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DESCRIPCION
Materiales adhesivos biocompatibles y métodos
Campo de la invencion

Esta divulgacién se refiere a materiales adhesivos biocompatibles, tal como para su uso con tejidos biolégicos y/o
implantes médicos, asi como a métodos y kits para preparar y usar los materiales adhesivos biocompatibles.

Antecedentes

Se ha usado un numero de adhesivos de tejido en diversos procedimientos y aplicaciones médicas, incluyendo
cierre de heridas tépicas, complementacién o sustitucion de las suturas o grapas quirlrgicas, adhesion de materiales
sintéticos a tejidos bioldgicos y suministro de farmaco. Sin embargo, un nimero de adhesivos de tejido conocidos,
son inadecuados para muchas aplicaciones, por ejemplo, debido a productos de degradacion toxicos, curado lento,
pobre resistencia mecanica y otros inconvenientes.

Se han desarrollado diversas variedades de adhesivos de hidrogel, que no son toéxicos y tienen propiedades
mejoradas. Estos hidrogeles generalmente se forman haciendo reaccionar un componente que tenga grupos
nucledfilos con un componente que tenga grupos electrofilos que reaccionan para formar una red reticulada. Sin
embargo, estos hidrogeles normalmente se disuelven demasiado rapidamente, carecen de adhesion suficiente o
tienen una resistencia mecénica insuficiente.

El documento US2006/079599 desvela composiciones adhesivas y de suministro de farmaco que comprenden una
solucion de un polisacarido oxidado que contiene grupos aldehido y una segunda solucién que comprende un
compuesto de poliamida.

Por lo tanto, seria deseable proporcionar formulaciones adhesivas mejoradas que superen una o mas de las
desventajas descritas anteriormente.

Sumario

En un aspecto, se proporcionan composiciones y métodos para adherir, sellar o tratar uno o mas tejido biolégicos. El
método puede incluir combinar un componente de polimero y un componente de dendrimero para formar una
formulacion adhesiva, y poner en contacto uno o mas tejidos bioldgicos con la formulacién adhesiva. En las
realizaciones, el componente de polimero comprende un polimero que tiene uno o mas grupos aldehido. En las
realizaciones, el componente de dendrimero comprende un dendrimero que tiene al menos 2 brazos o ramas con
uno o mas grupos superficiales. En ciertas realizaciones, menos del 75 % de los grupos superficiales comprenden al
menos una amina primaria o secundaria. En algunas realizaciones, las formulaciones adhesivas se usan en un
método para tratar, adherir o sellar un tejido biolégico, comprendiendo el método (1) proporcionar una primera
solucion que comprende un componente de polimero, en el que el componente de polimero comprende un polimero
que tiene uno o mas grupos aldehido, (2) proporcionar una segunda solucién que comprende un componente de
dendrimero, en el que el componente de dendrimero comprende un dendrimero que tiene al menos 2 ramas con uno
0 mas grupos superficiales, en el que menos del 75 % de los grupos superficiales comprenden al menos una amina
primaria o secundaria, (3) combinar la primera y segunda soluciones entre si para producir una formulacion adhesiva
y poner en contacto uno o mas tejidos biolégicos con la formulacién adhesiva y (4) permitir que la formulacion
adhesiva se cure.

En otro aspecto se proporcionan kits para preparar y suministrar una composicion adhesiva. El kit puede incluir una
primera parte que comprende un componente de polimero y una segunda parte que comprende un componente de
dendrimero. EI componente de polimero puede comprender un polimero que tiene uno o mas grupos aldehido. El
componente de dendrimero puede comprender un dendrimero que tiene al menos 2 brazos o ramas con uno 0 mas
grupos superficiales. En ciertas realizaciones, menos del 75 % de los grupos superficiales comprenden al menos una
amina primaria o secundaria. El kit puede incluir medios para mezclar la primera y segunda partes entre si.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa la fluorescencia normalizada e imagenes de microesferas fluorescentes recubiertas con
aldehido (f-MS) sobre las superficies de tejidos a partir de tres regiones del intestino delgado.

La Figura 2 representa las fluorescencias interfacial e imagenes de una formulacién dendrimero:dextrano
marcada aplicada a las superficies de tejidos a partir de tres regiones del intestino delgado.

La Figura 3 representa la correlacion de la fluorescencia normalizada de f-MS y formulaciones
dendrimero:dextrano marcadas cuando se aplican a superficies de tejidos a partir de tres regiones del intestino
delgado.

La Figura 4 representa la carga maxima de tres formulaciones adhesivas que contienen soluciones de dextrano
de diferentes concentraciones.
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La Figura 5 representa la carga maxima a fallo para diferentes formulaciones adhesivas que contienen
soluciones de dextrano de diferentes concentraciones.

La Figura 6 representa la fluorescencia en la interfaz entre diversas formulaciones adhesivas y tejidos del
yeyuno.

La Figura 7 representada la correlacién entre fluorescencia (sucedaneo para contenido de amina del tejido) y
carga maxima de formulaciones adhesivas aplicadas al yeyuno.

La Figura 8 representa la biocompatibilidad de varias formulaciones adhesivas usando fibroblastos 3T3.

Las Figuras 9 y 10 representan hallazgos histopatoldgicos pertinentes para diversas formulaciones adhesivas.
La Figura 11 representa una comparacion de tiempos de gelificacion para las formulaciones adhesivas descritas
en este documento y varios adhesivos que contienen poli(etilenglicol) aminado.

La Figura 12 representa la carga maxima de diversas formulaciones adhesivas que contienen dendrimero o PEG
amina.

La Figura 13 representa los tiempos de gelificacién de adhesivos de PEG amina de diversos pesos moleculares
y formulaciones adhesivas que contienen dendrimero.

La Figura 14 representa los resultados del ensayo de traccion para adhesivos de PEG amina con PEG aminas
de diferentes pesos moleculares.

La Figura 15 representa la distribucién de la intensidad de las microesferas en modelos sanos y enfermos.

La Figura 16 representa la intensidad promedio de las microesferas aplicadas a tejidos sanos y enfermos.

Las Figuras 17 y 18 representan la cobertura de la superficie del tejido de microesferas fluorescentes en tejido
de colon sano y enfermo.

La Figura 19 representa la intensidad de las microesferas fluorescentes en colon de conejo sano, colon de
conejo enfermo, colon de rata sano y colon de rata enfermo.

Las Figuras 20 y 21 representan la puntuacion histologica para tejidos sanos y enfermos con y sin incisiones y
con y sin la aplicacién de una formulacién adhesiva.

La Figura 22 representa una realizacion de un kit que contiene los componentes de una formulacién adhesiva.

Descripcion detallada

Se han desarrollado composiciones y métodos mejorados para adherir, sellar o tratar uno o mas tejidos biolégicos.
En general, estas formulaciones adhesivas comprenden un componente de dendrimero y un componente de
polimero. En algunas realizaciones, las formulaciones adhesivas se usan como adhesivos de tejidos, sellantes de
tejido, tratamientos de tejido, materiales de matriz, cargas, recubrimientos o una combinacién de los mismos.

Las formulaciones adhesivas descritas en este documento consiguen una mejor adhesién, sellado y/o tratamiento
que los adhesivos conocidos anteriormente porque el componente de dendrimero tiene aminas en menos del 75 %
de sus grupos superficiales.

Como se usa en este documento, la expresion "que se adhiere" generalmente se refiere a que se fijan, permanente
o temporalmente, dos 0 mas tejidos bioldgicos, o dos 0 mas regiones de un tejido biolégico. Como se usa en este
documento, la expresién "que se sella" generalmente se refiere a cubrir, al menos parcialmente, o llenar, al menos
parcialmente uno o mas sitios en uno o mas tejidos bioldgicos, tal como una herida. Como se usa en este
documento, la expresion "que se trata" generalmente se refiere a mejorar la respuesta de al menos un tejido
biolégico al que se aplica una o mas formulaciones adhesivas. En algunas realizaciones, la "respuesta" que se
mejora o potencia incluye inflamacion, curacion o ambas.

En general, pueden usarse formulaciones adhesivas en cualquier tejido biologico interno o externo. Los tejidos
biolégicos pueden ser humanos u otro tejido de mamifero. Los tejidos bioldgicos se pueden generar de forma natural
o artificial. Los tejidos biologicos pueden ser piel, hueso, ocular, muscular, vascular o de un érgano interno, tal como
pulmoén, intestino, corazén, higado, etc.

La formulacién adhesiva puede aplicarse a un sitio de tejido en un ser humano u otro paciente animal como por
ejemplo durante un procedimiento quirdrgico u otro procedimiento médico. En una realizacion, la formulacién
adhesiva se usa para crear una anastomosis. En algunas realizaciones, la formulaciéon adhesiva se usa para adherir,
sellar y/o tratar una herida, lesién o una combinacién de las mismas. Por ejemplo, la formulaciéon adhesiva puede
aplicarse a heridas de curado lento o problematicas, tal como las que sufren los diabéticos.

En una realizacion, la formulaciéon adhesiva puede usarse para asegurar o ayudar a asegurar un implante médico, tal
como un implante ortopédico, dentro de un paciente humano u otro paciente animal.

Componente de dendrimero

En una realizacion, el componente de dendrimero comprende un dendrimero que tiene aminas en menos del 75 %
de sus grupos superficiales, que se denominan comunmente "grupos terminales" o "grupos finales". Como se usa en
este documento, la expresién "dendrimero" se refiere a cualquier compuesto con un nucleo polivalente unido
covalentemente a dos o mas ramas dendriticas. En una realizacion, las aminas son aminas primarias. En otra
realizacién, las aminas son aminas secundarias. En otra realizacién mas, uno o mas grupos superficiales tienen al
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menos una amina primaria y al menos una amina secundaria.

En una realizacion, el dendrimero se extiende a través de al menos 2 generaciones. En otra realizacion, el
dendrimero se extiende a través de 3 generaciones. En otra realizacién mas, el dendrimero se extiende a través de
al menos 4 generaciones. En otra realizacién mas, el dendrimero se extiende a través de al menos 5 generaciones.
En una realizaciéon adicional, el dendrimero se extiende a través de al menos 6 generaciones. En otra realizacion
adicional mas, el dendrimero se extiende a través de al menos 7 generaciones.

En una realizacion, el dendrimero puede tener un peso molecular de aproximadamente 1.000 a aproximadamente
1.000.000 Dalton. En una realizacién adicional, el dendrimero puede tener un peso molecular de aproximadamente
3.000 a aproximadamente 120.000 Dalton. En otra realizacién, el dendrimero puede tener un peso molecular de
aproximadamente 10.000 a aproximadamente 100.000 Dalton. En otra realizacién, el dendrimero puede tener un
peso molecular de aproximadamente 20.000 a aproximadamente 40.000 Dalton.

En general, el dendrimero puede prepararse usando cualquier método conocido. En una realizacion, el dendrimero
se prepara oxidando un dendrimero de partida que tiene grupos superficiales que comprenden al menos un grupo
hidroxilo, de manera que al menos una porcién de los grupos superficiales comprende al menos una amina. En otra
realizacién, el dendrimero se prepara oxidando un dendrimero de partida de generacion 5 (G5) que tiene grupos
superficiales que comprenden al menos un grupo hidroxilo, de manera que al menos una porcién de los grupos
superficiales comprende al menos una amina. En otra realizacion més, el dendrimero se prepara oxidando un
dendrimero G5 de partida que tiene grupos superficiales que comprenden al menos un grupo hidroxilo de manera
que aproximadamente el 25 % de los grupos superficiales comprende al menos una amina. En una realizacion
particular, el dendrimero es un dendrimero G5 que tiene aminas primarias en aproximadamente el 25 % de los
grupos superficiales del dendrimero.

En una realizacion, el dendrimero es un dendrimero derivado de poli(amidoamina) (PAMAM). En otra realizacién, el
dendrimero es un dendrimero derivado de PAMAM G5. En otra realizacion mas, en dendrimero es un dendrimero
derivado de PAMAM G5 que tiene aminas primarias en aproximadamente el 25 % de los grupos superficiales del
dendrimero.

En una realizacion, el dendrimero es un dendrimero derivado de poli(propilenimina).

En ciertas realizaciones, el componente de dendrimero se combina con un liquido para formar una solucién del
componente de dendrimero. En una realizacién, la solucién del componente de dendrimero es una solucién acuosa.
En una realizacion, la solucién comprende agua, soluciéon salina tamponada con fosfato (PBS), Medio de Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM), o cualquier combinacion de los mismos. En una realizacion, la concentracion del
componente de dendrimero en la solucion del componente de dendrimero es de aproximadamente el 5% a
aproximadamente el 25 % en peso. En otra realizacién, la concentracion del componente de dendrimero en la
solucion del componente de dendrimero es de aproximadamente el 10 % a aproximadamente el 20 % en peso. En
una realizacién adicional, la concentracién del componente de dendrimero en la solucidon del componente de
dendrimero es de aproximadamente el 11 % a aproximadamente el 15 % en peso.

En algunos casos, el componente de dendrimero o la solucién del componente de dendrimero pueden comprender
adicionalmente un aditivo. En general, la cantidad de aditivo puede variar dependiendo de la aplicacién, tipo de
tejido, concentracién de la solucion del componente de dendrimero, el tipo de componente de dendrimero,
concentracién de las soluciones de componente de polimero y/o tipo de componente de polimero. El ejemplo de
aditivos adecuados incluye, aunque sin limitacion, modificadores del pH, espesantes, agentes microbianos,
colorantes, tensioactivos y compuestos radioopacos. Se describen ejemplos especificos de estos tipos de aditivos en
este documento. En una realizacion, la solucién del componente de dendrimero comprende un aditivo de
espumacion.

En realizaciones particulares, el componente de dendrimero o la solucién del componente de dendrimero
comprenden al menos un farmaco. En tales realizaciones, la formulaciéon adhesiva puede servir como material de
matriz para liberacion controlada del farmaco. El farmaco puede ser esencialmente cualquier farmaco adecuado para
administracion local, regional o sistémica a partir de una cantidad de la formulacién adhesiva que se haya aplicado a
uno o mas sitios de tejido en un paciente. En una realizacion, el farmaco comprende un agente trombogénico. Los
ejemplos no limitantes de agentes trombogénicos incluyen trombina, fibrindgeno, homocisteina, estramustina y
combinaciones de los mismos. En otra realizacién, el farmaco comprende un agente antiinflamatorio. Los ejemplos
no limitantes de agentes antiinflamatorios incluyen indometacina, acetato de &cido salicilico, ibuprofeno, sulindac,
piroxicam, naproxeno y combinaciones de los mismos. En otra realizacion mas, el farmaco comprende un agente
antineoplasico. En otras realizaciones mas, el farmaco es uno para terapia génica. Por ejemplo, el farmaco puede
comprender moléculas ARNsi para combatir el cancer. Se prevén otros farmacos.

En otras realizaciones particulares, el componente de dendrimero o la solucién del componente de dendrimero
comprenden una o mas células. Por ejemplo, la formulacién adhesiva puede servir como un material de matriz para
suministrar células a un sitio de tejido en el que se haya aplicado la formulacién adhesiva. En las realizaciones, las
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células pueden comprender células endoteliales (EC), células progenitoras endoteliales (EPC), células madre
hematopoyéticas u otras células madre. En una realizacion, las células son capaces de liberar factores para tratar la
enfermedad cardiovascular y/o reducir la restenosis. Se prevén otros tipos de células.

Componente de polimero

En general, el componente de polimero comprende un polimero con uno o mas grupos funcionales capaces de
reaccionar con uno o mas grupos funcionales sobre un tejido bioldégico y/o uno o mas grupos funcionales en el
componente de dendrimero.

En ciertas realizaciones, el polimero es al menos un polisacarido. En estas realizaciones, el al menos un polisacarido
puede ser lineal, ramificado o tener secciones tanto lineales como ramificadas dentro de su estructura. En general, el
al menos un polisacarido puede ser natural, sintético o modificado, por ejemplo reticulando o alterando los
sustituyentes del polisacarido o ambos. En una realizacién, el al menos un polisacarido esta basado en plantas. En
otra realizacion, el al menos un polisacarido esta basado en animales. En otra realizacién mas, el al menos un
polisacarido es una combinacién de polisacaridos basados en plantas y basados en animales. Los ejemplos no
limitantes de polisacaridos incluyen, aunque sin limitacién, dextrano, quitina, almidén, agar, celulosa, acido
hialurénico o una combinacién de los mismos.

En ciertas realizaciones, el al menos un polimero tiene un peso molecular de aproximadamente 1.000 a
aproximadamente 1.000.000 Dalton. En una realizacién, el al menos un polimero tiene un peso molecular de
aproximadamente 5.000 a aproximadamente 15.000 Dalton. A menos que se especifique de otra manera, el "peso
molecular" del polimero se refiere al peso molecular promedio en nimero.

En algunas realizaciones, el polimero se funcionaliza de manera que su estructura incluya uno 0 mas grupos
funcionales que reaccionaran con uno 0 mas grupos funcionales en un tejido biolégico y/o0 uno o mas grupos
funcionales en el componente de dendrimero. En una realizacion, el uno o méas grupos funcionales incorporados en
la estructura del polimero es un aldehido.

En ciertas realizaciones, el grado de funcionalizacion del polimero es ajustable. El "grado funcionalizacién"
generalmente se refiere al nimero o porcentaje de grupos reactivos en el polimero que se reemplazan o convierten
en el uno o mas grupos funcionales deseados. En una realizacién, el grado de funcionalizacion se ajusta basandose
en el tipo de tejido al que se aplica el adhesivo, la concentraciéon o concentraciones de los componentes y/o el tipo
de polimero o dendrimero usado en el adhesivo. En una realizacién, el grado de funcionalizacion, es de
aproximadamente el 10 % a aproximadamente el 75 %. En otra realizacién, el grado de funcionalizacién es de
aproximadamente el 15 % a aproximadamente el 50 %. En otra realizacién mas, el grado de funcionalizacién es de
aproximadamente el 20 % a aproximadamente el 30 %.

En una realizacién, el polimero es dextrano con un peso molecular de aproximadamente 10 kDa. En otra realizacion,
el polimero es dextrano que tiene aproximadamente un 50 % de sus grupos hidroxilos convertidos en aldehidos. En
una realizacion adicional, el polimero es dextrano con un peso molecular de aproximadamente 10 kDa y
aproximadamente 50 % de sus grupos hidroxilos convertidos en aldehidos.

En algunas realizaciones, un polisacarido se oxida para incluir un porcentaje deseado del uno o mas grupos
funcionales aldehido. En general, esta oxidacion puede realizarse usando cualquier medio conocido. Por ejemplo,
los agentes oxidantes adecuados incluyen, aunque sin limitacion peryodatos, hipocloritos, ozono, peroxidos,
hidroperdxidos, persulfatos y percabonatos. En una realizacion, la oxidaciéon se realiza usando peryodato sédico.
Normalmente, pueden usarse diferentes cantidades de agentes oxidantes para alterar el grado de funcionalizacion.

En ciertas realizaciones, el componente de polimero se combina con un liquido para formar una solucién del
componente de polimero. En una realizacién, la solucion del componente de polimero es una solucién acuosa. En
una realizacién, la solucién comprende agua, PBX, DMEM, o cualquier combinacién de los mismos.

En general, la solucién del componente de polimero puede tener cualquier concentracién adecuada de componente
de polimero. En una realizacion, la concentracién del componente de polimero en la solucion del componente de
polimero es de aproximadamente el 5 % a aproximadamente el 40 % en peso. En otra realizacion, la concentracion
del componente de polimero en la solucién del componente de polimero es de aproximadamente el 5% a
aproximadamente el 30 % en peso. En otra realizacién mas, la concentracién del componente de polimero en la
solucion del componente de polimero es de aproximadamente el 5% a aproximadamente el 25 % en peso.
Normalmente, la concentracion puede adaptarse y/o ajustarse basandose en la aplicaciéon particular, tipo de tejido
y/o tipo de concentracién del componente de dendrimero usado.

El componente de polimero o la solucién del componente de polimero pueden comprender también uno o mas
aditivos. En una realizacion, el aditivo es compatible con el componente de polimero. En otra realizacion, el aditivo
no contiene aminas primarias o secundarias. En general, la cantidad de aditivo varia dependiendo de la aplicacion,
tipo de tejido, concentracién de la solucion del componente de polimero, tipo de componente de polimero y/o
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componente de dendrimero. Los ejemplos de aditivos adecuados, incluyen, aunque sin limitacion, modificadores del
pH, espesantes, agentes antimicrobianos, colorantes, tensioactivos y compuestos radioopacos. En otras
realizaciones, la solucion del componente de polimero comprende un agente de espumacion.

En ciertas realizaciones, el modificador del pH es un compuesto acido. Los ejemplos de modificadores del pH acidos
incluyen, aunque sin limitacion, &cidos carboxilicos, acidos inorganicos y acidos sulfonicos. En otras realizaciones, el
modificador del pH es un compuesto basico. Los ejemplos de modificadores del pH basicos incluyen, aunque sin
limitacion, hidroxidos, alcéxidos, compuestos que contienen nitrégeno distintos de aminas primarias y secundarias,
carbonatos basicos y fosfatos basicos.

En general, el espesante puede seleccionarse de cualquier modificador de la viscosidad conocido incluyendo,
aunque sin limitacién, polisacaridos y derivados de los mismos tal como almidén o hidroxietil celulosa.

En general, el tensioactivo puede ser cualquier compuesto que reduzca la tensiéon superficial del agua. En una
realizacién, el tensioactivo es un tensioactivo i6nico por ejemplo el lauril sulfato sodico. En otra realizacion, el
tensioactivo es un tensioactivo neutro. Los ejemplos de tensioactivos neutros incluyen, aunque sin limitacion, éteres
de polioxietileno, ésteres de polioxietileno y polioxoetilensorbitanos.

En una realizacion, el compuesto radioopaco es sulfato de bario, particulas de oro o una combinaciéon de los
mismos.

En realizaciones particulares, el componente de polimero o la solucién del componente de polimero comprenden al
menos un farmaco. En tales realizaciones la formulacion adhesiva puede servir como material de matriz para
liberacion controlada del farmaco. El farmaco puede ser esencialmente cualquier farmaco adecuado para
administracion local, regional o sistémica a partir de una cantidad de la formulacién adhesiva que se haya aplicado a
uno o mas sitios de tejido en un paciente. En una realizacién, el farmaco comprende un agente trombogénico. Los
ejemplos no limitantes de agentes trombogénicos incluyen trombina, fibrinbgeno, homocisteina, estramustina y
combinaciones de los mismos. En otra realizacion, el farmaco comprende un agente antiinflamatorio. Los ejemplos
no limitantes de agentes antiinflamatorios incluyen indometacina, acetato de acido salicilico, ibuprofeno, sulindac,
piroxicam, naproxeno y combinaciones de los mismos. En otra realizacién mas, el farmaco comprende un agente
antineoplasico. En otras realizaciones mas, el farmaco es uno para terapia génica o celular. Por ejemplo, el farmaco
puede comprender moléculas de ARNSsi para combatir el cancer. Se prevén otros farmacos.

En otras realizaciones particulares, el componente de polimero o la solucion del componente de polimero
comprenden una o mas células. Por ejemplo, la formulaciéon adhesiva puede servir como un material de matriz para
suministrar células a un sitio de tejido en el que se haya aplicado la formulacién adhesiva. En las realizaciones, las
células pueden comprender células endoteliales (EC) células progenitoras endoteliales (EPC), células madre
hematopoyéticas u otras células madre. En una realizacion, las células son capaces de liberar factores para tratar de
la enfermedad cardiovascular y/o reducir la restenosis. Se prevén otros tipos de células.

Formulacién adhesiva

En general, las formulaciones adhesivas descritas en este documento pueden formarse combinando el componente
de polimero o la solucién del componente de polimero y el componente de dendrimero o la solucién del componente
de dendrimero. EI componente de polimero o la solucion del componente de polimero y el componente de
dendrimero o la solucién del componente de dendrimero se combinan antes de poner en contacto un tejido biolégico
con la formulacién adhesiva. El componente de polimero o la solucion del componente de polimero y el componente
de dendrimero y la solucion del componente de dendrimero se combinan, en cualquier orden, sobre un tejido
biolégico. EI componente de polimero o la solucién del componente de polimero pueden aplicarse a un primer tejido
biolégico, el componente de dendrimero o la solucién del componente de dendrimero a un segundo tejido biolégico,
y el primer y segundo tejidos biolégicos se ponen en contacto. EI componente de polimero o la solucién del
componente de polimero pueden aplicarse a una primera regiéon de un tejido biolégico, el componente de
dendrimero o la solucién del componente de dendrimero a una segunda regién de un tejido biolégico y la primera y
segunda regiones se ponen en contacto.

En general, la formulacion adhesiva pude aplicarse a uno o mas tejido biolégicos como un adhesivo, sellante y/o
tratamiento. El uno o mas tejidos biolégicos pueden ser enfermos o sanos. En una realizacién, la formulacion
adhesiva se aplica a uno o mas tejidos biolégicos como un adhesivo. En otra realizacién, la féormula adhesiva se
aplica a uno o mas tejidos biolégicos como un sellante. En una realizaciéon adicional, la formulacién adhesiva se
aplica a uno o mas tejidos biolégicos como un tratamiento. En una realizacion adicional, la formulaciéon adhesiva se
aplica a uno o mas tejidos biolégicos como un adhesivo y sellante. En otra realizacién mas, la formulacién adhesiva
se aplica a uno o mas tejidos biolégicos como un adhesivo y tratamiento. En otra realizacion mas, la formulacion
adhesiva se aplica a uno o mas tejidos biolégicos como un sellante y tratamiento. En otra realizacion adicional, la
formulacion adhesiva se aplica a uno o mas tejidos biolégicos como un adhesivo, sellante y tratamiento
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Como se usa en este documento, la formulacion adhesiva es un "tratamiento” cuando mejora la respuesta de al
menos un tejido biolégico al que se aplica. En algunas realizaciones, la respuesta mejorada es reducir la inflamacion
global, mejorar la respuesta especifica en el sitio de la herida/interfaz del tejido y la formulacién adhesiva, potenciar
la curacién o una combinacion de las mismas. Como se usa en este documento, la expresion "reducir la inflamacion
global" se refiere a una mejora de la puntuacién histolégica que refleja la gravedad de la inflamacion. Como se usa
en este documento la expresion "mejorar la respuesta especifica en el sitio de la herida/interfaz del tejido y la
formulacion adhesiva" se refiere a una mejora de las puntuaciones histoldgicas que reflejan la gravedad de los
neutrofilos séricos. Como se usa en este documento la expresion "potenciar la curacién” se refiere a una mejora de
las puntuaciones histoldgicas que reflejan la gravedad de la fibrosis serosa.

Después de poner en contacto uno o mas tejidos bioldgicos, pueden permitirse un tiempo adecuado para curar o
gelificar las formulaciones adhesivas. Cuando la formulacién adhesiva "se cura" o "gelifica", como estos términos se
usan en este documento, significa que los grupos reactivos en el componente de polimero, el componente de
dendrimero y uno o mas tejidos bioldégicos han experimentado una o mas reacciones. Sin querer quedar ligado a
teoria particular alguna, se cree que las formulaciones adhesivas descritas en este documento son eficaces porque
el componente de polimero reacciona tanto con el componente de dendrimero como con la superficie de los tejidos
biolégicos. En ciertas realizaciones, los grupos funcionales aldehido reactivos del componente de polimero
reaccionan con las aminas en el componente de dendrimero y los tejidos biol6gicos para formar enlaces imina. En
estas realizaciones, se cree que las aminas o el componente de dendrimero reaccionan con un alto porcentaje de
los aldehidos en el componente de polimero, reduciendo de esta manera la toxicidad y aumentando la
biocompatibilidad de las formulaciones adhesivas. Normalmente, el tiempo necesario para curar o gelificar las
formulaciones adhesivas variard basandose en un nimero de factores incluyendo, aunque sin limitacién, las
caracteristicas del componente de polimero y/o componente de dendrimero, las concentraciones de la solucion del
componente de polimero y/o la solucion del componente de dendrimero y las caracteristicas del uno o mas tejidos
biolégicos. En las realizaciones, la formulacion adhesiva se curara suficientemente para proporcionar una unién
deseada o sellado poco después de que los componentes se combinen. El tiempo de gelificacion o curado
posibilitara que una mezcla de los componentes pueda suministrarse de forma fluida a un area diana antes de
hacerse demasiado viscoso o solidificar y después una vez aplicado al area diana fragua rapidamente en ella. En
una realizacién el tiempo de gelificacién o curado es menor de 120 segundos. En otra realizacién, el tiempo de
gelificacién o curado es entre 3 y 60 segundos. En una realizacién particular, el tiempo de gelificacién o curado es
entre 5y 30 segundos.

En ciertas realizaciones, se afiaden uno o mas agentes de espumacién a la solucién del componente de polimero
y/o la soluciéon del componente de dendrimero antes de que las soluciones se combinen. En una realizacién, los
agentes de espumacién comprenden un sistema liquido de dos partes que comprende Parte 1 y Parte 2, en el que la
Parte 1 comprende un bicarbonato y la Parte 2 una soluciéon acuosa de di- o polialdehido y un valorante. Existe un
amplio intervalo de di- o polialdehidos, y su utilidad esta restringida en gran medida por la disponibilidad y por su
solubilidad en agua. Por ejemplo, el glioxal acuoso (etanodial) es util, asi como también lo es el glutaraldehido
acuoso (pentadial). Las mezclas solubles en agua de di- y polialdehidos preparadas por escisién oxidativa de los
carbohidratos apropiados con peryodato, ozono o similares pueden ser Gtiles también.

Se empela un valorante mas preferentemente en la solucién liquida de la Parte 2. Mas especificamente, el valorante
es un acido organico o inorganico, tampdn, sal o solucién salina que sea capaz de reaccionar con el componente
bicarbonato de la Parte 1 para generar diéxido de carbono y agua como subproductos de reaccion. El diéxido de
carbono gaseoso que se genera crea una estructura similar a espuma de la formulacién adhesiva y también provoca
que el volumen de la formulacion adhesiva se expanda.

Mas preferentemente, el valorante es un acido inorganico u organico que esta presente en una cantidad para
conferir un pH acido a la mezcla resultante de los componentes de la Parte 1 y de la Parte 2. Los acidos preferidos
que pueden emplearse en la practica de la presente invencidon incluyen acido fosférico, acido sulfarico, acido
clorhidrico, acido acético y acido citrico.

Formulaciones especificas de tejido

En general, el componente de polimero y el componente de dendrimero que se combinan para formar la formulacién
adhesiva pueden adaptarse a tejidos biolégicos especificos. Por ejemplo, el tipo de componentes o las cantidades
de uno o ambos de los componentes pueden ajustarse. Sin desear quedar ligado a teoria particular alguna, se cree
que realizar un analisis para determinar la densidad de los grupos amina en la superficie de un tejido biolégico puede
guiar en la determinacion de cémo alterar las formulaciones adhesivas. En una realizacion, se aplican microesferas
fluorescentes recubiertas con aldehido (f-MS) a diversos tejidos para ayudar en el analisis.

En general, las formulaciones adhesivas pueden ajustarse de cualquier manera para compensar las diferencias
entre los tejidos. En una realizacién, la cantidad de componente de polimero se aumenta o disminuye mientras la
cantidad de componente de dendrimero no cambia. En otra realizacion, la cantidad de componente de dendrimero
se aumenta o disminuye mientras la cantidad de componente de polimero no cambia. En otra realizacion la
concentracién de la solucion del componente de polimero se aumenta o disminuye mientras el componente de
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dendrimero o la solucion del componente de dendrimero no cambia, en otra realizacion mas, la concentracién de la
solucion de componente del dendrimero se aumenta o disminuye mientras el componente de polimero o la solucién
del componente de polimero no cambia. En una realizacion adicional, se cambian las concentraciones tanto de la
solucion del componente de polimero como de la solucion del componente de dendrimero.

Cuando la densidad de amina sobre la superficie de un tejido biolégico particular es desconocida debido a
enfermedad, lesiéon u otras causas, puede afadirse un exceso de componente de polimero o de soluciéon del
componente de polimero, en algunas realizaciones, cuando se aplica por primera vez la formulacién adhesiva,
entonces la cantidad de componente de polimero o solucién del componente de polimero puede reducirse, por
ejemplo de forma gradual o drastica, hasta que esta consigue el efecto deseado. El "efecto deseado”, en esta
realizacién puede ser un tiempo de curacién, adhesion, sellado apropiado o adecuado o una combinacion de los
mismos. Sin desear quedar ligado a teoria particular alguna, se cree que un exceso del componente de polimero o la
solucion del componente de polimero puede requerirse, en algunos casos, para obtener el efecto deseado cuando la
densidad de amina en un tejido biolégico es baja. Por lo tanto, afiadir un exceso ayudara al usuario, en esta
realizacién, a conseguir un sellado o adhesion adecuados en menos tiempo. Esto es particularmente deseable en
situaciones de emergencia.

En otras realizaciones, sin embargo, una menor cantidad de componente de polimero o soluciéon del componente de
polimero puede anadirse cuando la formulacién adhesiva se aplica en primer lugar, entonces la cantidad del
componente de polimero o la solucién del componente de polimero puede aumentarse, por ejemplo de forma
gradual o drastica, hasta que se consigue el efecto deseado, que puede ser un tiempo de curado, adhesion, sellado
adecuado o una combinacién de los mismos.

Kits de formulacién adhesiva

En otro aspecto, se proporciona un kit que comprende una primera parte que incluye un componente de polimero o
una solucién del componente de polimero, y una segunda parte que incluye un componente de dendrimero o una
solucion del componente de dendrimero. El kit puede incluir ademas un aplicador u otros medios de dispositivo, tal
como una jeringa multicompartimento para almacenar, combinar y suministrar las dos partes y/o la formulacién
adhesiva resultante a un sitio de tejido.

En una realizacién, el kit comprende depositos separados para la solucién del componente de polimero y la solucion
del componente de dendrimero. En ciertas realizaciones, el kit comprende depdsitos para las soluciones del
componente de polimero de diferentes concentraciones. En las realizaciones, el kit comprende depdsitos para las
soluciones del componente de dendrimero de diferentes concentraciones.

En una realizacion, el kit comprende instrucciones para seleccionar una concentracion o cantidad apropiada de al
menos uno del componente de polimero, la solucion del componente de polimero, el componente de dendrimero o la
solucion del componente de dendrimero para compensar o tener en cuenta al menos una caracteristica de uno o
mas tejidos biolégicos. En una realizacién, la formulacién adhesiva se selecciona basandose en una o mas
caracteristicas del tejido predeterminadas. Por ejemplo, pueden realizarse ensayos previos, tales como los descritos
en este documento para determinar el nimero de densidad de los grupos de union sobre un tejido biolégico en
estados tanto sano como enfermo. Como alternativa, puede realizarse un ensayo rapido de tejido para evaluar el
nimero o densidad de los grupos de unién. La cuantificacion de los grupos de unién a tejido puede realizarse
poniendo en contacto un tejido con uno o mas materiales que (1) tienen al menos un grupo funcional que interactla
especificamente con los grupos de unién, y (2) puede evaluarse mediante fluorescencia o la fuerza de separacién
requerida para separar los grupos de unién y el material. En otra realizacion, cuando la densidad de los grupos de
unién sobre un tejido bioldgico es desconocida, un exceso del componente de polimero, tal como uno que contiene
aldehidos, puede afiadirse inicialmente como se describe en este documento para calibrar la densidad de los grupos
de unién sobre la superficie del tejido biolégico.

En ciertas realizaciones, el kit comprende al menos una jeringa. En una realizacion, la jeringa comprende depdsitos
separados para la solucion del componente de polimero y la solucién del componente de dendrimero. La jeringa
puede comprender también una punta de mezclado que combina las dos soluciones cuando se presiona el émbolo.
La punta de mezclado puede asegurarse de forma liberable a la jeringa (para posibilitar el intercambio de puntas de
mezclado), la punta de mezclado puede comprender una mezcladora estatica. En algunas realizaciones, los
depositos en la jeringa pueden tener diferentes tamafios o adaptarse a diferentes volimenes de solucién. En otras
realizaciones, los depdsitos en la jeringa pueden ser del mismo tamafo o adaptarse a los mismos voliumenes de
solucion. En una realizacion adicional, un depésito puede comprender la Parte 1 de la composicién de espumacién
descrita anteriormente en este documento y un segundo depésito puede comprender la Parte 2 de la composicién de
espumacion.

La Figura 22 representa una realizacion de una jeringa 220. La jeringa 220 incluye un cuerpo 221 con dos depositos
(223, 224). Una solucion del componente de dendrimero se dispone en el primer depésito 223, y una solucion del
componente de polimero se dispone en el segundo depdsito 224. Los dos depositos (223, 224) se vacian apretando
el émbolo 222, que empuja los contenidos de los dos depdsitos (223, 224) a la punta de mezclado 225 y fuera de la
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jeringa 220.

En una realizacién adicional, uno o mas de los depositos de la jeringa pude ser removible. En esta realizacion, el
depédsito removible puede reemplazarse con un depdsito que contenga una solucion del componente de polimero o
una solucion del componente de dendrimero de una concentracién deseada.

En una realizacion preferida, el kit es estéril. Por ejemplo, los componentes del kit pueden envasarse juntos, por
ejemplo una bandeja, bolsita y/o bolsa. El kit envasado puede esterilizarse usando técnicas conocidas tales como
irradiacién con haz de electrones, irradiacion gamma, esterilizacion con éxido de etileno u otras técnicas adecuadas.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Ensayo preliminar de diversos tejidos

La conjugacion de microesferas fluorescentes recubiertas con aldehido (f-MS) se us6 como sonda para la quimica
superficial del tejido y proporcionar una base mecanistica para la variabilidad en la mecanica del adhesivo. Esta
técnica se describe en Artzi, N., et al. ADV. MATER. 21, 2009, 1-5.

La técnica se usa porque la tension interfacial tejido-tejido se regula en su naturaleza con variaciones en la quimica
de la superficie. Examinar estos cambios ayudé a explicar las interacciones tejido-formulacion adhesiva y ayudo al
desarrollo de las formulaciones adhesivas especificas para tejido.

En este ejemplo, se ensayaron tejidos de tres regiones del intestino delgado: yeyuno, duodeno e ileo. Estos tejidos
se seleccionaron debido a las diferencias quimicas derivadas de la fisiologia del tracto gastrointestinal (Gl). El
espectro de contractilidad y peristalsia, pH, y quimica superficial a través del lecho de Gl permiten una modulacién
profunda de la nutricién, inflamacién, infeccion, etc. Se prepararon biopsias de cada tejido con la misma area
superficial (20 mm?) y se sumergieron en 0,5 ml de soluciones de f-MS al 0,5 % durante 20 minutos en un balancin a
37 °C. Las muestras de tejido después se enjuagaron minuciosamente con 10 ml de PBS tres veces. Después del
enjuagado, se midio la intensidad fluorescente en las superficies de las muestras de tejido. Se obtuvieron imagenes
con un microscopio de fluorescencia para confirmar la presencia de f-MS. Se usé un filtro de isotiocianato de
fluoresceina (FITC) para fluoresceina y de isotiocianato de tetrametilrrodamina (TRITC) para yoduro de propidio
(tincién de tejido)

En la Figura 1 se muestra la fluorescencia normalizada de las f-MS sobre la superficie de cada muestra de tejido.
Los tejidos de las tres regiones del intestino delgado tenian superficies con diferentes nimeros de grupos amina,
como se demuestra por la intensidad fluorescente variable de las f-MS conjugadas. En esta figura, un valor p < 0,05
se consideré que denotaba significacion estadistica.

Ejemplo 2 - Fluorescencia interfacial de un adhesivo biocompatible

La informacién relacionada con la quimica de la superficie del Gl natural en el Ejemplo 1 se usé para crear
formulaciones adhesivas que interactuaban diferenciadamente con tejidos especificos para crear formulaciones
adhesivas que son sellantes de la pared del Gl mas eficaces. Las fugas del contenido intestinal es una complicacién
quirdrgica frecuente que puede dar como resultado infeccidn local y sepsis sistémica, peritonitis y a menudo necesita
reoperacién. Se crearon formulaciones adhesivas haciendo coincidir la formulacion adhesiva y las propiedades del
tejido. Este ejemplo determin6 que las diferencias en las superficies del tejido- en este caso, densidad de amina en
el duodeno, yeyuno e ileon - afecta en las interacciones con las formulaciones adhesivas de contenido y densidades
de aldehido variadas.

Para caracterizar la morfologia de las formulaciones adhesivas en la interfaz tejido-adhesivo, el componente de
dendrimero se marcé con fluoresceina. Esta técnica se describe en Artzi, N., et al. ADV. MATER. 21, 2009, 1-5. El
dendrimero usado en este Ejemplo fue un dendrimero G5 con un 25 % de sus grupos superficiales que tienen
aminas primarias en lugar de grupos hidroxi. El dendrimero tenia un peso molecular de aproximadamente 30
kDalton.

El dendrimero se disolvié en 6 ml de dimetilsulfoxido, seguido de la adicién de 0,030 g de acido 6-(fluorescein-5-
carboxiamido)hexanoico (Invitrogen, Carlsbad, CA 92008) y 12 ul de trietilamina. La mezcla se agit6 a temperatura
ambiente durante 48 h. El sélido resultante después de la evaporacién del disolvente se disolvié en 100 ml de agua,
se dializé y se liofiliz6. El dendrimero marcado con fluoresceina después se afadidé a agua para crear una solucion
que tenia un 1 % del contenido de sdlidos totales (12,5 %) en peso del dendrimero marcado con fluoresceina (GS-
25-12.5).

Se cre6 una solucion acuosa separada de dextrano. El dextrano, en este ejemplo tenia un peso molecular de
aproximadamente 10 kDalton, y un 50 % de sus grupos hidroxilos se habian convertido en aldehidos. La solucién
acuosa contenia un 11,25 % en peso del dextrano (D10-50-11.25).
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Las dos soluciones G5-25-12.5 y D10-50-11.25 se combinaron y se aplicaron a muestras separadas de tres tejidos
de regiones diferentes del intestino delgado: yeyuno, duodeno e ileon. La combinacién de soluciones se dejé curar
durante 5 min.

Las muestras de tejido después se crioseccionaron (secciones de 20 um) y se tifieron con yoduro de propidio. La
morfologia del adhesivo en la interfaz tejido: adhesivo se cuantificé usando técnicas de analisis de imagenes (Leica
Microsystems, MetaMorph®) para caracterizar el material transitorio entre la superficie del tejido y el grueso del
material. La Figura 2 representa la fluorescencia interfacial del dendrimero marcado. Las diferencias en la
fluorescencia normalizada demostraron que el dendrimero: dextrano (formulacién G5-25-12.5:D10-50-11:25) tenia
diferente reactividad con las tres superficies de tejido debido a las diferentes densidades de amina presentes en
estos tejidos. En esta Figura, un valor p < 0,05 se considerd que denotaba significacion estadistica.

Para demostrar que el andlisis f-MS predice con precisidn la interaccion de un tejido particular con el dendrimero:
dextrano marcado (formulacién G5-25-12.5:D10-50-11.25), la fluorescencia normalizada de la f-MS y la fluorescencia
normalizada del dendrimero marcado se han representado y comparado como se muestra en la Figura 3. En esta
figura, existe una correlacion lineal entre la fluorescencia normalizada del dendrimero marcado (eje X) y la f-MS.
Como resultado, la f-MS se us6é como una herramienta para calibrar con precisién el comportamiento de diversas
composiciones adhesivas cuando se aplicaron a diferentes tipos de tejido. La informacion obtenida de la f-MS puede
usarse para determinar como deberian ajustarse el componente de dendrimero, el componente de polimero y/o las
concentraciones de solucion para compensar las caracteristicas de variacion de los diferentes tipos de tejido. Estos
datos soportaron la notaciéon que los grupos funcionales en los tejidos y en las formulaciones adhesivas influian en
las interacciones del adhesivo mediadas por aldehido, proporcionando una base funcional para el disefio de
adhesivo especifico para el tejido. En este ejemplo, el ensayo con microesferas se correlacion6 con una
cuantificacion mecanica de la resistencia a la adhesion medida en los ensayos de resistencia a la traccién descritos
en este documento.

Ejemplo 3 - Efecto de la concentracion de la solucion del componente de polimero sobre la resistencia de adhesion

Se midié la resistencia de adhesién después de la aplicacién de un adhesivo biocompatible a diversos tejidos con un
ensayo de traccidén uniaxial monotdnico (Bose® Biodynamic Test Instrument, Minnetonka, MN, EE.UU.). En este
ejemplo, se aplicaron tres formulaciones adhesivas a tres tejidos del intestino delgado. Las tres formulaciones
adhesivas contenian la misma solucion del componente de dendrimero: la solucién G5-25-12.5 descrita en el
Ejemplo 2. Cada solucion del componente de polimero contenia diversas concentraciones de un dextrano (D10-50)
con un peso molecular de 10 kDalton, y un 50 % de subgrupos hidroxilo convertidos en aldehidos. La primera
solucion del componente de polimero tenia una concentracion de dextrano del 25 % en peso (D10-50-25), la
segunda solucién del componente de polimero tenia una concentracion de dextrano del 15 % en peso (D10-50-15), y
la tercera solucién del componente de polimero tenia una concentracién de dextrano del 11,25 % en peso (D10-50-
11.25).

Cada solucion de dextrano individual se combind con un volumen igual de la soluciéon de dendrimero para crear tres
formulaciones: (1) D10-50-25:G5-25-12.5, (2) D10-50-15:G5-25-12.5, y (3) D10-50-11.25:G5-25-12.5. Se crearon
elementos de ensayo de adhesivo distribuyendo uniformemente 200 pl de estas formulaciones adhesivas entre dos
biopsias de tejido de tamafo uniforme (discos de 8 mm de diametro, espesor del elemento de ensayo total de
1 mm). Las tres formulaciones se ensayaron en tres tejidos de regiones diversas del intestino delgado: ileon, yeyuno
y duodeno. Las superficies del tejido se secaron suavemente antes de la aplicacion de la formulaciéon adhesiva.

Después de aplicar cada formulacion entre las superficies de tejido y dejar 5 minutos para el curado, los elementos
del ensayo de adhesivo se desplazaron a una velocidad constante de 0,05 mm/s, y la respuesta de carga se registré
continuamente (200 mediciones/s). Las cargas registradas se normalizaron para tener en cuenta el area de la
seccién transversal del elemento de ensayo de adhesivo. En la Figura 4 se muestra la carga maxima (N) de cada
formulacion en cada tipo de tejido. En estos tres tejidos, aumentando la concentracion de la solucion de dextrano
aumentaba la carga maxima. Por lo tanto, alterar la concentracion de la solucion del componente de polimero- en
este ejemplo, una soluciéon que contiene dextrano- puede compensar las diferentes estructuras y constitucion
quimica de los diversos tipos de tejidos. En esta figura, un valor p < 0,05 se consider6 que denotaba una
significacion estadistica.

También se ensayé la carga maxima (N) de tres formulaciones adicionales y su adhesién al yeyuno. Al igual que las
formulaciones descritas anteriormente, cada una contenia una soluciéon del componente de dendrimero de la misma
concentracién- en este caso, G5-25,12.5. Sin embargo, se usaron diferentes concentraciones del componente de
polimero para preparar cada formulacién: 7,5 % en peso, 9,375 % en peso, y 20 % en peso. Por lo tanto, las tres
formulaciones adicionales fueron (4) D10-50-7.5:G5-25-12.5, (5) D10-50-9.375:G5-25-12.5, y (6) D10-50-20:G5-25-
12.5.

En la Figura 5 se muestran las cargas maximas (N) de estas tres formulaciones adicionales y las formulaciones

descritas anteriormente. A medida que aumentaba la concentracién de la solucion del componente de polimero, la
carga maxima (N) aumentaba. Este resultado ilustra adicionalmente como ajustar la concentracién del componente
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de polimero que puede usarse para compensar las diferencias entre los tejidos. En esta figura un valor p < 0,05 se
consider6 que denotaba una significacion estadistica. Se obtuvieron iméagenes de las formulaciones adhesivas
ensayadas en la Figura 5 después de aplicarlas a tejidos del yeyuno. Las imagenes se obtuvieron marcando un 1 %
del dendrimero con é&cido 6-(fluorescein-5-carboxiamido)hexanoico antes de aplicar la formulacién al yeyuno. El
yeyuno después se congelo con nitrégeno liquido y se mantuvo a -80 °C durante una noche. El tejido después se
criosecciond (secciones de 20 um) y se tifid con yoduro de propidio. Se tomaron imagenes de microscopia de
fluorescencia usando filtros de FITC (material, fluoresceina) y TRITC (tejido, yoduro de propidio). Las imagenes
revelaron la interfaz entre los tejidos y las formulaciones adhesivas.

También se midi6 la fluorescencia en la interfaz entre el yeyuno y las formulaciones adhesivas de la Figura 5. Como
se muestra en la Figura 6, la fluorescencia normalizada aumentaba a medida que la concentracién de solucién del
componente de polimero- en este caso una solucién de dextrano- aumentaba. Ademas de correlacionarse con la
concentracién de la solucién del componente de polimero, la fluorescencia normalizada también se correlacionaba
con la carga maxima de las formulaciones adhesivas aplicadas al yeyuno. Esta relacién se ilustra en la Figura 7.
Estas relaciones mostraron como pueden usarse las técnicas analiticas descritas en este documento para predecir y
estimar los cambios que deberian hacerse a las formulaciones adhesivas para compensar un nimero de variables,
incluyendo las caracteristicas de los diferentes tipos de tejido. Estos ensayos también permiten determinar como el
estado de una enfermedad y su gravedad pueden alterar el nUmero y la funcionalidad de los grupos quimicos en las
superficies del tejido.

Ejemplo 4 - Biocompatibilidad de diversas formulaciones adhesivas

La biocompatibilidad de tres de las formulaciones adhesivas descritas en el Ejemplo 3 se ensayé usando fibroblastos
3T3. Las tres formulaciones adhesivas fueron (a) D10-50-7.5:G5-25-12.5, (b) D10-50-15:G5-25-12.5, y (c) D10-50-
25:G5-25-12.5. Se midié la supervivencia celular después de 1 dia, 1 semanay 1 mes.

Los discos adhesivos de 5 mm de diametro se mantuvieron en 5 ml de medio a 37 °C durante 1 dia, 1 semana y 1
mes. A cada intervalo, se incubaron 100k fibroblastos 3T3 durante 24 horas en 1 ml de medio que contenia los
productos de degradacion de los discos. Después de 24 horas, se midié la muerte celular usando un ensayo de
integridad de membrana CytotoxONE (Promega Corp., Madison, WI, EE.UU.), y el nimero de células muertas se
normalizé al nimero total de células tanto vivas como muertas. El nimero de células vivas se determind
tripsinizando y contando las células. Como se muestra en la Figura 8, el ensayo de biocompatibilidad mostré una
supervivencia celular muy alta. Las imagenes de las formulaciones adhesivas implantadas en el tejido de ratones
también mostraron buena bicompatibilidad.

Analogamente, las Figuras 9 y 10 representan hallazgos histopatolégicos pertinentes de diversas formulaciones
adhesivas. En este ensayo, se tifieron secciones de tejido de 15 um con Hematoxilina y Eosina para puntuacion
semicuantitativa (es decir, 1 = minimo, 2 = moderado, 3 = grave) de los parametros pertinentes (por ejemplo
inflamacioén, fibrosis, células gigantes, etc.) para cada grupo de dosis por punto temporal.

Ejemplo 5 - Comparacion de los tiempos de gelificacion para diversas formulaciones adhesivas

Los tiempos de gelificacion para diversas formulaciones adhesivas descritas en este documento se compararon
entre si y con los adhesivos preparados usando polietilenglicol (PEG) amina y dextrano. El tiempo de gelificacion en
este ejemplo es el tiempo requerido por los dos componentes para formar un hidrogel adhesivo que es indicativo de
la densidad de reticulacion y la rigidez.

Para este ensayo se produjeron seis formulaciones adhesivas diferentes, como se describen en este documento.
Cada formulacion adhesiva consistia en una combinacién de G5-25-20 (que es una solucion acuosa al 20 % en peso
de un dendrimero G5 con 25 % de sus grupos superficiales que tienen aminas primarias en lugar de grupos
hidroxilo) y diversas concentraciones de una soluciéon acuosa de D10-50, que es un dextrano de 10 kDalton con
50 % de sus grupos hidroxilo reemplazados con aldehidos. Las concentraciones, en porcentaje en peso de las
soluciones de D10-50 fueron 4, 5, 7,5, 10, 15 y 25. Como se muestra en la Figura 11, los tiempos de gelificacién
para las composiciones adhesivas con solucién del componente de polimero con concentraciones de 10, 15y 25 %
eran muy similares y mucho mas cortos que los tiempos de gelificacién para las composiciones adhesivas con
concentraciones de solucion del componente de polimero de 4, 5y 7,5 % en peso.

La Figura 11 incluye también los tiempos de gelificacion de diversos adhesivos que contienen PEG amina y
dextrano (D10-50). La PEG amina en este ejemplo era un polimero de ocho brazos con aminas primarias en el
extremo de cada brazo, y un peso molecular de 10 kDalton. Una solucién acuosa al 6,67 % en peso de PEG amina -
denominada en este ejemplo como P8-10-6.67- se combiné con soluciones de dextrano de las siguientes
concentraciones: 4, 5, 10, 15 y 25 % en peso. Los tiempos de gelificacion de estos seis adhesivos de PEG se
representan en la Figura 11. Para fines de comparacién todas las formulaciones adhesivas comparadas en la
Figura 11 se formularon de manera que cada una tenia el mismo nimero de moléculas de PEG amina o moléculas
de dendrimero.
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Como se muestra en la Figura 11, los tiempos de gelificacion de las formulaciones adhesivas que contienen
dendrimero eran mas rapidos que aquellos de los adhesivos de PEG amina a una concentracion elevada de
dextrano. Sin desear quedar ligado a teoria particular alguna, esta discrepancia puede estar provocada por los bajos
impedimentos estéricos del componente de dendrimero de las formulaciones adhesivas descritas en este
documento; por lo tanto, es mas probable que ocurra la reaccién entre el componente de dendrimero y el dextrano
que la reaccion entre la PEG amina y el dextrano.

La carga maxima de los adhesivos de la Figura 11 se representa en la Figura 12. Con la excepcion de las
formulaciones adhesivas que contienen una solucion de dextrano al 5 % en peso, las formulaciones adhesivas que
contienen dendrimero tenian una mayor carga maxima.

Ejemplo 6 - Comparacion de formulaciones adhesivas que contienen dendrimeros con aquellas que contienen PEG
amina de diferentes pesos moleculares

En el Ejemplo 5, el componente de dendrimero era un dendrimero con aminas primarias sobre el 25 % de sus
grupos superficiales en lugar de grupos hidroxilo, y un peso molecular de 30 kDalton. En contraste, la PEG amina
usada en las otras formulaciones adhesivas del Ejemplo 5 tenia un peso molecular de 10 kDalton. Para ensayar los
efectos del peso molecular de la PEG amina, se produjeron una serie de PEG aminas que contenian adhesivo con
diferentes pesos moleculares. Aunque los pesos moleculares diferian, cada adhesivo contenia el mismo de numero
de moléculas de PEG amina.

Especificamente, se usaron tres componentes de PEG amina diferentes para formular quince adhesivos combinando
tres componentes de PEG amina con soluciones de dextrano que tenian concentraciones de 5, 7,5, 10, 15y 25 % en
peso. Los tres componentes de PEG amina diferentes tenia cada uno ocho brazos (P8) y consistia en una solucién
al 6,67 % en peso de una PEG amina de 10 kDalton, una solucion al 13,34 % en peso de una PEG amina de 20
kDalton y una solucién al 26,68 % en peso de una PEG amina de 40 kDalton.

La Figura 13 representa los tiempos de gelificacién de estos quince adhesivos junto con los tiempos de gelificacion
para formulaciones adhesivas preparadas combinando cada solucién de dextrano con una solucién al 20 % de un
dendrimero G5 de 30 kDalton que tiene aminas primarias sobre un 25 % de sus grupos superficiales en lugar de
grupos hidroxilo. A medida que aumenta el peso molecular del PEG en el adhesivo de PEG amina, el tiempo de
gelificacién del adhesivo de PEG amina se hace mas similar al de las formulaciones adhesivas que contienen
dendrimero descritas en este documento. Los adhesivos de PEG amina de 20 kDalton y 40 kDalton tenian
aproximadamente los mismos tiempos de gelificacion, que eran muchos menores que el tiempo de gelificaciéon para
la PEG amina de 10 kDalton. Sin desear queda ligado a teoria particular alguna, se cree que esta diferencia esta
causada por las diferencias en los impedimentos estéricos: las PEG aminas con mayores pesos moleculares tienen
menores impedimentos estéricos y, como resultado, es mas probable que reaccionen con los otros componentes.

Aunque los adhesivos de PEG amina de 20 kDalton y 40 kDalton tenian tiempos de gelificacién mas rapidos que el
adhesivo de PEG amina de 10 kDalton, la carga maxima manipulada por el adhesivo de PEG amina de 10 kDalton
era mucho mayor que las cargas maximas de los adhesivos de PEG amina de 20 kDalton y 40 kDalton. Sin desear
queda ligado a teoria particular alguna, esto puede relacionarse con la competicion en la reaccion entre los
aldehidos en el dextrano con las aminas en el tejido y las aminas en la PEG amina. La Figura 14 representa estos
resultados.

Ejemplo 7 - Modelo de enfermedad - Induccidn de colitis

Se disefié un modelo de enfermedad basado en colitis. Para desarrollar el modelo, se estudiaron las diferencias en
la densidad de amina de colon sano y enfermo. Los experimentos indicaron si la superficie del tejido se modificd por
induccién de la inflamacién o en qué extension esta afectaba a la resistencia de adhesién y cohesion de la
formulacion adhesiva que contiene dendrimero.

Para el modelo enfermo, se instil6 acido dinitrobenceno sulfénico (DNBS) a una concentracién de 80 mg/ml.
Después de 24 horas, los conejos se sacrificaron por eutanasia y el colon se recogid, se limpié y se incubé durante
20 minutos en una solucién de microesferas recubiertas con aldehido al 0,5 %. Los tejidos se congelaron, se
crioseccionaron y se tifieron con yoduro de propidio. La intensidad de la microesferas se cuantificé por microscopia
de fluorescencia.

Las imagenes del microscopio de fluorescencia mostraron que el modelo sano tenia una mayor densidad de amina y
una mayor distribucién a lo largo de la superficie. Las tinciones con hematoxilina y eosina (H y E) de los tejidos
crioseccionados sanos y enfermos demostraron una alteracion en la morfologia de la superficie luminal, evidenciada
por la hiperplasia y engrosamiento del colon con infiltrados celulares. La quimica de la capa serosa también se vio
afectada, como evidencia la alteracion de la intensidad de f-MS y continuidad a lo largo del colon en el estado
enfermo, es decir, habia menos grupos amina presentes en la superficie. La Figura 15 muestra la distribucion de la
intensidad de las microesferas en los modelos sano y enfermo. La Figura 16 muestra la intensidad promedio de las
microesferas aplicadas a tejidos sanos y enfermos (colitis). Este grafico muestra que la intensidad de fluorescencia
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promedio de las microesferas y, por tanto, la adhesion de las formulaciones adhesivas que contienen dendrimero al
tejido, cayd drasticamente (mas del 60 %) cuando el tejido estaba inflamado.

En este modelo, la reduccién en la densidad de amina afectdé a la interaccion entre el tejido y la formulacion
adhesiva, y la resistencia de adhesién. Mas especificamente, en este ejemplo particular, la colitis dio como resultado
una conjugacioén de f-MS menor a los tejidos, como se pone de manifiesto por la intensidad de fluorescencia inferior
en la superficie del tejido y la menor cobertura de superficie, como se muestra en la Figura 17. La menor cobertura
de superficie, en este ejemplo, ocurrio en areas aisladas y alterd la cobertura de superficie continua observada en el
estado sano. Por lo tanto, las concentraciones de las soluciones de componente o las cantidades de los
componentes administrados pueden ajustarse para compensar esta caracteristica del tejido enfermo. Pueden
disefnarse formulaciones de material especificas para abordar la alteracion inducida por enfermedad de la quimica de
la superficie del tejido. Especificamente, en ciertas realizaciones, una formulacién que contiene una alta cantidad de
concentracién del componente de polimero puede administrarse para compensar el menor nimero de aminas sobre
la superficie de tejido enfermo, mejorando de esta manera el rendimiento de reaccién, mejorando la adhesion o
ambos.

Ejemplo 8 - Modelo de enfermedad - Cancer

Los andlisis en el Ejemplo 7 también se realizaron sobre tejido canceroso a partir de colon de ratas. En el modelo de
cancer, el tejido enfermo tenia una cobertura de superficie de tejido f-MS mayor que el tejido sano, como se muestra
en la Figura 18. Los resultados opuestos producidos por el modelo de colitis (Ejemplo 7) y el modelo de cancer
indicaron la importancia de afinar la formulacién adhesiva como se describe en este documento para compensar la
alteracion de tejido inducida por la enfermedad. En la Figura 19 se muestra una comparaciéon mas minuciosa de las
diferencias en intensidad f-MS en el modelo de colitis (Ejemplo 7) y el modelo de cancer. La Figura 19 muestra que
el tejido de colon inflamado a partir del modelo de colitis (Ejemplo 7) tenia una cobertura de la superficie de tejido
inferior de f-MS en comparacion con el tejido canceroso en el modelo de cancer.

Ejemplo 9 - Respuesta del tejido a la formulacion adhesiva - Modelo de colitis

La respuesta global del tejido a una formulacion adhesiva se determind recogiendo una serie de puntuaciones
histolégicas que indicaron la gravedad de la inflamacién, heteréfilos séricos (en la interfaz con el material indicando
la respuesta del material), y la fibrosis serosa (que indica curacion). La formulacién adhesiva usada en este ejemplo
incluia D10-50-15 y G5-25-20. Se recogieron las puntuaciones histoldgicas para los 6 grupos de tejidos de colon
mostrados en la Tabla 1. En cada uno de los grupos que contenian incisiones, las incisiones se suturaron. Se
recogieron también fotomicrografias de las secciones tefiidas H y E y se explican en la Tabla 1. Las muestras de
tejidos se recogieron de una manera similar al proceso del Ejemplo 7.

Tabla 1 - Grupos de Tejido de Colon

Grupo N2 |Descripcion Fotomicrografia

I Grupo de control sano - |El colon parecia normal.
sin incision, sin
formulacién adhesiva

I Grupo de control de La mucosa colénica era difusamente necrotica con una respuesta
colitis, inflamatoria heterofilica intensa.

sin incisién, sin
formulacién adhesiva

1l Colon sano - con Aumento moderado en el nimero de células inflamatorias en la mucosa;
incisién, sin formulacion |respuesta inflamatoria heterofilica moderada, predominantemente en
adhesiva asociacion con el material sutura; se ven inflamaciéon moderada y fibrosis a

lo largo de la superficie serosa en asociacién con el sitio de incision/material
de sutura.

\% Colon con colitis - con La mucosa colénica era difusamente necrética con una respuesta
incision, sin formulacién |inflamatoria heterofilica intensa que se extendia desde la superficie de la
adhesiva mucosa, rodeaba el material de sutura y se infiltraba en profundidad en la

superficie serosa, donde habia fibrosis asociada.

\ Colon sano - con Inflamacién moderada y fibrosis en la interfaz entre el material sérico y el
incisién, con formulacién |adhesivo.
adhesiva

\ Colon con colitis - con Era visible una pequefa porcion de mucosa relativamente normal; el resto
incisién, con formulacién |de la pared colonica era necrético, con una respuesta inflamatoria
adhesiva heterofilica intensa que se extendia desde la superficie de la mucosa,

rodeaba el material de sutura y se infiltraba en profundidad en la superficie

serosa, rodeando el material adhesivo.
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La Figura 20 muestra las puntuaciones histolégicas recogidas de los tejidos de los Grupos I-VI. En los tejidos sanos
(Grupos 1, lll y V), la inflamacién en el Grupo V era menor que la inflamacion en el Grupo lIl. Por lo tanto, en este
ensayo, la inflamacién de tejidos sanos con una incision se redujo tras la aplicacién del adhesivo. En los tejidos
sanos, las respuestas de curacion fueron similares se hubiera aplicado o no formulacién adhesiva, y no hubo
evidencia de ninguna respuesta adversa a la formulacién adhesiva.

En los tejidos enfermos (Grupos Il, IV y V), la inflamacion global fue mayor que en los tejidos sanos. Sin embargo, se
observd que la aplicacién de la formulacion adhesiva aumentaba la respuesta inflamatoria en la interfaz entre el
tejido y la formulacion adhesiva. Ademas, en este ensayo particular, la aplicaciéon de la formulacién adhesiva a los
tejidos enfermos aumenté la fibrosis serosa- es decir, potencié la curacion de los tejidos.

Tanto los heterdfilos séricos como la fibrosis serosa se vieron afectados por el estado del tejido (enfermo o sano), lo
que demuestra adicionalmente la importancia en ciertos casos de afinar la formulaciones adhesivas en vista de las
condiciones microambientales especificas.

Ejemplo 10 - Respuesta del tejido a la formulacion adhesiva - Modelo de cancer

Los analisis en el Ejemplo 9 se realizaron también sobre tejidos cancerosos. Como en el Ejemplo 9, la formulacién
adhesiva usada en este ejemplo incluia D10-50-15 y G5-25-20. La respuesta global del tejido a la formulacion
adhesiva se determind recogiendo una serie de puntuaciones histolégicas que indicaban la gravedad de la
inflamacion, heterdéfilos séricos (en la interfaz con el material indicando la respuesta del material) y fibrosis serosa
(que indica curacion). Las puntuaciones histolégicas se recogieron para los 6 grupos de tejidos mostrados en la
Tabla 2. En cada uno de los grupos que contenian incisiones, las incisiones se suturaron. Se recogieron también
fotomicrografias de secciones tefidas con Hy E y se explican en la Tabla 2. Las muestras de tejido se recogieron de
una manera similar al proceso del Ejemplo 8.

Tabla 2 - Grupo de Tejidos con Cancer

Grupo N2 |Descripcion Fotomicrografia

VII. Grupo de control sano - sin  |El colon parecia normal
incisién, sin formulacion
adhesiva

VIII. Grupo de control con cancer - | Epitelio displasico, caracterizado por aglomeracion nuclear e
sin incision, sin formulacién | hipercromatismo, indicando el sitio del tumor.
adhesiva

IX. Colon sano - con incision, sin |Aumento moderado en el nimero de células inflamatorias en la mucosa;
formulacion adhesiva se observaron inflamacién moderada y fibrosis a lo largo de la superficie

serosa en asociacion con el sitio de incisién/material de sutura.

X. Colon con cancer - con La mucosa colénica mostré respuesta inflamatoria heterofilica rodeando
incisién, sin formulacién el material de sutura, y se infilira a la superficie serosa, donde habia
adhesiva fibrosis asociada.

XI. Colon sano - con incisién, con|Se observé inflamacién de la mucosa coalescente y fibrosis en la interfaz
formulacion adhesiva entre el material seroso y adhesivo, especialmente cerca del material de

sutura.

XIl. Colon con cancer - con Era visible una pequefia porcién de mucosa relativamente normal, la
incisién, con formulacién aglomeracién nuclear mostré formacién de tumor; el resto de la pared
adhesiva colénica mostrd una mezcla de respuesta inflamatoria neutréfila y tejido

fibroso.

La Figura 21 muestra las puntuaciones histolégicas recogidas de los tejidos de los Grupos VII-XII. La inflamacion
global y la inflamacién en superficie fueron similares en los estados sano (Grupos VII, IX y Xl) y enfermo (Grupos
VI, X'y XIl). De forma similar al modelo de colitis (Ejemplo 8), la adicién de formulacién adhesiva confirié curaciéon a
los tejidos cancerosos segun se demuestra por la elevacion de los heteréfilos en superficie.
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REIVINDICACIONES
1. Un kit para preparar un adhesivo, que comprende:

una primera parte que incluye una primera solucién que comprende un componente de polimero, en la que el
componente de polimero comprende un polimero que tiene uno 0 mas grupos aldehido;

una segunda parte que incluye una segunda solucién que comprende un componente de dendrimero, en la que
el componente de dendrimero comprende un dendrimero que tiene al menos dos ramas con uno mas grupos
superficiales, en donde menos del 75 % de los grupos superficiales comprende al menos una amina primaria o
secundaria.

2. El kit de la reivindicacion 1, que comprende ademas una jeringa, en el que la primera y segunda soluciones se
almacenan en la jeringa.

3. El kit de la reivindicacién 2, en el que la jeringa comprende depodsitos separados para la primera solucion y la
segunda solucion.

4. El kit de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la jeringa comprende una punta de mezclado.

5. El kit de la reivindicacion 1, que comprende ademas instrucciones para seleccionar una concentracién apropiada
de al menos una de la primera solucién o de la segunda solucién para compensar las caracteristicas de uno o mas
tejidos bioldgicos.

6. El kit de la reivindicacion 1, en el que el componente de dendrimero, el componente de polimero o ambos
componentes, comprenden un farmaco.

7. El kit de la reivindicaciéon 1, en el que el componente de dendrimero, el componente de polimero o ambos
componentes comprenden células madre u otras células.

8. Un método para preparar un adhesivo, comprendiendo el método:

proporcionar una primera solucion que comprende un componente de polimero, en el que el componente de
polimero comprende un polimero que tiene uno o mas grupos aldehido;

proporcionar una segunda solucion que comprende un componente de dendrimero, en el que el componente
de dendrimero comprende un dendrimero que tiene al menos dos ramas con uno 0 mas grupos superficiales,
en el que al menos el 75 % de los grupos superficiales comprenden al menos una amina primaria o secundaria;

y
combinar la primera y segunda soluciones entre si en una punta de mezclado para producir un adhesivo.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que el polimero es un dextrano.

10. El método de la reivindicacion 9, en el que aproximadamente el 50 % de los grupos hidroxilo del dextrano son
aldehidos.

11. El método de la reivindicacién 8, en el que el dendrimero tiene un peso molecular de aproximadamente 1.000 a
aproximadamente 1.000.000 Da.

12. El método de la reivindicacion 8, en el que el dendrimero es un dendrimero de generacién 5 que tiene aminas
primarias sobre aproximadamente el 25 % de los grupos superficiales del dendrimero.

13. El método de la reivindicacién 8, en el que el componente de dendrimero, el componente de polimero o ambos
comprenden adicionalmente un aditivo seleccionado del grupo que consiste en agentes de espumacion,
modificadores del pH, espesantes, agentes antimicrobianos, colorantes, tensioactivos y agentes radioopacos.

14. Una composicion de administracién de farmaco que comprende:

un componente de polimero, en el que el componente de polimero comprende un polimero que tiene uno o
mas grupos aldehido;

un componente de dendrimero, en el que el componente de dendrimero comprende un dendrimero que tiene al
menos dos ramas con uno 0 mas grupos superficiales, en el que menos del 75 % de los grupos superficiales
comprende al menos una amina primaria o secundaria;

al menos un farmaco combinado con al menos uno del componente de polimero y el componente de
dendrimero.

15. La composicion de la reivindicacién 14, en la que los componentes de polimero y dendrimero estan en una
combinacion eficaz para que la composicion se adhiera a un tejido biolégico.
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Tiempo de gelificacion .
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