion sanguinea en ausencia del agente hemostatico.

En ciertas realizaciones, el agente protector se une al agente hemostatico. En algunos casos, el agente protector se
une de manera removible al agente hemostatico. En estas realizaciones, el grupo protector puede unirse al agente
hemostatico y posteriormente puede separarse (por ejemplo, escindirse) del agente hemostatico para liberar el
agente hemostatico del agente protector. Cuando el agente protector se elimina del agente hemostatico, el polimero
de polifosfato unido a la superficie de la nanoparticula puede estar expuesto y, por lo tanto, puede ser accesible para
interacciones con su diana como se describié anteriormente. En estas realizaciones, un agente protector removible
puede facilitar la activacion del agente hemostatico en un sitio de accion deseado, por ejemplo, un sitio de
hemorragia, como un sitio de hemorragia interna en un sujeto. Por ejemplo, la eliminacion del grupo protector del
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agente hemostatico puede producir un agente hemostatico libre que tiene actividad hemostatica, tal que el agente
hemostatico libre promueve la coagulacidon de la sangre en comparacion con la coagulacién de la sangre en
presencia del agente hemostatico unido al grupo protector (o en comparacién con la coagulaciéon de la sangre en
ausencia del agente hemostatico).

En ciertas realizaciones, el agente protector estd unido a la nanoparticula. En algunos casos, el agente protector
esta unido al polimero de polifosfato. El agente protector puede estar unido al extremo del polimero de polifosfato, o
unido a una fraccion de los atomos de oxigeno de fosfato en el polimero de polifosfato. En determinados casos, el
agente protector se une al agente hemostatico en una combinacion de sitios que incluyen la nanoparticula y el
polimero de polifosfato (por ejemplo, el extremo del polimero de polifosfato y/o un sitio de uniéon interna). El grupo
protector puede asociarse covalentemente o no covalentemente al agente hemostatico usando un mediador que
tenga afinidad con la nanoparticula (por ejemplo, silice) o el polifosfato (por ejemplo, enlace de fosforamidato). El
mediador puede ser escindido por una o mas proteasas. El mediador puede estar compuesto de repeticiones
alternas de partes de afinidad, conectores y piezas divisibles. En determinados casos, la afinidad resumida (avidez)
es mas fuerte que cualquier producto parcialmente escindido. El mediador también se puede reticular a otros
mediadores en el agente hemostatico, covalente o no covalentemente.

En determinados casos, el agente protector esta compuesto de un polimero. El polimero puede configurarse para
ser sustancialmente no reactivo en el cuerpo, tal como sustancialmente no reactivo hacia elementos de la cascada
de coagulacion. Como tal, el polimero puede configurarse para reducir o inhibir la actividad hemostatica del agente
hemostatico como se describié anteriormente. En algunos casos, el agente protector incluye un polimero de
polietilenglicol (PEG). El polimero PEG puede ser ramificado o no ramificado segun se desee, siempre que la funcion
del polimero PEG se mantenga como se describidé anteriormente. En algunos casos, el polimero PEG tiene una
masa molecular promedio de 1000 Da o mas, tal como 1500 Da o mas, incluyendo 2000 Da o mas, o 3000 Da o
mas, o0 4000 Da o mas, o 5000 Da o mas, o 6000 Da o mas, o 7000 Da o mas, u 8000 Da o mas, o 9000 Da o mas,
0 10.000 Da o mas, o 15.000 Da o mas, o 20.000 Da o mas. En determinados casos, el polimero PEG tiene una
masa molecular promedio de 2000 Da. En determinados casos, el polimero PEG tiene una masa molecular
promedio de 1000 Da.

En ciertas realizaciones, la relacién de masa de PEG a polifosfato varia de 1:1000 a 1000:1, tal como de 1:900 a
900:1, incluyendo de 1:800 a 800:1, o de 1:700 a 700:1, o de 1:600 a 600:1, o de 1:500 a 500:1, o de 1:400 a 400:1,
o de 1:300 a 300:1, o de 1:200 a 200:1, o de 1:100 a 100:1, ode 1:75 a 75:1, o de 1:50 a 50:1, o de 1:25 a 25:1, o de
1:10 a 10:1, o de 1:5 a 5:1. En algunos casos, la relacion de masa de PEG a polifosfato varia de 1:50 a 50:1. En
ciertas realizaciones, el agente protector esta compuesto por uno o mas de los siguientes: PEG; polivinilpirrolidona
(PVP); poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA); polipropilenglicol; poli(carboxbetaina); poli(sulfobetaina);
poli(metacrilato de carboxbetaina) (PCBMA); polioxameros; polipéptidos; materiales biodegradables tal como acido
polilacténico y sus derivados, colagenos, albumina, gelatina, acido hialurénico, almidén, celulosa (por ejemplo,
metilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, ftalato de carboximetilcelulosa, caseina, dextrano,
polisacaridos, fibrinégeno, poli(D,L-lactida), poli(D,L-lactida-co-glicélido) y similares; poliuretanos; acetato de
polietileno y vinilo); siliconas; polimeros acrilicos tales como &cidos poliacrilicos, acido polimetilacrilico,
poliacrilcianoacrilato; polietileno; polipropileno; poliamida; poli(éster uretano); poli(éter uretano); poli(éster urea);
poliéteres tales como 6xido de polietileno, 6xido de polipropileno, pluronics, politetrametilenglicol; polimeros de vinilo
tales como polivinilpirrolidona, poli(alcohol de vinilo), poli(ftalato de acetato de vinilo); parilenos; poliuretano;
poli(hidroxibutilato); poli(alquil carbonatos); poli(ortoésteres); poliésteres; poli(acido hidroxivalérico); polidioxanona;
tereftalato de poli(etileno); poli(dacido malico); poli(acido tartrénico); polianhidridos; polifosfacenos; y similares, o
copolimeros de los mismos. Las variaciones de polimeros se describen adicionalmente en el documento EP
1830902 A2.

En ciertas realizaciones, el agente protector esta unido al agente hemostatico por un grupo de enlace. En algunos
casos, el grupo de enlace es un grupo de enlace escindible enzimaticamente. Por ejemplo, el grupo de enlace puede
ser un grupo de enlace peptidico escindible enzimaticamente. El grupo de unién del péptido escindible puede
configurarse de modo que sea especificamente reconocido y escindido por una enzima diana. Por ejemplo, la
enzima diana puede ser una enzima que tiene una actividad localizada en un area o areas particulares en un sujeto,
tal como un sitio de accion diana particular para el agente hemostatico. En algunos casos, la enzima diana puede
tener una actividad localizada en un sitio de hemorragia en un sujeto, como un sitio de hemorragia interna en un
sujeto o un sitio de hemorragia externa en un sujeto. Por ejemplo, el grupo de enlace escindible enzimaticamente
puede configurarse de modo que sea escindido especificamente por una o mas enzimas involucradas en la cascada
de coagulacién, tal como, aunque no de forma limitante, trombina (Factor lla), Factor Vlla, Factor IX, Factor Xa,
Factor Xia, Factor Xia, Factor Xlla, Factor Xllla, activador del plasminégeno tisular (tPA), activador de plasmindgeno
de uroquinasa (uPA), proteina C activada, plasmina, y similares.

En estas realizaciones, el agente hemostatico protegido correspondiente proporciona liberacién controlada del
agente hemostatico, activada después de la administracion, porque requiere escision enzimatica para iniciar la
liberacion del agente hemostatico del grupo protector. En determinados casos, la tasa de liberacidon del agente
hemostatico depende de la tasa de escisidon enzimatica en el sitio de accién diana. En consecuencia, el agente
hemostatico protegido puede configurarse de modo que no proporcione niveles plasmaticos significativos del agente
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hemostatico activo y no se descomponga facilmente para proporcionar el agente hemostatico biolégicamente activo
gue no sea por escision enzimatica en el sitio de accion diana.

La enzima capaz de escindir el grupo de enlace escindible enzimaticamente puede ser una peptidasa; el grupo de
enlace escindible enzimaticamente se une al agente hemostatico a través de un enlace amida (por ejemplo, un
peptidasa: -NHCO-). En algunas realizaciones, la enzima es una peptidasa como las que participan en la cascada de
coagulacion. Los ejemplos incluyen Factor Xa, Factor Xia, Factor Vlla, y trombina, y similares.

El grupo de enlace enzimaticamente escindible unido al agente hemostatico mediante un enlace amida puede ser,
por ejemplo, un resto de un aminoacido o un péptido. El péptido puede contener, por ejemplo, hasta 10 restos de
aminoacido. Por ejemplo, puede ser un dipéptido o tripéptido. En ciertas realizaciones, cada aminoacido es un L-
aminoécido. Ejemplos de aminoacidos naturales son alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, glicina,
glutamina, acido glutamico, histidina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptdéfano,
tirosina, lisina y valina. En consecuencia, los ejemplos de grupos de enlace escindibles enzimaticamente incluyen
restos de los L-aminoacidos enumerados anteriormente y dipéptidos y tripéptidos, o péptidos mas largos, formados a
partir de los L-aminoacidos enumerados anteriormente.

En ciertas realizaciones, el grupo de enlace enzimaticamente escindible esta unido a la nanoparticula, tal como
unido covalentemente a la nanoparticula. El grupo de enlace escindible enzimaticamente puede unirse
covalentemente a la superficie de la nanoparticula usando cualquiera de una variedad de compuestos usados
generalmente para funcionalizar la superficie de las moléculas, tal como, aunque no de forma limitante, reactivos de
silanizacién, tal como un aminosilano, por ejemplo, (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES), y similares. En ciertas
realizaciones, la relacién de reactivo de silanizacién (por ejemplo, APTES) a nanoparticulas es de 1,5 pl/lg o mas,
como 1,6 pl/g o més, incluyendo 1,7 pl/g o mas, o 1,8 pl/lg o més, o 1,9 pl/g o mas, o 2 pl/g o mas. En algunos casos,
la relacién de reactivo de silanizacion (por ejemplo, APTES) a nanoparticulas varia de 1,5 pl/g a 2 pl/g, tal como de
1,6 pl/g a 2 pl/g.

En ciertas realizaciones, el agente hemostatico puede incluir un agente de unién especifico. Un agente de union
especifico puede ser cualquier molécula que se una especificamente a una proteina o secuencia de acido nucleico o
biomacromolécula a la que se dirige (por ejemplo, una diana ubicada en un sitio diana de interés, tal como un sitio de
hemorragia). Dependiendo de la naturaleza de la diana, un agente de unién especifico puede ser, pero sin limitacion,
un anticuerpo contra un epitopo de un péptido diana, o cualquier molécula de reconocimiento, como un miembro de
un par de enlace especifico. Por ejemplo, los pares de unién especificos adecuados incluyen, pero sin limitacién: un
miembro de un par de receptor/ligando; una parte de unién a ligando de un receptor; un miembro de un par de
anticuerpo/antigeno; un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo; un hapteno; un miembro de un par de
lectina/carbohidrato; un miembro de un par de enzima/sustrato; biotina/avidina; biotina/estreptavidina;
digoxina/antidigoxina; un miembro de un par de unién de aptamero peptidico; y similares. Por ejemplo, un agente de
unién especifico puede ser parte del agente protector, que puede configurarse para unirse a células o superficies en
la sangre, paredes de vasos o tejidos, alterando de ese modo la dispersion o concentracion del agente hemostatico
en el sujeto. La afinidad puede derivarse de grupos dentro o unidos al agente protector (por ejemplo, en el extremo
de PEG), o puede derivarse del componente de polifosfato, 0 un agente de unién especifico separado del agente
protector (por ejemplo, unido por separado a la nanoparticula o el polimero de polifosfato).

Los ejemplos de un agente de uniéon especifico incluyen, pero sin limitacién: un ligando de unién a fibrina (por
ejemplo, un péptido de unién a fibrina tal como CREKA, un aptamero de unién a fibrina, una proteina de unién a
fibrina, un anticuerpo de unién a fibrina, etc.); un péptido de unién a colageno (por ejemplo, KLWVLPK); un ligando
de afinidad por plaquetas activadas, complejos de trombomodulina/trombina, células endoteliales especificas (por
ejemplo, péptido activable del inhibidor de fibrindlisis activable por trombina (TAFI), factor tisular, membranas
lipidicas, y similares; una enzima con un motivo de union a fibrina expuesto; un ligando configurado para formar un
enlace covalente con la fibrina (por ejemplo, péptido alfa2AP N-terminal H-NQEQVSPLTGLK-NH2); un ligando de
union a trombina (por ejemplo, un aptamero o péptido de unién a trombina); dominios de anticuerpos; inhibidores
(por ejemplo, péptidos con una cetona reactiva, etc.); combinaciones de los mismos y similares.

En ciertas realizaciones para uso interno, la superficie de nanoparticulas esta protegida para reducir o prevenir la
activacion prematura de la cascada de coagulacion. Como se ha descrito anteriormente, en algunos casos, se usa
PEG y un péptido escindible para dirigir la activacion del agente hemostatico en el sitio de la herida. En ciertas
realizaciones, la superficie de las nanoparticulas esta cubierta con un agente hemostatico (por ejemplo, poliP) que
acelera la coagulacion. Esta estrategia se conoce como "corona" ya que el agente hemostatico cubre la superficie,
dando como resultado que la superficie esté protegida contra la activacion de la cascada de coagulacion. Véase FIG.
102. La corona poliP facilita la localizacion de los sitios de lesion si poliP cubre la superficie de la particula y actua
como el Unico agente. La cobertura puede referirse a la cobertura total de la particula o al lugar donde se cubre
suficiente superficie de la particula para hacer que la actividad hemostatica de la superficie no sea funcional. Este
efecto corona puede facilitar el uso interno del agente hemostatico para mejorar la focalizacion del agente al reducir
o prevenir la activacion prematura de la cascada de coagulacion.

En ciertas realizaciones, el poliP cubre sustancialmente toda la superficie de la nanoparticula. En algunos casos, el
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poliP cubre 75 % o mas, u 80 % o mas, u 85 % o mas, 0 90 % o mas, 0 95 % o mas, 0 97 % o mas, 0 99 % o mas de
la superficie de la nanoparticula.

La corona poliP se puede producir a través de estrategias de proteccion de poliP. Por ejemplo, la estrategia de
puente APTES descrita en el presente documento puede usarse para unir el poliP a la nanoparticula. En
determinados casos, el efecto poliP "corona" se puede producir usando un enlace APTES, enlace éster de 1-etil-3-
[3-dimetilamino)propil]carbodiimida (EDAC), enlace de acido carboxilico u otras formas de enlaces para unir el poliP
a la superficie de la nanoparticula.

AGENTES ADICIONALES PARA USO CON EL AGENTE HEMOSTATICO EN UNA COMPOSICION
HEMOSTATICA

Los agentes hemostaticos descritos en el presente documento pueden proporcionarse solos como una composicion
hemostatica o pueden proporcionarse en combinacién con uno o mas agentes biolégicamente activos adicionales
(por ejemplo, agentes hemostaticos, antibidticos, iones (por ejemplo, calcio, potasio, etc.) y similares) en una
composicion hemostatica. En general, opcionalmente, los agentes adicionales pueden incluir componentes que
pueden ser activos o inertes con respecto a la actividad de la composicion hemostatica para promover la
coagulaciéon de la sangre, o pueden proporcionar una actividad bioldégica adicional o diferente (por ejemplo,
antibacteriana, antiinflamatoria, y similares). Dichos agentes adicionales se pueden proporcionar en mezcla (por
ejemplo, en secos o hidratados (por ejemplo, solucion)) con el agente hemostatico (por ejemplo, en una suspension)
o en la superficie (por ejemplo, para un agente hemostatico no poroso) o cargados en la propia estructura del agente
hemostatico (por ejemplo, para un agente hemostatico poroso).

En algunas realizaciones, la composicion hemostatica incluye un agente biolégicamente activo adicional que puede
facilitar la coagulacion sanguinea, cicatrizacion de heridas y/o reducir el riesgo de infeccion. Dichos agentes
adicionales ejemplares pueden incluir un agente con actividad hemostatica, un antibiotico, un factor de crecimiento,
una citoquina, y similares, que puede promover la cicatrizacién de heridas y/o reducir el riesgo de infeccion. Dichos
componentes pueden ser de cualquier fuente adecuada, por ejemplo, una fuente recombinante del mismo o diferente
origen animal que el sujeto a tratar (por ejemplo, ser humano, bovino, etc.). El agente hemostatico se puede cargar
con el agente biolégicamente activo para proporcionar actividad biolégica como un porcentaje en peso variable de la
composicion hemostatica, por ejemplo, 1 % o mas, 2 % o mas, 5 % o mas, 10 % o mas, 15 % o mas, 20 % o mas,
25 % o més, o porcentajes de peso aun mayores, dependiendo de la cantidad bioldgicamente eficaz necesaria para
producir el efecto deseado en el sujeto.

En algunas realizaciones, la composicidon hemostatica incluye un factor promotor de coagulos ademas del agente
hemostatico descrito en el presente documento. Por ejemplo, la composicién hemostatica puede incluir un factor de
coagulacién o un agente activador de plaquetas. Agentes ejemplares incluyen trombina, Factor VII, Factor Vlla,
serotonina, colageno, tromboxano A2, y ADP, combinaciones de los mismos y similares. Dichos componentes
pueden ser de una fuente recombinante del mismo o diferente origen animal que el sujeto a tratar (por ejemplo, ser
humano, bovino, etc.).

En algunas realizaciones, el agente hemostatico en la composicion hemostatica se modifica para incluir un agente
biolégicamente activo unido, que puede ser una proteina, un ion, o similar. Los agentes que tienen actividad
hemostatica son de interés. Por ejemplo, una superficie (por ejemplo, superficie externa y/o interna) del agente
hemostatico puede modificarse para proporcionar un factor promotor de coagulo unido (por ejemplo, trombina,
Factor Vlla recombinante, etc.), un antibiético (por ejemplo, iones plata) y similares. El término "unido" como se usa
en este contexto (que puede usarse indistintamente con el término "cargado") abarca la unién covalente y no
covalente, incluyendo fuerzas de van der Waals, enlaces de hidrégeno, quimisorcion, fisisorcion, fuerzas
electrostaticas, atrapamiento fisico dentro de poros y/o canales del agente hemostatico, y similares. Por lo tanto, un
agente que esta "unido" a una superficie del agente hemostatico incluye la union mediante absorcion, adsorcion,
adhesion, enlace covalente, y similares.

El agente hemostatico cargado de agente bioldgicamente activo se puede producir mediante una variedad de
métodos diferentes. Por ejemplo, el agente hemostatico puede empaparse en una soluciéon que contiene uno o mas
agentes de interés para proporcionar la adsorcion del agente (s) en una superficie (por ejemplo, superficie externa
y/o interna) del agente hemostatico. Después de remojar durante un periodo de tiempo deseado (por ejemplo, para
proporcionar una cantidad deseada de agente cargado en y/o en el agente hemostatico), El agente hemostatico
cargado de agente biolégicamente activo se puede lavar para eliminar el material no unido. El agente hemostatico
cargado puede entonces secarse o almacenarse en forma hidratada o parcialmente hidratada, segin se desee
segun el agente biolégicamente activo usado.

En otro ejemplo, el agente hemostatico puede tratarse térmicamente para presentar una superficie hidroxilada para
la unién por condensacion de un agente biolégicamente activo que expresa grupos oxo o hidro. Este método de
producciéon puede proporcionar la unién covalente del agente bioldgicamente activo (por ejemplo, proteina,
polifosfato, agente silananizante, hidroxilo-PEG) a una superficie externa y/o interna del agente hemostatico.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2773275713

En otro ejemplo, la superficie del agente hemostatico puede funcionalizarse con, por ejemplo, organosilanos,
aminoacidos, acidos carboxilicos, ésteres y/o grupos fosfato, para promover la unién no covalente o covalente de un
agente activo. Por ejemplo, el agente hemostatico puede funcionalizarse con grupos amina (por ejemplo, primaria,
secundaria o terciaria) para expresar una carga superficial positiva capaz de atraer electrostaticamente sustituyentes
cargados negativamente en solucion. Alternativamente, el agente hemostatico se puede funcionalizar con grupos
carboxilato para expresar una carga superficial negativa capaz de atraer electrostaticamente sustituyentes cargados
positivamente en solucion. Se pueden usar otros grupos quimicos que aumentan, disminuyen, o neutralizan la carga
superficial.

En otro ejemplo, la superficie de o6xido del agente hemostatico se puede funcionalizar con, por ejemplo,
organosilanos, aminoacidos, aminas, acidos carboxilicos, y/o grupos fosfato, para promover la fijacién de materiales
biolégicamente activos. Por ejemplo, el diéxido de silicio puede expresar una superficie negativa cargada cuando se
sumerge en una solucién con un pH mayor que el punto isoeléctrico del diéxido de silicio. Sin embargo, si el diéxido
de silicio se funcionaliza primero uniendo grupos amina a la superficie del dioxido de silicio, la carga superficial eficaz
puede ser positiva como consecuencia de los grupos amino cargados positivamente en la periferia. La silice
funcionalizada con amina puede atraer electrostaticamente sustituyentes cargados negativamente. La silice cargada
negativamente, grupos funcionales amino ausentes, pueden repeler electrostaticamente los sustituyentes cargados
negativamente.

Los agentes bioldgicamente activos que encuentran uso en la composicion hemostatica de la presente divulgacion, y
que pueden usarse para proporcionar un agente hemostatico cargado de agente biolégicamente activo pueden
seleccionarse entre una variedad de agentes activos diferentes. Los agentes activos ejemplares incluyen, pero sin
limitacion, polipéptidos (por ejemplo, enzimas (incluyendo zimégenos y enzimas activadas), glicoproteinas, péptidos,
y similares), fosfolipidos, iones, tal como iones que actian como cofactores en la cascada de coagulacion (por
ejemplo, al servir como puente i6nico) y/o iones que facilitan la precipitacion coloidal (por ejemplo, precipitacion de
glébulos rojos) y/o iones que tienen actividad antibidtica (por ejemplo, plata iones) y similares) y otros agentes
activos que tienen una actividad biologica de interés (por ejemplo, agentes promotores de coagulos, antibioticos,
antiinflamatorios, y similares). Cuando el agente activo es un polipéptido o acido nucleico, el agente puede ser
recombinante o sintético (por ejemplo, producido por métodos no genéticos). Son de interés los agentes activos que
tienen actividad para promover la coagulacion de la sangre (por ejemplo, trombina) y/o actividad antibacteriana (por
ejemplo, iones plata). Los agentes biolégicamente activos, tales como polipéptidos, pueden ser de cualquier origen
adecuado, por ejemplo, ser humano, bovino, etc.

Los ejemplos de agentes polipeptidicos biolégicamente activos incluyen, pero sin limitacién, protrombina, trombina,
Factor VII, Factor Vlla, Factor X, Factor Xa, Factor Xl, Factor Xla, Factor Xll, Factor Xlla, Factor Xlll, Factor Xllla,
fibrina, colageno, fibrindgeno, factores de crecimiento (por ejemplo, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
factores de crecimiento epidérmico, factores de crecimiento de fibroblastos, factores de crecimiento transformante, y
similares), precalicreina, quininégeno de alto peso molecular, concentrados de proteinas (por ejemplo, concentrados
de factor de coagulacién (por ejemplo, concentrado de alfanato FVIII, concentrado de bioclato FVIII, Concentrado de
monoclato-P FVIIl, hemato P FVIIl, concentrado de Factor von Willebrand, concentrado de helixato FVIII,
concentrado de hemofil-M FVIII, concentrado de humato-P FVIII, hyante-C™, concentrado de FVIIlI porcino,
concentrado de koate HP FVIII, concentrado de kogenate FVIII, concentrado de FVIIl, concentrado de mononine FIX,
concentrado de fibrogamina p FXIII, y similares), combinaciones de los mismos, y fragmentos biolégicamente activos
de los mismos. Debe observarse que la expresion "agentes de polipéptidos biolégicamente activos" pretende
abarcar formas activas (por ejemplo, procesadas) asi como formas activables (por ejemplo, zimégeno) de
polipéptidos (por ejemplo, en donde los polipéptidos son una enzima).

Los iones ejemplares que encuentran uso como agente biolégicamente activo incluyen, pero no se limitan
necesariamente a, Ca?*, Mg?*, Ag*, Na*, K*, Zn?*, PO4%*, S04%, NOs, y similares. Tales iones se pueden
proporcionar en forma de sal, por ejemplo, un agente hemostatico cargado de sal.

Las sales ejemplares que encuentran uso en las composiciones hemostaticas incluyen, pero sin limitacion, sulfato de
aluminio, nitrato de plata, cloruro de calcio, cloruro de magnesio y similares. En ciertas realizaciones, la composicién
hemostatica puede incluir nitrato de plata.

Los agentes antiinflamatorios ejemplares que encuentran uso en las composiciones hemostaticas desveladas en el
presente documento incluyen, pero no se limitan necesariamente a, agentes que previenen la migracion de
leucocitos, sulfadiazina de plata, acido acetilsalicilico, indometacina, nafazatrom, y similares.

Otros agentes biolégicamente activos que pueden encontrar uso en las composiciones hemostaticas desveladas en
el presente documento incluyen, pero sin limitacion, antibidticos (por ejemplo, bactericidas, bacteriostaticos,
fungicidas, antivirales, y similares). Los ejemplos de tales agentes activos incluyen, pero sin limitacion, iones Ag+,
que se pueden proporcionar como una sal de plata, por ejemplo, AgNOs; B-lactamas, cefoxitina, n-formamidoil
tienamicina, derivados de tienamicina, neomicina, metronidazol gramicidina, bacitracina, sulfonamidas,
aminoglicésidos como gentamicina, kanamicina, amikacina, sisomicina, o tobramicina, acidos nalidixicos y analogos
como norfloxican, combinaciones de fluoroalanina/pentizidona, nitrofurazonas, combinaciones de los mismos y
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similares. Dichos antibidticos generalmente se seleccionan para que sean compatibles con el sitio de administracion
(por ejemplo, tipo de sitio de hemorragia a tratar, el sitio de la herida, y similares) y la infeccién microbiana que se
debe prevenir y/o tratar.

Otros ejemplos de agentes biolégicamente activos pueden incluir analgésicos, anestésicos, esteroides,
vasoconstrictores, linfocinas, citocinas, vitaminas, y similares.

COMPOSICIONES HEMOSTATICAS Y DISPOSITIVOS

Como se aprecia anteriormente, el agente hemostatico se puede proporcionar solo o en combinacién con uno o mas
agentes biolégicamente activos adicionales. Cuando la composicion hemostatica se compone de un agente
hemostatico con uno o mas agentes biolégicamente activos adicionales, tales composiciones hemostaticas se
pueden proporcionar en una variedad de formatos. Por ejemplo, los agentes bioldgicamente activos de la
composicion hemostéatica pueden proporcionarse como una mezcla (por ejemplo, mezclada o combinada), pueden
proporcionarse como un recubrimiento sobre un sustrato (por ejemplo, cuando uno o ambos del agente
biolégicamente activo y/o agente hemostatico se proporciona como un recubrimiento adherido a un sustrato), o
puede proporcionarse en un solo paquete en el mismo o por separado compartimentos del paquete. El agente
hemostatico y el agente(s) biolégicamente activo(s) adicional(es) también pueden proporcionarse en dos o0 mas
paquetes que deben abrirse y administrarse simultaneamente (por ejemplo, concurrente o consecutivamente) a un
sitio de hemorragia.

En ciertas realizaciones, la composicién hemostatica incluye un agente hemostatico, como se describe en el
presente documento. En algunos casos, el agente hemostatico incluye una nanoparticula y un polimero de
polifosfato unido a la nanoparticula, como se describe en el presente documento. En algunos casos, el agente
hemostatico incluye una nanoparticula, un polimero de polifosfato unido a la nanoparticula, y un agente protector
unido a la nanoparticula o polimero de polifosfato mediante un grupo de unidn enzimaticamente escindible, como se
describe en el presente documento. En algunos casos, la composicidn hemostatica incluye un primer agente
hemostatico que incluye una nanoparticula y un polimero de polifosfato unido a la nanoparticula, y un segundo
agente hemostatico que incluye una nanoparticula, un polimero de polifosfato unido a la nanoparticula, y un agente
protector unido a la nanoparticula o polimero de polifosfato mediante un grupo de unién enzimaticamente escindible.

En general, una composicién hemostatica se puede proporcionar como una composicion estéril, y como tal
generalmente se proporciona en un sellado, El recipiente estéril que mantiene la esterilidad de la composicion
hemostatica hasta su uso. Cuando se desee, el recipiente puede proporcionar ademas el mantenimiento de un
estado de hidratacién de la composicidon hemostatica, por ejemplo, mediante el uso de materiales que proporcionan
una barrera resistente al vapor de agua (por ejemplo, mylar, plastico, etc.). Por ejemplo, la composicién hemostatica
se puede proporcionar en un recipiente estéril en forma de una bolsa de aluminio mylar sellable.

La composicion hemostatica puede incluir ademas cargas (por ejemplo, sulfato de aluminio) o agentes espesantes
que facilitan la aplicacién selectiva de la composicion hemostatica en diversas formas (por ejemplo, como una pasta,
gel, polvo, pulverizacién, aerosol, cemento, 0 miembro soélido erosionable (por ejemplo, biodegradable)). Por
ejemplo, en ciertas realizaciones, la composicién hemostatica puede configurarse para la administracion a un sitio de
hemorragia externa y, por lo tanto, puede estar en varias formas, como una pasta, gel, polvo, pulverizacion, aerosol,
cemento, 0 composiciéon erosionable como se describié anteriormente. En otras realizaciones, el agente hemostatico
puede configurarse para la administracion a un sitio de hemorragia interna. En estos casos, la composicion
hemostatica puede administrarse en una forma compatible con la administraciéon intravenosa de la composicion
hemostatica, tal como una formulacién acuosa, inyectable (por ejemplo, una solucién, una suspension, y similares).

Formas de dosificacion y vehiculos

La composicién hemostatica de la presente divulgacion se puede proporcionar en una variedad de formas de
dosificacion, y, opcionalmente, se puede proporcionar en combinaciéon con una variedad de vehiculos diferentes,
compatibles. Los vehiculos ejemplares incluyen aquellos que facilitan la aplicaciéon a un sitio de hemorragia, como
una herida externa, por ejemplo, facilitando la administracién de la composicién hemostatica desde su embalaje a
una herida, facilitar la aplicaciéon y/o mantenimiento en el sitio de una herida, y similares. En consecuencia, la
composicion hemostatica, cuando sea compatible con la actividad hemostatica de la composicion hemostatica,
puede proporcionarse como una formulacién seca (por ejemplo, un polvo u otra formulacion que no contenga un
liqguido como vehiculo), una pasta, gel, o similar. En algunas realizaciones, la composicion hemostatica se
proporciona como un producto seco, forma de dosificacion fluida que puede dispensarse desde un recipiente (por
ejemplo, desde una bolsa u otro recipiente sellado). La composicion hemostatica también se puede proporcionar en
forma de aerosol y, por lo tanto, se puede proporcionar en un aerosol estéril (por ejemplo, que se puede
proporcionar en combinacion con un propulsor, o en una solucién pulverizable). Las composiciones hemostaticas se
pueden almacenar en un recipiente estéril adecuado, por ejemplo, en un recipiente resistente al vapor de agua,
opcionalmente bajo un sellado hermético y/o de vacio. En otras realizaciones, cuando la composicion hemostatica
esta configurada para la administracién a un sitio de hemorragia interna, la forma de dosificacién puede incluir un
vehiculo adecuado para la administracion intravenosa de la composicion hemostatica, tal como una solucion acuosa,
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solucion salina, solucion tampon, sustituto de sangre, y similar.
Dispositivos hemostaticos

La composicién hemostatica desvelada en el presente documento puede proporcionarse en conexién con un
dispositivo adaptado para el almacenamiento y/o suministro de una composicién hemostética a un sitio de
hemorragia. Como se menciond anteriormente, la composicion hemostatica se proporciona generalmente en un
recipiente estéril, que puede proporcionar ademas una barrera resistente al agua y/o al vapor para evitar la
hidratacién de la composicion hemostatica, como se desee.

El recipiente puede tener la forma de una bolsa (por ejemplo, una bolsa de mylar), frasco, tubo, u otro recipiente. El
contenedor puede incluir una parte frangible para facilitar la apertura rapida del recipiente para proporcionar un
acceso rapido y la administracion de la composicion hemostatica contenida en el mismo. Para formulaciones
basadas en soluciones, el recipiente puede incluir una bolsa, bolsa, un vial, frasco, u otro recipiente adecuado para
contener una formulacion liquida. Por ejemplo, el recipiente puede incluir una bolsa intravenosa configurada para la
administracion intravenosa de la composicion hemostatica, o un vial sellado del que se puede extraer una dosis
deseada de la composicion hemostatica, por ejemplo, mediante una jeringa, para administracion al sujeto.

La composicién hemostatica se puede proporcionar junto con una variedad de dispositivos diferentes, que puede
adaptarse para facilitar la administracion de la composicion hemostatica a un sitio de hemorragia. Por ejemplo, la
composicion hemostatica puede envasarse en el mismo recipiente o en un recipiente separado con una o mas
esponjas estériles, gasa, vendaje, hisopo, pulverizacion, aerosol, gel, cemento, vendaje de compresion, almohada
(por ejemplo, para facilitar la aplicacion a una herida en la cabeza), manga (por ejemplo, para cubrir una herida en
una extremidad), y similares. En algunas realizaciones, el dispositivo sirve como sustrato para la composicion
hemostatica, en donde el agente hemostatico en la composicién hemostatica puede adherirse al dispositivo. Por
ejemplo, la composicion hemostatica se puede proporcionar en una superficie del dispositivo accesible para la
sangre (por ejemplo, como un recubrimiento superficial), y/o dentro del dispositivo (por ejemplo, permeando al
menos una porciéon de un material absorbente, tal como una gasa). Debe entenderse que un "recubrimiento” esta al
menos en la superficie del sustrato al que se aplica, y puede penetrar mas alla de la superficie, tal como cuando el
sustrato es un material absorbente.

Cuando la composicion hemostatica contiene el agente hemostético y uno o méas agentes biolégicamente activos
adicionales, el agente hemostatico y otro agente(s) pueden estar presentes como una mezcla suelta (por ejemplo,
como en una bolsa que se abrira antes del uso). En ciertas realizaciones, uno o mas agentes biolégicamente activos
se cargan en un agente hemostatico en la composicion hemostatica. En otras realizaciones, la composicion
hemostatica se proporciona como un recubrimiento sobre un sustrato, en donde el agente hemostatico puede
cargarse opcionalmente con un agente biolégicamente activo (por ejemplo, trombina). Como alternativa o
adicionalmente, el agente hemostatico puede proporcionarse como un recubrimiento sobre un sustrato (por ejemplo,
vendaje o esponja) y un segundo agente biolégicamente activo puede proporcionarse suelto y en el mismo envase
sellado que el sustrato.

Cuando la composicion hemostatica esta configurada para la administracion a un sitio de hemorragia interna, la
composicion hemostatica puede incluir el agente hemostatico y uno o mas agentes biolégicamente activos
adicionales, donde el agente hemostatico y otros agentes pueden estar presentes en la misma solucién (o
suspension). En ciertas realizaciones, uno o mas agentes biolégicamente activos se cargan en un agente
hemostatico en la composicion hemostatica y, por lo tanto, se pueden proporcionar en una Unica solucién (o
suspension). En otras realizaciones, los otros agentes activos pueden proporcionarse en recipientes separados de la
composicion hemostéatica y pueden administrarse simultaneamente (por ejemplo, concurrente o consecutivamente)
al sujeto.

METODOS DE USO DE COMPOSICIONES Y DISPOSITIVOS HEMOSTATICOS

Las composiciones hemostaticas desveladas en el presente documento pueden usarse para facilitar la coagulacion
de una herida sangrante interna o externa. Como tal, las composiciones hemostaticas pueden usarse para mejorar la
coagulacién de la sangre en un sitio de hemorragia de un sujeto que lo necesita, y al menos estabilizar
temporalmente una herida (por ejemplo, estabilizar temporalmente al paciente que de otro modo podria haber
muerto como resultado de desangrado). Tales métodos generalmente implican poner en contacto una composicion
hemostatica descrita en el presente documento con una herida externa o interna sangrante de un sujeto durante un
tiempo suficiente para promover la formacién de coagulos sanguineos. Como tal, el método puede incluir administrar
a un sitio de hemorragia en un sujeto la composicién hemostatica como se describe en el presente documento
durante un periodo de tiempo suficiente para al menos iniciar la coagulacion de la sangre en el sitio de la
hemorragia.

La composicion hemostatica puede contactar con una herida a la que se puede acceder externamente mediante, por

ejemplo, accediendo a la herida y vertiendo la composicidn hemostatica sobre la herida. Como alternativa o
adicionalmente, la composicion hemostatica se puede administrar a una herida externa aplicando un dispositivo
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hemostatico a la herida, donde el dispositivo incluye una composicion hemostatica recubierta sobre un sustrato. El
contacto se puede mantener mediante la aplicacion de presion, y se puede mantener en su lugar con la mano y/o
mediante el uso de un vendaje. El contacto puede mantenerse al menos hasta que el flujo sanguineo de la herida se
haya ralentizado o haya cesado de manera detectable, es decir, hasta que la herida se estabilice mediante la
formacion de un coagulo. Una vez que se forma el coagulo, la composicion hemostatica se puede eliminar de la
herida. Cuando sea necesario, la herida se puede irrigar para eliminar cualquier agente hemostatico suelto en la
herida.

Cuando la composicion hemostatica esta configurada para la administracion a un sitio de hemorragia interna, el
método puede incluir la administracién intravenosa de la composicidon hemostatica al sujeto. Como tal, el método
puede incluir localizar un sitio intravenoso apropiado en el sujeto e inyectar la composicién hemostatica en el sujeto
en el sitio intravenoso. En ciertas realizaciones, como se describe en el presente documento, el agente hemostatico
puede incluir un agente protector que esta configurado para reducir o inhibir la actividad hemostatica del agente
hemostatico. Tras la inyeccién del agente hemostatico protegido en el sujeto, el agente hemostatico puede circular
por el cuerpo del sujeto hasta que se active en un sitio diana (por ejemplo, un sitio diana de hemorragia interna).
Como se ha descrito anteriormente, el agente protector puede eliminarse del agente hemostatico mediante la
escision de un grupo de union escindible por una enzima localizada en el sitio diana, restaurando asi la actividad
hemostatica del agente hemostatico en el sitio diana deseado. En ciertas realizaciones, el agente protector no se
elimina significativamente en otros sitios no especificos del sujeto, tal que el agente hemostatico protegido no tiene
actividad hemostatica no especifica detectable en otros sitios en el sujeto, y por lo tanto solo tiene actividad
hemostatica detectable cuando se activa especificamente en el sitio diana deseado (por ejemplo, el sitio diana
deseado de hemorragia interna).

Estos métodos son aplicables a una variedad de diferentes tipos de heridas, que pueden haberse infligido
intencionadamente o por accidente y en cualquier parte del cuerpo susceptible de aplicacién de una composicion
hemostatica desvelada en el presente documento. La composicion hemostatica se utiliza en heridas de todos los
grados de gravedad, desde heridas sangrantes en la superficie de la piel hasta heridas que implican laceracion de la
arteria femoral u otra arteria o vena principal.

Los sujetos incluyen cualquier sujeto que necesite tratamiento en un sitio de hemorragia externa o interna, y pueden
incluir aplicaciones tanto humanas como veterinarias (por ejemplo, mamiferos tal como perros, gatos, ganado (por
ejemplo, ganado vacuno, caballos, ovejas, cabras, etc.), y similares).

UTILIDAD

Las composiciones hemostaticas, dispositivos y métodos objeto encuentran uso en una variedad de aplicaciones
diferentes donde se desea el tratamiento de un sitio de hemorragia externa o interna en un sujeto. En algunos casos,
La herida puede ser un sitio de hemorragia externa. En otras realizaciones, La herida puede ser un sitio de
hemorragia interna. En algunos casos, la herida puede incluir sitios de hemorragia externa e interna. La herida
puede ser una herida quirirgica o una herida traumatica, tal como, aunque no de forma limitante, una herida
quirurgica o traumatica de tejidos blandos.

Como se describe en el presente documento, las composiciones hemostaticas, dispositivos y métodos objeto
encuentran uso en promover la coagulacion de la sangre en un sitio de hemorragia, ya sea un sitio de hemorragia
externa o interna. En ciertas realizaciones, las composiciones hemostaticas, dispositivos y métodos objeto
encuentran uso en promover la coagulacion de la sangre en un sitio de hemorragia en condiciones de coagulopatia.
Por "coagulopatia" se entiende una afeccion en donde se altera la formacién de coagulos en un sujeto, como una
afeccién en donde la cascada de coagulacion del sujeto se ve afectada. La coagulopatia puede incluir uno o mas de
un subconjunto de afecciones, tal como dilucién, hipotermia y acidosis. Como tal, las composiciones hemostaticas,
dispositivos y métodos objeto se utilizan para promover la coagulaciéon de la sangre en un sitio de hemorragia
cuando la cascada de coagulacién de un sujeto se ve afectada, como en una o mas afecciones de coagulopatia, tal
como dilucién, hipotermia y acidosis.

Por ejemplo, las composiciones hemostaticas, dispositivos y métodos objeto se utilizan para promover la
coagulaciéon de la sangre en un sitio de hemorragia en condiciones de dilucién, por ejemplo, las composiciones
hemostaticas, dispositivos y métodos objeto son hemostaticamente eficaces incluso cuando la concentracién de
factores procoagulantes en el sitio de la hemorragia es insuficiente para tener un efecto hemostatico significativo,
como puede ocurrir como resultado de un traumatismo y/o pérdida de sangre. De forma similar, en ciertas
realizaciones, las composiciones hemostaticas, dispositivos y métodos objeto encuentran uso en promover la
coagulacion de la sangre en un sitio de hemorragia bajo una condicién de hipotermia, por ejemplo, las
composiciones hemostaticas, dispositivos y métodos objeto son hemostaticamente eficaces incluso cuando la
temperatura corporal del sujeto cae por debajo de 37 °C, como puede ocurrir como resultado de un traumatismo y/o
pérdida de sangre. Ademas, en algunas realizaciones, las composiciones hemostéticas, dispositivos y métodos
objeto encuentran uso en promover la coagulacién de la sangre en un sitio de hemorragia bajo una condicion de
acidosis, por ejemplo, las composiciones hemostaticas, dispositivos y métodos objeto son hemostaticamente
eficaces incluso cuando el pH de la sangre esta por debajo de su valor habitual de pH 7,4, como puede ocurrir como
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resultado de un traumatismo. En ciertas realizaciones, las composiciones hemostaticas, dispositivos y métodos
objeto encuentran uso en promover la coagulaciéon de la sangre en un sitio de hemorragia bajo de una, o una
combinacién de dos o mas, afecciones de coagulopatia.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se presentan para proporcionar a los expertos en la materia una divulgacion completa y una
descripcién de como hacer y usar la presente invencion, y no pretenden limitar el alcance de la invencion como se
define en las reivindicaciones adjuntas ni pretenden representar que los siguientes experimentos son todos o los
unicos experimentos realizados. Se han realizado esfuerzos para garantizar la precisidon con respecto a los nUmeros
utilizados (por ejemplo, cantidades, temperatura, etc.) pero deben tenerse en cuenta algunos errores y desviaciones
experimentales. A menos que se indique otra cosa, las partes son partes en peso, el peso molecular es peso
molecular promedio, la temperatura esta en grados Celsius y la presion es igual o cercana a la atmosférica.

Ejemplo 1
Materiales

Etanol (99 %), tetraortoxilicato (TEOS), amoniaco NH4OH (28 %), (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES) fueron
suministrados por Sigma Aldrich. El agua desionizada se obtuvo usando un sistema de purificacién de agua Milli-Q.
El plasma normal combinado congelado (PNP) y el plasma deficiente en factor Xl se adquirieron en George King
Biomedical (Overland Park, KS) y se manipularon de acuerdo con los prospectos. Las soluciones fosfolipidicas en
cloroformo se adquirieron en Avanti Polar Lipids: L-alfa-fosfatidicolina (PC) y L-alfa-fosfatidilserina (PS). Cloruro de
sodio, cloruro de potasio, fosfato de sodio, fosfato dibasico y potasico para solucion salina tamponada con fosfato
(PBS), fueron suministrados por Sigma Aldrich.

Sintesis de nanoparticulas de silice

Las nanoparticulas de silice (SNP) se sintetizaron siguiendo un método Stdber modificado. (W. Stober, A. Fink, E.
Bohn, Controlled growth of monodisperse silica spheres in the micron size range, Journal of Colloid and Interface
Science. 26 (1968) 62-69). Para la sintesis de nanoparticulas de silice, se afadieron tetraetoxisilano (TEOS) y
amoniaco gota a gota y consecutivamente a 57 ml de etanol mientras se agitaba a 300 rpm a temperatura ambiente.
La agitacion continué durante 24 h. El pH y el tamafio de particula se midieron después de la sintesis. El material se
recuperé por centrifugacion (14 k, 30 min), se lavé con etanol para eliminar el amoniaco y TEOS sin reaccionar (3
veces). Después de redispersar el material en etanol por sonicacion (FS20 Fisher Scientific), los productos se
secaron durante la noche a 60 °C y una vez homogeneizados, se calciné a 550 °C durante 4 h. Se usaron diferentes
cantidades de TEOS (0,5 - 4 ml) y amoniaco (0,5 - 4 ml) para producir diferentes tamarios de particulas.

Las particulas por encima de 10 nm se sintetizaron siguiendo el método Stéber modificado y se recuperaron usando
centrifugacion como se describié anteriormente. Se obtuvieron diferentes tamafos de nanoparticulas variando las
cantidades de TEOS y amoniaco (NH4OH). FIG. 1 muestra un grafico del tamafio medio de particula (nm) de las
nanoparticulas de silice frente a la cantidad de NH4OH (%) afhadido a la reaccion. El tamafio promedio aumenté a
medida que la cantidad de NH4OH afiadido aumentaba. Sigma Aldrich suministré nanoparticulas de silice Ludox
para nanoparticulas con tamafnos promedio inferiores a 10 nm. Se aislaron nanoparticulas de silice por debajo de 50
nm por ultrafiltracion y ultracentrifugaciéon para proporcionar una reserva para experimentos de coagulaciéon y
funcionalizacién. FIG. 2 muestra un grafico del rendimiento (%) de nanoparticulas de silice frente a la cantidad de
NH4OH (%) afiadido a la reaccion. El rendimiento aumentd significativamente para NH4OH en 4 % o mas. La sintesis
por debajo del 4 % de NH4OH produjo un rendimiento inferior al 40 %. En algunos casos, una baja cantidad de
amoniaco puede retrasar la catalisis de la reaccion de hidrdlisis de TEOS.

Preparacion de polimero de polifosfato

Polifosfato de cadena media (30-130 meros, "P70" se purificé a partir de vidrio de fosfato de fuente industrial
disponible en el mercado ("P70", BK Guilini GMBh, Alemania). El polifosfato de cadena larga ("P700"), fue
solubilizado a partir de vidrio de fosfato, calidad practica, insoluble en agua (Sigma Aldrich) en LiCl 250 mM + LiOH
50 mM, pH 10,5 a 100 °C. El material se precipité luego con NaCl 50 mM en 2 veces el volumen de isopropanol, y se
resuspendio en H20 doblemente destilada.

Se usaron dos tamarfios diferentes de polimero de polifosfato: P70, con una longitud de cadena promedio de 70
monomeros, y P700, con un intervalo de tamafios entre 200 y 1300 mondmeros y una concentraciéon maxima de
aproximadamente 700 mondmeros.

Sintesis de nanoparticulas de silice-polifosfato

El polifosfato sintetizado se utiliz6 para funcionalizar las nanoparticulas de silice. Las nanoparticulas de silice se

dispersaron por sonicacion en agua Milli-Q y se colocaron a 30 °C. Luego se afiadié polifosfato bajo agitacion
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vigorosa. La agitaciéon continu6 durante 12 h. Las nanoparticulas funcionalizadas se recuperaron después de dos
etapas de centrifugacién (14 k, 30 min), lavando con etanol, redispersar por sonicacion en etanol y finalmente secar
durante la noche a 60 °C. La funcionalizacién exitosa de las nanoparticulas se identificé utilizando un instrumento de
dispersion dinamica de luz (DLS).

Caracterizacion de las nanoparticulas
Determinacion del potencial Zeta y del tamafio de particula

El potencial Zeta y el tamafio de particula se midieron por difractometria laser usando un instrumento Zetasizer Nano
ZS (ZEN 3600, Malvern Instruments) a 20 °C con una longitud de onda incidente de 633 nm y un angulo de
retrodispersion de 173°. El potencial Zeta se midi6 en agua a diferentes pH y en tampén PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7
mM, fosfato 12 mM). Las células desechables se limpiaron con etanol y agua antes de cargar la muestra. El tamafio
de particula se midi6 justo después de sintetizar las particulas (con etanol como disolvente) y después de la etapa
de calcinacion, se redispersé por sonicacién en agua a 1 mg/ml. Las células desechables se limpiaron con cada
disolvente respectivo antes de cargar la muestra.

Los ensayos de potencial Zeta mostraron que SNP tenian una carga negativa en el fluido corporal simulado, que
puede facilitar la activacion de la ruta intrinseca activando el Factor XIl. El potencial Zeta no mostré cambios
sistematicos en la coagulacién con respecto al tamafio o al pH.

FIG. 97 muestra un grafico de tiempos de coagulacién para varios SNP (por ejemplo, SNP, SNP+APTES,
SNP+conector, SNP+APTES+conector; SNP+péptido, SNP+APTES+péptido, SNP+PEG y SNP+APTES+PEG; ver
ejemplos a continuacién para una descripcidon del conector y péptido). Los potenciales Zeta para cada tipo de
particula también se indican en el grafico. SNP+PEG y SNP+APTES+PEG tenian potenciales zeta que eran menos
negativos que otras particulas, que correspondian a tiempos de coagulacion mas largos, R. La relacion entre el
potencial zeta y el tiempo de coagulacién para SNP con y sin 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) se muestra en la
FIG. 98.

FIG. 99 muestra un grafico del potencial zeta frente a la proporcion de APTES/TEOS usada en la sintesis de SNP.
Un potencial zeta més positivo indico la presencia de grupos amino en la superficie de la particula. FIG. 100 muestra
un grafico del potencial zeta frente a la relacion APTES/TEOS para SNP calcinados y no calcinados. Con
calcinacion, el grupo amino se descompuso y el potencial zeta fue mas negativo. FIG. 101 muestra un grafico del
tiempo de coagulacion frente al potencial zeta para los SNP calcinados y no calcinados. Un potencial zeta negativo
produjo un menor tiempo de coagulacion.

Morfologia y estructura de las particulas

La morfologia, la estructura y el tamafo de particula de las nanoparticulas se determinaron mediante microscopia
electronica de transmision (TEM). Las micrografias TEM se obtuvieron en un microscopio electréonico FEI Tecnai G2
Sphera con un voltaje de aceleracion de 200kV.

Se descubrié que P70 directamente adsorbido en silice aumenta ligeramente el tamafio de particula (en varios nm).
FIG. 4 muestra micrografias TEM de nanoparticulas de silice de tamafio medio de 55 nm.

Cuantificacion del polifosfato

El contenido de polifosfato en las particulas se cuantificé por hidrdlisis en monofosfato usando fosfatasa alcalina
intestinal de ternera, seguido por analisis de fosfato usando un ensayo de verde malaquita.

Determinacion de la actividad de coagulacion

La actividad de coagulacion se determind mediante dos métodos diferentes: coagulometria estandar y
tromboelastometria rotacional (TEG) en un trombelastograma (TEG® 5000, Haemonetics). Estos ensayos miden
varios parametros que son relevantes para la coagulacién, como el tiempo inicial para la formacion de coagulos (R,
min), tasa de formacion de coagulos (a, grados), tiempo hasta que el coagulo alcance 20 mm (K, min) y la fuerza del
coagulo o la amplitud maxima (MA, mm). Para los ensayos, las particulas se dispersaron en HBS que contenia
vesiculas de fosfolipidos y se sonicaron. Los fosfolipidos eran 80 % de fosfatidicolina (PC) y 20 % de fosfatidilserina
(PS) y se prepararon por sonicacion a partir de las soluciones comerciales en cloroformo. Las diluciones posteriores
se realizaron diluyendo la dispersion de reserva en este mismo disolvente.

Para los ensayos de coagulometria, se colocaron 50 pl de las particulas en una cubeta de coagulémetro
precalentada seguida de 50 yl de plasma normal combinado (PNP). Después de incubar durante 33 minutos a 37
°C, para activar la ruta de contacto y permitir que la mezcla alcance la temperatura adecuada, se afiadieron 50 pl de
CaCl2 25 mM precalentado a la cubeta. Los resultados fueron los valores promedio de los ensayos duplicados.
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En los ensayos TEG, primero se afadieron 340 ul de plasma normal combinado (PNP) y 10 pl del agente de
coagulacioén en la copa de TEG y se incubaron a 37 °C. Después de 3 minutos, se afiadieron 20 ul de CaCl2 0,2 M a
la taza y el ensayo se inici6 inmediatamente después. Los resultados mostrados fueron el valor promedio de,
normalmente, 4 a 6 repeticiones. Se realizaron analisis dependientes de la concentracion y el tamaiio.

Resultados y analisis

Los experimentos se realizaron con nanoparticulas de silice (SNP) y nanoparticulas de silice funcionalizadas con
polifosfato (SNP-P70) para medir el efecto del tamafo y la concentracion de las particulas de silice en la
coagulacién. Los experimentos de coagulacion compararon las particulas de silice a una concentracion fija de 0,68
mg/ml (solucién madre de 25 mg/ml) o a un tamafio fijo de 55 nm para determinar los limites del intervalo de alta
actividad. Cada particula formé un coagulo inicial (R) entre 3 y 5 min. El umbral para el valor R minimo se produjo a
un tamafio de particula de ~30 nm. Los experimentos en donde se sintetizaron particulas por debajo de 20 nm
exhibieron una distribuciéon de tamafio bimodal cuando se midieron usando DLS, que puede atribuirse a una cantidad
de amoniaco que era demasiado baja para la catalisis de la reaccion de hidrélisis de TEOS.

Se realizaron experimentos de TEG para determinar el tiempo de coagulacion, R, frente a la concentracion (mg/ml)
de nanoparticulas de silice (SNP) y nanoparticulas de silice funcionalizadas con polimero de polifosfato (SNP-P70)
(70 cadenas de longitud de monémero) a 37 °C y Ca2* 10,8 mM. Como se muestra en la Figura 3, se examind la
dependencia de la concentracion de R para SNP y SNP-P70. P70 era una cadena de polifosfato que tenia
aproximadamente 70 mondmeros de longitud. A bajas concentraciones de particulas, el valor R fue relativamente
alto (por ejemplo, el tiempo de coagulacion fue largo). A medida que aumentaba la concentracién de particulas, R
disminuyé hasta que se obtuvo un valor R minimo. Para silice desnuda (es decir, no funcionalizada), el valor R
minimo se produjo a 0,54 mg/ml.

SNP-P70 alcanzé un valor R minimo a una concentracion de 0,27 mg/ml, la mitad que el SNP desnudo. SNP-P70
también mejoré el tiempo de coagulacién en comparacion con P70 afiadido directamente al plasma.

Se realizaron experimentos de TEG para determinar el tiempo de coagulacién, R, para SNP-P70 y factor de tejido
lipidado (LTF), un iniciador de proteinas de la ruta extrinseca, a varias diluciones de plasma normal combinado
(PNP) a 37 °C y Ca®* 10,8 mM. La concentracion de LTF usada fue de 0,5 ng/ml y la concentracion de SNP-P70
usada fue de 0,27 mg/ml. Como se muestra en la FIG. 5, en comparacion con LTF, SNP-P70 indujo una coagulacion
rapida incluso en condiciones de hemodilucion.

Se realizaron experimentos para determinar el mecanismo por el cual las nanoparticulas unidas a P70 inducen la
coagulaciéon determinando los tiempos de coagulacién usando plasma deficiente en FXIl (Figuras 6 y 7). A medida
que activan la coagulacién a través de la activacién FXIl y la ruta intrinseca, las nanoparticulas desnudas en frio no
inducen la coagulacién. Con la ruta intrinseca bloqueada, la coagulacién solo se produjo mediante la adicion de
factor tisular (TF) y la ruta extrinseca. Como P70 aceleré la coagulacion mediante FXa, una combinacion de TF y
silice unida a P70 mejord la coagulacion. Se probaron diversas mezclas de TF y nanoparticulas. Los dos tiempos de
coagulacién mas bajos (R) ocurrieron como resultado de 1 ng/ml de TF o 0,5 ng/ml de TF mezclado con 0,676 mg/ml
de SNP-P70 (FIG. 6). Aunque las dos condiciones comparten un tiempo de coagulacion similar, la silice unida a P70
acelerd rapidamente el crecimiento del coagulo como se muestra por la puntuacién de indice de coagulacion (Cl)
significativamente mayor (FIG. 7). La silice unida a P70 también exhibié la mejor reproducibilidad de todas las
condiciones, lo que puede facilitar una reduccién de los efectos secundarios adversos. El factor tisular formé un
pequefo coagulo al agregarlo al plasma, pero el coagulo crecié a un ritmo lento. Estos ensayos mostraron que las
particulas unidas a P70 aumentaron la coagulacion a través de la mediacion de FXa y trombina, que puede facilitar
el tratamiento de la hemorragia.

Se realizaron experimentos para determinar el tiempo de coagulacion, R, para varias relaciones diferentes de
polifosfato a SNP. En los experimentos se usé polifosfato que incluia aproximadamente 700 polifosfato monémero
(P700). Se demostré que el polifosfato con un intervalo de tamafio superior a 500 meros acelera el contacto o la ruta
intrinseca activando FXII. EI P700 se unié al SNP usando los mismos métodos descritos anteriormente. Se probaron
cuatro proporciones diferentes de P700:SNP:0,2, 0,4, 0,6 y 1. Similar a P70, los ensayos de coagulacion mostraron
que el tiempo de coagulacion disminuy6 con una relacién de P700:SNP superior a 0,5. Como se muestra en la FIG.
8, una relacion 1:1 de P700:SNP minimizo el tiempo de coagulacion.

Se realizaron experimentos para determinar el efecto que la cantidad de polifosfato en el SNP funcionalizado tenia
sobre la coagulacion. Se probaron muestras de 200 mg de nanoparticulas de SNP, SNP-P70 y SNP-P700 para
cuantificacion de polifosfato y los ensayos de coagulacion. Estos ensayos mostraron que las particulas SNP-P70 con
una concentracion 25 nmolar de POs/ mg de SNP (cuantificado por hidrolisis) exhibi6 una mayor actividad
procoagulante que las particulas SNP-P70 con un mayor concentracion nmolar de PO4/ mg de SNP.

Ademas de TEG, la respuesta del umbral de coagulacién también se observé usando un colorante de cumarina azul

especifico de trombina. Estos experimentos usaran un método desarrollado por el grupo Ismagilov (Kastrup, C J,
Shen, F, Runyon, M K, et al. (2007). Characterization of the threshold response of initiation of blood clotting to
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stimulus patch size. Biophysical Journal, 93(8), 2969-77). Se afiadié una pequefa concentracion de colorante al
plasma recalcificado. A medida que progresaba la coagulacién y se producia trombina, la trombina escindié el
colorante de cumarina que causo la fluorescencia de la solucion. Representado por fluorescencia rapida, el estallido
de trombina condujo rapidamente a la formacién de coagulos. Un microscopio de fluorescencia capturé el cambio
cualitativo como se muestra en la FIG. 9.

La generacion de trombina también se controlé usando un lector de placas. Al leer la fluorescencia cada 10
segundos, se identificd el estallido de trombina. Como la coagulacién se produjo cerca de la seccion de rapido
aumento de la explosion de trombina, el tiempo de coagulacidon se determind a partir del grafico de datos de
fluorescencia. FIG. 10 muestra un grafico de intensidad de fluorescencia (u.a.) frente al tiempo para diversas
concentraciones de SNP y SNP-P70 (véase FIG. 10(a)), y un grafico del tiempo de coagulacion (tempo medio, s)
frente a la concentracion (mg/ml) para SNP y SNP-P70 (véase FIG. 10(b)).

Se realizaron experimentos para determinar la actividad hemostética en diversas condiciones de coagulopatia, tal
como dilucién, hipotermia y acidosis. Se probd una condicidon de dilucién usando una solucién tamponada con
fosfato (PBS). La hipotermia se probo incubando plasma por debajo de los 37 °C habituales, Creando una condicion
hipotérmica. La acidosis se prob6 usando una solucién diluida de acido fosférico para acidificar el plasma a pH
inferior a 7,1. Los experimentos usaron una concentracion establecida de factor de tejido lipidado (LTF) - 0,5 ng/ml
para ensayos de TEG, 0,185 ng/ml para ensayos de colorante de fluorescencia - para garantizar el inicio oportuno de
la cascada de coagulacién a través de la ruta extrinseca y la respuesta principal del cuerpo a la lesién del vaso. El
SNP-P70 se probé a 0,25 mg/ml sin LTF para comparar su capacidad de formar coagulos.

Usando TEG y fluorescencia de colorante, se establecié una linea base de dilucién. Se afadi6 SNP-P70 a la
concentracion umbral (es decir, concentracion que dio como resultado un tiempo de coagulaciéon minimo, R) de 0,25
mg/ml identificado en los experimentos de TEG anteriores. Como se muestra en la FIG. 11(a), SNP-P70 redujo el
tiempo de coagulacion en muestras diluidas. FIG. 11(b) muestra un grafico del tamafio del coagulo, MA, (mm) frente
a % del plasma normal combinado (PNP). Los resultados de los experimentos de fluorescencia de colorante en
diversas condiciones de dilucion se muestran en las Figs. 12(a) y 12(b). FIG. 12(a) muestra un grafico de
fluorescencia frente al tiempo (s) para tiempos de generacién de trombina de 100 % de plasma a 25 % de plasma
(es decir, 100 % de plasma es 100 % de plasma y 0 % de diluyente) sin SNP-P70 afiadido. FIG. 12(b) muestra un
grafico de fluorescencia frente a tiempo (s) para tiempos de generacion de trombina en diversas condiciones de
dilucién para muestras con SNP-P70 afiadido. Como se muestra en la FIG. 12(b), la adicién de SNP-P70 genero
trombina rapidamente incluso en condiciones de dilucion de plasma.

La hipotermia ocurre cuando la temperatura corporal cae por debajo de los 37 °C. La caida de la temperatura puede
conducir a una disminucién en la cinética de muchos de los factores de coagulacion, como formacién del complejo
factor tisular - FVlla (TF-FVIla) durante la fase de iniciacion de la coagulacion.

FIG. 13(a) muestra un grafico del tiempo de coagulacion, R, (min) frente a temperatura (°C) para experimentos para
determinar la actividad hemostatica de SNP-P70 en condiciones hipotérmicas. FIG. 13(b) muestra un grafico del
indice de coagulacién (IC) frente a la temperatura (°C) para SNP-P70 en condiciones hipotérmicas. La adicion de
SNP-P70 al plasma hipotérmico dio como resultado mejor coagulaciéon en todos los parametros de TEG, incluyendo
una disminucion del tiempo de coagulaciéon y un aumento del indice de coagulacién. El indice de coagulacion (IC)
mostréo que SNP-P70 tenia una actividad procoagulante significativa. El indice de coagulacion (IC) combina las
cuatro facetas del TEG - R, K, alfa y MA - en un solo valor; cuanto mas positivo sea el Cl, mas fuerte es el
procoagulante.

Los experimentos descritos anteriormente muestran que SNP-P70 tiene una actividad hemostatica significativamente
mayor que SNP y LTF desnudos en la reduccidon de los tiempos de coagulacién mientras se forman coagulos
fuertes. Los experimentos con plasma deficiente en FXII mostraron que SNP-P70 inicio la coagulacion a través de la
ruta de coagulacion FXa. SNP-P70 también disminuy6 el tiempo de coagulacion y aceleré la generacion de trombina
en condiciones coagulopaticas, tales como diluciéon e hipotermia.

Nanoparticulas PEGiladas

Protocolos experimentales

Funcionalizacién de SNP con APTES

Se afnadieron 0,5 g de SNP y 50 Ml de etanol a un matraz y se sonicé. Se afiadio 1 ul de APTES mientras se agitaba
vigorosamente. La mezcla se agité 24 horas a TA. Después de 24 horas, la mezcla se puso en tubos de centrifuga y
se centrifugé durante 30 minutos a 14k. El sobrenadante se descartd, se afiadié etanol y la mezcla se sonicé. La
mezcla se centrifugd durante 30 minutos a 14k. El sobrenadante se descarto, se afiadié etanol y la mezcla se sonico.
El SNP-APTES resultante se secé durante la noche a 60 °C.

PEGilacion de SNP para producir SNP-APTES-PEG-OCH3
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Se prepararon 12,5 mg de SNP-APTES en 250 yl de NaOH 1 mM (50 mg/ml). Se prepararon 2 mg de NHS-PEG-
OCHs en 25 pl de DMSO (2 kDa, 5kDa, 20kDa). Se afadieron 25 pl de solucién de PEG por 250 pl de SNP-APTES
a los SNP-APTES. La mezcla se sonicé e incub6 15 minutos a TA. La mezcla se centrifugd 2x durante 5 minutos a
3,5k, y se limpié con DI. El volumen se llevé a 250 pl, y la mezcla se sonico.

Adicién de grupo de enlace a SNP-APTES

Se usaron cuatro conectores diferentes.

Conector PM (g/mol)
SPDP-PEG8-NHS 735,87
SPDP-PEG16-NHS | 1087,30
SPDP-PEG2k-NHS 2000

SPDP-NHS 312

Se dispersaron 50 mg/ml de las particulas SNP-APTES en NaOH 10 mM (por ejemplo, 25 mg en 495 yl de DIy 5 pl
de NaOH 0,1 M). La mezcla se sonicé. Se afadieron 5 pl del conector en DMSO (10 mM) por 500 pyl de SNP-
APTES, pH 7-8 (conector final 100 uM). La mezcla se sonic6. La mezcla se incubé de 30 minutos a 2 horas a TA. La
mezcla se centrifugd 2x durante 10 minutos a 6k, y se limpi6é con DI, pH 5-8. El volumen se llevé a 500 pl con agua
Mili-Q.

Adicién de péptido a SNP-APTES-Conector

Se usaron los siguientes péptidos.

Nombre

Nombre largo corto Uso PM
Ac-CGGIEGRGGSGGKG- | CHE-GK Este péptido i_ncluye: una Cys, para uqir§e al conector.OPSS;
NH2 (CG-14) una secuencia IEGR para su reconocimiento por FXa; y una | 1232,34

Lys, en donde se afadio el PEG.

Este péptido incluia una Cys para unirse al conector; una
secuencia IEGR para escisién; un colorante de fluoresceina

Ac- C-IE-FK (FAM) usado para controlar la escision; y una Lys para la
CGGIEGRGGK(FAM)GGK (CG-14) unién NHS-PEG. La fluoresceina (FAM) estaba en el lado | 1631,78

G-NH2 derecho del sitio de escisiéon, dando como resultado
fluoresceina en el sobrenadante después de la escisién por
FXa.

Este péptido incluia una Cys para unirse al conector; una

secuencia IEGR para escision; un colorante usado para
FAM-x- CF-IE-GK | controlar la escisién; y una Lys para la union NHS-PEG. La

CGGIEGRGGSGGKG-NH2 | (CG-14) | fluoresceina (FAM) estaba en el lado izquierdo del sitio de | 100 172
escision, dando como resultado fluoresceina restante en la
particula después de la escisién por FXa.
Este péptido incluia una Cys para unirse al conector; un
CF-Ersc- e
FAM-x- GK (CG- colorante usado para controlar la escision; y una Lys para la 1661.79
CGGERGIGGSGGKG-NH2 14) union NHS-PEG. El péptido no incluye la secuencia IEGR ’

necesaria para la escision por FXa.

Se prepararon soluciones peptidicas en agua Milli-Q, por ejemplo, 0,75 mM. Las concentraciones de péptido usadas
fueron: (a) 1,1 mg/ml de C-IE-GK, (b) 2 mg/ml de C-IE-FK, (c) 2,1 mg/ml CF-IE-GK, y (d) 2,1 mg/ml CF-Ersc-GK. Se
afnadieron 50 yl de la solucién de péptido a 500 ul de solucion de particulas (particulas de 50 mg/ml). La mezcla se
incubd durante 10 minutos a TA, y luego se centrifugd 10 minutos a 6k. El sobrenadante se elimind y el producto de
reaccion se lavo con DI, y el volumen se llevé a 500 ul. La centrifugacion y el lavado se repitieron, y el volumen se
llevé a 500 pl con agua Milli-Q.

Funcionalizacién de SNP mediante SPDP

Se prepararon nanoparticulas con la siguiente estructura: SNP-APTES-SPDP-cysPep-K-PEG-OCHs.

El SNP se preparé afiadiendo gota a gota 7,6 ml de TEOS a una solucion agitada de 280 ml de etanol. Se afiadieron
11,4 ml de NH4OH (28 %) gota a gota y la mezcla se agité durante 24 horas. La mezcla se centrifugd 3x durante 30
minutos a 13k y se lavd con etanol. Los SNP se secaron durante la noche a 60 °C. Los SNP se calcinaron a 550 °C
durante 4 horas.
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SNP-APTES se prepar6 afiadiendo 0,5 g de SNP en 50 ml de etanol y sonicando. Se afiadi6 APTES mientras se
agitaba vigorosamente. La mezcla se agité durante 24 horas, y luego se centrifugé 2x durante 30 minutos a 13k, y se
limpidé con etanol. El SNP-APTES se sec6 a 60 °C durante la noche y luego se molié con un mortero.

Se afiadio 3-(2-piridilditio)propionato de succinimidilo (SPDP) como sigue. Se dispersaron 50 mg/ml de SNP-APTES
en NaOH 10 mM (por ejemplo, 25 mg en 495 pl de DI y 5 pl de NaOH 0,1 M) y se sonicé. Se prepararon 3,1 mg/ml
de SPDP en DMSO (PM 312) (reserva 10 mM) (por ejemplo, 1 mg en 320 ml). Se afadieron 5 pl de SPDP por 500 pl
de SNP-APTES, pH 7-8 (SPDP final 100 uM) y la mezcla se sonicé. La mezcla se incubé de 30 minutos a 2 horas a
TA. La mezcla se centrifugd 2x durante 10 minutos a 6k, y se limpié con DI, pH 5-8. El volumen se llevé a 500 pl.

Se afadié un péptido como sigue. A la solucidon anterior se afadieron 50 yl de 2 mg/ml de cys-péptido-K (por
ejemplo, biotina-x-CDGSRPARSGR"SAGGKDA-OH) y se incubé 10 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se
centrifugd 2x durante 5 minutos a 6k, y se limpio con DI. El volumen se llevé a 500 pl.

SNP-APTES-SPDP-cysPep-K se PEGIl6 como sigue. Se prepararon 4 mg de NHS-PEG-OCHS3 en 50 yl de DMSO
(2k PEG o mas). Se afadieron 50 pl de solucion de PEG por 500 yl de SNP-APTES-SPDP-cysPep-K y la mezcla se
incubd 10 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugd 2x durante 10 minutos a 6k, y se limpié con DI.
El volumen se llevé a 500 pl.

La estructura resultante fue SNP-APTES-SPDP-cysPep-K-PEG-OCH3. Las nanoparticulas protegidas con PEG no
fueron coagulantes.

El conector peptidico escindible se escindié afiadiendo una enzima como sigue. Hasta 50 yl de SNP-APTES-SPDP-
cysPep-K-PEG-OCHs se afadieron 50 pl de enzima uPA (activador de plasmindgeno de uroquinasa) o tripsina, y la
mezcla se sonico, 10-60 min (por ejemplo, 30 min) a 37 °C. La mezcla se centrifugod, se lavo y el volumen se ajusto a
50 pl con DI.

La estructura ahora era SNP-APTES-SPDP-cysPepR-OH, y era hemostaticamente activa.

Conversién de SNP-APTES a PEG-OPSS y acoplamiento a biomolécula

Reacciones:
SNP-NH2z + NHS-PEG-OPSS — SNP-conector-PEG-OPSS

OPSS es S-S-Piridilo, que reacciona con tioles para formar un producto disulfuro:
R1-S-S-Pyr + HS-R2 — R1-S-S-R2 + S-Pyr

en donde R1 es la nanoparticula, Rz es la biomolécula

0,1 g de SNP-APTES (220 nm de diametro) se dispersaron en 5 ml de DI con sonicacion. NHS-PEG-OPSS 5kDa, 10
mg, se disolvié en DMSO (0,5 ml). La solucién de PEG se afiadié a la solucién SNP-APTES y la mezcla se sonico. El
pH se ajusté a pH 7 con tampén HEPES. La mezcla se sonicé e incubd 1 hora. La mezcla se centrifugd y se limpio
2-3x con tampén de lavado. El volumen se llevo a 5 ml. La reaccion de acoplamiento a una biomolécula que contiene
tiol se realizd mediante la adicién de 200 pl de SNP-conector-PEG-OPSS, 200 pl de tampon (Hepes 1 M ) y 20 pl de
1 mg/ml de péptido en Hepes 1 M. La mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora, se aclaré 3 veces y
se almacené a 4 °C.

Resultados y andlisis

Se prepararon nanoparticulas PEGiladas que incluian un grupo de union de péptido escindible con una secuencia
IEGR que conectaba la nanoparticula al PEG (FIG. 14). El factor X activado (FXa) escindié el péptido en la
secuencia IEGR, eliminando el PEG y dejando el SNP activado.

FIG. 15 muestra un gréfico del tiempo de coagulacion, R, frente a 3-aminopropil trietoxisilano (APTES) para
proporcion de SNP, de acuerdo con realizaciones de la presente divulgacion. FIG. 16 muestra un grafico del tiempo
de coagulacion, R, para SNP no funcionalizado y varios SNP funcionalizados (Pép: péptido; SPDP: 3-(2-
Piridilditio)propionato de succinimidilo; PEG usado fue 2kDa), de acuerdo con realizaciones de la presente
divulgacion.

Cuando se unen a la superficie de nanoparticulas, los reticuladores tales como 3-aminopropil trietoxisilano (APTES)
redujeron la superficie activa para la coagulacion (FIGS. 15 y 16). La proporcion de APTES a silice se redujo para
obtener un SNP de PEG-conector-APTES-silice que retendria una naturaleza doble - inerte en los vasos sanguineos
sanos mientras se convierte en procoagulante cuando se activa mediante una proteasa especifica del conector.
Cuando se funcionaliza Uunicamente con APTES, a baja cobertura, el SNP retuvo su naturaleza procoagulante.
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Cuando el PEG se uni6 a estas nanoparticulas mediante APTES, el SNP quedé protegido. El acoplamiento de PEG
(2 kDa o mas, por ejemplo, 5 kDa) aumenté los tiempos de coagulacion hasta el del plasma recalcificado normal. La
eliminacion de PEG activé la actividad procoagulante del SNP.

Ejemplo 2
Disefio de particulas y ensayos

Se realizaron experimentos para conjugar poliP sobre las superficies de particulas organicas e inorganicas para
investigar los efectos de las propiedades de la superficie de las particulas (es decir, cargas superficiales y ligandos)
y los tamafos de las particulas. Las particulas hibridas se generaron con polimeros térmicamente sensibles o con
respuesta quimica y poliP en la superficie. En las condiciones del interruptor (tales como temperatura mas baja o
productos quimicos sobreexpresados), los cepillos de polimero se extendieron o se plegaron para proteger o
exponer los ligandos de la superficie tal como poliP.

En ciertas realizaciones, poliP activa y acelera la cascada de coagulaciéon. En algunos casos, las etapas en la
coagulacién son mejoradas por poliP. La dependencia del tamafio de las actividades procoagulantes de poliP mostré
que los polimeros de poliP mas cortos aceleraban la activacion de los factores V y Xl, mientras que los polimeros
poliP mas largos iniciaban la coagulacién mediante la ruta de contacto (FIG. 17). En algunos casos, la actividad
procoagulante especifica de las nanoparticulas que contienen poliP se puede adaptar variando las longitudes de
polimero poliP usadas, asi como controlando la cantidad de poliP por particula. Las particulas de poliP pueden tener
la capacidad de inducir la coagulaciéon de manera controlada y dirigida, en comparacion con poliP libre. Sin limitarse
a ninguna teoria particular, en algunos casos, las particulas de poliP pueden interactuar con el plasma sanguineo y
causar una serie de eventos, incluyendo la adsorcién de albumina, IgG y fibrindgeno, adhesion y activacion
plaquetaria, y trombosis. PoliP de reducir el tiempo de coagulaciéon, dependiendo de la concentracion, tamafio y
propiedades superficiales de las particulas.

Se realizaron experimentos para unir covalentemente poliP a aminas primarias, facilitando el ensamblaje de
nanoparticulas de poliP. Esta reaccion usé el reactivo de reticulacion de longitud cero, EDAC (1-etil-3-[3-
dimetilamino)propil]carbodiimida), para promover la formacién de enlaces estables de fosforamidato entre aminas
primarias y los fosfatos terminales de poliP. En los extremos de poliP pueden usarse otros grupos funcionales, con el
fin de ampliar los tipos de reacciones de acoplamiento que pueden usarse. Casi el 80 % del marcado final se logré
usando poliaminas como espermina y espermidina. El producto de reaccion contenia aminas primarias unidas a los
extremos de los polimeros poliP, que reaccionaron con una amplia variedad de reactivos derivados que se dirigen a
las aminas primarias. Los grupos sulfhidrilos libres también se pueden introducir en los términos de los polimeros
poliP marcados, para usar quimicas de marcado de sulfildirilo.

También se pueden usar multiples grupos de superficie de aminas terminales para conjugar un namero controlado
de poliP con estas aminas de superficie. Los dendrimeros G4Poli(amido amina) (PAMAM) se asocian estrechamente
con poliP y pueden servir como plataforma para ensamblar nanoparticulas que contienen poliP. La conjugacion de
PoliP con tres tipos de particulas (por ejemplo, dendrimeros G4Poli(amido amina) (PAMAM), amino poliestireno, y
ligandos de amina unidos a nanoparticulas de oro) fueron investigados para verificar tres hipétesis: (1) la cinética y el
mecanismo de coagulacién del plasma se vieron afectados por el tamafo (o curvatura) de las particulas y se pudo
seleccionar una condicidon optimizada; (2) la eleccion del material central biocompatible no tendria efectos
significativos sobre la cinética o mecanismo de coagulacion del plasma; y (3) las funcionalidades de las particulas se
determinaron por las propiedades de la superficie (por ejemplo, neutro frente a cargado y la longitud de la cadena de
los poliP).

En ciertas realizaciones, el nimero total de cadenas de PoliP afecté la coagulacién del plasma. En algunos casos, el
mecanismo y el tiempo de coagulacion cambiaron con las cadenas libres de poliP. Se seleccionaron tres grupos de
control para comparar con los conjugados de particulas-poliP: (1) poliP libre con el mismo peso molecular a la misma
concentracion; (2) poliP lineal con el peso molecular equivalente a la suma de poliP el peso molecular unido a una
sola particula (por ejemplo, peso molecular de poliP multiplicado por el nimero de conjugacion); y (3) particulas sin
poliP.

Conjugacion de Dendrimero-poliP

PoliP (45-meros) se conjugd con el dendrimero G4 PAMAM, que tenia 64 aminas primarias en la superficie. El
reactivo de reticulacion de longitud cero, EDAC se us6 para acoplar aminas primarias a fosfatos mediante enlaces
fosforamidato. La separacion de poliP libre y conjugado de dendrimero-poliP se realizd6 empleando columnas de
tamafio exclusivo. La eficacia de la coagulaciéon del plasma se probd usando un coaguldmetro basandose en
viscosidad.

Para descubrir las condiciones optimizadas para la conjugacion, se probaron diversas condiciones, tales como la

temperatura, pH y el tiempo de reaccion. El ensayo de fluorescamina se usé para evaluar la cantidad de aminas
primarias sin reaccionar en el dendrimero, indicando la eficacia de conjugacion.
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La eficacia de conjugacion bajo diversas condiciones se probd y se mostré en la FIG. 18. Las reacciones fueron mas
eficaces en condiciones de pH bajo. La concentracion de amina antes de la reaccion fue de aproximadamente 3400
nM. En algunos casos, hubo una mayor concentracién de amina después de la reaccidon en comparacion con el
control, que se debié a la degradacién del dendrimero (discutido a continuacién). La condicion optimizada se
selecciond como 4 horas a 37 °C y pH 4, después de lo cual >80 % de la amina primaria en el dendrimero habia
reaccionado con poliP.

Estabilidad de dendrimero y poliP

La estabilidad de poliP a 37 °C después de 24 horas se probd en funcién del pH (FIG. 19). En comparacion con la
muestra a pH 7,4, no hubo aumento de fosfato libre, lo que indica poca degradacion. Por tanto, poliP fue estable
durante las primeras 24 horas a 37 °C y tan bajo como pH 2. También se probé la estabilidad del dendrimero en
diversas condiciones. Por debajo de pH 4 y por encima de 32 °C, mas del 25 % de dendrimero se degrad6 en 4
horas. A 20 °C y pH 4, el dendrimero fue estable durante las primeras 4 horas y aproximadamente el 10 % de la
degradacion ocurrié a las 24 horas. Las columnas de separacién Econo-Pac 10DG se usaron primero para separar
los conjugados libres de poliP y dendrimero-poliP. La recuperacion del dendrimero dependia en gran medida de la
fase de ejecucion. Cuando se usé agua purificada como fase de ejecucion, como se muestra en la FIG. 20, el
dendrimero eluy6 en la fraccion 9, pero la recuperacion del dendrimero fue solo de aproximadamente 5 %. En
algunos casos, el dendrimero puede haber quedado atrapado en la columna debido a interacciones iénicas. Por
tanto, en experimentos posteriores, se usaron tampones con una concentraciéon de sal de al menos 20 mM para
eliminar el efecto de las interacciones i6nicas entre el gel y el soluto. Como ejemplo, con tampodn acido de borato 25
mM a pH 9, el dendrimero eluyé en la fraccion 4 y la tasa de recuperacién fue superior al 85 % (FIG. 21). El
conjugado de dendrimero-poliP se separd luego en la columna (FIGS. 22 y 23). Los dendrimeros eluyeron en la
fraccion 6, mientras que el pico de poliP fue de la fraccion 5 a la fraccién 7. Por tanto, no se logré la separacion de
poliP libre del conjugado a través de la Columna Econo-Pac 10 DG.

Las columnas de exclusién por tamafio empaquetadas con gel Bio-Gel® P-10 se usaron luego para la separacion de
poliP conjugado del poliP sin reaccionar. Se seleccioné el gel Bio-Gel® P-10 con un intervalo de fraccionamiento de
peso molecular (PM) de 1.500-20.000, que era adecuado para separar la conjugacion de dendrimero poliP
(PM>20.000) de los no reaccionados (PM<13.700). El dendrimero eluy6 en la fraccion 10 y el poliP salié en la
fraccion 9 (FIGS. 24 y 25), que se considerd separacion insuficiente.

Otro método de separacion probado fue con "glass milk", que consistia en particulas de silice en solucién acuosa.
Se afadié 1 pl de glass milk a 500 pl de reaccion de dendrimero-poliP. El glass milk y la reacciéon se mezclaron
luego durante 30 minutos con agitaciéon ocasional. Después de mezclar, la solucidén se centrifugd luego durante 10
minutos a 3.500 RPM. Se recogié el sobrenadante purificado y se realizé el ensayo de verde de malaquita (que
cuantificé el fosfato después de la digestion acida de poliP) para cuantificar la concentracion de poliP frente a la
misma reaccion que no se habia sometido a purificacion de glass milk. FIG. 26 muestra una disminucién en la
concentracion de fosfato de mas del 90% antes y después de la separacion de la glass milk.

El ensayo de glass milk se realiz6 nuevamente y se realizaron los ensayos de verde de malaquita y fluorescamina
para garantizar que el glass milk solo eliminara el poliP libre y que el dendrimero permaneciera en solucién. Los
resultados en la FIG. 27 indicaron una separacion menos eficaz de poliP que en el experimento anterior, asi como
una disminucion similar en las concentraciones de amina primaria y poliP antes y después del ensayo de glass milk.
La concentracion de amina primaria en la reaccion de control aumenté desde la cantidad inicial esperada antes de la
reaccion, lo que puede deberse a la degradacion del dendrimero que reacciona con el tiempo.

Ensayos de coagulacién

Los tiempos de coagulacion del plasma se probaron usando un coagulémetro. La muestra fue conjugado de
dendrimero-poliP que reaccioné a 37 °C, pH 4 durante 24 horas. El tiempo de coagulacion para esta muestra fue de
143,8 segundos (FIG. 28).

Conjugacion de poliestireno (PS)-poliP

Se realizaron experimentos para hacer una conjugacion de poliestireno (PS)-poliP. El procedimiento general para
realizar la conjugacion PS-poliP fue el siguiente:

» Se prepararon reacciones de 1-2 ml usando condiciones descritas previamente en reacciones de amina poliP.

» Se anadieron 250 mM de poliP de 45-meros de una solucidon acuosa a granel hecha de vidrio de fosfato sédico
adquirido en Sigma Aldrich.

» Se afiadio a la reaccién tampén MES 100 mM pH 4.

» Se afiadié 300 mM de EDAC a la reaccion para activar la reaccién entre poliP y la amina primaria.

* La cantidad de amina primaria en la superficie de la particula PS se caracterizé usando un ensayo de
fluorescamina. Se afiadieron 0,21 mM de amina primaria a la solucion.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2773275713

Esto fue aproximadamente 5 veces menos que la concentracion de cadenas de poliP.

* Lareaccion se llevé a volumen con agua DI.
* Se permitié que la reaccion continuara durante hasta 24 horas con agitacion vigorosa con las concentraciones de
amina primaria consumidas probadas en varios momentos.

Se usaron perlas de poliestireno (diametro de 50 nm) con amina primaria como grupo funcional de superficie para
conjugar poliP. La condicion de reaccion fue 20 °C y pH 4. Después de 24 horas, mas del 60 % de la amina primaria
se hizo reaccionar con poliP (FIG. 29).

Se probd la estabilidad de las perlas de PS. Como se muestra en la FIG. 30, la cantidad de amina era estable a 20
°C, pero aumento a 37 °C. En algunos casos, esto puede deberse a que a mayor temperatura y pH bajo, los grupos
amina enterrados dentro de las particulas podrian quedar expuestos en la superficie, lo que puede dar como
resultado una subestimacion de la eficacia de la reaccion.

Conjugacion de nanoparticulas de oro-poliP

Se realizaron experimentos para hacer una conjugacion de nanoparticulas de oro-poliP. El procedimiento general
para hacer la conjugacion de nanoparticulas de oro-poliP se muestra a continuacion.

Mecanismo de reaccion general:

A. Se prepar6 una solucién a granel de los ligandos de tiol-amina de 10,2 mM en agua y se almacend a 4 °C.

B. PoliP y los ligandos de amina se hicieron reaccionar como se describié previamente con una relaciéon de
exceso 5:1 de poliP. Las reacciones se realizaron en tampon MES a pH 4 a 37 °C y a temperatura ambiente (25
°C).

C. La cantidad de ligando que reacciona se determiné usando el ensayo de fluorescamina.

D. Los ligandos que reaccionan con tiol se unieron a nanoparticulas de oro recubiertas con citrato de 5 nm
mediante la adicién de una diluciéon 20x de la reaccion del ligando con un exceso de ligando de tiol 50:1 a las
nanoparticulas de oro. Aproximadamente 12-16 ligandos se unieron a cada nanoparticula basandose en estudios
que encontraron que 130 ligandos normalmente se unian a nanoparticulas de oro de 15 nm.

E. La mezcla se sometié a vortice periddicamente y se mezclé continuamente durante 8 horas.

F. La mezcla de nanoparticulas de oro se centrifugé a 13.500 RPM durante 20 minutos para eliminar el exceso
de poliP y ligandos no unidos.

G. El sobrenadante se retird y el sedimento se lavé y se resuspendié con 450 ul de agua DI.

H. La centrifugacion y el lavado se repitieron dos veces.

I. Espectroscopia UV, Se realizaron ensayos de verde de malaquita y ensayos de fluorescamina para cuantificar
el numero de cadenas de PoliP unidas a la superficie de la nanoparticula de oro.

Un estudio preliminar de la reaccion de ligandos de amina con poliP a 37 °C demostré que los niveles de amina
primaria disminuyeron aproximadamente el 75 % después de 24 horas de reaccion, indicando un 75 % de reaccion
completa de amina con poliP. Sin embargo, el nivel de amina primaria aumenté a aproximadamente la mitad de su
concentracién de control después de 48 horas, lo que sugiere que los enlaces pueden haberse hidrolizado. La
concentracién de amina en el control a 37 °C no cambié sustancialmente, lo que puede indicar que la diferencia en la
concentracion de amina de reaccion no puede explicarse por el ensayo en si mismo (FIG. 31). Una curva de
calibracién de la concentracion de amina primaria a longitudes de onda de excitacion y emision de 410 y 480 nm,
respectivamente, se muestra en la FIG. 32.

Se demostré que la reaccién del ligando de tiol-amina con poliP a temperatura ambiente se habia completado entre
el 75 % y el 80 % de los ligandos en solucion. FIG. 33 detalla los resultados de la optimizacion de la reaccion. Las
concentraciones en el esquema de reaccién anterior excepto con una concentracion de 0,42 mM de ligando unido a
amina, produjo aproximadamente una relacién 5:1 de cadenas de poliP a amina. La comparacion de las reacciones
realizadas a 37 °C con las realizadas a temperatura ambiente indicé que los enlaces de la amina-poliP se
hidrolizaron a 37 °C con el tiempo. Por tanto, ambas reacciones tuvieron eficacia similares y después de 72 horas a
temperatura ambiente se consumié mas del 75 % de amina.

Se probaron diferentes proporciones de poliP a amina, que puede afectar las relaciones finales de ligando de amina-
tiol al ligando de poliP-tiol. Las reacciones completadas mezcladas con nanoparticulas de oro se sedimentaron
después de la centrifugacion (FIG. 34).

La modificacion de las nanoparticulas de oro también se puede realizar, tal como, pero sin limitacién: (1) produccion
de varios tamarios de particulas; (2) modificacion con otros mecanismos de reaccion; y (3) separacioén y purificacion.
Para demostrar que el material del nucleo no afecta sustancialmente la cinética de coagulacién, se pueden realizar
experimentos para: (1) comparar los conjugados de oro-poliP con otras particulas, y (2) reticular una fina capa de
polimero y luego disolver el oro.
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Disefo de particulas y ensayos

Se realizaron experimentos para disefiar y sintetizar materiales de nanoparticulas sdlidas y porosas que presentan
biocompatibilidad y rapida formaciéon de trombos. En ciertas realizaciones, las nanoparticulas restringieron la
actividad a una region local de actividad de coagulacion por encima del umbral. Se realizaron experimentos en dos
nanoparticulas - silice procoagulante y titania compatible con implantes médicos. Los armazones de nanoparticulas
se funcionalizaron con un compuesto procoagulante - trombina, factor tisular, o poliP - para formar una particula
intercambiable de umbral (TSP) que promovié aun mas la formacion de coagulos. La trombina, una proteina en la
cascada de coagulacién, tiene un radio hidrodinamico de aproximadamente 8,4 nm. Una nanoparticula porosa con
un tamafio de poro minimo de 10 nm se puede cargar con trombina. La caracterizaciéon de las particulas incluyo
microscopia, potencial zeta, dispersién dinamica de luz, y otros ensayos. Los experimentos de coagulacién con
plasma de tromboelastografia (TEG) se usaron para estudiar la actividad procoagulante de nanoparticulas
funcionalizadas y no funcionalizadas introducidas en plasma normal combinado recalcificado (PNP).

Sintesis de nanoparticulas de silice - espuma mesocelular

Se realizaron experimentos para sintetizar una nanoparticula porosa con un diametro menor que 200 nm y un
tamafio de poro mayor que 20 nm. Una nanoparticula de este tamafio puede facilitar una reduccién en el dafio a los
érganos, mientras que es capaz de transportar y suministrar trombina y otros factores de coagulacion.

Se realizaron experimentos para sintetizar una espuma mesocelular mesoporosa con un tamafio de poro de 26 nm
(MCF-26) y un diametro de particula inferior a 1 ym. Se crearon espumas mesocelulares (MCF) con poros de 11,2
nm, 24,3 nm y 30,9 nm de tamafio de poro. Las espumas se caracterizaron usando BET. El tamafio de la ventana se
determiné a partir de isotermas de desorcion usando el método Broekhoff de Boer (BdB); el tamafio de poro de la
isoterma de adsorcion usando el mismo método BdB. Los diametros de particula se midieron usando imagenes de
microscopia electrénica de barrido (SEM). Los experimentos demostraron la capacidad de definir con precision los
tamafios de poro en el intervalo deseado para la administracién de enzimas y biomoléculas grandes usando un
tamafio de particula < 200 nm, que puede ser util para la administracion cardiovascular.

Se us6 un segundo procedimiento de sintesis para la sintesis de particulas de silice mesoporosa floculada (FMS)
con morfologia de nanofibras o nanoesferas (FMS-nf, FMS-ns). FMS-nf y FMS-ns fueron elegidos para sintetizar
nanoparticulas por debajo de 200 nm. La dispersion dinamica de la luz indico un tamafio de particula de 250 +/- 50
nm. Los experimentos de proteccion y coagulacion se realizaron usando nanoparticulas de silice FMS.

Estos dos procedimientos usaron solucion sol gel o precursores de silice coloidal. La metodologia de sintesis de
silice se basé en el método de poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA) para la administracién de farmacos como se
muestra en FIG. 35A y 35B. El procedimiento de sintesis de silice utilizé trimetilbenceno (TMB) y NH4F usado en la
sintesis de MCF; y un copolimero tribloque, P123, combinado con un tensioactivo catiénico, CTAB, para crear un
precursor de silice liquido. Usando esta estrategia, se sintetizaron particulas de silice con un didmetro medio de
nanoparticulas de 125 +/- 25 nm. El tamafio de poro de 18,2 nm fue suficiente para incrustar trombina.

Se analizaron las isotermas de adsorcion/desorcion de nitrégeno y la distribucion del tamafio de poro para las tres
espumas mesocelulares. FIG. 36 muestra el patron de difraccion de rayos X y FIG. 37 muestra las imagenes de
microscopia electronica de barrido para MCF-24. FIG. 38 muestra un grafico de distribucion del tamafio de poro de la
rama de desorcion calculada de las espumas mesocelulares por el método BJH. FIG. 39 muestra un grafico de la
distribucién del tamafio de poro de la rama de desorcién calculada de silice porosa por el método BJH. Finalmente,
La Tabla 1 enumera las propiedades de las tres espumas mesocelulares.

Tabla 1 - Propiedades textuales de espumas mesocelulares sintetizadas

Muestra Tamano de ventana Tamaiio de celda BJH | Area superficial BET Volumen de poro
MCF BJH (nm) (nm) (m?/g) (cm®/g)

MCF-11 11,2 19,3 591,7 1,7

MCF-24 24,3 39,3 321,0 2,4

MCF-31 30,9 424 2224 1,6

Sintesis de nanoparticulas de titania

El uso de silice sdlida y nanoparticulas de titania como vehiculos también puede facilitar una restriccion de la
actividad de coagulacion a una region umbral localizada. Se pueden sintetizar nanoparticulas de silice solidas con
diametros de particula entre 5-100 nm. Los procedimientos de proteccion se pueden usar para unir las proteinas
poliP y factor de coagulacién a la superficie de nanoparticulas. Las nanoparticulas de silice sélidas con cargas de
poliP y trombina con tiempos de permanencia del sistema definidos pueden facilitar una restriccion de su actividad a
una region local de actividad de coagulacion por encima del umbral.
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Las nanoparticulas de titania se sintetizaron mediante una ruta de acido fosférico y se caracterizaron usando SEM y
difracciéon de rayos X. Los diametros de particula promediaron 225 +/- 50 nm. Junto con la silice FMS, se usaron
particulas de titania en estudios de funcionalizacion.

FIG. 40 muestra imagenes SEM de TiO:2 sintetizado mediante la ruta del acido fosférico. La naturaleza conjunta de
las particulas separadas se produjo debido a la pulverizacion catédica de imagenes SEM.

Oxido de hierro

El uso de nanoparticulas de 6xido de hierro como vehiculos también puede facilitar una restriccion de la actividad de
coagulacién a una regiéon umbral localizada, asi como mejorar la identificacion de la distribucion de particulas en
todo el sistema cardiovascular. Los procedimientos de proteccién se pueden usar para unir las proteinas poliP y
factor de coagulacion a la superficie de nanoparticulas. Las nanoparticulas de silice sélidas con cargas de poliP y
trombina con tiempos de permanencia del sistema definidos pueden facilitar una restriccion de su actividad a una
region local de actividad de coagulacion por encima del umbral.

Las nanoparticulas soélidas de oxido de hierro con diametros de particula entre 5-500 nm pueden sintetizarse
haciendo reaccionar tris(acetilacetonato) de hierro(lll) (Fe (acac)s) en disolventes organicos como oleilamina y acido
oleico, acido benzoico u otro disolvente para producir 6xido de hierro hidréfobo. Las particulas hidréfobas se pueden
convertir en hidréfilas funcionalizando la superficie con poli(acido acrilico) (PAAc) en dietilenglicol (DEG) a altas
temperaturas superiores a 100 °C. Las particulas de 6xido de hierro funcionalizadas con PAAc pueden ser particulas
de oxido de hierro hidréfilas que pueden sintetizarse en soluciones acuosas usando cloruro de hierro (lll) y cloruro de
hierro (lI) como precursor.

Proteccion de PoliP

Los experimentos se realizaron en dos vias de proteccion poliP. La primera ruta utilizé las propiedades del acido de
Lewis de silice y titania, pero no proporciona particulas como se define en las reivindicaciones adjuntas. El proceso
de Lorenz et al., Anal. Biochem., 1994, 216:118-26, se adaptd reemplazando la circona con silice o titania. El cambio
negativo en el potencial zeta ilustrado en la FIG. 36 indico que poliP se unié con éxito a su diana.

La segunda ruta utilizé (3-aminopropil)-trietoxisilano (APTES) para formar un puente entre la nanoparticula y el
material procoagulante. El terminal amina primaria de APTES se uni6é con proteinas o poliP modificado con EDAC.
PoliP unido a pocillos de tira de superficie de amina usando EDAC, poliP, silice modificada con APTES y acido 2-(N-
morfolino)etanosulfonico (MES). El potencial zeta y la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
mostraron que las nanoparticulas habian sido funcionalizadas con APTES. Se usaron mediciones de potencial Zeta
para determinar que el poliP se unia a las particulas. FIG. 41 muestra un espectro FT-IR de nanoparticulas de titania
no modificadas y modificadas con APTES. Las bandas de C-H, NH y Si-O-Si indicaron una unién exitosa de APTES
a moléculas de TiO2. FIG. 42 muestra un gréafico de titulacién de potencial zeta de nanoparticulas de titania
modificadas y no modificadas.

La proteccién de poliP a la superficie de la nanoparticula mediante APTES puede dar como resultado un efecto de
poliP "corona" donde el poliP cubre la superficie de la particula y actia como agente Unico. La cobertura puede
referirse a la cobertura total de la particula o al lugar donde se cubre suficiente superficie de la particula para que la
actividad de la superficie no funcione. Este efecto corona puede mejorar la viabilidad del agente para su uso interno
para mejorar la orientacion del agente. El efecto poliP "corona" puede inducirse usando el enlace APTES, enlace
éster EDAC, enlace de acido carboxilico u otras formas de enlace para unir el poliP a la superficie de la
nanoparticula.

Una tercera ruta utilizo EDAC para formar un enlace éster entre las superficies de nanoparticulas de oxido
inorganico y poliP. Las nanoparticulas tales como silice u éxido de hierro se dispersaron en agua desionizada a 70
°C. Se afiadié una solucién de poliP y EDAC en agua desionizada a la solucién de nanoparticulas. La solucion
resultante se agité a 70 °C durante 75 minutos. Las nanoparticulas solidas se recuperaron mediante centrifugacion y
secado durante la noche.

PoliP también se puede limitar a nanoparticulas usando PAAc como intermedio. La unién de PAAc a una particula
como oxido de hierro puede hacer que la particula sea mas estable en agua vy, por lo tanto, mas susceptible a la
proteccion de poliP.

Proteccion de proteina

Se realizaron experimentos para proteger nanoparticulas sélidas con trombina usando el mecanismo APTES
descrito anteriormente. EI mecanismo implicaba la unién de un tiol desprotegido lentamente en el armazén de
nanoparticulas APTES al grupo reactivo con tiol en la proteina. Esta ruta puede minimizar la agregacion de
particulas y proteinas debido a una velocidad de reaccion rapida que daria como resultado la unién de una particula
a una proteina.
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Se pueden integrar otros agentes activos con las nanoparticulas para tratar heridas internas. Por ejemplo, se puede
usar un agente de factor tisular (TF)-Nanodisco para iniciar la coagulacién. Ademas, administrar fibrindgeno
adicional al sitio de la herida puede reponer la concentraciéon de fibrinégeno y puede conducir a un coagulo mas
fuerte.

Tromboelastografia

Se analizaron varias muestras de silice, tanto desnudas como protegidas con poliP, para determinar la actividad
procoagulante usando plasma en un instrumento de tromboelastografia (TEG). La medicion de TEG se centr6 en
cuatro parametros coagulantes: R, tiempo hasta el primer coagulo; K, tiempo desde la formacion inicial del coagulo
hasta diametro del coagulo 20 mm; a, velocidad de formacién de coagulos; MA, fuerza del coagulo. Como se
enumera en la Tabla 2, estos datos indicaron que la silice protegida con poliP disminuy6 el tiempo y la velocidad de
formacion del coagulo.

Tabla 2 - Mediciones de TEG para plasma normal combinado controlado, FMS-ns, y FMS-ns modificado con

polifosfato.

Ejecucion R (min) | K (min) | Angulo (grados) | MA (mm)
Control Promedio 13,40 3,70 55,63 37,77
Control Desv. Est. 1,28 0,36 7,75 8,35
Promedio de FMS-ns 7,98 1,98 63,93 31,25
FMS-ns Desv. Est. 0,67 0,95 12,19 6,43
Promedio FMS-ns-PoliP | 7,03 1,30 77,63 28,43
FMS-ns-PoliP Desv. Est. | 0,50 0,46 3,52 2,32

Biocompatibilidad

Se realizaron experimentos para examinar la citotoxicidad de MCF-26 en células humanas. Se realizaron
experimentos para evaluar la absorcion de MCF-26 por HUVEC (células endoteliales de la vena umbilical humana),
HEK-a (rifidn embrionario humano), HDF-a (fibroblastos dérmicos humanos), HPTC (tibulo proximal renal humano),
HK-2 (Rifidbn humano 2), y células de fibroblastos NIH-3T3. Los estudios de citotoxicidad mostraron que las
nanoparticulas MCF-26 no son toxicas, incluso a concentraciones elevadas. Tipicamente, las particulas de silice
tienen valores de CI50 en el intervalo de concentraciones pg/ml. Incluso para las células HUVEC altamente
sensibles, los valores de MCF-26 IC50 variaron entre 0,7-6,3 mg/ml. Las células no absorbieron faciimente las
particulas de MCF-26 hasta que las concentraciones alcanzaron la escala mg/ml. FIG. 43, izquierda, muestra
imagenes de la captacion de varias muestras por HUVEC (células endoteliales de la vena umbilical humana), con
una concentracion de Ag NP de 10 ug/ml; Concentraciéon de caolin de 10 ug/ml; y concentraciéon de MCF-26 de 100
pg/ml. FIG. 43, derecha, muestra imagenes de la captacion de varias muestras por HDF, con una concentracion de
Ag NP de 20 pg/ml; Concentracién de caolin de 20 uyg/ml; y concentracion de MCF-26 de 100 pg/ml. La Tabla 3
muestra los valores de CI50 (mg/ml) y % de viabilidad del ensayo de absorcién de rojo neural de MCF-26.

Tabla 3 - Valores de ensayo de absorcién de rojo neural para MCF-26.

Tipo de célula CI150 (mg/ml) | % de viabilidad a Cmax = 7 mg/ml
HUVEC 5117 6,3+0,2 50 % + 3,4 %

HUVEC 5025 21+0,8 26,6 % £ 6,7 %

HUVEC 3516 0,7+0,0 20,8 % £ 2,0 %

HDF-a (ScienCell) [2,0+0,2 13,4 % +2,8 %

HDF-a (PromoCell) |56+1,4 39,5% +8,0%

HDF-a (ATCC) 50+0,7 41,4 %.+ 3,1 %

HEK-a 6940 >7,0 91,9+ 8,6 %

HEK-a 6937 >7,0 59,8 % +4,4 %

HEK-a 6539 >7,0 77,5% 3,1 %

En resumen, Los experimentos anteriores demostraron: la coagulacion se estimulé hasta 4 veces activando pares de
factores de coagulacion, sin estimulacion adicional usando tres pares activadores de factor de coagulacion; las
nanoparticulas procoagulantes que contienen poliP, basado en dendrimero PAMAM, se sintetizaron y probaron para
determinar su estabilidad y actividad; las nanoparticulas de procoagulante de poliestireno que contienen poliP se
sintetizaron y se probaron para determinar su estabilidad y actividad; las nanoparticulas de procoagulante de oro que
contienen poliP se sintetizaron y probaron para determinar su estabilidad y actividad; las nanoparticulas sintetizadas
tenian un diametro de particula de 125 +/- 25 nm y un tamarfio de poro de 18,2 nm; se determiné que la silice porosa
era biocompatible con células humanas; se desarrollaron procedimientos de sintesis de particulas para el suministro
de trombina, que tiene un radio hidrodinamico de 8,4 nm; se sintetizaron particulas de titania con un diametro medio
de 225 +/- 50 nm; las cadenas de poliP se unieron a nanoparticulas de silice y titania usando quimica de acido-base
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de Lewis y mecanismo APTES-EDAC; y se cuantificé la actividad procoagulante de silice y silice unida a poliP.
Ejemplo 3

Los experimentos se realizaron en nanoparticulas de silice solidas con un diametro de 10-150 nm. La silice actuo
como un armazoén sobre el cual se unieron los agentes procoagulantes. Las particulas de este tamafio pueden fluir a
través de pequefios vasos en el torrente sanguineo.

Las nanoparticulas de oro de 10 nm y 15 nm de diametro se seleccionaron como particulas base ademas de las
nanoparticulas de oro de 5 nm que se investigaron inicialmente. Los nUmeros maximos de cadenas de polifosfato
que se pueden anadir a cada particula segun el analisis tedrico son: 64 y 144 para la particula de oro de 10 nmy 15
nm, respectivamente. Las particulas de diferente tamafio contenian nimeros conocidos, distintos de cadenas de
polifosfato. En ciertas realizaciones, las nanoparticulas con un tamafo superior al umbral con polifosfato conjugado
mayor que el numero critico desencadenaron la coagulacién de la sangre.

Los experimentos se realizaron en nanoparticulas de silice solidas a menos de 200 nm como agente de
administracion. El polifosfato se unié a un armazén de silice usando las propiedades acido-base de Lewis de silice y
polifosfato. Se usé polifosfato de 70 metros de longitud (P70), ya que esta longitud se correlaciona aproximadamente
con el tamafio del polifosfato secretado por las plaquetas humanas durante la coagulacion.

Ademas, la trombina se unié a silice sélida usando un reticulador de proteinas. El mecanismo de fijacion se muestra
en la FIG. 44. Al funcionalizar silice con 3-Aminopropiltrietoxisilano (APTES), la silice actu6 como una proteina para
fines de reticulacion.

Se realizaron experimentos para probar nanoparticulas de silice sélidas con enlaces covalentes al recubrimiento. El
primer sistema era polifosfato unido dativamente a 6xido desnudo o covalentemente a nanoparticulas de silice
terminadas con aminopropilo. El segundo era un sistema conector para el acoplamiento de proteinas y/o péptidos.
Los resultados del acoplamiento usaron un recubrimiento de tioacetilo protegido sobre las particulas y un disulfuro
de ortopiridilo reactivo con tiol (OPSS) transportado en lisinas de la proteina. La desproteccion de hidroxilamina de
las particulas se verificd usando el ensayo colorimétrico con deteccion de tiol (FIG. 45). OPSS-trombina y albumina-
OPSS marcada con colorante sirven como proteinas modelo (FIG. 44). La silice-tioacetilo se preparé en dos etapas
a partir de silice. La desproteccion del tiol se verific6 mediante 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB). La
muestra D tenia reactivos pero no silice, y en la muestra E, silice-SATP generd un color intenso que indica
desproteccion satisfactoria.

Los polimeros de polifosfato de una amplia variedad de longitudes de polimeros se prepararon mediante
electroforesis preparativa a gran escala para polifosfato de fraccionamiento por tamafio. Estos materiales se usaron
como una de las cargas utiles de procoagulantes para las nanoparticulas. En algunos casos, la actividad
procoagulante puede depender de las longitudes de polimero de polifosfato. Las quimicas de unién para unir
covalentemente el polifosfato a las moléculas y nanoparticulas dirigidas incluy6 el acoplamiento indirecto uniendo
primero las poliaminas a los fosfatos terminales y luego usando sondas reactivas con aminas para unirse a los
grupos amino terminales.

Para conjugar polifosfato en nanoparticulas de oro se usé el mismo esquema de reaccion. Las proporciones de los
reactivos (tiol-polifosfato a nanoparticulas de oro) y los gradientes de la fuerza iénica de la solucién se variaron para
producir la maxima conjugacién de poliP en particulas de oro (5 nm, 10nm y 15nm). La separacion de los
conjugados del polifosfato libre se realizé por centrifugacion. La centrifugacion se probd a varias concentraciones de
nanoparticulas de oro y poliP para (1) eliminar el polifosfato libre de manera eficaz; (2) prevenir la agregacién de
particulas; y (3) para minimizar la pérdida de nanoparticulas de oro. Después de la reaccion entre el polifosfato unido
a tio y las nanoparticulas de oro, asi como después de centrifugar, se tomaron imagenes TEM para determinar si se
habian formado agregados no visibles mas pequefios. Las imagenes indicaron que la agregacion previa a la
centrifugacion fue minima con un pequefio porcentaje de grupos de 2 y 3 particulas.

Los experimentos mostraron que una nanoparticula de silice sélida de aproximadamente 250 nm unida a la
coagulacién acelerada de polifosfato en comparacidon con el plasma recalcificado mediante tromboelastografia
(TEG). Se realizaron experimentos para cuantificar aiun mas las actividades procoagulantes de silice, polifosfato y
polifosfato unido a silice. Se probaron varios tamafios y concentraciones de silice. P70 se unié a un armazoén de
silice mas pequefio. incluso a una concentracién de mg menor, la silice-P70 TSP mostrd una disminucion del tiempo
R de aproximadamente 0,5 min.

Se realizaron experimentos para probar la actividad procoagulante del polifosfato en fases sélidas y en solucién sin
una uniéon de armazon. Los ensayos mostraron un aumento de los tiempos de coagulacion y una fuerza debilitada
del coagulo en comparacién con el plasma recalcificado, lo que indica que el polifosfato de tamafios de polimero
relativamente cortos puede unirse a un armazén para funcionar como procoagulante. Unir multiples copias de estos
polimeros mas cortos a la misma nanoparticula puede permitir un ensamblaje localizado de multiples proteinas de
coagulacioén similares a lo que se observaria con un solo polimero de polifosfato largo.
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Ejemplo 4

Los experimentos se realizaron en nanoparticulas de silice (SNP). La silice actu6 como un armazén sobre el cual se
unieron los agentes procoagulantes. Las particulas del tamafio estudiado pueden fluir a través de los vasos mas
pequefios en el torrente sanguineo. Se probaron nanoparticulas de silice entre 1-10 nm y 50-150 nm.

Se midi6 el efecto del tamafio y la concentracion de las particulas de silice en la coagulaciéon. Las particulas
superiores a 50 nm se sintetizaron en el laboratorio siguiendo un método Stéber modificado (Stober W., et al., J.
Colloid & Interface Sci., 26(1), 62-69) y se recuperaron mediante centrifugacion. Los diferentes tamafios de
nanoparticulas se obtuvieron variando las cantidades de tetraetoxisilano (TEOS) y amoniaco. Sigma Aldrich
suministré nanoparticulas de silice Ludox por debajo de 10 nm. Las nanoparticulas de silice por debajo de 50 nm se
aislaron por ultrafiltracion y ultracentrifugacion.

Se realizaron experimentos de coagulacion dependientes del tamafio para comparar las diversas particulas de silice
a una concentracion fija de 0,68 mg/ml, que se definid en otros experimentos para estar en el intervalo de alta
actividad (FIG. 46). Un valor de R minimo, el tiempo de formacion inicial del coagulo, ocurrid a un tamafo de
particula de 55 nm. Las particulas de 55 nm mostraron un valor R de 3 min (FIG. 47), que era adecuado para probar
el polifosfato unido a la superficie.

Experimentos de concentracién centrados en particulas de silice de 55 nm, se probaron a concentraciones de 0,14
mg/ml, 0,34 mg/ml, 0,68 mg/ml, 1,35 mg/mly 2,70 mg/ml. Los datos resultantes (FIG. 47) identificaron ~0,6 mg/ml de
silice desnuda como umbral para una minimizacion de R. A esta concentracion, el valor R promedié 3 min. El valor R
permanecié cerca de 3 minutos para el doble de silice (1,35 mg/ml) y luego aumenté ligeramente a 3,5 minutos a
2,70 mg/ml. La alta concentracion puede dar lugar a la agregacion o dilucion de los factores plasmaticos sobre el
area superficial. Las particulas eran estables en un amplio intervalo de concentracion (FIG. 48) y se ensayaron en
tampones y condiciones de suero de alta salinidad.

El valor R dependia de la concentraciéon hasta que se cumpliera la condicion umbral, en la que R permanece bajo y
estable.

Nanoparticulas de oro marcadas con PoliP45 (5 nm, 10 nm, 15 nm y 50 nm) se separaron del poliP45 libre por
centrifugacion. Se recuperd mas del 90 % de las nanoparticulas de oro marcadas con poliP y se eliminé el 99 % de
poliP45 que no estaba unido covalentemente a las particulas.

Como se muestra en la FIG. 47, las superficies a base de silice aumentaron la coagulacion por encima de un umbral
de concentracién. Se probaron diferentes tipos de recubrimientos. Se usé silice funcionalizada con APTES para unir
con una variedad de compuestos. Se utilizé la funcionalizaciéon de amina de la superficie y se compararon los efectos
de la coagulacién proporcionando una superficie procoagulante al tiempo que se introducen asas conjugadas para la
union de polimeros, péptidos, o proteinas.

Nanoparticulas de silice (SNP) (FIGS. 46-48)

1) -polifosfato (FIG. 49)
2) -APTES; Bajo a alto (FIGS. 50 y 51)

. -APTES-polifosfato

. -APTES-PEG (FIG. 49)

. -APTES-PEG-Péptido

. -APTES-unién-Péptido

. -APTES-unién-Péptido-PEG

OO0 T

El polifosfato usado en la FIG. 49 tenia una longitud de ~70 meros (P70) que se eligié por su similitud con el tamafio
del polifosfato secretado por las plaquetas humanas durante la coagulacién. Se encontré que P70 adsorbido
directamente en silice aumenta ligeramente el tamafio de particula (en varios nm). El polifosfato se puede unir a la
silice mediante un puente APTES, basandose en la tecnologia de derivatizacion covalente para polifosfato. Las
nanoparticulas de silice con APTES se muestran en las FIGS. 50 y 51. El anclaje especifico de APTES puede
producir una mayor densidad superficial o una conformacién mejorada, por ejemplo, cepillo anclado solo por fosfatos
terminales.

FIG. 50 muestra el factor de coagulacion R para una serie de APTES-Silice (SNP-NH2). El polifosfato se puede
acoplar usando EDC, y se puede controlar el potencial zeta dependiente del pH en relacion con el material de partida
de SNP-NH2 como en la FIG. 50. La misma estrategia APTES puede usarse como un punto para unir PEG, péptidos
para direccionamiento o activacion enziméatica, y/o proteinas. Se pueden emplear conectores reactivos, por ejemplo,
NHS-conector-Maleimida o NHS-conector-OPSS reactivo con aminas para la posterior union de tiol. Los tioles
pueden transportarse en los péptidos marcados con colorante o introducirse en proteinas usando 2-iminotiolano o S-
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acetiltiopropionato de N-succinimidilo (SATP).

En ciertas realizaciones, un recubrimiento sensible a la proteasa se puede quitar una vez que se cumplan las
condiciones por encima del umbral, por ejemplo, una secuencia conectora de péptido IEGR sensible a
protrombinasa. El recubrimiento puede incluir PEG de gran peso molecular unido mediante enlaces peptidicos a una
nanoparticula de nucleo de silice compartida, cuya actividad superficial se reduce por la presencia del PEG. Los
péptidos marcados con fluoresceina pueden usarse para la cuantificacion después del acoplamiento. Se pueden
usar PEG u otros polimeros pasivantes para (i) aumentar la vida media de silice en el torrente sanguineo, (ii) reducir
la captacion celular vy (iii) reducir la adsorcion de proteinas al activo, superficie aun oculta.

Se realizaron experimentos para probar SNP con y sin polip adsorbido. Los SNP con poliP unido tenian una
actividad procoagulante aumentada en comparacion con los SNP sin poliP.

La cistamina (un compuesto de disulfuro con dos aminas primarias terminales) se conjugé con poliP45 con una
eficacia de reaccion del 90 % al amortiguar la reaccion a pH 9 con MES y permitir que la reaccion prosiguiera a
temperatura ambiente durante 24 horas. La unién del polifosfato a la cistamina se produjo a través de la formacion
de enlaces fosforamidato entre el fosfato terminal y la amina primaria. A continuacion, se uso6 dialisis (MWCO 2000)
para eliminar la cistamina sin reaccionar. El conjugado se afiadié luego a las nanoparticulas de oro para reemplazar
el citrato. Al controlar el tiempo de reaccién y la fuerza idnica de la suspensién, el nUmero de cadenas de PoliP
conjugadas con una nanoparticula puede variar. Las siguientes nanoparticulas de poliP45-Au se sintetizaron y
probaron en un coagulémetro para medir las actividades de coagulacion mediadas por el Factor X, como se describe
en la Tabla 4, a continuacion:

Tabla 4 - nanoparticulas poliP45-Au

Nombre muestra Dlar}\:;:';) NP Contiene PEG | MonoP (uM) | Au (nM) | Ag. N.° | Volumen (ul)
56_10 10 No 19,48 15,5 28 700
57_10 10 No 20,3 14,7 30,8 500
59 10 10 No 31,4 12,9 54,2 380
M9_10 10 No 10,6 6,1 38,7 930
M9_15 15 No 12,6 4,95 56,6 700

10_A1D 10 No 10,9 11,3 21,6 210
10_A1D-2:1peg 10 Si 9,8 16,2 13,4 250
15_A1D 15 No 4,96 2,61 42,2 600
50_A1D 50 No 6,93 0,245 628 100
10_10 10 No 53,5 17,4 68 500

16 10 10 No 9,8 14,7 14 700

95 5 No 56 56 22 640

14_5 5 No 4,59 78 1 940

Segun los ensayos de las muestras anteriores: (1) no hubo correlacién entre el tiempo de coagulacion y el nimero
de agregacion para particulas de 10 nm a una concentracion de fosfato constante (9,8 uM) (FIG. 52); y (2) el tiempo
de coagulacion dependia de la concentracion de fosfato (FIG. 53).

Se realizaron experimentos sobre mecanismos para unir polifosfato (P70) a la superficie de nanoparticulas de silice
solidas. APTES se utilizé para conectar el P70. La conjugacion de PEG a las aminas modulé el valor R. En ciertas
realizaciones, la escision proteolitica podria desenmascarar y exponer la superficie procoagulante. Por ejemplo, los
péptidos de reconocimiento de enzimas pueden usarse para mantener el PEG en una silice de bajo APTES. En una
orientacion inversa, donde el péptido esta en la punta externa del PEG, la superficie vascular dafiada, superficies
celulares activadas, o fibrina pueden ser la diana. Las proteinas como trombina y factor tisular enmascarado de
manera similar por PEG pueden transportarse en forma protegida por nanoparticulas al sitio de interés.

La silice desnuda se probo para determinar los valores de coagulacion basandose en el tamafo y la concentracion
(FIGS. 46-48). Los mismos se usaron en nanoparticulas de silice unidas a P70 para identificar umbrales que
inducian la coagulacion (FIG. 49). En ciertas realizaciones, los tiempos de coagulacion cortos de la silice unida a
P70 pueden facilitar los tratamientos dirigidos a una herida interna. Por ejemplo, las particulas cuyas
concentraciones estan por debajo del umbral pueden usarse para evitar la coagulacién general no deseada cuando
se encuentra en la circulacion general. Los materiales pueden dirigirse espacialmente a superficies especificas (por
ejemplo, endotelial herido) para concentrar el material en un comportamiento de coagulacién por encima del umbral.
La proteccion de las particulas con PEG, que se divide por factores presentes en el sitio de destino, puede facilitar el
control en la ubicacién donde se inicia la coagulacion.

Ejemplo 5
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Se realizaron experimentos en la reaccidon de conjugacion para unir el polifosfato en nanoparticulas de oro y el
procedimiento de purificaciéon. El proceso de purificacion de las nanoparticulas de oro implicaba la eliminacion del
exceso de polifosfato de flujo libre que queda en la solucién. Una microcentrifugadora (Labnet Spectrafuge 16M
Microcentrifuge, Labnet International, NJ) se utilizd para purificar las muestras. Los estudios de centrifugacion se
realizaron primero para obtener las condiciones para la eliminacion de ~99 % de poliP de flujo libre y recuperar la
mayoria de las particulas de oro (~90 %) sin causar agregacion. Dependiendo del tamarfio de las nanoparticulas de
oro, se utilizaron las siguientes condiciones (Tabla 5):

Tabla 5. Condiciones de centrifugacién dependientes del tamafio.

Tamano de Au NPs | Rpom | Fuerza G | Tiempo hasta granulacién | Centrifugar
10nm 8600 | 6000 100 min 3x
15nm 10000 | 8176 30min 2x
50nm 8000 | 5223 10min 3x

El tiempo de granulacién, t, se calculé usando la ecuacion de flujo, (1)
_k
t= (1)

en donde k es la eficacia de granulacion del rotor y S es el coeficiente de sedimentacion. La eficacia de granulacion
(k) se calcul6 usando la ecuacioén 2 a continuacion,

2,53x 101t (En(tmixy)
- Tmin (2)
(RPM)?
donde rmax y rmin son los radios maximos y minimos de la centrifugadora, respectivamente, y RPM es la velocidad
en revoluciones por minuto. Los valores rmax y rmin S€ midieron en funcion del tipo de centrifugadora usada.

El coeficiente de sedimentacion, S, se puede calcular usando la ecuacion,

s—FP1 d
s =200 (2 (3)

en donde ps y pl son las densidades de nanoparticulas de oro y agua, respectivamente, n es la viscosidad del agua,
y d es el diametro de las nanoparticulas de oro.

Después de cada centrifugacion, se retird el sobrenadante que contenia poliP de flujo libre y los sedimentos se
resuspendieron con MES 2 mM a pH 9 para garantizar la estabilidad del ligando poliP-cistamina. El pH de las
muestras influyé en la hidrdlisis del enlace P-N. Como tal, las particulas se resuspendieron con el tampén a un pH
superior a 7. Las muestras resuspendidas se agitaron en vértice durante 30 segundos y la centrifugacion se repitid
como se especifica en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de centrifugacién dependientes del tamafio.

Tamano de Au NPs | Rpm | Fuerza G | Tiempo hasta granulacion | Repetir centrifugacion
10nm 8600 6000 100 min 3x
15nm 10000 | 8176 30min 2X
50nm 8000 5223 10min 3x

Los experimentos se realizaron en nanoparticulas de silice (SNP) multifuncionalizadas, asi como en titania (TNP) y
nanoparticulas de plata recubiertas de silice (Ag@SNP). Los materiales inorganicos actuaron como el armazoén
sobre el cual se unieron los agentes procoagulantes. Las particulas a escala nanométrica pueden fluir a través de
pequefios vasos en el torrente sanguineo. La PEGilacion covalente selectiva puede usarse para minimizar los
efectos adversos. FIG. 54 muestra imagenes TEM representativas del SNP sintetizado con dimensiones de diametro
medio en el intervalo sub-100 nm.

Se midi6 el efecto del tamafio y la concentracion de las particulas de silice en la coagulacién. Las particulas por
encima de 10 nm de diametro medio se sintetizaron por tamafio selectivo siguiendo un método Stdber modificado y
se recuperaron usando centrifugacion. Los diferentes tamafos de nanoparticulas se obtuvieron selectivamente
variando las cantidades de tetraetoxisilano (TEOS) y amoniaco (NH4sOH). FIG. 55 muestra el tamarfio de particula en
funcion del porcentaje de NH4OH a concentraciones fijas de TEOS y etanol. También se examinaron nanoparticulas
de silice Ludox por debajo de 10 nm (Sigma-Aldrich). Las nanoparticulas de silice por debajo de 50 nm se aislaron
por ultrafiltracién y ultracentrifugacion. Los rendimientos fueron superiores al 50 % para sintesis usando mas del 4 %
de NH40OH (FIG. 56). La menor cantidad de amoniaco utilizada para hacer las particulas mas pequefias puede
inhibir la catalisis del TEOS en la reaccion de hidrdlisis. Los experimentos que sintetizan particulas por debajo de 20
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nm también exhibieron una distribucion de tamafio bimodal cuando se midieron usando DLS. La distribucion de
tamafios bimodales puede deberse a la baja concentraciéon de amoniaco.

El seguimiento del suministro de nanoparticulas a la herida mediante imagenes puede facilitarse mediante el uso de
nanoparticulas de plata recubiertas con silice de aproximadamente 10 nm de espesor (A@SNP, FIG. 57). Los
experimentos iniciales con Ag@SNP mostraron un valor R promedio retrasado de 13,8 £ 1,3 min. En ciertas
ocasiones, se puede usar una cubierta de silice mas gruesa para aumentar la concentracion en los ensayos de
coagulacién. Ademas de plata, las nanoparticulas magnéticas también se pueden usar para la obtencion de
imagenes, asi como para el control de grupos.

Ademas de las nanoparticulas soélidas no porosas, se pueden usar nanoesferas mesoporosas de poro grande (MSN)
de area de superficie elevada (500-1000 m?/g), para administrar proteinas procoagulantes como trombina o factor
tisular, o protrombina a las heridas.

Las particulas de anatasa titania se sintetizaron mediante el método sol-gel y variando la cantidad de catalizador
acido afadido a cada sintesis. Las nanoparticulas de titania resultantes se probaron usando difraccion de rayos X y
DLS para determinar la forma (amorfa, anatasa o rutilo) y el tamafo de la titania.

Nanoparticulas de oro marcadas con PoliP45 (5 nm, 10 nm, 15 nm y 50 nm) se separaron del poliP45 libre por
centrifugacion. Se recuperé mas del 90 % de las nanoparticulas de oro marcadas con poliP y se eliminé el 99 % de
poliP45 que no estaba unido covalentemente a las particulas.

Se uso polifosfato de alto PM (también conocido como "vidrio de fosfato insoluble") como material de partida para
preparar fracciones de polifosfato de las longitudes de polimero deseadas. El polifosfato de alto PM era en gran
medida insoluble en agua, ya que consistia principalmente en polimeros que tenian miles de unidades de fosfato de
longitud. La suspension del material en una solucion de LiCl no tamponada y el calentamiento a 100 °C durante
varias horas con agitacion constante dieron como resultado que la mayoria del polifosfato se disolviera. Se observd
un acortamiento dependiente del tiempo de la longitud media del polimero de los polifosfatos durante el
calentamiento. El pH ligeramente acido de las soluciones de polifosfato resulté en una hidrdlisis acida leve de los
polimeros. La velocidad de la hidrdlisis parecid aumentar con el tiempo, que fue el resultado de la acidificacion
gradual de la soluciéon a medida que se hidrolizaban los polimeros de polifosfato. La acidificacion gradual de la
solucion de polifosfato, por lo tanto, aceleré gradualmente la velocidad de hidrdlisis del polifosfato.

La hidrdlisis de los enlaces de fosfoanhidrido en polifosfato también puede hidrolizarse mediante base, y como tal la
acidificacion gradual de la solucion puede disminuir gradualmente la velocidad de hidrdlisis, a diferencia de la
hidrdlisis acida cuya tasa aumentd con el tiempo. Los experimentos se realizaron mediante la adicién de cantidades
variables de LiOH a las soluciones de LiCl en donde el polifosfato se agité a 100 °C. Se observé un acortamiento
gradual dependiente del tiempo de las cadenas de polifosfato en funcién de la concentracion inicial de LiOH. Como
tal, se suspendié polifosfato PM, con agitacién, en una combinacion de LiCl y LiOH a 100 °C hasta que se obtuvieron
las longitudes medias de polimero deseadas. Este método era robusto y reproducible, y era escalable a cantidades
de gramo de polifosfato y superiores.

Las condiciones para solubilizar e hidrolizar parcialmente el polifosfato con LiIOH/LiCl se ajustaron para producir las
longitudes medias de polimero deseadas. En algunos casos, el método dio como resultado preparaciones de
polifosfato con tamafios heterogéneos. Se pueden usar precipitacion diferencial de los polifosfatos utilizando
combinaciones variables de concentraciones de acetona y sal (por ejemplo, NaCl, KCI y LiCl). Ademas, las
combinaciones de concentraciones variables de isopropanol y NaCl produjeron fracciones de polifosfato de tamafio
relativamente estrecho, comenzando con polifosfato de alto PM que previamente se habia solubilizado y
parcialmente hidrolizado utilizando el procedimiento LiOH/LiCl descrito anteriormente. Usando estas condiciones, se
obtuvo polifosfato, de ~40 a ~1500 unidades de fosfato de longitud, en cantidades de gramos y superiores.

Funcionalizar las nanoparticulas de silice y anatasa titania con polifosfato o trombina puede mejorar la naturaleza
procoagulante de las particulas. El polifosfato se adhiere facilmente a la superficie de las nanoparticulas inorganicas
para crear un agente mas potente. Ademas del polifosfato, la trombina puede unirse a las nanoparticulas de silice
mediante el uso de 3-aminopropil trietoxisilano (APTES) y reticuladores de proteinas. Los tipos de recubrimientos
que se pueden usar incluyen:

+ SNP (FIGS. 54-56 y 58)

3) -polifosfato; diferente tamafio (FIGS. 59-61)
4) -APTES; bajo a alto (FIG. 62)

. -APTES-polifosfato

. -APTES-unién-PEG (FIG. 62)
. -APTES-PEG-Péptido

. -APTES-unién-Péptido

o0 T
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e. -APTES-unién-Péptido-PEG (FIGS. 63-64)
+ TNP (FIG. 65)

1) -polifosfato; diferente tamario (FIG. 66)
2) -APTES; bajo a alto (igual de a - e) (FIG. 67)

« Ag@SNP (FIG. 57)
« MSN

En comparacion con la hemorragia externa, las hemorragias internas no son directamente accesibles y deben ser
dirigidas con precision. Las particulas estdn disefiadas para inyectarse en el torrente sanguineo y solo para apuntar
y administrar en los sitios de sangrado. Se puede usar una segunda funcionalizacion para proteger las
nanoparticulas de iniciar la coagulacién en vasos sanos. Las nanoparticulas disefiadas para la administraciéon de
farmacos pueden recubrirse con polietilenglicol (PEG) para evitar la activacion no deseada. Las nanoparticulas
PEGiladas aumentaron la vida media de la silice en el torrente sanguineo, absorcion celular limitada, y adsorciéon de
proteinas limitada a la superficie activa, aun oculta. En la herida, la particula puede liberar el PEG e iniciar la
coagulaciéon. Se puede usar un péptido con una secuencia de IEGR que conecta la particula al PEG (FIG. 63). El
factor X activado (FXa) escinde el péptido en la secuencia IEGR, eliminando el PEG y dejando el TSP activado.
Como FXa solo existe por encima del umbral en los sitios de sangrado, el mecanismo de seleccion asegura que el
TSP se active solo cuando sea necesario.

Se puede utilizar una orientacion inversa en donde el péptido esté en la punta externa del PEG para apuntar a una
superficie vascular dafiada, superficies celulares activadas, o fibrina, por ejemplo. La trombina y el factor tisular
enmascarados de manera similar por el PEG pueden usarse si se pueden transportar en forma protegida por
nanoparticulas al sitio de interés.

El polifosfato se unié a su armazén de nanoparticulas a través de un puente APTES, basandose en la tecnologia de
derivatizacion covalente para polifosfato. El anclaje especifico de APTES de polifosfato puede producir una mayor
densidad superficial y una conformacién mejorada. EI recubrimiento de polifosfato puede aumentar Ila
biocompatibilidad y especificidad, versatilidad de conjugacién y capacidad de orientacion general en relacion con la
silice desnuda.

Se realizaron experimentos en nanoparticulas en donde un polifosfato con una longitud de -70-meros (P70) se unié a
la silice para identificar umbrales para inducir la coagulacién. Los tiempos cortos de coagulacién de la silice unida a
P70 pueden facilitar el direccionamiento de una herida interna. Las particulas cuyas concentraciones estan por
debajo del umbral pueden usarse para evitar la coagulacién general no deseada cuando se encuentra en la
circulacion general. La orientacién espacial de los materiales a las superficies especificas (por ejemplo, endotelial
herido) puede usarse para concentrar el material en un comportamiento de coagulaciéon por encima del umbral. La
proteccién de las particulas con PEG, que se divide por factores presentes en el sitio de destino, afiadiria un nivel
adicional de control.

Se realizaron experimentos para evaluar las nanoparticulas procoagulantes con y sin poliP adsorbido, y para
cuantificar la actividad procoagulante de las nanoparticulas con respecto a su capacidad para desencadenar la ruta
de contacto de la coagulacion sanguinea (inicio del coagulo), asi como su actividad para acelerar la capacidad de
FXa para coagular plasma (propagacion del coagulo).

PoliP70 se uso para sintetizar un conjugado de poliP-disulfuro para unirse covalentemente a nanoparticulas de oro.
La union del polifosfato a la cistamina se produjo a través de la formacién de enlaces de fosforamidita (P-N) entre el
fosfato terminal y la amina primaria. El estudio de hidrolisis del enlace P-N se realiz6 para evaluar la estabilidad del
ligando poliP-cistamina. El pH de la reaccidon se ajusté para observar el efecto del pH sobre la hidrdlisis. La
estabilidad se cuantificé mediante el ensayo de fluorescamina que detecté la cantidad de cistamina sin reaccionar. El
aumento en la cantidad de cistamina sin reaccionar indicé que se habia producido hidrdlisis, indicando que el resto
polifosfato se escindié de la cistamina. Basandose en los resultados que se muestran en la FIG. 68, el enlace P-N se
hidrolizé en condiciones &cidas a pH 6,02. Era estable a pH superior a 7.

Este estudio de hidrdlisis del ligando poliP-cistamina se utilizdé para optimizar las condiciones para las reacciones
oro-poliP. El pH de estas reacciones se ajusto para que fuera superior a 7 ajustandolas con tampén MES 500 mM a
pH 9. Ademas, el proceso de purificacion también se optimizé. Las nanoparticulas se resuspendieron con tampon
MES 2 mM a pH 9 para garantizar que el poliP todavia se uniera a las nanoparticulas de oro mediante el conector de
cistamina. Las condiciones anteriores se usaron para sintetizar nanoparticulas de poliP45 y poliP70-oro con varios
indices de agregacion. Los volumenes de las reacciones de oro-poliP también se incrementaron para obtener una
mayor concentracion de monofosfato para aumentar la sensibilidad de las mediciones de coagulacién sanguinea.

Las siguientes nanoparticulas de poliP45-Au (10 nm, 15 nm, 50 nm) se sintetizaron y se probaron en un
coaguléometro para medir el tiempo de coagulacién usando plasma humano.
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Tabla 7. Condiciones de la muestra para poliP45 conjugado con nanoparticulas de oro (10 nm, 15nm y

50nm).
Muestra Tipo_de Conc. Par(t:igzlca. de Agregicién Pico de UV-vis P'::sﬂigsvggs Volumen
PoliP | MonP (uM) Au (nM) N. Au en volumen centrifu (ul)
gar

10_1 45 80,00 104,7 16,98 519 523 240
10_2 45 80,00 90,34 19,68 519 524 320
151 45 80,00 29,29 60,70 521 523 290
15_2 45 80,00 37,33 47,62 521 523 340
50 1 45 80,00 3,74 475,34 533 533 390
50_2 45 80,00 2,03 875,75 533 533 390

Se sintetizaron las siguientes nanoparticulas de poliP70-Au (Tabla 8) y se analizaron las actividades procoagulantes.

Tabla 8. Condiciones de la muestra para poliP70 conjugado con nanoparticulas de oro (10 nm, 15 nm, y 50

nm)!
Tipo Conc. Conc. Agregacion Pico UV-vis Pico Volumen
Muestra de MonoP Particula de N.° para oro en |después de (ul)
PoliP (uM) oro (nM) ) volumen centrifugar
MS_26_10 nm 70 307,37 131,09 33,50 519 524 300
MS 27 15 nm 70 311,63 67,08 66,37 521 522 250
MS_28_50 nm 70 312,63 8,62 518,05 532 533 200

Los resultados (FIG. 69) usando las particulas en la Tabla 8 mostraron que las particulas de oro de 50 nm con el
numero de agregacion mas alto tenian las actividades procoagulantes mas altas (es decir, los tiempos de
coagulacién mas cortos cuando se ensayaron a ~6,5 uM de fosfato). Estos resultados demostraron que la actividad
procoagulante de las particulas de oro fue modulada por el numero de moléculas de polifosfato/particula.

La unioén del polifosfato P70 a la superficie de las nanoparticulas de silice sélidas mediante APTES puede facilitar la
funcionalizacion especifica de particulas intercambiables por umbral, TSP, induciendo la coagulacién Unicamente en
el sitio deseado de la herida.

Ademas de P70, pueden usarse polifosfatos de cadena mas larga (~700-meros, P700). El polifosfato con un
intervalo de tamafios superior a 500-meros inicié el contacto o la ruta intrinseca de la coagulaciéon sanguinea. El
P700 se puede conectar a los armazones utilizando los mismos métodos descritos anteriormente.

Los experimentos de coagulacion descritos anteriormente compararon las particulas de silice a una concentracion
fija de 0,68 mg/ml (solucién madre de 25 mg/ml) o a un tamario fijo de 55 nm para determinar los limites del intervalo
de alta actividad. Cada particula formd un coagulo inicial (R) entre 3 y 5 min. El umbral para el valor R minimo se
produjo a un tamafio de particula de ~30 nm.

Usando particulas de silice de 55 nm, ~0,6 mg/ml (reserva de 30 mg/ml) de silice desnuda se identific6 como el
umbral requerido para minimizar R. A esta concentracion, el valor R promedié 3 min (en comparacion con 12-16
minutos sin silice). El valor R permanecié aproximadamente 3 minutos para duplicar la silice (1,35 mg/ml) y luego
aumento ligeramente a 3,5 minutos a 2,70 mg/ml. El aumento de R a altas concentraciones puede haber ocurrido
como resultado de la agregacion de particulas o la dilucidon de factores plasmaticos en el area de superficie de la
particula. Independientemente de la concentracion, los ensayos de DLS confirmaron que las particulas mantienen la
estabilidad y el tamafio. A bajas concentraciones de particulas, el valor R era alto. A medida que aumentaba la
concentraciéon de particulas, R disminuyd hasta que se cumplié la condicion umbral. En este momento, R
permaneci6 bajo y estable hasta que la concentracién de particulas se volvio lo suficientemente alta como para
inhibir la coagulacion. FIG. 58 muestra un estrecho intervalo de concentraciones cerca del valor 6ptimo para
diferentes tamafios de particulas SNP. Ademas del tiempo de coagulacion (R) también se evaluaron otros
parametros, como tasa de formacion de coagulos y tamafo del coagulo, Como los agentes unidos a la particula
podrian no afectar el tiempo de formacion inicial del coagulo, pero podrian acelerar la coagulacién cuando se inicia o
podria dar lugar a la formacién de un coagulo mas grande.

El polifosfato utilizado en los ensayos tenia una longitud de ~70-meros (P70) elegido por su similitud con el tamafio
del polifosfato secretado por las plaquetas humanas durante la coagulacion, y que activan el FV. Se encontré que
P70 adsorbido directamente en silice aumenta ligeramente el tamafio de particula (en varios nm). Se analizaron
muestras de nanoparticulas de silice de 55 nm desnudas y unidas a P70 para la cuantificacion y coagulacién de
polifosfato. Los resultados se muestran en FIG. 59(a) y 59(b), que muestran que los SNP unidos a P70 disminuyeron
significativamente el tiempo de coagulacién en comparacion con los SNP desnudos.
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También se probaron las propiedades de coagulacion de la anatasa titania. Los tiempos de coagulacion de las
cuatro sintesis catalizadas por acido compartieron tiempos de coagulacion similares. La titania formada a pH neutro
exhibié un menor tiempo de coagulacion (T4 en FIG. 65). Los experimentos dependientes de la concentracion
también confirmaron que cuando se diluye, la actividad de coagulacion disminuye. Cuando se funcionaliza con P70,
las muestras T4 redujeron ain mas el tiempo de coagulacion (FIG. 66).

Los ensayos de coagulacion se realizaron usando plasma deficiente en FXIl (FIG. 60) para estudiar el mecanismo
por el cual las nanoparticulas unidas a P70 inducen la coagulacion. A medida que activan la coagulacion a través de
la activacion FXIl y la ruta intrinseca, las nanoparticulas desnudas no inducen la coagulacion en el plasma deficiente
en FXII. Con la ruta intrinseca bloqueada, la coagulacién solo se produjo mediante la adicidon de factor tisular (TF) y
la ruta extrinseca. Como P70 aceleré la coagulacion mediante FVa, una combinacion de TF y silice unida a P70
mejoro la coagulacion a través de la capacidad del polifosfato para acelerar la fase de propagacion de la coagulacion
sanguinea. Se compararon diversas mezclas de TF y nanoparticulas. Los dos tiempos de coagulacién mas bajos
ocurrieron como resultado de 1 ng/ml de TF o 0,5 ng/ml de TF mezclado con 0,676 mg/ml de silice unida a P70.
Aunque las dos condiciones comparten un tiempo de coagulacion similar, la silice unida a P70 aceler6 rapidamente
el crecimiento del coagulo como se ilustra por la puntuacion de indice de coagulacion mas grande (FIG. 61). La silice
unida a P70 también dio condiciones reproducibles, lo que puede facilitar una reduccion de los efectos secundarios
adversos. El factor tisular formé un pequefio coagulo rapidamente al afiadirlo al plasma, pero el coagulo crecié a un
ritmo lento. Estos ensayos mostraron que incluso en condiciones adversas, las particulas unidas a P70 aumentaron
rapidamente la coagulacion a través de la mediacion de FXa y trombina. Como tal, el polifosfato puede acelerar la
produccién de trombina en un sangrado en progreso y, por lo tanto, limitar la pérdida de sangre.

Cuando se unen a la superficie de nanoparticulas, APTES vy otros reticuladores redujeron la superficie activa para la
coagulacion (FIGS. 62 y 64). Se realizaron experimentos para variar la relacion de APTES a silice para optimizar un
TSP que retendria una naturaleza inerte doble en vasos sanguineos sanos y procoagulante cuando se activa.
Cuando se funcionaliza Unicamente con APTES, el TSP retuvo su naturaleza procoagulante. Cuando PEG se
conecta al TSP mediante el puente APTES, el TSP estaba protegido. El uso de PEG de tamafio 5k o 20k disminuyd
los tiempos de coagulacion para que fueran comparables a los obtenidos con plasma recalcificado. Reemplazar
silice con titania como armazon dio como resultado tiempos de coagulacién similares (FIG. 67).

Se preparé un TSP que permanecio inactivo en vasos sanguineos sanos, mientras se activa en el sitio de la herida
para obtener un agente terapéutico eficaz para el sangrado interno que solo esta activo en el sitio del sangrado
mientras permanece inactivo en los vasos sanguineos sanos. La FIG. 64 muestra que, aparte de APTES, las
nanoparticulas permanecieron activas incluso cuando se unieron el conector SPDP y el péptido, ya que el tiempo de
coagulacién se mantuvo bajo. Cuando se unié el PEG, el tiempo de coagulacién fue comparable al del plasma
recalcificado sin las particulas, estableciendo asi que las nanoparticulas PEGiladas con un peso molecular de PEG
superior a 5k no eran coagulantes. Las enzimas pueden usarse para escindir el péptido y liberar el PEG. Por
ejemplo, se puede usar una secuencia IEGR en el péptido y FXa como enzima. La actividad proteolitica de la enzima
se puede cuantificar por fluorescencia y su velocidad de reaccién (cinética enzimatica) en comparacién con TCEP,
un potente agente reductor versatil.

Ademas de TEG, La respuesta del umbral de coagulacién se probd utilizando un colorante de cumarina azul
especifico para trombina. Se afiadié una pequefa concentracion de colorante al plasma recalcificado. A medida que
avanzaba la coagulacion y se activaba la trombina, la trombina escindié el colorante de cumarina haciendo que la
solucién fuera fluorescente. Por ejemplo, la explosion de trombina indicada por la fluorescencia puede indicar la
formacion de coagulos. Un microscopio de fluorescencia capturé el cambio cualitativo como se muestra en la FIG.
70. Se us6 un microscopio y/o un lector de placas para controlar la coagulacion a través de la fluorescencia del
colorante. El lector de placas puede medir hasta 96 muestras al mismo tiempo. Esto permitié el estudio de varios
TSP junto con una concentracion estandar de trombina al mismo tiempo para determinar el TSP mas activo. Se
pueden estudiar las particulas agrupadas, asi como las que estan finamente dispersas en plasma.

Ejemplo 6
Particulas intercambiables por umbral (TSP)

Se realizaron experimentos para desarrollar la administracion dirigida de nanoparticulas funcionalizadas con
cantidades controladas de poliP. Estas particulas sintonizables pueden dirigirse selectivamente a sitios de lesién en
respuesta a estimulos apropiados, tales como una caida de temperatura sin la induccién de coagulaciéon en otros
lugares del cuerpo.

Se us6 una preparacion de poliP de alto PM (también conocido como "vidrio de fosfato de sodio insoluble") como
material de partida para preparar fracciones de poliP de las longitudes de polimero deseadas. El PoliP de alto PM
era en gran medida insoluble en agua, ya que consistia principalmente en polimeros que tenian miles de unidades
de fosfato de longitud. Se suspendi6 poliP de alto PM en una solucién de LiCl 0,25 M no tamponada a 100 °C con
agitaciéon constante, y dio como resultado que la mayoria de la poliP se solubilizara y se disolviera. Se observé un
acortamiento dependiente del tiempo de la longitud media del polimero de los poliP durante el calentamiento (FIG.
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71). El pH ligeramente acido de las soluciones de poliP resulté en una hidrodlisis acida leve de los polimeros. La
velocidad de la hidrdlisis parecié aumentar con el tiempo, que fue el resultado de la acidificaciéon gradual de la
solucion a medida que los polimeros poliP se hidrolizaban. La acidificacion gradual de la solucién de poliP acelerd
gradualmente la velocidad de hidrdlisis de poliP.

La hidrélisis de los enlaces de fosfoanhidrido en poliP también se catalizé en condiciones basicas, y la acidificacion
gradual de la solucion durante la hidrélisis de poliP disminuyé gradualmente la velocidad de hidrdlisis, a diferencia de
la hidrdlisis acida cuya tasa aumenté con el tiempo. Se afadieron cantidades variables de LiOH a las soluciones de
LiCl en donde poliP se agité a 100 °C. Se observé un acortamiento gradual dependiente del tiempo de las cadenas
de poliP en funcién de la concentracion inicial de LiOH, que estaba acomparfiado por los polimeros poliP "insolubles”
que se hicieron solubles en agua (FIG. 72). El poliP de alto PM se suspendid, con agitaciéon, en una combinacién de
LiCl y LiOH a 100 °C hasta que se obtuvieron las longitudes medias de polimero deseadas y se solubilizd
esencialmente el 100 % del material. Este método fue robusto y reproducible, y escalable a cantidades de gramo de
poliP y superiores.

Las condiciones para solubilizar e hidrolizar parcialmente poliP con LIOH/LiCl se ajustaron para producir las
longitudes medias de polimero deseadas. En algunos casos, El método dio como resultado preparaciones de poliP
de tamafios heterogéneos. Los experimentos se realizaron para fraccionar mas el poliP después de la hidrdlisis de
bases. Se probd la precipitacion diferencial de poliP usando combinaciones variables de acetona y concentraciones
de sal (por ejemplo, NaCl, KCI y LiCl). Ademas, concentraciones variables de isopropanol y NaCl permitieron la
produccién de fracciones de poliP de tamafo relativamente estrecho, comenzando con poliP de alto PM que habia
sido previamente solubilizado y parcialmente hidrolizado usando el procedimiento LiOH/LiCl descrito anteriormente
(ver la FIG. 73 para un ejemplo). Las condiciones anteriores se usaron para obtener intervalos de tamafio de poliP
de ~40 a ~1500 unidades de fosfato de longitud, en cantidades de gramos y més.

Sintesis de nanoparticulas de citrato de oro
Se sintetizaron nanoparticulas de oro con un diametro promedio de 10 nm, 15 nm y 50 nm utilizando el Método
Turkevich. El tamafio promedio y la distribuciéon del tamafio de las nanoparticulas de oro se confirmaron por

dispersion dinamica de luz (DLS) y absorbancia UV-vis (Tabla 9y FIG. 74).

Tabla 9 - Comparacién de Nanoparticulas de oro de 10 nm, 15 nm, 50 nm y muestras comerciales con su pico
UV-vis, Tamaio de particulas medido por DLS y polidispersidad

Relacion Concentracion de  Temperatura de  Pico de UV Tamafo Polidispersidad
molar oro reaccion
(Cg: Cc)
Reacciéon A 1:4 0,4 mM 95 °C 520nm 13,6nm 0,175
60 °C 522nm 14,7nm 0,25
Reacciéon B 1:3 0,4 mM 95 °C 522nm 17,2nm 0,178
60 °C 522nm 18,3nm 0,227
Reaccion C 11 0,4 mM 95 °C 533nm 35,7nm 0,196
60 °C 534nm 37,9nm 0,256
Comercial_10 0,29 mM 519nm 11,3nm 0,24
Comercial_15 0,24 mM 521nm 15,6nm 0,19
Comercial 50 2,89 mM 532nm 42,1nm 0,11

Conjugados de nanoparticulas de PoliP-oro

La union de poliP a las nanoparticulas de oro se logré mediante reacciones en dos etapas. (1) Se permitié que PoliP
reaccionara con cistamina; (2) Los conjugados de PoliP-cistamina se hicieron reaccionar luego con particulas de oro
por desplazamiento de los grupos citrato (FIGS. 75A y 75B). Los compuestos que contienen aminas primarias como
polietilenimina, Amina-PEG2-biotina, y espermidina se usaron para unir covalentemente grupos de amina primaria
con los fosfatos terminales de poliP mediante una reaccion mediada por EDAC. Este método se us6 para el
acoplamiento de poliP con cistamina, una molécula de disulfuro que contiene dos grupos de aminas primarias. El
resto disulfuro en la cistamina permitié la union al oro. Diversas condiciones (incluyendo temperatura, tiempo de
reaccion, pH, y soluciones tampodn) se probaron para optimizar la eficacia y el rendimiento de la reaccion.

Se probaron los efectos de las nanoparticulas de poliP-oro (con diferentes tamafios y numeros de agregacion de
poliP) en la cinética de coagulacion de la sangre. Se seleccionaron los siguientes grupos de control para
compararlos con los conjugados de nanoparticulas de poliP-oro: (1) poliP libre con el mismo peso molecular a las
mismas concentraciones; (2) nanoparticulas de citrato de oro sin poliP; y (3) nanoparticulas de oro PEGiladas. Se
lograron varios numeros de agregacion de poliP en nanoparticulas de oro al agregar tiol PEG para competir con
poliP-cistamina para el reemplazo de ligando.

Reaccion de conjugacion de PoliP-cistamina
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Diversas condiciones (incluyendo temperatura, tiempo de reaccién, pH, y soluciones tampon) se probaron para la
reaccion de acoplamiento de poliP con cistamina. Se permiti6 que Polip reaccionara con cistamina a temperatura
ambiente de 48 a 72 horas. El pH para la reaccién fue aproximadamente 8. Se usé un ensayo de fluorescamina para
evaluar la cantidad de aminas primarias sin reaccionar en la cistamina, indicando la eficacia de conjugacion. El
rendimiento de la reaccion fue aproximadamente del 90 % como se ve en (Tabla 10).

Tabla 10 - Eficacia de conjugacién de poliP y cistamina en diversas condiciones de pH.

Tampon pH de reaccién Eficacia (24 h) Eficacia (48 h) Eficacia (72 h)
MOPS (100 mM) 7.1 61,5 % 65,0 % 71,1 %
MOPS (100 mM) 7,6 72,7 % 74,3 % 78,7 %
MOPS (100 mM) 8,1 79,6 % 87,3 % 88,1 %
MOPS (100 mM) 8,5 83,5 % 87,3 % 88,6 %

MES (100 mM) 7,8 81,4 % 89,5 % -

El estudio de hidrdlisis del enlace P-N se llevd a cabo para evaluar la estabilidad del ligando de poliPcistamina.
Después de 72 horas de reaccién, el ensayo de fluorescamina se realizd para detectar la concentracion de la
cistamina sin reaccionar. Un aumento de la concentraciéon de cistamina libre después del ajuste del pH de las
reacciones indico la hidrdlisis del enlace P-N. Las muestras se analizaron durante dos semanas y se cuantificaron
mediante el ensayo de fluorescamina. El enlace P-N se hidrolizé en condiciones acidas a pH 6,02. Era estable por
encima de pH 7 como se ve en la Tabla 11 a continuacion.

Tabla 11 - Concentracidn de cistamina libre (uM) antes y después del ajuste de pH
Concentracion de amina primaria (M)

PH Antes del ajuste de pH Después de 1 dia Después de 5 dias Después de 8 dias Después de 13 dias
6,02 16,4 30,0 26,4 27,6 37,18
7,07 16,4 186 14,5 12,9 13,72
9,05 16,4 17,1 14,8 14,2 1,31
10,01 16,4 17,2 14,8 12,7 14,73

Reaccion de poliP-cistamina con nanoparticulas de oro

El conjugado poliP-cistamina se dejé reaccionar con nanoparticulas de oro de varios tamafios (10 nm, 15 nm, 50 nm)
desplazando el grupo de citrato. Después de 24 horas de reaccion, se inicio la adicion de sal para aumentar la
cobertura de la nanoparticula de oro con poliP. El lento aumento en la concentracion de sal en la reaccién durante
un periodo de cuatro dias (concentracion final de NaCl 0,1 M) permitié que el poliP ya unido se extendiera, creando
mas espacio para que los ligandos sin reaccionar accedan a la superficie del oro y, por lo tanto, se produzca un
aumento en el nUmero de agregacion.

El proceso de purificacion de las nanoparticulas de oro implicaba la eliminacion del exceso de, poliP de flujo libre
dejado en la

solucion. La centrifugacion se usé para eliminar ~99 % de poliP de flujo libre y recuperar la mayoria de las particulas
de oro (~ 90%) sin causar agregacion. Dependiendo del tamafio de las nanoparticulas de oro, Se encontraron las
siguientes condiciones (Tabla 12).

Tabla 12 - Condiciones de centrifugacién dependientes del tamario
Tamaio de AuNPs PM Fuerza G Tiempo hasta granulacion Repetir centrifugacion

10 nm 10000 8176 60 min 3x
15 nm 10000 8176 30 min 2x
50 nm 8000 5223 10 min 3x

El tiempo de granulacién, t, se calculé utilizando la ecuacién 1 de flujo:

t=

CRES

(1)

en donde k es la eficacia de granulaciéon del rotor y S es el coeficiente de sedimentacion. La eficiencia de
granulacion (k) se calculé utilizando la Ecuacion 2 a continuacion:

2,53x 101t (En(tmixy)
- "min

(2)

(RPM)?

rmax ¥ min SON los radios maximos y minimos de la centrifugadora, respectivamente, y RPM es la velocidad en
revoluciones por minuto. Los valores rmax y rmin S€ pueden medir como se muestra en la FIG. 76 segun el tipo de
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centrifugadora utilizada.

El coeficiente de sedimentacion, S, se puede calcular usando la Ecuacion 3:

S = Z(P;;pl) (%)2 (3)

en donde ps y p1 son las densidades de nanoparticulas de oro y agua, respectivamente, n es la viscosidad del agua,
y d es el diametro de las nanoparticulas de oro.

Después de cada centrifugacion, se retird el sobrenadante y se volvieron a suspender los granulos en un tampoén de
pH 7,4 para garantizar la estabilidad del ligando de poliP-cistamina. Como mostré el estudio de hidrdlisis, el pH de
las muestras afect6 la hidrdlisis del enlace P-N. Por tanto, las particulas se resuspendieron con un tampén a un pH
superiora 7.

La dispersion dinamica de la luz (DLS) y la espectroscopia UV-vis se utilizaron para caracterizar el tamafio y la
distribucién del tamafio de las particulas. Después de la purificacion/separacion mediante centrifugacion, las
concentraciones de poliP se midieron usando el ensayo de verde de malaquita y las concentraciones de
nanoparticulas de oro se obtuvieron por UV-vis. Luego se calcularon los nimeros de agregacion de poliP en la
superficie de las nanoparticulas de oro en base a las mediciones anteriores. Las siguientes nanoparticulas de poliP-
oro (Tablas 13-15) se sintetizaron y caracterizaron.

Tabla 13 - Nanoparticulas de poliP45-oro sintetizadas

Tamariio PoliP (N.° Conc. Conc. Pico UV-vis
de unidades MonoP Particula de Agregacion para oro en Pico después
Muestra repetidas) (mM) oro (nM) N.° volumen de centrifugar
P45_10nm_1 45 80,00 104,7 16,98 519 523
P45_10nm_2 45 80,00 90,34 19,68 519 524
P45_15nm_1 45 80,00 29,29 60,70 521 523
P45_15nm_2 45 80,00 37,33 47,62 521 523
P45_50nm_1 45 80,00 3,74 475,34 533 533
P45 50nm_2 45 80,00 2,03 875,75 533 533
Tabla 14 - Nanoparticulas de poliP70-oro sintetizadas
Conc.
Tamaiio MonoP Conc. Particula Agregacion Pico UV-vis para Pico después de
Muestra PoliP (mM) de oro (nM) N.° oro en volumen centrifugar
P70_10nm_1 70 75,00 31,98 33,50 519 524
P70_10nm_2 70 75,00 153,50 6,98 519 528
P70_15nm_1 70 75,00 16,14 66,38 521 522
P70_15nm_2 70 75,00 32,05 33,43 521 522
P70_50nm_1 70 75,00 2,068 518,09 532 533
P70_50nm_2 70 75,00 2,010 533,05 532 533
Tabla 15 - Nanoparticulas de poliP-PEG (3:1)-oro sintetizadas
Conc.
MonoP Conc. Particula Agregacion Pico UV-vis para Pico después de
Muestra PoliP (mM) de oro (nM) N.° oro en volumen centrifugar
P70_Peg_10nm_1 70 7500 76,00 14,1 519 525
P70_Peg_15nm_1 70 75,00 34,69 30,88 521 521
P70_Peg_50nm_1 70 75,00 3,83 279,7 532 533
P45_Peg_10nm_2 45 75,00 73,14 22,79 519 523
P46 _Peg_15nm 2 45 75,0 35,50 46,95 521 526

Efectos de la nanoparticula de poliP-oro en la cinética de coagulacion de la sangre - medida por
coagulometria.

Las muestras presentadas en la seccion anterior se analizaron para determinar la coagulacién mediante
coagulometria. Los experimentos realizados se centraron en la activacion de la ruta de contacto. La activacion de la
ruta de contacto por nanoparticulas de poliP-oro se expresé en términos de concentraciones equivalentes de poliP
de cadena larga (FIGS. 77 y 78). PoliP de cadena larga, que era una mezcla heterogénea de polimeros de mas de
500 unidades repetidas, indujo la ruta de contacto intrinseca de la coagulacion de la sangre. Los resultados indicaron
que las muestras de nanoparticulas de poliP45-oro tenian una actividad procoagulante aumentada en comparacién
con poliP45 de flujo libre de la misma concentracion en solucién (FIG. 77). Para cada diametro de particula de las
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muestras de nanoparticulas de poliP45-oro que se sintetizaron, hubo una correlacion directa entre el numero de
agregacion y el aumento de la actividad procoagulante. Un aumento de la actividad de algunas muestras de 10 nmy
15 nm en comparacion con 50 nm puede deberse a la aglomeracién de nanoparticulas de oro de menor tamafio,
como lo indica el cambio de pico UV-vis después de la purificacion. En algunos casos, la coagulacién puede
depender de la densidad superficial del ligando procoagulante poliP y del area superficial total del oro. Las
nanoparticulas de citrato de oro también actuaron como iniciadores de la ruta de contacto debido a sus cargas
superficiales negativas, pero en menor medida que los conjugados de nanoparticulas de poliP-oro.

Los experimentos de coagulometria de activacién de la ruta de contacto inicial para nanoparticulas de poliP70-oro
mostraron una mayor actividad de muestras de poliP70-oro de 50 nm en comparacién con poliP70 de flujo libre en
solucion. No hubo diferencias significativas entre las nanoparticulas de poliP70-oro de 10 nm y 15 nm vy el poliP70
acuoso correspondiente (FIG. 78). El aumento de la actividad de la nanoparticula de poliP70-oro de 50 nm se
muestra en FIGS. 79-81. La nanoparticula de oro de 50 nm totalmente PEGilada como control negativo no mostré
actividad procoagulante (FIG. 81). La nanoparticula poliP70-oro de 50 nm parcialmente PEGilada (con menos poliP
conjugado con nanoparticulas de oro) mostré una actividad procoagulante reducida como se esperaba, que todavia
era mas activo que el poliP70 de flujo libre en la misma concentracion.

Los resultados indican que las particulas de oro funcionalizadas con poliP son mas procoagulantes que las poliP
acuosas de la misma longitud de polimero. Las particulas de 50 nm indujeron la coagulacién sanguinea.

Cinética de coagulacion de la sangre - medida mediante ensayos fluorescentes basados en microplacas

La activacion de la ruta intrinseca de la coagulacion de la sangre se evalud utilizando un sustrato de trombina
fluorogénica. Un control negativo que no contiene Ca?*, y también se ejecuté un control positivo que no contiene
poliP para validar el experimento. Para encontrar el tiempo de coagulacion, los datos se ajustaron a una funcion
sigmoidal. La tasa de escision del sustrato de trombina se encontré tomando el tiempo derivado de la intensidad de
fluorescencia de la curva ajustada, y el tiempo de coagulacion se definié en las muestras relevantes como la mitad
de la tasa maxima de escision del sustrato. La cinética de coagulacién se midié primero usando poliP45 libre. La
induccién de la coagulacién se produjo solo en presencia de cationes de calcio (FIG. 82).

Agregacion controlada de particulas mediante el uso de polimeros termosensibles

La agregacion controlada de nanoparticulas mas pequefias (~15 nm) en las mas grandes (>50 nm) puede
desencadenar la coagulacion de la sangre rapidamente a través del inicio de la ruta de contacto, asi como FV en el
sitio del dafio de los vasos o los o6rganos, sin activar significativamente la coagulaciéon en otros lugares. La
disminucion de la temperatura corporal en el sitio del trauma local debido a la falta de sangre y oxigeno puede
usarse para iniciar una coagulaciéon controlada en el sitio del traumatismo local. El poli(acido acrilico) (PAAc) y la
poliacrilamida (PAAm) se conjugaron con nanoparticulas de oro a través de enlaces disulfuro. PAAc y PAAmM son
polimeros termosensibles con una temperatura de solucion critica superior (UCST) de alrededor de 33-35 °C.
Cuando la temperatura estaba por debajo del UCST, PAAc y PAAm formaron enlaces de hidrégeno
intermoleculares, lo que aumentoé la hidrofobia de los polimeros y dio como resultado la agregacion de las particulas
y la separacion de fases (FIG. 83A). El proceso era reversible. Cuando la temperatura era superior a la UCST, el
enlace de hidrégeno se desmontd y la separacién de fases desaparecio.

Enlace de hidrégeno reversible

Se observo el ensamblaje y desensamblaje de enlaces de hidrégeno intermoleculares entre PAAc y PAAm (FIGS.
83B-83D). Se preparé una mezcla de 10 % en peso de PAAc y 10 % en peso de PAAm a temperatura ambiente
(~20 °C), que estaba debajo del UCST. El enlace de hidrégeno se formé inmediatamente y resulté en la turbidez de
la solucion, que indicaba separacién de fases entre los polimeros y el agua (FIG. 83B). La muestra se calenté luego
hasta 40 °C en un bafio de agua. La solucién se volvié transparente, indicando el desmontaje del enlace de
hidrégeno (FIG. 83C). La muestra se volvid turbia nuevamente cuando se enfrié a temperatura ambiente, indicando
el reformado del enlace de hidrégeno y la reversibilidad del proceso (FIG. 83D).

Reaccion de conjugacion y caracterizacion de particulas

Se involucraron tres etapas para sintetizar y caracterizar las nanoparticulas conjugadas con los polimeros
termosensibles, como se muestra en la FIG. 84. (1) PAAc y PAAm se conjugaron con cistamina y acido 3,3'-
ditiodipropionico (DDA), respectivamente, que contienen enlaces disulfuro. (2) PAAc-cistamina o PAAm-DDA se unio
a la superficie de particulas de oro mediante el enlace disulfuro. (3) Las particulas se separaron de las moléculas sin
reaccionar mediante centrifugacion y se caracterizaron mediante dispersion de luz dinamica (DLS) y espectroscopia
UV-vis.

PAAc se conjugé con cistamina usando el reactivo de reticulacion de longitud cero, EDAC (1-etil-3-[3-

(dimetilamino)propilJcarbodiimida). Se usaron diferentes condiciones de pH para evaluar la eficiencia de conjugacion
entre PAAc y cistamina. Se us6 una cantidad en exceso de PAAc para asegurar la reaccion completa de la
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cistamina. El ensayo de fluorescamina se utilizé para evaluar la cantidad de aminas primarias sin reaccionar en la
cistamina, indicando la eficacia de conjugacién. Los resultados se muestran en la Tabla 16. Las reacciones fueron
eficaces en condiciones neutras y ligeramente basicas. Se lograron eficacias de conjugacién superiores al 95 %
consistentemente para todas las muestras. Se usaron condiciones de reaccion similares para la reaccion de PAAm
con DDA.

Tabla 16 - Eficacia de conjugaciéon de PAAc-cistamina en diversas condiciones de pH

pH Eficacia (24 h) Eficacia (48 h)
MES_pH4 7,2 96,1 % 96,6 %
MES_pH6 8,0 97,7 % 95,5 %
MES_pH8 9,1 96,5 % 97,8 %

Conjugacion PAAc-oro y PAAm-oro

Se usaron enlaces disulfuro en PAAc-cistamina y PAAmM-DDA para reemplazar el citrato en la superficie de las
nanoparticulas de oro a través del intercambio de ligandos. La PAAc-cistamina o PAAM-DDA se mezclé con
nanoparticulas de citrato de oro en agua DI durante 24 horas. A continuacion, se afiadieron 10 pyl de NaCl 5 M
durante cuatro dias consecutivos para aumentar la fuerza ionica de la soluciéon para que mas ligandos pudieran
acceder a la superficie de oro. La centrifugacion se usé para eliminar los polimeros y reactivos sin reaccionar en las
suspensiones. Se usaron espectroscopia UV-visible y DLS para confirmar los tamafios de las conjugaciones PAAc-
oro y PAAm-oro. El cambio del pico de absorbancia indicé la agregacién de las nanoparticulas de oro.

Se probaron varias condiciones para generar una conjugacion estable de PAAc-oro, como se muestra en la Tabla
17. El enlace C-N mostré buena estabilidad en un amplio intervalo de pH desde pH 4 a pH 9. El reemplazo inicial del
ligando se probd con y sin tampones.

Tabla 17 - Estabilidad de las nanoparticulas de oro conjugadas con PAAc

Tamaino de PAAc- poliP- uv uv
ID de muestra particula de | cistamina (0,1 | cistamina (0,1 | Tampén (AS) | (AP) Estabilidad
oro (nm) mM) mM)
PAAC_10nm_poliP(13) 10 7,5l 22,5 4l M)Efz(g’j 519,5 | 522 si
PAAc_10nm_poliP(11) 10 15 l 15 M)Efz‘é’;ﬁ 520 | 522 si
MES (0,5

PAAc_10nm_30_MES 10 30 - My 20 | 527 | - no
PAAC_10nm_30_BA 10 30 i ; 'ﬁ/ﬁ g%zuf 608 | - no
PAAC_10nm_20_BA 10 20 ul - 'ﬁ/ﬁ g%zu? 6175 | - no
PAAc_10nm_30 10 30 pl - - 535,5 - no
PAAc_10nm_20 10 20 i - - 533 - no
PAAc_10nm_15 10 15 - - 534,5 - no
PAAc_15nm_15 15 15 - - 522 | 523 i

Abreviaturas usadas en la tabla: AS - después de adicion de sal, y AP - después de purificacion

La conjugacién de PAAmM-DDA con nanoparticulas de oro para formar PAAm-oro se caracterizé y resumio en la
Tabla 18.

Tabla 18 - Estabilidad de nanoparticulas de oro conjugadas con PAAm

Tamano de poliP-
ID de muestra particula de PAAm-DDA cistamina (0,1 Tampoén uv uv Estabilidad
(0,1 mM) (AS) | (AP)
oro (nm) mM)
PAAmM_10nm_poliP(13) 10 7,5yl 22,5 ME%(OO’E' M) 520,5 | 521 si
PAAmM_10nm_poliP(11) 10 15 15 MEfzg)j M)| 5185 | 5215 si
PAAmM_10nm_30_MES 10 30 pl - ME182((?’”5| M) 527 | 526,5 no
PAAmM_10nm_30_BA 10 30 pl - BA :(,’%2“? M) 521 524 si
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(continuacion)

Tamano de poliP-
ID de muestra particula de PAAm-DDA cistamina (0,1 Tampoén uv uv Estabilidad
(0,1 mM) (AS) | (AP)
oro (nm) mM)
PAAmM_10nm_20_BA 10 20 pl - BA é%i? M) 519,5 | 521 si
PAAmM_15nm_15 15 15 pl - - 530 - no
PAAM_15nm_15_BA 15 15 pl - BA (3%25 M) 533 - no
PAAc_15nm_7,5 BA 15 7,5 ul - BA é%i? M) 525,5 | 525,5 si

Abreviaturas usadas en la tabla: AS - después de adicién de sal, y AP - después de purificacion

Agregacion reversible de particulas al cambiar la temperatura

PAAc_10nm_poliP(13) y PAAm_10nm_poliP(13) se mezclaron en una relacion de volumen 1:1. Se utilizaron DLS y
absorbancia UV-visible para evaluar el tamafio de las nanoparticulas de oro a diferentes temperaturas. Los picos de
absorbancia de PAAc_10nm_poliP (13) y PAAm_10nm_poliP (13) fueron 523,5 y 522, respectivamente. Después de
mezclar PAAc_10nm_poliP (13) y PAAm_10nm_poliP (13) en una relacién 1:1 a 20 °C, el pico de absorbancia fue de
524 nm, que no mostré un aumento significativo. La agregacion de PAAc_10nm_poliP (13) y PAAm_10nm_poliP
(13), si la hubiera, fue causada por la formacién de enlaces de hidrogeno intermoleculares entre PAAc y PAAm, lo
cual puede no inducir ningin cambio significativo en el pico ya que el nucleo duro de las particulas aun puede estar
suficientemente separado.

DLS también se us6 para probar la distribucién de tamafios de nanoparticulas de oro a diferentes temperaturas. El
tamafio de PAAC_10nm_poliP (13) y PAAm_10nm_poliP (13) alcanzé su punto maximo a 9 nm constantemente a 25
°Cy 37 °C.

El tamafio y la distribucion del tamafio de la mezcla de PAAc_10nm_poliP (13) y PAAm_10nm_poliP (13) a 25 °C, 33
°C y 37 °C se muestran en la FIG. 85. Se observo agregacion a 25 °C y 33 °C. El tamafio de PAAcm_10nm_poliP
(13) a 25 °C y 33 °C fue de 15,2 nm y 14 nm respectivamente, mientras que el tamafio original de las nanoparticulas
de oro por DLS era de aproximadamente 9 nm. Cuando la temperatura se aumento a 37 °C, que estaba por encima
de la UCST de PAAc y PAAm, el enlace de hidrogeno se desmonté y el tamafio de las nanoparticulas de oro se
redujo de nuevo a aproximadamente 9 nm.

Una mezcla de PAAc_10nm_poliP (11) y PAAm_10nm_poliP (11) en una relacién 1:1 también mostré resultados
similares de agregacion de particulas (FIG. 86). A 25 °C, el tamafio promedio medido por DLS fue de 17,5 nm.
Cuando la temperatura se aument6é a 37 °C, aparecié un pequefio pico a 8 nm que indicaba el desmontaje del
enlace de hidrégeno intermolecular entre PAAc y PAAm.

PAAc_10nm_poliP (11) o PAAm_10nm_poliP (11) tenian mas PAAc o PAAm y menos poliP en la superficie de las
nanoparticulas de oro en comparacién con PAAc_10nm_poliP (13) o PAAmM_10nm_poliP (13). Por lo tanto, fue
relativamente mas dificil desmontar todos los enlaces de hidrégeno y resuspender las nanoparticulas a su tamafio
original.

Para generar una agregacion mas grande, PAAc o PAAm se conjugo a la superficie de nanoparticulas de oro solo
sin poliP. Sin embargo, al mezclar PAAc_15nm_15 y PAAm_10nm_20_BA en una proporcion de 1:1, no se encontrd
agregacion.

Sintesis de nanoparticulas de silice (SNP)

Se realizaron experimentos con nanoparticulas de silice (SNP) y nanoparticulas de silice funcionalizadas con poliP
(SNP-P70) para medir el efecto del tamafio y la concentraciéon de las particulas de silice en la coagulacion. Las
particulas superiores a 10 nm se sintetizaron siguiendo un método Stéber modificado y se recuperaron mediante
centrifugacion. Los diferentes tamafos de nanoparticulas se obtuvieron variando las cantidades de tetraetoxisilano
(TEOS) y amoniaco (NH4OH) (FIG. 87). También se analizaron nanoparticulas de silice Ludox por debajo de 10 nm
(Sigma Aldrich). Se aislaron nanoparticulas de silice por debajo de 50 nm por ultrafiltracion y ultracentrifugacion para
experimentos de coagulacion y funcionalizacion. Se logré un rendimiento superior al 40 % utilizando mas del 4 % de
NH4OH. La sintesis por debajo del 4 % de NH4OH produjo un rendimiento por debajo del 40 % (FIG. 88). La falta de
amoniaco puede haber reducido la catalisis de la reaccién de hidrélisis de TEOS. Los ensayos de potencial Zeta
mostraron que SNP tenian una carga negativa en el fluido corporal simulado, facilitando la activacion de la via
intrinseca mediante la activacion de FXII. El potencial Zeta no mostré6 un cambio sistematico significativo en la
coagulacién con respecto al tamafio o al pH.

Los experimentos de coagulacion descritos anteriormente compararon las particulas de silice a una concentracion
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fija de 0,68 mg/ml (solucion madre de 25 mg/ml) o a un tamafio fijo de 55 nm para determinar los limites del intervalo
de alta actividad. Cada particula formdé un coagulo inicial (R) entre 3 y 5 min. El umbral para el valor R minimo se
produjo a un tamario de particula de ~30 nm. Los experimentos en donde se sintetizaron particulas por debajo de 20
nm exhibieron una distribucién de tamafio bimodal cuando se midieron usando DLS. La distribuciéon del tamafio
bimodal puede ser el resultado de la falta de amoniaco.

Utilizando fosfolipidos que aumentan la coagulacion a través de FXa, R se minimizé a menos de dos minutos. En la
FIG. 89, se examind la dependencia de la concentracion de R para dos SNP y SNP-P70. P70 era una cadena de
poliP que tenia aproximadamente 70meros de longitud, que era aproximadamente del mismo tamafio que el poliP
producido por las plaquetas activadas como parte de la cascada de coagulacién. A bajas concentraciones de
particulas, el valor R fue alto (el tiempo de coagulacién fue largo). A medida que aumentaba la concentraciéon de
particulas, R disminuy6 hasta que se cumplié la condicién umbral. Para silice desnuda, la concentracion umbral se
produjo a 0,54 mg/ml. SNP-P70 alcanzé un umbral a una concentracion de 0,27 mg/ml, la mitad que el SNP
desnudo. Por encima del umbral de concentracion, el valor R se mantuvo bajo, hasta que a una concentracién
mucho mas alta las particulas pueden inhibir la coagulacion debido a la agregacion de particulas o la dilucion de los
factores plasmaticos sobre el area de superficie de la particula.

Otros parametros también pueden ser evaluados, como tasa de formacion de coagulos y tamafio del coagulo, Dado
que los agentes unidos a la particula pueden afectar el tiempo de formacion inicial del coagulo, pero podria acelerar
la coagulacién cuando se inicia o dar como resultado la formacién de un coagulo mas grande. Los ensayos
confirmaron que las particulas mantuvieron estabilidad y tamafio, en todas las concentraciones, indicando tamarios
de particula variados debido a las condiciones de sintesis.

Ademas de las nanoparticulas sélidas no porosas, las nanoesferas mesoporosas de poro grande (MSN) se pueden
usar para administrar proteinas procoagulantes como la trombina, protombina o factor tisular para las heridas. El
gran tamafo de poro y la mayor superficie accesible pueden aumentar la coagulacion al permitir que las proteinas se
adsorban a la superficie y se activen. Por ejemplo, se pueden usar nanoparticulas mesoporosas ordenadas en el
rango de tamafio de 50-200 nm con un tamafo de poro entre 10-30 nm.

Funcionalizar las nanoparticulas con poliP o protrombina puede mejorar la naturaleza procoagulante de las
particulas. El poliP utilizado tenia una longitud de ~70-meros (P70) que fue similar en tamafio al poliP secretado por
las plaquetas humanas durante la coagulacién. Se encontré que P70 directamente adsorbido en silice aumenta el
tamafio de particula en varios nm. Los SNP se probaron con y sin poliP adsorbido y se descubrié que los SNP
unidos a P70 disminuian significativamente el tiempo de coagulaciéon en comparacion con el SNP desnudo (FIG. 89).
SNP-P70 también mejoré el tiempo de coagulacién en comparacion con P70 anadido directamente al plasma. El
armazon SNP sirvié asi como un mecanismo para administrar el agente desencadenante P70 a la herida para iniciar
la coagulacion.

Los experimentos se realizaron usando cadenas de poliP mas largas, como poliP de ~700-meros (P700). Se
demostré que PoliP con un intervalo de tamafio superior a 500meros acelera el contacto o la ruta intrinseca
activando FXIl. El P700 se uni6 a los armazones utilizando los mismos métodos descritos anteriormente. Se
probaron cuatro proporciones diferentes de P700:SNP:0,2, 0,4, 0,6 y 1. Similar a P70, Los ensayos de coagulacion
sugirieron que el tiempo de coagulacion disminuyd con una proporcién de P700:SNP superior a 0,5. Una relacion 1:1
minimizo el tiempo de coagulacion (FIG. 90).

Muestras de nanoparticulas de SNP, SNP-P70 y SNP-P700 se usaron para la cuantificacion de poliP y otros
ensayos de coagulacion. Estos ensayos revelaron que las particulas SNP-P70 con una concentracion de
aproximadamente 25 nmol PO4/mg de SNP (cuantificado por hidrdlisis) exhibié una mayor actividad procoagulante
que las particulas SNP-P70 con una concentracion de SNP de PO4/mg nmolar mayor.

Ademas de TEG, la respuesta del umbral de coagulaciéon también se probd utilizando un colorante de cumarina azul
especifico para trombina. Se afiadié una pequefa concentracion de colorante al plasma recalcificado. A medida que
progresaba la coagulacién y se producia trombina, la trombina escindié el colorante de cumarina haciendo que la
solucidn fuera fluorescente. La fluorescencia rapida significaba la explosion de trombina, conduciendo a la formacion
de coagulos. Un microscopio de fluorescencia capturé el cambio cualitativo como se muestra en la FIG. 70.

La generacion de trombina también se controlé6 usando un lector de placas. Al leer la fluorescencia cada 10
segundos, se identificd el estallido de trombina. Cuando se produjo la coagulacion cerca de la seccion de rapido
aumento de la explosion de trombina, el tiempo de coagulacidon se determind a partir del grafico de datos de
fluorescencia.

Después de determinar la actividad procoagulante de SNP-P70 en condiciones normales como se discutio
anteriormente, los TSP SNP-P70 se aplicaron en condiciones traumaticas. Una lesion traumatica puede convertirse
rapidamente en coagulopatia, el colapso fundamental de la cascada de coagulacién humana. Aunque la
coagulopatia puede existir como una forma hipercoagulante o hipocoagulante, como se usa aqui, la coagulopatia es
el colapso fundamental de la cascada de coagulacion que impide la formacion de coagulos. En presencia de
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traumatismo, el cuerpo coagulopatico se debilita de manera que las rutas anticoagulantes se apoderan y no se
puede formar un coagulo.

La coagulopatia existe en tres estados conocidos como "triada letal" - dilucién, hipotermia, y acidosis. Cada uno
dafia la cascada de una manera especifica. En un estado coagulopatico, los tres estados se combinan para inhibir la
formacion de coagulos. En estos experimentos, la dilucidon se imité usando una solucion tamponada con fosfato
(PBS). La incubacion de plasma por debajo de los 37 °C habituales se utilizé para crear condiciones hipotérmicas.
Se us6 una solucion diluida de acido fosférico para acidificar el plasma por debajo de un pH de 7,1 para crear una
condicion de acidosis. Los experimentos usaron una concentracion establecida de factor de tejido lipidado (LTF) -
0,5 ng/ml para ensayos de TEG, 0,185 ng/ml para ensayos de colorante de fluorescencia - para producir el inicio
oportuno de la cascada de coagulaciéon mediante la ruta extrinseca y la respuesta principal del cuerpo a la lesion
vascular. El TSP SNP-P70 se probé a 0,25 mg/ml sin LTF para comparar su capacidad de formar coagulos.

Debido a la pérdida de factores procoagulantes y anticoagulantes por la pérdida de sangre, la dilucion comienza a
inhibir significativamente la coagulacion al nivel de ~50 %. Usando TEG Yy fluorescencia de colorante, se establecio
una linea base de dilucién. Se usd SNP-P70 (en el umbral de concentracion de ~ 0,25 mg/ml identificado en
nuestros experimentos de TEG) para revertir las condiciones coagulopaticas. SNP-P70 aceleré con éxito la
explosion de trombina y la formacion de coagulos. (FIGS. 91 y 92). FIG. 93 muestra un grafico de tiempos de
generacion de trombina desde 100 % de plasma hasta 25 % de plasma; es decir: 100 % es 100% de plasmay 0 %
de diluyente. FIG. 94 muestra un grafico de fluorescencia en el tiempo, lo que indicaba que afiadir SNP-P70
generaba trombina rapidamente incluso bajo dilucién plasmatica severa.

La hipotermia, el segundo miembro de la triada letal, ocurre cuando la temperatura corporal disminuye por debajo de
37 °C. La disminucion de la temperatura conduce a una tasa disminuida en la cinética de muchos de los factores de
coagulacion, especialmente la formacion del complejo del factor tisular - FVlla (TF-FVIla) durante la fase de inicio de
la coagulacion. A diferencia de la dilucion en donde el déficit de fibrindgeno desencadena la disminucion de la
coagulacién, la hipotermia ralentiza la coagulaciéon pero no la previene. La adicion de SNP-P70 al plasma
hipotérmico dio como resultado una mejor coagulacién en todos los parametros de TEG. Se us6 una formula de
indice de coagulacién para mostrar la naturaleza procoagulante del SNP-P70 TSP a una temperatura corporal
inferior a la normal. El indice de coagulacion (IC) combina las cuatro facetas del TEG - R, K, alfa y MA - en un solo
valor; cuanto mas positivo sea el Cl, mas fuerte es el procoagulante. FIG. 95 muestra un grafico del tiempo de
coagulacion frente a temperatura, que indicé que los TSP de SNP-P70 iniciaron coagulos mas rapido bajo
hipotermia. FIG. 96 muestra un grafico del indice de coagulacion (IC) frente a la temperatura, que indicé que SNP-
P70 mejoré la formacion de coagulos en comparacion con el factor de tejido lipidado (LTF).

Los experimentos anteriores mostraron que SNP-P70 redujo los tiempos de coagulacion mientras se formaban
coagulos fuertes en comparacién con SNP y LTF desnudos. Los estudios en plasma deficiente en FXIl mostraron
que SNP-P70 inicié la coagulacién a través de la ruta de coagulacién FXa. Finalmente, se demostré que SNP-P70
disminuye el tiempo de coagulacién y acelera la generacion de trombina en condiciones coagulopaticas que a
menudo se encuentran en pacientes que han sufrido una herida traumatica (por ejemplo, dilucidon e hipotermia).

Ejemplo 7
PoliP "Corona"

Las nanoparticulas con una corona de poliP unida usando un enlace APTES se produjeron de acuerdo con los
ejemplos discutidos anteriormente. Las particulas se probaron usando DLS para medir el tamafio y la carga
superficial y en el TEG para determinar la actividad de coagulacion.

FIG. 103 muestra un grafico del potencial zeta frente a las cuentas totales para SNP funcionalizado solo con APTES
(arriba) y SNP funcionalizado con poliP "corona" (abajo). EI SNP funcionalizado con poliP "corona" mostré un cambio
negativo en el potencial zeta en comparacién con el SNP funcionalizado con APTES solamente. FIG. 104 muestra
un grafico del tiempo de coagulacion frente al agente utilizado. LTF significa factor de tejido lipidado. NP significa
SNP-poliP "corona”. FIG. 105 muestra un grafico de distribucion de tamafo frente a intensidad para la nanoparticula
de SNP-poliP"corona".

Ejemplo 8
Proteccion de PoliP

Los experimentos se realizaron usando EDAC para formar un enlace éster entre las superficies de nanoparticulas de
6xido inorganico y poliP. Se dispersaron 0,2 g de una nanoparticula (por ejemplo, silice u 6xido de hierro) en agua
desionizada a 70 °C. Se afiadié una solucién de 0,1 g de poliP y 150 mM (0,2888 g) EDAC en agua desionizada a la
solucion de nanoparticulas. El volumen total de la solucion fue de 10 ml. La solucién resultante se agité a 70 °C
durante 75 minutos. Una vez completada la reaccién, Las particulas se enfriaron a temperatura ambiente. Las
nanoparticulas solidas se recuperaron por centrifugacion y se secaron durante la noche. Las particulas se probaron
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usando DLS para medir el tamafio y la carga superficial y en el TEG para determinar la actividad de coagulacion.

FIG. 106 muestra un grafico del tiempo de coagulacién frente al mecanismo de administracion la SNP-poliP "corona"
sintetizada mediante la formacién de éster como se describié anteriormente. De izquierda a derecha, las particulas
fueron suspendidas en agua (Hz20), solucion de fosfolipidos (PL), solucion de fosfolipidos y factor de tejido lipidado
(PL+LTF) y con factor de tejido lipidado solo en agua (solo LTF).

Ejemplo 9
Nanoparticulas de 6xido de hierro

Las nanoparticulas de 6xido de hierro también pueden usarse como vehiculos, que también puede facilitar una
restriccion de la actividad de coagulacion a una regidon umbral localizada, asi como mejorar la identificacion de la
distribucién de particulas en todo el sistema cardiovascular. Los procedimientos de proteccion se pueden usar para
unir las proteinas poliP y factor de coagulacion a la superficie de nanoparticulas. Las nanoparticulas de silice sélidas
con cargas de poliP y trombina con tiempos de permanencia del sistema definidos pueden facilitar una restriccion de
su actividad a una region local de actividad de coagulacién por encima del umbral.

Se sintetizaron nanoparticulas sélidas de 6xido de hierro con diametros de particulas entre 5-500 nm haciendo
reaccionar tris(acetilacetonato) de hierro(lll) (Fe (acac)s) en disolventes organicos como oleilamina y acido oleico,
acido benzoico u otro disolvente para producir 6xido de hierro hidréfobo. Fe(acac)s, acido oleico y oleilamina fueron
suministrados por Sigma Aldrich. 0,2 g de Fe(acac)s se afiadieron a 2 ml de acido oleico y 3 ml de oleilamina. La
solucion se calentd a 60 °C hasta que Fe(acac)s se disolvid. La mezcla se hizo reaccionar en un microondas durante
10 minutos a 100 °C y 60 minutos a 180 °C. El producto resultante se lavé en una mezcla de etanol y ciclohexano en
una proporcion de 9 ml de etanol por 1 ml de ciclohexano. Las particulas de éxido de hierro hidroéfobas resultantes
funcionalizadas con acido oleico se suspendieron en ciclohexano.

Las particulas hidréfobas se convirtieron en particulas hidréfilas funcionalizando la superficie con poli(acido acrilico)
(PAACc) en dietilenglicol (DEG) a temperaturas superiores a 100 °C. Se afadieron 0,5 g de PAAc a 8 ml de DEG. La
mezcla se calenté a 110 °C hasta que se disolvio el PAAc. La temperatura se elevé a 150 °C y se afiadieron 2 ml de
particulas de 6xido de hierro hidréfobas en ciclohexano. Después de 1 hora, la solucion se volvié de un color marrén
claro. Después de enfriar la solucidn a temperatura ambiente, las particulas se centrifugaron y se lavaron con etanol
una vez. Las particulas se lavaron con agua desionizada tres veces y se resuspendieron en agua. Las particulas de
o6xido de hierro funcionalizadas con PAAc eran hidrdfilas. Las particulas se probaron usando DLS para medir el
tamanfo y la carga superficial y en el TEG para determinar la actividad de coagulacion.

PoliP también se puede limitar a nanoparticulas usando PAAc como intermedio. La uniéon de PAAc a una particula
como oxido de hierro puede hacer que la particula sea mas estable en agua vy, por lo tanto, mas susceptible a la
proteccién de poliP. Las particulas de 6xido de hierro pueden sintetizarse en soluciones acuosas usando cloruro de
hierro (ll) y cloruro de hierro (Il) como precursor.

FIG. 107 muestra una imagen TEM de nanoparticulas de 6xido de hierro sintetizadas con oleilamina como se
describié anteriormente. FIG. 108 muestra un grafico del potencial zeta frente a las cuentas totales de nanoparticulas
de 6xido de hierro desnudo y nanoparticulas de éxido de hierro cubiertas con poliP usando un enlace de éster. Las
nanoparticulas de 6xido de hierro cubiertas con poliP usando un enlace de éster tenian un potencial zeta mas
negativo en comparacion con las nanoparticulas de 6xido de hierro desnudas. FIG. 109 muestra un grafico de
tiempos de coagulacién que compara nanoparticulas de 6xido de hierro desnudo con nanoparticulas de éxido de
hierro con recubrimiento de PoliP a diferentes concentraciones. Las nanoparticulas de o6xido de hierro con
recubrimiento de poliP tuvieron tiempos de coagulacidon significativamente mas bajos en comparacién con las
nanoparticulas de oxido de hierro desnudas. FIG. 110 muestra un grafico del potencial zeta frente a las cuentas
totales de nanoparticulas de éxido de hierro funcionalizadas con PAAc. FIG. 111 muestra un grafico de tiempos de
coagulacién que compara las nanoparticulas de 6xido de hierro tapadas con PAA y plasma recalcificado (sin
agente).

Ejemplo 10
Estudios de degradacion

El desarrollo de un agente estable durante largos periodos de tiempo a temperatura ambiente es un atributo para los
agentes de coagulacién que pueden facilitar el almacenamiento del agente de coagulacién durante un periodo
prolongado de tiempo. Proteinas, plasma y otros tratamientos pueden requerir refrigeracion para evitar la
degradacion. PoliP por si solo se almacena generalmente a -20 °C para minimizar la degradacion. Las
nanoparticulas de poliP se probaron usando TEG para determinar la posible degradacion de la actividad de
coagulacién en condiciones ambientales. Después del almacenamiento en el banco durante 1 semana, la particula
seguia siendo un procoagulante fuerte. Después de 9 meses, la misma particula retuvo su naturaleza procoagulante.
Como tal, el agente hemostatico era susceptible de almacenamiento a temperatura ambiente. La particula puede
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liofilizarse para preservar aun mas la actividad de la particula. El producto se puede entregar a través de
mecanismos como una esponja estéril, gasa, vendaje, hisopo, pulverizacion, aerosol, gel, cemento, vendaje de
compresién, almohada (por ejemplo, para facilitar la aplicaciéon a una herida en la cabeza), manga (por ejemplo, para
cubrir una herida en una extremidad) y similares, como se describe en el presente documento.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion hemostatica que comprende una cantidad hemostaticamente eficaz de un agente hemostatico
que comprende:

una nanoparticula, en donde la nanoparticula comprende un material seleccionado entre el grupo que consiste
en silice, tierra de diatomeas, diéxido de titanio e hidroxiapatita célcica; y
un polimero de polifosfato unido covalentemente a la nanoparticula.

2. La composicién hemostatica de la reivindicacién 1, en donde el polimero de polifosfato comprende 20 o mas
monomeros de fosfato, o en donde el polimero de polifosfato comprende 70 o mas mondmeros de fosfato.

3. La composicion hemostatica de la reivindicacion 1, en donde el agente hemostatico tiene una relacién de masa de
polimero de polifosfato a nanoparticula de 1:2 0 mas, o en donde el agente hemostatico tiene una relacién de masa
de polimero de polifosfato a nanoparticula de 1:1 o mas.

4. La composicion hemostatica de la reivindicacion 1, en donde la nanoparticula comprende silice.

5. La composicion hemostatica de la reivindicacion 1 o 4, en donde la nanoparticula tiene un diametro promedio de
1000 nm o menos, preferentemente 100 nm o menos.

6. La composicion hemostatica de la reivindicacion 1, en donde el agente hemostatico comprende ademas un agente
protector unido al agente hemostatico mediante un grupo de enlace enzimaticamente escindible.

7. La composicion hemostatica de la reivindicacion 6, en donde el agente protector comprende un polimero de
polietilenglicol, preferentemente en donde el polimero de polietilenglicol tiene una masa molecular de 1000 Da o
mas.

8. Un dispositivo médico que comprende:
una composicion hemostatica que comprende:
una nanoparticula, en donde la nanoparticula comprende un material seleccionado entre el grupo que
consiste en silice, tierra de diatomeas, didxido de titanio e hidroxiapatita calcica; y
un polimero de polifosfato unido covalentemente a la nanoparticula; y

un sustrato estéril sobre el que se distribuye la composicion hemostatica.

9. El dispositivo de la reivindicacion 8, en donde el sustrato es adecuado para el suministro de la composicién
hemostatica a una herida sangrante, preferentemente en donde el sustrato es un vendaje, gasa, o esponja.

10. El dispositivo de la reivindicacion 8, que comprende ademas un paquete sellado que contiene la composicion
hemostatica.

11. Una composicién hemostatica que comprende una cantidad hemostaticamente eficaz de un agente hemostatico
que comprende una nanoparticula y un polimero de polifosfato unido covalentemente a la nanoparticula para usar en
un método para promover la coagulacién de la sangre en un sitio de hemorragia en un sujeto, en donde dicha
composicion hemostéatica se administra al sitio de hemorragia durante un periodo de tiempo suficiente para al menos
iniciar la coagulacion sanguinea en el sitio de hemorragia.

12. La composicién hemostatica para uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde el sitio de hemorragia es un
sitio de hemorragia externa.

13. La composicion hemostatica para uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde la administracion
comprende aplicar la composicion hemostatica al sitio de hemorragia externa.

14. La composicion hemostatica para uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde el sitio de hemorragia es un
sitio de hemorragia interna.

15. La composicion hemostatica para uso de acuerdo con la reivindicacion 14, en donde la administracion
comprende administrar intravenosamente la composiciéon hemostatica al sujeto.
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Potencial Zeta (mV): 23,9
Desviacion Zeta (mV): 6,44
Conductividad (mS/cm): 0,0134

Calidad del resultado: buena

ES 2773275713

Media (mV) Area (%)

Pico 1: 23,9 10,0
Pico 2: 0,00 2,0
Pico 3: 0,00 2,0

6,44
0,06
0.00

Desv. Estandar (mV)

Cuentas totales

Distribucion del potencial Zeta

-109 ¢

potencial Zeta aparente

Registro 97: DK 10.9.2013 52.5A200 dialisis en H20
“““““““ Registro 98: DK 10.9.2013 52.5A200 dialisis en H20
Registro 99: DK 10.9.2013 52.5A200 dialisis en H20

200

Potencial Zeta (mV): 13,9
Desviacion Zeta (mV): 7,59
Conductividad (mS/cm): 0,103

Calidad del resultado: buena

 Mediamv)  Area(%)

Pico 1: 13,9 100,0
Pico 2: 0,00 0,0
Pico 3: 0,00 o5

7,59
0,00
0,00

Desv. Estandar (mV)

Cuentas totales

Distribucion del potencial Zeta

Potencial Zeta aparente (mV)

Registro 303: DK3 S2.5A2P70 (EDC) pH bajo -
Registro 304: DK3 S2.5A2P70 (EDC) pH bajo -
Registro 305: DK3 S2.5A2P70 (EDC) pH bajo -
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Media (mV) Area (%) Desv. Estandar (mV)
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