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DESCRIPCION

Dispositivo para la administracién de pegamento
de fibrina.

Antecedentes de la invencion

Campo

La presente invencién se refiere generalmente a
pegamento de fibrina, también conocido como adhesi-
vo de tejido o sellador de fibrina. Mds especificamen-
te, la invencion se refiere a un sistema de administra-
cién que permite el contacto de una solucién que con-
tiene fibrinégeno, con trombina, para formar fibrina
polimerizable antes de la administracién de la solu-
cién a un sitio.

Antecedentes

Los pegamentos de fibrina se conocen desde ha-
ce muchos afios. Por ejemplo, la Patente de EE.UU.
2,533,004 de Ferry muestra el uso de concentraciones
de solucién de fibrindgeno que varfan junto con una
solucién de trombina para formar codgulos de fibrina.

Ademds de sus ingredientes principales, la a-
trombina y el fibrin6geno, el pegamento de fibrina
puede contener una pequefia cantidad de factor XIII
que se copurifica con el fibrindgeno cuando se puri-
fica del plasma humano. En presencia de trombina,
el fibrin6geno soluble se convierte en fibrina soluble
que autopolimeriza en una matriz insoluble. La trom-
bina también convierte el factor XIII en factor XIIIa.
El dltimo, entrecruza la matriz de fibrina para dar un
polimero muy entrecruzado, que contribuye a la efica-
cia del adhesivo de tejido o del pegamento de fibrina.
Las preparaciones adhesivas permiten la parada fia-
ble del sangrado, contribuyen a la capacidad de buena
adherencia a las superficies de la herida o del tejido,
proporcionan una alta capacidad de estiramiento de
los sitios pegados o heridas selladas, y proporcionan
la completa absorbabilidad del adhesivo de tejido en
el curso de la cicatrizacion de la herida. Los pega-
mentos de fibrina se han usado para el control de san-
grado (hemostasis), para el aumento o sustitucién de
los puntos de sutura o clips de heridas, para adherir
injertos de piel, para sellar heridas de punciones, pa-
ra sellar y adherir catéteres, e incluso para usar como
depésito para la administracion de farmacos.

El fibringeno y la a-trombina deben formularse
de una forma que estabilice y separe completamen-
te estas dos proteinas hasta el momento de su uso
real. Dado que la a-trombina es una proteasa activa-
da, es particularmente dificil almacenarla establemen-
te en solucién. Las Patentes de EE.UU. 4,298,598 y
4,377,572 de Schwartz y col. y 4,909,251 de Seelich
muestran ejemplos de las composiciones de las pre-
paraciones de pegamento de fibrina.

Las formulaciones comerciales que existen para
hacer pegamento de fibrina incluyen preparaciones
separadas congeladas o liofilizadas de @-trombina y
fibrinbgeno preempaquetadas en una jeringa doble.
Las formulaciones congeladas requieren que los dos
ingredientes del producto se almacenen y se despa-
chen en estado congelado. Finalmente, la doble je-
ringa usada para dispensar los pegamentos de fibri-
na existentes es un tanto voluminosa y més dificil de
manejar que una jeringa convencional y puede encon-
trarse dificil de usar.

Se revelan diferentes tipos de aplicadores en la
técnica anterior. Por ejemplo, la Patente de EE.UU.
4,359,049 de Redl revela un aparato de tipo jeringa
que incluye una pluralidad de cuerpos de jeringa y
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una cabeza conectora con una Unica aguja.

En la Patente de EE.UU. 4,974,368 de Miller se
reveld un aplicador mejorado. Este aplicador incluye
un par de tubos de jeringa que se pueden hacer actuar
juntos o por separado, un miembro que mantiene las
jeringas paralelas una a la otra, y un montaje de agujas
doble que permite la administracién por separado de
los componentes del pegamento de fibrina en el sitio
del tratamiento.

Otro dispositivo usa jeringas con depésitos que
tienen diferentes areas transversales, alterando asi las
cantidades relativas de los componentes. Véase la Pa-
tente de EE.UU. 4,735,616 de Eibl que muestra una
seccion transversal de jeringa que tiene un drea de 2 a
nueve veces mayor que la segunda jeringa.

El documento US PS 4,642,111 se refiere a un dis-
positivo anticdncer que tiene un firmaco anticdncer y
un factor de coagulacién de sangre fijado a una estruc-
tura. Este dispositivo anticdncer se usa en la emboli-
zacion arterial transcatéter y en la terapia de agujas
con ventaja, y libera lentamente el formaco antican-
cer durante un amplio periodo permaneciendo en el
tejido del cancer y su drea cercana.

Se han descrito los selladores de fibrina de una
Unica jeringa. Por ejemplo, en una aplicacién, una
mezcla de fibrindgeno y protrombina estd contenida
en una Unica jeringa y la formacién de codgulos tie-
ne lugar mediante la accién del factor Xa endégeno
en el sitio de la herida. Véanse también las Paten-
tes para la trombina inhibida, reversible con la luz
junto con fibrin6geno (Patentes de EE.UU. 5,219,328
y 5,318,524, ambas de McNally y col.; PCT/US
91/00003).

En el Encuentro de Trombosis y Hemostasis de
1995, hubo dos informes (Restimenes N° 2150 y
2174) de formulaciones de monémero de fibrina nue-
vas que se podian prever como pegamento de una sola
jeringa. Se usé batroxobina en lugar de trombina para
formar monémeros de fibrina solubles y la batroxo-
bina se retir6 después mediante cromatografia de afi-
nidad. Sin embargo, la batroxobina, en contraste con
la trombina, escinde solo fibrinopéptido A a partir de
fibrin6geno y no escinde fibrinopéptido B a partir de
fibringeno o del factor XIII activado.

La Patente de EE.UU. 5,393,666 de Linnau revela
un procedimiento de activacién de la protrombina por
medio de tripsina, en el que la protrombrina se trata
con tripsina inmovilizada en un vehiculo insoluble en
agua y entonces se separa de la tripsina inmovilizada
después de la activacion.

Un reto principal al disefiar un sistema de admi-
nistracion de una sola jeringa para el pegamento de fi-
brina es cubrir la necesidad de separar completamente
la solucién de fibrindgeno de una proteasa activadora,
mas preferentemente a-trombina, hasta el momento
del uso del pegamento de fibrina. Con soluciones de
fibrinégeno y trombina, el pegamento de fibrina pue-
de generarse solo de una forma controlada usando un
sistema de doble jeringa que separe eficazmente el fi-
brindgeno de su proteasa activadora hasta el momento
deseado de generacién de pegamento.

Que se sepa, nadie ha propuesto previamente el
uso de un contenedor de proteasa inmovilizado como
es un cartucho para unir a un extremo de la jeringa,
para activar el fibrinégeno y permitir por ello la admi-
nistracion de la solucién activada de fibrina polimeri-
zable con una sola jeringa.
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Resumen de la invencién

La invencién revela un procedimiento que com-
prende las etapas de poner en contacto una solucién
de fibringeno (preferentemente con factor XIII) con
una preparacion de trombina inmovilizada bajo con-
diciones que dan como resultado una solucién activa-
da de fibrina polimerizable soluble, y después aplicar
la fibrina soluble al sitio deseado como es el sitio de
una herida. La trombina inmovilizada escinde el fibri-
négeno en fibrina y activa proteoliticamente el factor
XIII (si estd presente) permitiendo asi que el pega-
mento de fibrina se administre en forma liquida al si-
tio de aplicacidn, en el que la polimerizacién de los
mondmeros de fibrina y el posterior entrecruzamiento
producird el adhesivo de tejido deseado de una forma
oportuna.

La invencién se refiere a un aparato o dispositi-
vo para poner juntos los componentes del pegamen-
to de fibrina para la activacion y administracion. La
invencion estd adaptada particularmente para propor-
cionar un procedimiento para administrar pegamento
de fibrina desde un aparato o dispositivo como es una
dnica jeringa. Un sistema de administracién de una
sola jeringa se puede usar mds convenientemente que
los sistemas de doble jeringa voluminosos para apli-
car pegamento de fibrina a los sitios de la herida.
Breve descripcion de las figuras

Figura 1 Ilustra el paso de fibrinégeno sobre la
trombina covalentemente unida a la matriz.

Figura 2 Ilustra un procedimiento similar al de la
Figura 1 excepto que la trombina estd inmovilizada
no covalentemente en la matriz permitiendo por ello
al menos que algo de la trombina se libere para fluir a
través de la matriz con las moléculas de fibrinégeno.

Figura 3 Tlustra un dispositivo de tipo jeringa des-
cubierto, til al emplear los procedimientos de esta
revelacion.

Formas de realizacion especificas
Materiales y procedimientos
Materiales

Se compraron trombina y fibrinégeno humanos de
Enzyme Research Labs (South Bend, IN). Se com-
pro6 la resina de intercambio catiénico SP-Sepharosa®
Fast Flow® de Pharmacia (Piscataway, NJ). Se obtu-
vieron columnas de Polyprep® y nitrocelulosa de Bio-
Rad (Hercules, CA). Se obtuvieron filtros de extremo
de jeringa de acetato de celulosa libre de tensioacti-
vo (SFCA), 25 mm, 0,2 um de Nalgene® (Rochester,
NY). Se compraron jeringas de tuberculina de Becton
Dickenson (Franklin Lakes, NJ). Se compraron car-
tuchos de membrana de Glutaraldehido (GTA) Acti-
Disk® 50 de Whatman (Hillsboro, OR). Todos los de-
mads compuestos quimicos eran de calidad reactiva o
mejores.

Procedimientos generales

Inmovilizacion covalente de trombina en una
membrana activada con glutaraldehido

Se prepar6 un cartucho de membrana de GTA de
50 mm para la unién covalente de a-trombina. La
membrana se lavé con agua y se equilibré con citra-
to de sodio 10 mM pH 7,2. Se usé una bomba peris-
taltica para recircular 53418 Unidades (1709 Unida-
des/ml; 560 ug/ml) de a-trombina en citrato de sodio
25 mM, NaCl 100 mM, PEG 0,05%, pH 6,5 a tra-
vés del cartucho de GTA a 1,8 ml/min durante 1,5h a
temperatura ambiente. Como se determiné mediante
Ay antes y después del entrecruzamiento y el lava-
do, el 64% de la a-trombina aplicada se entrecruzé
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covalentemente en la membrana. Esto representa 11,2
mg de trombina con una actividad de 34,187 Unida-
des (asumiendo el 100% de actividad). Los sitios de
unién de la membrana se bloquearon con Tris 1 M pH
7,8 seguido de etanolamina 1 M pH 7,8. Ambos se
recircularon durante 1 h a 1,8 ml/min a temperatura
ambiente.

Adsorcion de trombina en la resina de intercam-
bio catiénico de SP-Sepharosa® Fast Flow®

Se adsorbi6é a-trombina (3055 unidades) en 5 ml
de resina de cromatografia de intercambio i6nico, SP-
Sepharosa® Fast Flow®, en un formato de columna.
La resina se equilibré con 10 ml de fosfato de sodio
50 mM pH 7.8 antes de la adsorcién de la trombina.
La a-trombina se afiadié a la resina en una columna
de Polyprep® de 10 ml y se dej6 que se uniera durante
10 min a temperatura ambiente. La resina se lavé con
10 volimenes de columna de fosfato de sodio 50 mM
pH 7.8.

Adsorcion de trombina en nitrocelulosa

Un disco circular de 25 mm de nitrocelulosa (Bio-
Rad) se colocé en una solucién de 411 ug de a-trom-
bina (Enzyme Research Labs), equivalente a 1256
Unidades, y se agit6 a temperatura ambiente durante
20 min. La nitrocelulosa se lavé 3 veces, 2 min cada,
en 200 ml de PBS (fosfato de sodio 100 mM, NaCl
150 mM pH 7.4) a temperatura ambiente para elimi-
nar la trombina no unida.

Descripcion detallada de las figuras

Los Principios de esta revelacién se pueden en-
tender mediante referencia a las Figuras. La Figura
1 ilustra de un modo muy general como las molé-
culas de fibrindgeno 22a en una solucién acuosa que
preferentemente también incluye moléculas de FXIII
fluyen a través o entran en contacto con una matriz
de inmovilizacién 27 que incluye moléculas de trom-
bina unidas covalentemente en una forma bioldgica-
mente activa (capaz de escindir los fibrinopéptidos de
las moléculas de fibrindgeno 22a). Después del pa-
so a través o del contacto con la trombina unida a
la matriz de inmovilizacién 27, los fibrinopéptidos se
escinden del fibrin6geno 22 a, dando como resultado
moléculas de fibrina polimerizables. El FXIII activa-
do (FXIIIa) introduce entonces entrecruzamientos en
la fibrina polimerizante.

La Figura 2 ilustra el mismo flujo general que la
Figura 1 excepto que la trombina se adsorbe en los
materiales del soporte insolubles en agua que forman
la matriz. Esta unién mds floja permite que al menos
algunas de las moléculas de trombina se transporten
con las moléculas de fibrina para la posterior activa-
cién del FXIII (si esta presente).

La Figura 3 ilustra un dispositivo de tipo jeringa
que se us6 para demostrar los principios de esta reve-
lacién. La Figura 3 comprende una jeringa de un solo
depésito 11 formada por un cuerpo de jeringa 17 y
émbolo de jeringa 13 que tiene una placa para presio-
nar con el pulgar 15 y una cabeza de émbolo 19 po-
sicionada por encima de la cdmara de liquido 21 que
incluye una solucién de fibrindgeno 22. La jeringa 11
termina en su final inferior en un puerto de salida 23
que es conectable (por ejemplo mediante una cone-
xién de friccién asegurable o de tipo LuerLock®, no
mostrado) a un cartucho 25 con un puerto de entrada
31 (no mostrado), un puerto de salida 33, y una pan-
talla de retencién 29. Dentro del cartucho 25 estd la
matriz y la trombina inmovilizada como se ilustra en
las Figuras 1 y 2. Se puede apreciar que la trombina
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inmovilizada retenida dentro del cartucho 25 puede
estar en una variedad de soportes bien conocidos co-
mo son gotas de resina, particulas de cristal poroso,
discos adaptados para la inmovilizacién de proteinas,
particulas o discos de nitrocelulosa, etc. Los principa-
les requisitos son que la solucién de fibrindgeno 22
sea capaz de fluir a través del cartucho 25 mientras
la cabeza del émbolo 19 empuja la solucién de fibri-
négeno 21 fuera de la jeringa 11 cuando se aplica la
presion del pulgar a la placa del pulgar 15 y el flujo
a través deberia ser bajo condiciones que permitan el
contacto facil del fibrin6geno con la trombina inmo-
vilizada.

En un ejemplo de funcionamiento que demuestra
los principios de la invencién, se usé un cartucho dis-
ponible comercialmente Acti-Disk® y se inmovilizé
la trombina en el sistema de cartucho existente. En
otros dos ejemplos, se introdujo la matriz de trombi-
na inmovilizada en un cartucho de filtros comercial.
El principal requisito para el cartucho 25 es que sea
fijable al extremo de administracion de una jeringa y
sea capaz de retener el material de soporte inmovili-
zado para la trombina inmovilizada cuando la solu-
cion de fibrindgeno 22 pase a su través. Una vez mas,
la trombina puede ser inmovilizada por enlaces cova-
lentes o no covalentes como se ilustra en las Figuras
1y 2y en los ejemplos a continuacion.

La alfa-trombina se formula como una prepara-
cion estable, inmovilizada unida a una matriz sélida
adecuada. En una forma de realizacién de la inven-
cion, la trombina inmovilizada esta contenida en un
cartucho compacto, reemplazable que se puede fijar
con seguridad al extremo LuerLock® de una jeringa
estdndar. El fibrindgeno se formula y se suministra co-
mo una solucién estable, preferentemente en una je-
ringa con un extremo LuerLock® y puede congelarse
para asegurar la estabilidad. En el momento del uso,
la solucién de fibrinégeno se calienta a temperatura
ambiente en su jeringa, un cartucho de a-trombina in-
movilizada se fija al extremo de salida de la jeringa,
y la solucién de fibrindgeno se extrude del depési-
to de la jeringa a través del cartucho que contiene a-
trombina para la administracién de pegamento de fi-
brina a un sitio de herida. Si el uso discontinuo de
un cartucho que contiene a-trombina da como resul-
tado la obstruccién del puerto de salida con codgulo
de fibrina, el cartucho bloqueado puede simplemen-
te sustituirse por un cartucho nuevo para permitir la
continuacidn de la aplicacion de pegamento de fibrina
usando la solucién de fibrindgeno residual contenida
en el depdsito de la jeringa. Este disefio minimiza el
tiempo de preparacion de la jeringa de pegamento de
fibrina, permite la administracién de pegamento de fi-
brina desde una tnica jeringa, proporcionando asi los
usos (por ejemplo cirujano) con un aplicador de jerin-
ga compacto de tamafio y aire familiar. Como ventaja
adicional, este disefio tnico de producto, no requerira
la formulacién concomitante con inhibidores de pro-
teasa como es la aprotinina.

La proteasa @-trombina usada para activar el fibri-
négeno y el factor XIII se puede inmovilizar o bien
covalentemente o no covalentemente en un soporte
s6lido adecuado o puede estar en forma de CLEC®
(Cristales de Enzima Entrecruzados) que estin conte-
nidos dentro de una cdmara permeable. Se cree que
la proteasa se podria inmovilizar covalentemente en
soportes solidos de una variedad de configuraciones
(por ejemplo gotas, membranas, filtros, etc) y compo-
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siciones (por ejemplo cristal, nitrocelulosa u otro ma-
terial celuldsico, poliestireno, polipropileno, metacri-
lato polihidroxilado, agarosa entrecruzada, dextrano,
etc) mientras que se conserva la actividad biolégica
sustancial. Cuando la proteasa se inmoviliza covalen-
temente, serd retenida completamente en su soporte
sdlido, insoluble en agua y no se extrudird al sitio de
la herida cuando se aplica el pegamento de fibrina.

La proteasa activadora se puede también inmovili-
zar no covalentemente en un soporte sélido de acuer-
do con fuerzas atractivas quimicas o fisicas entre la
proteasa y su soporte. Estas fuerzas atractivas pueden
ser de la naturaleza de estructuras moleculares com-
plementarias (por ejemplo interacciones anticuerpo-
antigeno, unién a i6n metdlica, unién de carbohidra-
to a resina de boronato o a una lectina inmovilizada,
u otras formas de cromatografia de afinidad) o de ad-
sorcion basada en las propiedades fisicas de superficie
(por ejemplo hidrofobicidad, carga, unién a hidrége-
no, etc.)

En caso de unién no covalente de la proteasa a su
soporte, se pueden crear condiciones por las que la
proteasa se retenga unida a su soporte o se libere par-
cialmente o totalmente durante el paso de la solucién
de fibrinégeno sobre la proteasa unida al soporte. Pa-
ra algunas aplicaciones, puede ser preferible permitir
la coextrusion de la proteasa y la fibrina/fibrin6geno
desde el extremo del cartucho al sitio de la herida para
optimizar la calidad del sellado resultante.

De hecho, la forma de realizacién ideal de esta in-
vencién puede incluir una combinacién de proteasa
activadora inmovilizada covalentemente y no cova-
lentemente. Sin tener en cuenta si la proteasa activa-
dora estd unida covalentemente o no covalentemente
a su soporte s6lido, la tasa de activacién del paso de
fibrindgeno a fibrina se puede regular variando la can-
tidad de sitios cataliticos enzimdticos bioldgicamente
activos presentes en el soporte.

Ejemplo 1
Escision de fibrindgeno soluble en fibrina mediante
trombina inmovilizada covalentemente

Se prepar6 un cartucho Acti-Disk® que contenia
trombina inmovilizada (conjugada) como se descri-
be anteriormente. La membrana se lavé después con
agua durante 10 min, 2,5 ml/min, a temperatura am-
biente y se equilibré con fosfato de sodio 20 mM pH
7,8. Como control negativo, se mezclaron 200 ul de
esta solucién de equilibrado con 300 ul de fibrin6ge-
no de 10 mg/ml. No se observé coagulacion.

Se hizo fluir una solucién de 10 mg/ml de fibriné-
geno en fosfato de sodio 20 mM, NaCl 150 mM, pH
7,8 a través del cartucho Acti-Disk® a 700 ul/min. El
material de salida se recogi6. Se pasaron aproximada-
mente 3 ml de solucién a través del cartucho (reco-
gidos como fracciones de 2 ml y 1 ml). Ambas frac-
ciones se coagularon en 2 min. Estos experimentos
indican que el fibrindgeno se estd escindiendo en fi-
brina mientras pasa a través de la membrana a la que
esta unida covalentemente la trombina, dando como
resultado la polimerizacion de la fibrina, externa al
cartucho de la membrana.

Ejemplo 2

Escision de fibrinogeno soluble en fibrina mediante
trombina adsorbida a resina de intercambio cationi-
co SP-Sepharosa® Fast Flow®

La trombina se inmovilizé en SP Sepharosa®como
se describe (véase Materiales y Procedimientos). La
resina con la trombina adsorbida (100 ul) se pipeted
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en un filtro de extremo de jeringa SFCA 0, 2 um se-
guido por 100 ul de fosfato de sodio 50 mM pH 7,8.
Una muestra de 1 ml de fibrinégeno de 10 mg/ml en
fosfato de sodio 100 mM, pH 7,8 se carg6 en una
jeringa de tuberculina de 1 cc. La fuerza iénica de la
solucién de fibrinégeno fue tal que cuando la solucién
entré en contacto con la resina catidnica, se eluyé la
trombina.

Cuando el fibrinégeno se hizo fluir a través de la
resina con la trombina adsorbida, el material que sa-
lfa de la jeringa y del cartucho del filtro contenia una
mezcla de fibrindégeno/fibrina y trombina que dio co-
mo resultado la formacién de un codgulo de fibrina
en aproximadamente 30 segundos. Una resina control
negativo sin trombina adsorbida mostré la no-capaci-
dad para coagular la solucién de fibrin6geno bajo las
mismas condiciones experimentales. El paso de una
solucién de fibrin6geno mads diluida (1 mg/ml) a tra-
vés de una segunda alicuota de resina catiénica con
trombina adsorbida dio como resultado un tiempo de
coagulacion de 45 segundos y un codgulo que parecia
ser mas débil. Una disminucién en la cantidad de re-
sina catiénica con trombina adsorbida (10 ul) cargada
en el cartucho de filtro del extremo de la jeringa, dio
como resultado un tiempo de coagulaciéon de 1 min
cuando se hizo fluir a través una solucién de fibriné-
geno de 10 mg/ml en condiciones de la misma fuerza
i6nica que anteriormente.

Estos experimentos ilustran que la trombina,
cuando se adsorbe no covalentemente a una resina
de intercambio catiénico, puede escindir el fibring-
geno, dando como resultado un pegamento de fibrina
o la formacién de codgulos. Ademads, la fuerza y el
tiempo de formacién de los codgulos se puede variar
cambiando las cantidades de fibrin6geno y/o trombi-
na. Las propiedades de coagulacién variadas pueden
ser utiles para diferentes aplicaciones.

Ejemplo 3
Escision de fibrinogeno soluble en fibrina mediante
trombina inmovilizada en nitrocelulosa

Se preparé una membrana de nitrocelulosa con
trombina inmovilizada en su superficie como se des-
cribe anteriormente. La nitrocelulosa se monté dentro
de un cartucho de filtro deshechable de 25 mm, que se
habia abierto con un corte, y sellado con pelicula de
laboratorio Parafilm™. Para probar si la trombina es-
taba siendo retirada mediante lavado de la membrana,
se pasé 1 ml de agua a través del cartucho y se recogié
en 500 ul de fibrinégeno de 20 mg/ml. El material que
salfa del cartucho coagul6 el fibrindégeno en 5 segun-
dos. Lo anterior se repitié con cuatro alicuotas mds de
1 ml de agua, dando como resultado los tiempos de
coagulacién respectivos de 20 s, 45 s, 2 min y 5 min.

Se pasé después una de 1 ml de solucién de fibri-
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négeno de 10 mg/ml (citrato de sodio 5 mM, CaCl,
2,5 mM, pH 7,8) a través del cartucho y se recogi6 co-
mo 14 fracciones separadas (una gota/fraccién). Las
primeras tres fracciones no coagularon; probablemen-
te contenfan poco fibrindgeno debido al volumen de
agua retenido en el cartucho. La fraccién n® 4 con-
tenia una coagulacién parcial o débil probablemente
debido a la concentracién de fibrinégeno disminuida
como resultado de la dilucién por el agua del volu-
men retenido. Las fracciones 5 hasta la 14 parecian
tener la formacion de codgulo fuerte después de 1,5
min igualmente.

El experimento anterior se repitié sin lavar la ni-
trocelulosa en PBS pero en lugar de ello pasando 5
ml de agua a través del cartucho que contenia la ni-
trocelulosa. Una vez mas, se pasé 1 ml de solucién de
fibrinégeno de 10 mg/ml a través del cartucho, lo que
dio como resultado la formacién de codgulo en 18 s.
Estos experimentos indican que la trombina adsorbi-
da en la nitrocelulosa puede escindir el fibrindgeno en
fibrina dando como resultado la formacién de codgu-
los.

Discusion

El fibrinégeno debe escindirse proteoliticamente
en mondmero de fibrina, cuya polimerizacién espon-
tdnea conduce a la fibrina (pegamento). La estabilidad
y fuerza del pegamento de fibrina resultante se po-
tencian mediante el entrecruzamiento de las cadenas
de fibrina catalizado por el factor activado XIII (co-
nocido como factor XIIIa). Estos ejemplos muestran
diferentes medios por los que tanto el fibrindgeno co-
mo el factor XIII pueden escindirse, y activarse con-
secuentemente, mediante @-trombina cuando se expo-
nen transitoriamente a la proteasa inmovilizada mien-
tras se extruden desde una jeringa. Se pueden usar
medios equivalentes para lograr resultados esencial-
mente similares.

Se cree que las invenciones reveladas aqui, ten-
drian aplicacién en otros sistemas en los que se podria
usar un sistema de enzima inmovilizada para catali-
zar otras reacciones terapéuticas ttiles. Por ejemplo,
la administracién de plasmina para la trombolisis, o
la administracién de factores de coagulacion activa-
dos (por ejemplo, factores Ila, VIIa, VIlla, Ixa, Xa,
Xia, XIIa, XIIIa) para la hemostasis, o la administra-
cioén de proteina C activada para la anticoagulacion,
podrian beneficiarse de la aplicacién de esta inven-
cion.

Los ejemplos anteriores pretenden ilustrar la in-
vencién y se cree que los expertos en la materia po-
dran pensar en variaciones de la misma. En conse-
cuencia, se pretende que el alcance de la invencién
deba estar limitado solo por las reivindicaciones si-
guientes.
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REIVINDICACIONES

1. Un dispositivo para aplicar una solucién acti-
vada de fibrina polimerizable a partir de un puerto de
salida (33) en un sitio deseado, comprendiendo el dis-
positivo:

a) una jeringa con un depdsito (11), teniendo el
depésito un compartimento (21) para una solucién de
fibrinégeno (22) y una punta (23) conectada al com-
partimento,

b) un cartucho (25) con un puerto de entrada (31),
el puerto de salida, y un recinto intermedio, definien-
do el recinto un espacio interior confluyente con el
puerto de entrada y el puerto de salida, siendo el puer-
to de entrada fijable a la punta del depdsito, y

¢) un soporte insoluble en agua con trombina in-
movilizada en el soporte, estando contenido el soporte
en el espacio interior del bastidor del cartucho.

2. El dispositivo de la reivindicacién 1, en el que
la solucién de fibrinbgeno comprende adicionalmente
el factor XIII.

3. El dispositivo de la reivindicacién 1, en el que
la trombina se inmoviliza uniéndose al soporte inso-
luble en agua mediante una combinacién de enlaces
covalentes e interacciones no covalentes.

4. El dispositivo de la reivindicacién 1, en el que
la trombina se inmoviliza uniéndose covalentemente
al soporte insoluble en agua.
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5. El dispositivo de la reivindicacién 1, en el que la
trombina se inmoviliza uniéndose no covalentemente
al soporte insoluble en agua.

6. El dispositivo de una de las reivindicaciones 1
a 5, en el que el soporte insoluble en agua compren-
de un material seleccionado del grupo formado por
cristal, material celuldsico, poliestireno, polipropile-
no, metacrilato polihidroxilado, agarosa entrecruzada,
y dextrano.

7. Un dispositivo que comprende un cartucho (25)
que tiene un puerto de entrada (31), un puerto de sali-
da (33), y un recinto intermedio, definiendo el recinto
un espacio interior confluyente con el puerto de en-
trada y el puerto de salida, estando el dispositivo ca-
racterizado por ser el puerto de entrada fijable a una
jeringa y conteniendo el espacio interior del recinto
un soporte insoluble en agua sobre el que se inmovi-
liza trombina biolégicamente activa.

8. El dispositivo de la reivindicacion 7, en el que
la trombina se inmoviliza en el soporte mediante la
combinacién de uniones covalentes y no covalentes.

9. El dispositivo de la reivindicacion 7, en el que
la trombina se inmoviliza uniéndose covalentemente
al soporte insoluble en agua.

10. El dispositivo de la reivindicacién 7, en el que
la trombina se inmoviliza uniéndose no covalente-
mente al soporte insoluble en agua.
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