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DESCRIPCION
Adhesivo tisular de hidrogel para uso médico
Campo de la invencion

La invencion se relaciona con el campo de los adhesivos médicos. Mas especificamente, la invencion se relaciona con
un adhesivo tisular de hidrogel formado mediante la reaccién de un polisacarido funcionalizado con aldehido que
contiene grupos aldehido colgantes con una amina de multiples brazos dispersable en agua.

Antecedentes de la invencion

Los adhesivos tisulares tienen muchas potenciales aplicaciones médicas, inclusive cerrar heridas, complementar o
reubicar suturas o grapas en procedimientos quirtirgicos internos, prevenir la pérdida de fluidos tales como sangre,
bilis, liquido gastrointestinal y liquido cefalorraquideo, la adherencia de incrustaciones o recubrimientos sintéticos a la
cornea, como dispositivos de administracion de farmacos y como barreras antiadherentes para impedir adhesiones
posquirtrgicas. Los adhesivos tisulares convencionales por lo general no son adecuados para una amplia gama de
aplicaciones adhesivas. Por ejemplo, los adhesivos a base de cianoacrilato se han utilizado para el cierre de heridas
topicas, pero la liberacion de productos de degradacion téxicos limita su uso para las aplicaciones internas. Los
adhesivos a base de fibrina tienen curacion lenta, poca resistencia mecanica y constituyen un riesgo de infeccion viral.
Adicionalmente, los adhesivos a base de fibrina no se unen de forma covalente al tejido subyacente.

Se han desarrollado varios tipos de adhesivos tisulares de hidrogel, los cuales han mejorado las propiedades
adhesivas o cohesivas y no son téxicos (ver, por ejemplo, Sehl et al., publicacion de solicitud de patente de EE.UU. n.°
2003/0119985 y Goldmann, publicacién de solicitud de patente de EE.UU. n.° 2005/0002893). Estos hidrogeles
generalmente se forman mediante la reaccion de un componente que tiene grupos nucleofilicos con un componente
que tiene grupos electrofilicos, que son capaces de reaccionar con los grupos nucleofilicos del primer componente
para forma una red reticulada mediante enlace covalente. Sin embargo, estos hidrogeles normalmente se hinchan, se
disuelven muy rapidamente o carecen de adherencia o resistencia mecanica suficiente, lo que de este modo disminuye
su eficacia como adhesivos quirdrgicos.

Kodokian et al. (publicacién de solicitud de patente de EE.UU. n.° 2006/0078536 en tramitacion con la presente y de
titularidad compartida) describe adhesivos tisulares de hidrogel a base de un polisacarido que se forman mediante la
reaccion de un polisacarido oxidado con una poliéteramina de multiples brazos, dispersable en agua. Estos adhesivos
proporcionan propiedades mejoradas de adherencia y cohesion, se reticulan facilmente a temperatura corporal,
mantienen la estabilidad dimensional inicial, no se degradan rapidamente y no son tdxicas para las células ni son
inflamatorias para los tejidos. Sin embargo, para determinadas aplicaciones, tal como la prevencién de adherencias no
deseadas de tejido con tejido que resultan de traumatismos o cirugias, se necesita un adhesivo tisular de hidrogel que
se degrade mas rapidamente. Por ejemplo, una composicion que prevenga la adherencia no deberia persistir en el
sitio una vez que haya comenzado el proceso de curacion, normalmente no mas que 1 a 3 semanas.

Por lo tanto, existe la necesidad de obtener un adhesivo tisular de hidrogel que tenga las propiedades deseadas de los
adhesivos tisulares a base de polisacaridos oxidados descritos por Kodokian et al., supra, pero que posea un tiempo
de degradacion mas corto.

Compendio de la invenciéon

La presente invencion trata la necesidad antemencionada al proporcionar un adhesivo tisular de hidrogel que tiene
buenas propiedades de adherencia y cohesion, se reticula facilimente a temperatura corporal, mantiene la estabilidad
dimensional inicialmente, no es toxica para las células ni es inflamatoria para los tejidos y se degrada mas rapidamente
que los adhesivos tisulares de hidrogel a base de polisacaridos oxidados.

Por consiguiente, la invencion proporciona un kit que comprende: a) al menos un polisacarido funcionalizado con
aldehido que contiene grupos aldehido individuales o dialdehidos unidos al polisacarido mediante un grupo de enlace
que comprende atomos de carbono, hidrogeno y oxigeno, pero no contiene un atomo de nitrégeno, mediante un
enlace éter a uno de los grupos hidroxilo de anillo del polisacarido o, de forma alternativa, en el caso de dialdehidos
mediante un enlace éster a uno de los grupos hidroxilo de anillo del polisacarido, donde dicho polisacarido
funcionalizado con aldehido tiene un peso molecular promedio en peso de 1.000 a 1.000.000 Daltons y un grado de
sustitucion de aldehido de 10% a 200%; y b) al menos una amina de multiples brazos dispersable en agua en donde al
menos tres de los brazos terminan en al menos un grupo amina primario, dicha amina de multiples brazos tiene un
peso molecular numérico promedio de 450 a 200.000 Daltons.

Adicionalmente, la invencion proporciona una composicion de hidrogel reticulada que comprende:

a) al menos un polisacarido funcionalizado con aldehido que contiene grupos aldehido individuales o dialdehidos
unidos al polisacarido mediante un grupo de enlace que comprende atomos de carbono, hidrogeno y oxigeno, pero no
contiene un atomo de nitrégeno, mediante un enlace éter a uno de los grupos hidroxilo de anillo del polisacarido o, de
forma alternativa, en el caso de dialdehidos mediante un enlace éster a uno de los grupos hidroxilo de anillo del
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polisacarido, donde dicho polisacarido funcionalizado con aldehido tiene un peso molecular promedio en peso de
1.000 a 1.000.000 Daltons y tiene un grado de sustitucion de aldehido de 10% a 200%; y

b) al menos una amina de multiples brazos dispersable en agua en donde al menos tres de los brazos terminan en al
menos un grupo amina primario, dicha amina de mdltiples brazos tiene un peso molecular numérico promedio de 450
a 200.000 Daltons;

en donde al menos un polisacarido funcionalizado con aldehido y al menos una amina de multiples brazos dispersable
en agua se reticulan mediante enlaces covalentes formados entre los grupos aldehido colgantes del polisacarido y los
grupos amina primarios de la amina de multiples brazos dispersable en agua.

La composicion de hidrogel reticulada puede encontrarse en forma de un hidrogel seco.

Por ultimo, la invencién proporciona el uso del kit mencionado anteriormente en la elaboracion de un medicamento
para forma un recubrimiento en un punto anatdémico en el tejido de un organismo vivo.

Descripcion detallada

Tal como se utilizé anteriormente y a lo largo de la descripcion de la invencion, a menos que se indique lo contrario, los
siguientes términos se definiran como se muestra a continuacion:

La expresion "polisacarido funcionalizado con aldehido", tal como se utiliza en la presente memoria, hace referencia a
un polisacarido que se modifico de forma quimica para introducir grupos aldehido colgantes en la molécula. Los grupos
aldehido colgantes pueden ser grupos aldehido individuales o dialdehidos. Tal como se define en la presente
memoria, los polisacaridos funcionalizados con aldehido no incluyen polisacaridos que se oxiden por escision de los
anillos de polisacarido para introducir grupos aldehido. La oxidacion de los anillos de polisacaridos tiene como
resultado dialdehidos formados mediante la apertura de los anillos del polisacarido.

La expresion "grupo aldehido colgante" hace referencia a un grupo aldehido que se une al carbohidrato del
polisacarido mediante uno de los grupos hidroxilo de anillo.

La expresion "grado de sustitucion de aldehido" hace referencia al porcentaje en moles de grupos aldehido colgantes
por mol de unidades de repeticion de carbohidratos, es decir, (moles de grupos de aldehido colgantes/moles de
unidades de repeticion de carbohidrato) x 100.

La expresion "amina de multiples brazos dispersable en agua" hace referencia a un polimero que tiene tres o mas
cadenas de polimeros ("brazos"), que pueden ser lineales o ramificadas, que surgen de una estructura central, que
puede ser un atomo individual, una molécula de nucleo o una estructura principal de polimero, en donde al menos tres
de las ramificaciones ("brazos") terminan en al menos un grupo amina primario. La amina de multiples brazos
dispersable en agua es soluble en agua o es capaz de dispersarse en agua para formar una suspension coloidal capaz
de reaccionar con un segundo reactivo en una dispersion o solucion acuosa.

El término "dispersion", tal como se utiliza en la presente memoria, hace referencia a una suspension coloidal capaz de
reaccionar con un segundo reactivo en un medio acuoso.

La expresion "poliéteramina de multiples brazos dispersable en agua" hace referencia a una amina de multiples brazos
dispersable en agua donde el polimero es un poliéter.

El término "poliéter" hace referencia a un polimero que tiene una unidad de repeticion [-OR]-, donde R es un grupo
hidrocarbileno que tiene de 2 a 5 atomos de carbono. El poliéter también puede ser un copolimero aleatorio o en
bloque que comprende diferentes unidades de repeticion que contienen diferentes grupos R.

La expresion "grupo hidrocarbileno™ hace referencia a un grupo divalente formado por la eliminacion de dos atomos de
hidrégeno, uno de cada uno de dos atomos de carbono diferentes, de un hidrocarburo.

La expresion "poliéter ramificado" hace referencia a un poliéter que tiene uno o mas puntos de ramificacion ("brazos"),
que incluye poliéteres en forma de estrella, dendriticos, en estructura de panal, altamente ramificados e
hiperramificados. Las ramificaciones surgen de uno o mas puntos de ramificacion trifuncionales o mas funcionales.

La expresion "poliéter dendritico" hace referencia a un poliéter altamente ramificado que tiene una estructura
ramificada que se repite de forma regular con cada generacion sucesiva de monémeros que surgen de una molécula
nuclear.

La expresion "poliéter en estructura de panal" hace referencia a un poliéter ramificado en el cual las cadenas laterales
lineales surgen de puntos de ramificacion trifuncionales en una estructura principal de polimeros lineales.

La expresién "poliéter en forma de estrella" hace referencia a un poliéter ramificado en el cual las cadenas laterales
lineales surgen de un atomo individual o una molécula nuclear que tiene un punto de simetria.
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La expresion "poliéter hiperramificado" hace referencia a un poliéter altamente ramificado que es mas ramificado que
el "altamente ramificado", con un orden que se aproxima al de un dendrimero imperfecto.

La expresién "poliéter altamente ramificado” hace referencia a un poliéter ramificado que tiene muchos puntos de
ramificacion, de modo que la distancia entre los puntos de ramificacion es pequefia respecto a la longitud total de
brazos.

La expresion "amino primario" hace referencia a un grupo amino neutro que tiene dos hidrégenos libres. El grupo
amino puede unirse a un carbono primario, secundario o terciario.

La expresion "amina multifuncional" hace referencia a un compuesto quimico que comprende al menos dos grupos
funcionales, al menos uno de los cuales es un grupo amina primario.

El término "reticulacién" hace referencia a un enlace o cadena de atomos unida entre dos cadenas de polimeros
diferentes y uniéndolas.

La expresion "densidad de reticulacion” se define en la presente memoria como el reciproco de la cantidad promedio
de atomos en cadena entre sitios de conexion de reticulacion.

La expresion "% en peso", a la que también se hace referencia en la presente memoria como "% en p." hace referencia
al porcentaje en peso respecto al peso total de la solucion o dispersion, a menos que se especifique de otro modo.

La expresion "punto anatémico" hace referencia a cualquier parte externa o interna del cuerpo de seres humanos o
animales.

El término "tisular" hace referencia a cualquier tejido bioldgico, tanto vivo como muerto, en seres humanos o animales.

El término "hidrogel" hace referencia a una matriz polimérica hinchable en agua, que consta de una red tridimensional
de macromoléculas que se mantienen unidas mediante reticulacion covalente que puede absorber una cantidad
considerable de agua para formar un gel elastico.

La expresion "hidrogel seco" hace referencia a un hidrogel que se traté para eliminar al menos una parte del solvente
contenido alli. Preferiblemente, casi todo el solvente se elimina del hidrogel.

El término "PEG", tal como se utiliza en la presente memoria, hace referencia a un poli(etilenglicol).

El término "M,", tal como se utiliza en la presente memoria, hace referencia al peso molecular promedio en peso.
El término "M,", tal como se utiliza en la presente memoria, hace referencia al peso molecular numérico promedio.
El término "M.", tal como se utiliza en la presente memoria, hace referencia al peso molecular z promedio.

La expresion "aplicacion médica" hace referencia a las aplicaciones médicas en cuanto se relacionan con seres
humanos y animales.

Los significados de las abreviaciones utilizadas son los siguientes: "min" significa minuto/s, "h" significa horas/s, "seg"
significa segundo/s, "d" significa dia/s, "mL" significa mililitro/s, "L" significa litro/s, "mL" significa microlitro/s, "cm"
significa centimetros, "mm" significa milimetro/s, "mm" significa micrometro/s, "mol" significa mol/es, "mmol" significa
milimol/es, "g" significa gramo/s, "mg" significa miligramo/s, "% mol" significa porcentaje en moles, "Vol" significa
volumen, "p/p" significa peso por peso, "Da" significa Daltons, "kDa" significa kiloDaltons, la designacion "10K" significa
que una molécula de polimero posee un peso molecular numérico promedio de 10 kiloDaltons, "M" significa molaridad,
"kPa" significa kiloPascales, "psi" significa libras por pulgada cuadrada, "rpm" significa revoluciones por minuto”, "
NMR" significa espectroscopia de resonancia magnética nuclear por protones, "13-C NMR" significa espectroscopia
de resonancia magnética nuclear por carbono 13, "ppm" significa partes por millon, "cP" significa centipoise, "PBS"
significa solucién salina tamponada con fosfato, "MW CQO" significa corte de peso molecular.

Una referencia a "Aldrich" o una referencia a "Sigma" significa que dicho quimico o ingrediente se obtuvo de
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.

En la presente memoria se describe un adhesivo tisular de hidrogel formado mediante la reaccién de un polisacarido
funcionalizado con aldehido, que contiene grupos aldehido colgantes, con una amina de multiples brazos dispersable
en agua. El hidrogel puede ser util como adhesivo tisular o sellante para aplicaciones médicas que requieren
degradacion mas rapida, inclusive, pero no se limitan a, la prevencion de adherencias no deseadas de tejido con tejido
que resultan de traumatismos o cirugias.

Polisacaridos funcionalizados con aldehidos

Los polisacaridos funcionalizados con aldehido adecuados para uso en la presente memoria son polisacaridos que se
modificaron de forma quimica para introducir grupos aldehido colgantes dentro de la molécula. Los grupos aldehido
colgantes pueden ser grupos aldehido individuales o dialdehidos. Los grupos aldehido colgantes de los polisacaridos
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funcionalizados con aldehido descritos en la presente memoria se unen al polisacarido mediante grupos de enlace. En
una realizacion, los grupos de enlace comprenden atomos de carbono, hidrégeno y oxigeno, pero no contienen
atomos de nitr6geno, y se unen al polisacarido mediante enlaces éter. Tal como se demuestra en los Ejemplos mas
adelante en la presente memoria, los polisacaridos funcionalizados con aldehido que tienen estos tipos de grupos de
enlace son mas estables en soluciones acuosas que los polisacaridos oxidados o los polisacaridos funcionalizados
con aldehido que tienen otros tipos de grupos de enlace, tal como aquellos que contienen un atomo de nitrégeno o se
unen al polisacarido mediante otros enlaces quimicos (por ejemplo, amida o uretano). En una realizacion, el grupo de
enlace contiene un grupo alcoxi alfa respecto al grupo aldehido colgante (es decir, en un atomo de carbono contiguo).
En ofra realizacion, el grupo de enlace no contiene un grupo alcoxi beta respecto al grupo aldehido colgante (es decir,
en el segundo atomo de carbono del grupo aldehido).

Tal como se utiliza en la presente memoria, los polisacaridos funcionalizados con aldehido no incluyen polisacaridos
que se oxiden con la escision de los anillos de polisacarido para introducir grupos aldehido. La oxidacién de los anillos
de polisacarido tiene como resultado dialdehidos formados por la apertura de los anillos del polisacarido. Por tanto, los
grupos dialdehido formados por la oxidacion de anillos de polisacarido no son grupos aldehido colgantes tal como se
definen en la presente memoria.

Los polisacaridos funcionalizados con aldehido pueden prepararse mediante la modificacién quimica de un
polisacarido para introducir grupos aldehido colgantes. Los polisacaridos funcionalizados con aldehido utiles incluyen,
pero no se limitan a, derivados funcionalizados con aldehido de: dextrano, carboximetildextrano, almidoén, agar,
celulosa, hidroxietilcelulosa, carboximetilcelulosa, pululano, inulina, levana y acido hialurénico. Los polisacaridos de
inicio se encuentran disponibles en el mercado en fuentes tales como Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).
Normalmente, los polisacaridos son una mezcla heterogénea que tiene una distribucion de diferentes pesos
moleculares y se caracterizan por un peso molecular promedio, por ejemplo, el peso molecular promedio en peso (My)
o el peso molecular numérico promedio (M), tal como se conoce en la técnica. Por lo tanto, los polisacaridos
funcionalizados con aldehido preparados a partir de estos polisacaridos también son una mezcla heterogénea que
tiene una distribucién de diferentes pesos moleculares. Los polisacaridos funcionalizados con aldehido adecuados
tienen un peso molecular promedio en peso de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 1.000.000 Daltons, de
forma mas particular de aproximadamente 3.000 a aproximadamente 250.000 Daltons, de forma mas particular de
aproximadamente 5.000 a aproximadamente 60.000 Daltons y de forma mas particular de aproximadamente 7.000 a
aproximadamente 20.000 Daltons. En una realizacién, el polisacarido funcionalizado con aldehido es dextrano
funcionalizado con aldehido. En otra realizacion, el polisacarido funcionalizado con aldehido es inulina funcionalizada
con aldehido.

Los polisacaridos funcionalizados con aldehido pueden prepararse utilizando los métodos conocidos en la técnica. Los
polisacaridos funcionalizados con aldehido pueden prepararse utilizando cualquiera de los métodos descritos en
Mehta et al. (WO 99/07744). Por ejemplo, puede hacerse reaccionar el dextrano con alilglicidiléter en un medio acuoso
acido para formar aliloxidextrano, que luego se oxida por ozondlisis para escindir el enlace doble e introducir un grupo
aldehido terminal, tal como se describe detalladamente en los Ejemplos mas adelante en la presente memoria.
Adicionalmente, el glicidol puede hacerse reaccionar con un polisacarido, tal como dextrano, en un medio acuoso
basico para proporcionar un polisacarido alquilado, tal como se describe en Chen (Biotechnology Techniques
3:131-134, 1989). La oxidacion con periodato del polisacarido alquilado proporciona un polisacarido funcionalizado
con aldehido que tiene grupos aldehido colgantes. Los polisacaridos funcionalizados con aldehido también pueden
prepararse mediante el método descrito por Solarek et al. (patente de EE.UU. n.° 4.703.116) en donde un polisacarido
se hace reaccionar con un reactivo acetal de derivacion en presencia de una base y luego se hidroliza el acetal al
ajustar el pH a menos de 7,0.

Los polisacaridos funcionalizados por aldehido que tienen grupos funcionales dialdehido pueden prepararse primero
mediante la unién de un grupo colgante que contiene o un dieno terminal o mediante la unién de una olefina
disustituida ciclica al anillo del polisacarido. La unién de los grupos colgantes puede lograrse utilizando una cantidad
de métodos, inclusive la reaccion del polisacarido con glicidiléteres que contienen olefinas ciclicas o dienos terminales,
o la reaccién con acidos carboxilicos o sus derivados que también contienen olefinas ciclicas o dienos terminales. La
oxidacion de los polisacaridos derivados con olefinas ciclicas o dienos terminales utilizando los métodos conocidos en
la técnica, tales como ozondlisis, proporciona polisacaridos derivados con dialdehidos colgantes.

El grado de sustitucion de aldehido puede determinarse utilizando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el
grado de sustitucion de aldehido puede determinarse mediante la titulacion del polisacarido funcionalizado con
aldehido con clorhidrato de hidroxilamina de acuerdo con el método de Zhao y Heindel (Pharmaceutical Research
8:400, 1991). Los polisacaridos funcionalizados con aldehido tienen un grado de sustitucién de aldehido de
aproximadamente 10% a aproximadamente 200%, de forma mas particular de aproximadamente 30% a
aproximadamente 200%, de forma mas particular de aproximadamente 35% a aproximadamente 120% y mas
particularmente de aproximadamente 40% a aproximadamente 120%.

Aminas de multiples brazos dispersables en agua:

Las aminas de multiples brazos dispersables en agua incluyen, pero no se limitan a, poliéteraminas de multiples
brazos dispersables en agua, poliamidoaminas dendriticas con terminacion amino y aminas de extremos ramificados
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de multiples brazos. Normalmente, las aminas de multiples brazos adecuadas para uso en la presente memoria tienen
un peso molecular numérico promedio de aproximadamente 450 a aproximadamente 200.000 Daltons, de forma mas
particular de aproximadamente 2.000 a aproximadamente 40.000 Daltons.

En una realizacion, la amina de multiples brazos dispersable en agua es una poliéteramina de multiples brazos, que es
un poliéter dispersable en agua que tiene la unidad de repeticion [-O-R]-, en donde R es un grupo hidrocarbileno que
tiene de 2 a 5 atomos de carbono. Las poliéteraminas de multiples brazos adecuadas incluyen, pero no se limitan a,
6xidos de polietileno en forma de estrella terminados en amino, 6xidos de polietileno dendriticos terminados en amino,
6xidos de polietileno en estructura de panal terminados en amino, éxidos de polipropileno en forma de estrella
terminados en amino, 6xidos de polipropileno dendriticos terminados en amino, éxidos de polipropileno en estructura
de panal terminados en amino, copolimeros de 6xido de polipropileno/6xido de polietileno en forma de estrella
terminados en amino, copolimeros de 6xido de polipropileno/éxido de polietileno dendriticos terminados en amino,
copolimeros de o6xido de polipropileno/oxido de polietileno en estructura panal terminados en amino y
polioxialquilentriaminas, que se venden con el nombre comercial triaminas Jeffamine® de Huntsman LLC. (Houston,
TX). Los ejemplos de aminas de 6xido de polietileno en forma de estrella incluyen, pero no se limitan a, varias aminas
de polietilenglicol de multiples brazos y polietilenglicoles en forma de estrella que tienen 3, 4, 6 u 8 brazos que terminan
en aminas primarias (a las que se hace referencia en la presente memoria como aminas PEG en forma de estrella con
3, 4, 6 0 8 brazos, respectivamente). Los ejemplos de triaminas Jeffamine® adecuadas incluyen, pero no se limitan a,
Jeffamine® T-403 (CAS No. 39423-51-3), Jeffamine® T-3000 (CAS n.° 64852-22-8) y Jeffamine® T-5000 (CAS n.°
64852-22-8). En una realizacion, la poliéteramina de multiples brazos dispersable en agua es un polietilenglicol de
ocho brazos que tiene ocho brazos que terminan en un grupo amina primario y que tiene un peso molecular numeérico
promedio de aproximadamente 10.000 Daltons.

Las poliéteraminas de multiples brazos se encuentran disponibles en el mercado, tal como se observé anteriormente,
o pueden prepararse utilizando los métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, polietilenglicoles de multiples
brazos, donde al menos tres de los brazos terminan en un grupo amina primario, pueden prepararse al poner extremos
amina en los polietilenglicoles de mdltiples brazos (por ejemplo, polietilenglicoles en forma de estrella con 3, 4,6y 8
brazos, disponibles mediante empresas tales como Nektar Transforming Therapeutics; SunBio, Inc.,Anyang, Corea
del Sur; NOF Corp., Tokio, Japon; o JenKem Technology USA, Allen, TX) utilizando el método descrito por Buckmann
et al. (Makromol. Chem. 182:1379-1384, 1981). En tal método, el polietilenglicol de multiples brazos reacciona con
bromuro de tionilo para convertir los grupos hidroxilo en bromos, que luego se convierten en aminas al reaccionar con
amoniaco a 100°C. El método es ampliamente aplicable a la preparacion de otras poliéteraminas de multiples brazos.
Adicionalmente, las poliéteraminas de multiples brazos pueden prepararse a partir de polioles de multiples brazos
utilizando | método descrito en Chenault (publicacién de solicitud de patente de EE.UU. n.° 2007/0249870 en
tramitacion con la presente memoria y de titularidad compartida). En tal método, el poliéter de mudltiples brazos
reacciona con cloruro de tionilo para convertir los grupos hidroxilo en grupos de cloro, que luego se convierten en
aminas mediante la reaccién con amoniaco anhidro o acuoso. Otros métodos que pueden utilizarse para la
preparacion de poliéteraminas de multiples brazos se describen en Merrill et al. en la patente de EE.UU. n.° 5.830.986
y en Chang et al. en WO 97/30103.

Las aminas de multiples brazos dispersables en agua adecuadas para uso en la presente memoria pueden también
ser poliamidoaminas dendriticas con terminacién amino, que se venden con el nombre comercial Dendrimeros
Starburst® (disponible en Sigma-Aldrich, St Louis, MO).

En una realizacion, la amina de multiples brazos dispersable en agua es una amina de extremo ramificado de multiples
brazos, tal como se describe en Arthur (publicacion de solicitud de patente internacional n.” WO 2008/066787 en
tramitacion con la presente y de titularidad compartida). Las aminas de extremo ramificado de multiples brazos son
polimeros ramificados que tienen dos o tres grupos amina primarios en el extremo de cada uno de los brazos del
polimero. Los multiples grupos funcionales aumentan la probabilidad estadistica de reaccion en un extremo de cadena
dado y permiten una incorporacién mas eficiente de las moléculas ramificadas en una red de polimeros. Los materiales
iniciales utilizados para preparar las aminas de extremo ramificado pueden ser polimeros ramificados tal como
poliéterpolioles de multiples brazos que incluyen, pero no se limitan a, poliéterpolioles en forma de estrella y en
estructura de panal. Las aminas de extremo ramificado pueden prepararse mediante la union de multiples grupos
amina a los extremos del polimero al reaccionar con los grupos hidroxilo utilizando los métodos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, una amina de extremo ramificado que tiene dos grupos funcionales amina en cada extremo de
los brazos del polimero puede prepararse al hacer reaccionar el material inicial, tal como se mencioné anteriormente,
con cloruro de tionilo en un solvente adecuado, tal como tolueno, para proporcionar el derivado de cloruro, que
posteriormente se hace reaccionar con tris(2-aminoetil)amina para proporcionar el reactivo de extremo ramificado que
tiene dos grupos amina primarios en el extremo de los brazos del polimero.

En una realizacion, la amina de multiples brazos dispersable en agua es una polietilenglicolamina de extremo
ramificado de ocho brazos que tiene dos grupos amino primarios en el extremo de los brazos del polimero y que tiene
un peso molecular numérico promedio de aproximadamente 10.000 Daltons.

En otra realizacion, la amina de multiples brazos dispersable en agua es una mezcla de una polietilenglicolamina de
extremo ramificado de ocho brazos que tiene dos grupos amina primarios en el extremo de los brazos del polimero y
tiene un peso molecular numérico promedio de aproximadamente 10.000 Daltons, y una polietilenglicolamina de ocho
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brazos que tiene ocho brazos que terminan en un grupo amina primario y que tiene un peso molecular numérico
promedio de aproximadamente 10.000 Daltons.

Debe reconocerse que las aminas de multiples brazos dispersables en agua son, por lo general, una mezcla algo
heterogénea que tiene una distribucion de longitudes de brazos y, en algunos casos, una distribuciéon de especies con
diferentes cantidades de brazos. Cuando una amina de multiples brazos tiene una distribucién de especies que tiene
diferente cantidad de brazos, se puede denominar segun la cantidad promedio de brazos en la distribucion. Por
ejemplo, en una realizacion, la amina de multiples brazos es una amina PEG en forma de estrella de 8 brazos, que
comprende una mezcla de aminas PEG en forma de estrella con mdltiples brazos, algunas tienen menos y otras tienen
mas que 8 brazos; sin embargo, las aminas PEG en forma de estrella de multiples brazos en la mezcla tienen un
promedio de 8 brazos. Por tanto, las expresiones "de 8 brazos", "de 6 brazos", "de 4 brazos" y "de 3 brazos", tal como
se utilizan en la presente para hacer referencia a las aminas con multiples brazos, deben interpretarse como que
denominan una mezcla heterogénea que tiene una distribucion de longitudes de brazos y, en algunos casos, una
distribucion de especies con diferente cantidad de brazos, en cuyo caso la cantidad de brazos citada hace referencia a
la cantidad promedio de brazos en la mezcla.

Métodos de para usar los adhesivos tisulares de hidrogel

Los adhesivos tisulares de hidrogel descritos en la presente memoria pueden utilizarse en varias formas. En una
realizacion, el polisacarido funcionalizado con aldehido que contiene grupos aldehido colgantes y la amina de
multiples brazos dispersable en agua se utilizan como componentes de dispersiones o soluciones acuosas. Para
preparar una dispersion o soluciéon acuosa que comprende un polisacarido funcionalizado con aldehido (al que se hace
referencia en la presente memoria como "primera dispersion o solucion acuosa"), se agrega al menos un polisacarido
funcionalizado con aldehido a agua para proporcionar una concentracion de aproximadamente 5% a
aproximadamente 40%, de forma mas particular de aproximadamente 5% a aproximadamente 30%, y de forma mas
particular de aproximadamente 10% a aproximadamente 30% en peso respecto al peso total de la solucién o
dispersion. Adicionalmente, puede utilizarse una mezcla de al menos dos polisacaridos funcionalizados con aldehido
diferentes que tienen pesos moleculares promedio en peso diferentes, grados diferentes de sustitucion de aldehido o
tanto pesos moleculares promedio en peso como grados de sustitucion de aldehido diferentes. Cuando se utiliza una
mezcla de polisacaridos funcionalizados con aldehido, la concentracién total de polisacaridos funcionalizados con
aldehido es de aproximadamente 5% a aproximadamente 40% en peso, de forma mas particular de aproximadamente
5% a aproximadamente 30% y de forma mas particular de aproximadamente 10% a aproximadamente 30% en peso
respecto al peso total de la solucién o dispersion.

De manera similar, para preparar una dispersién o soluciéon acuosa que comprende una amina de multiples brazos
dispersable en agua (a la que se hace referencia en la presente memoria como la "segunda dispersion o solucién
acuosa"), se agrega al menos una amina de multiples brazos dispersable en agua a agua para proporcionar una
concentracion de aproximadamente 5% a aproximadamente 70% en peso, de forma mas particular de
aproximadamente 20% a aproximadamente 50% en peso respecto al peso total de la solucion o dispersion. La
concentracion optima a utilizarse depende de la aplicacion pretendida y de la concentracion del polisacarido
funcionalizado con aldehido utilizado en la primera solucién o dispersién acuosa. Adicionalmente, puede utilizarse una
mezcla de diferentes aminas de multiples brazos dispersables en agua que tengan diferentes pesos moleculares
numeéricos promedio, diferentes cantidades de brazos o tanto diferentes pesos moleculares numéricos promedio como
diferentes cantidades de brazos. Cuando se utiliza una mezcla de aminas de muiltiples brazos dispersables en agua, la
concentracion total de aminas de multiples brazos es de aproximadamente 5% a aproximadamente 70% en peso, de
forma mas particular de aproximadamente 20% a aproximadamente 50% en peso respecto al peso total de la solucion
o dispersion.

Para usos en tejido vivo, se prefiere que la primera solucion o dispersiéon acuosa y la segunda solucién o dispersion
acuosa se esterilice para prevenir infecciones. Puede utilizarse cualquier método de esterilizacién adecuado conocido
en la técnica que no perjudique la capacidad de los componentes de reaccionar para formar un hidrogel eficaz,
inclusive, pero no se limitan a, radiacion por haz de electrones, radiacion gamma, esterilizacién con 6xido de etileno o
filtracion mediante una membrana con poros de 0,2 um.

La primera soluciéon o dispersion acuosa y la segunda solucién o dispersion acuosa pueden comprender ademas
varios aditivos segun la aplicacion pretendida. Preferiblemente, el aditivo no interfiere con la gelificacion eficaz para
formar un hidrogel. La cantidad de aditivo utilizado depende de la aplicacion particular y un experto en la técnica puede
determinarlo facilmente utilizando experimentacion de rutina. Por ejemplo, la primera solucion o dispersion acuosa y/o
la segunda solucion o dispersion acuosa puede comprender al menos un aditivo seleccionado de modificadores de pH,
antibioticos, colorantes, tensioactivos, farmacos y agentes terapéuticos.

La primera solucion o dispersion acuosa y/o la segunda solucién o dispersion acuosa pueden incluir opcionalmente al
menos un modificador de pH para ajustar el pH de las soluciones o dispersiones. Los modificadores de pH adecuados
son conocidos en la técnica. El modificador de pH puede ser un compuesto acido o basico. Los ejemplos de
modificadores de pH acidos incluyen, pero no se limitan a, acidos carboxilicos, acidos inorganicos y acidos sulfénicos.
Los ejemplos de modificadores de pH basicos incluyen, pero no se limitan a, hidroxidos, alcéxidos, compuestos que
contienen nitrégeno que no sean aminas primarias y secundarias y carbonatos y fosfatos basicos.
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La primera solucion o dispersion acuosa y/o la segunda solucion o dispersion acuosa puede incluir opcionalmente al
menos un agente antibidtico. Los conservantes antibidticos adecuados son conocidos en la técnica. Los ejemplos de
antibidticos adecuados incluyen, de mono no taxativo, alquilparabenos, tales como metilparabeno, etilparabeno,
propilparabeno y butilparabeno; triclosan; clorhexidina; cresol; clorocresol; hidroquinona; benzoato de sodio y
benzoato de potasio.

La primera solucion o dispersion acuosa y/o la segunda solucion o dispersion acuosa pueden incluir opcionalmente al
menos un colorante para mejorar la visibilidad de las soluciones o dispersiones. Los colorantes adecuados incluyen
tintes, pigmentos y agentes colorantes natural. Los ejemplos de colorantes adecuados incluyen, pero no se limitan a,
los colorantes FD&C y D&C, tales como FD&C violeta n.° 2, FD&C azul n.° 1, D&C verde n.° 6, D&C verde n.° 5, D&C
violeta n.° 2; y colorantes naturales tales como rojo de remolacha, cantaxantina, clorofila, eosina, azafran y carmin.

La primera solucion o dispersion acuosa y/o la segunda solucion o dispersion acuosa puede incluir opcionalmente al
menos un tensioactivo. Tensioactivo, tal como se utiliza en la presente memoria, hace referencia a un compuesto que
disminuye la tension superficial del agua. El tensioactivo puede ser un tensioactivo ionico, tal como laurilsulfato de
sodio, o un tensioactivo neutro, tal como éteres de polioxietileno, ésteres de polioxietileno y sorbitan polioxietilenado.

Adicionalmente, la primera solucion o dispersion acuosa y/o la segunda solucién o dispersion acuosa pueden incluir
opcionalmente al menos un farmaco o agente terapéutico. Los farmacos y agentes terapéuticos adecuados son
conocidos en la técnica (por ejemplo, ver la Farmacopea de Estados Unidos (USP, por su sigla en inglés), Physician’s
Desk Reference (Thomson Publishing), The Merck Manual of Diagnosis and Therapy 18va. edicion, Mark H. Beers and
Robert Berkow (eds.), Merck Publishing Group, 2006; o, en el caso de animales, The Merck Veterinary Manual, 9na.
edicién, Kahn, C.A. (ed.), Merck Publishing Group, 2005). Los ejemplos no taxativos incluyen agentes
antiinflamatorios, por ejemplo, glucocorticoides tales como prednisona, dexametasona, budesénida; agentes
antiinflamatorios no esteroideos tales como indometacina, acetato de acido salicilico, ibuprofeno, sulindac, piroxicamy
naproxeno; agentes fibrinoliticos tales como activador tisular de plasmindgeno y estreptocinasa; anticoagulantes tales
como heparina, hirudina, ancrod, dicumarol, sincumar, iloprost, L-arginina, dipiramidol y otros inhibidores de la funcion
plaquetaria; anticuerpos; acidos nucleicos; péptidos; hormonas; factores de crecimiento; citocinas; quimiocinas;
factores de coagulacion; inhibidores enddgenos de coagulacion; agentes antibacterianos; agentes antivirales; agentes
antifingicos; agentes anticancerigenos; inhibidores de la adhesion celular; promotores de curacion; vacunas; agentes
trombogeénicos, tales como trombina, fibrindgeno, homocisteina y estramustina; compuestos radioopacos, tales como
sulfato de bario y particulas de oro y radioetiquetas.

Adicionalmente, la segunda solucién o dispersién acuosa que comprende la amina con multiples brazos puede
comprender opcionalmente al menos otra amina multifuncional que tiene uno o mas grupos de amina primarios para
proporcionar otras propiedades beneficiosas, tales como la hidrofobicidad o la densidad de reticulacion modificada. La
amina multifuncional es capaz de inducir la gelificacién cuando se mezcla con un polisacarido oxidado en una solucién
o dispersion acuosa. La amina multifuncional puede ser una segunda amina de multiples brazos dispersable en agua,
tal como las que se describieron anteriormente, u otro tipo de amina multifuncional, inclusive, pero no se limitan a,
diaminas lineales y ramificadas, tales como diaminoalcanos, poliaminoalcanos y espermina; poliaminas ramificadas,
tales como polietilenimina; diaminas ciclicas, tales como N,N’-bis(3-aminopropil)piperacina,
5-amino-1,3,3-trimetilciclohexanometilamina, 1,3-bis(aminometil)ciclohexano, 1, 4-diaminociclohexano y
p-xililendi-amina; aminoalquiltrialcoxisilanos, tales como 3-aminopropiltrimetoxisilano y 3-aminopropiltrietoxisilano;
aminoalquildialcoxialquilsilanos, tales como 3-aminopropildietoximetilsilano, dihidrazidas, tales como dihidrazida
adipica; diaminas poliméricas lineales, tales como polietilenimina lineal, poliéteres con terminacién a,w-amino,
a,w,-bis(3-aminopropil)polibutanodiol, poliéteres con terminacion 3,w-1-amino (Jeffamines® lineales); poliaminas en
estructura de panal, tales como quitosano, poliallamina y polilisina y di- y polihidrazidas, tales como
bis(carboxihidrazido)poliéteres y poli(carboxihidrazido)poliéteres en forma de estrella. Muchos de estos compuestos
se encuentran disponibles en el mercado por empresas tales como Sigma-Aldrich y Huntsman LLC. Normalmente, si
se encuentra presente, la amina multifuncional se utiliza a una concentracion de aproximadamente 5% en peso a
aproximadamente 1000% en peso respecto al peso de la amina de multiples brazos en la solucién o dispersion
acuosa.

Cuando la primera solucion o dispersion acuosa y la segunda solucion o dispersion acuosa se mezclan, reaccionan
para formar una composicion de hidrogel reticulada que comprende al menos un polisacarido funcionalizado con
aldehido que contiene grupos aldehido colgantes; y al menos una amina de multiples brazos dispersable en agua en
donde al menos tres de los brazos terminan en al menos un grupo amina primario, y en donde al menos un polisacarido
funcionalizado con aldehido y al menos una amina de mudltiples brazos dispersable en agua se reticulan mediante
enlaces covalentes formados entre los grupos aldehido colgantes del polisacarido funcionalizado con aldehido y los
grupos amina primarios de la amina de multiples brazos dispersable en agua. Los enlaces covalentes pueden ser
enlaces de imina, aminales o hemiaminales. El tiempo de degradacién del hidrogel puede ajustarse para las
necesidades de la aplicacion pretendida al utilizar diferentes cantidades del polisacarido funcionalizado con aldehido
en la primera solucion o dispersion acuosa y la amina de multiples brazos dispersable en agua en la segunda solucién
o dispersion acuosa en cuanto a porcentaje en peso y/o al alterar la cantidad de funcionalizacién ya sea de la amina en
la amina de multiples brazos dispersable en agua o del aldehido en el polisacarido funcionalizado con aldehido, tal
como se muestra mas adelante en la presente memoria en los Ejemplos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 574238 T3

La primera solucion o dispersion acuosa y la segunda solucion o dispersion acuosa pueden utilizarse para aplicar un
recubrimiento a un punto anatémico en el tejido de un organismo vivo. Las dos soluciones o dispersiones acuosas
pueden aplicarse en el punto anatémico en cualquier cantidad de formas. Una vez que ambas soluciones o
dispersiones se combinaron en el punto, se reticulan para formar un hidrogel que proporciona un recubrimiento en el
punto.

En una realizacion, las dos soluciones o dispersiones acuosas se aplican al punto de forma secuencial utilizando
cualquier medio adecuado, inclusive, pero no se limitan a, rociado, barrido con un hisopo o cepillo o extrusion
utilizando una pipeta o jeringa. Las soluciones o dispersiones pueden aplicarse en cualquier orden. Luego, se mezclan
las soluciones o dispersiones en el punto utilizando cualquier dispositivo adecuado, tal como un hisopo, una espatula o
la punta de la pipeta o jeringa.

En otra realizacion, las dos soluciones o dispersiones acuosas se mezclan de forma manual antes de la aplicacion al
punto. La mezcla resultante se aplica luego al punto antes de que se cure completamente utilizando un aplicador
adecuado, tal como se describié anteriormente.

En otra realizacion, la primera solucién o dispersiéon acuosa y la segunda solucion o dispersion acuosa se aplican al
punto de forma simultanea donde se mezclan para formar un hidrogel. Por ejemplo, las dos soluciones o dispersiones
acuosas pueden contenerse en cilindros separados de una jeringa con doble cilindro. De esta forma las dos soluciones
o dispersiones acuosas se aplican de forma simultanea al punto con la jeringa. Los aplicadores de jeringa con doble
cilindro adecuados son conocidos en la técnica. Por ejemplo, Redl describe varios aplicadores adecuados para uso en
la invencién en la patente de EE.UU. n.° 6.620.125, (especialmente en las Figuras 1, 5 y 6, que se describen de la
columna 4, linea 10 a la columna 6, linea 47). Las dos soluciones o dispersiones acuosas pueden aplicarse también al
punto utilizando un catéter de doble luz, tal como los que se encuentran disponibles en Bistech, Inc. (Woburn, MA).
Adicionalmente, los dispositivos de inyeccion para la introduccion de dos componentes liquidos de forma endoscopica
en el cuerpo de manera simultanea se conocen en la técnica y pueden adaptarse para la administracion de las dos
soluciones o dispersiones acuosas descritas en la presente memoria (ver por ejemplo, Linder et al., patente de EE.UU.
n.° 5.322.510).

En otra realizacion, la primera solucion o dispersion acuosa y la segunda soluciéon o dispersion acuosa puede
premezclarse y administrarse al punto utilizando una jeringa de doble cilindro que contiene un mezclador inmaévil, tal
como el que se consigue en ConProtec, Inc. (Salem, NH) o Mixpac Systems AG (Rotkreuz, Suiza). De forma
alternativa, la punta mezcladora puede equiparse con una cabeza rociadora, tal como se describe en Cruise et al. en la
patente de EE.UU. n.° 6.458.147. De forma adicional, la mezcla de las dos soluciones o dispersiones acuosas desde la
jeringa de cilindro doble puede aplicarse al punto utilizando un catéter o endoscopio. Los dispositivos para la mezcla de
un adhesivo tisular de dos componentes liquidos y la administracion de la mezcla resultante de forma endoscopica se
conocen en la técnica y pueden adaptarse para la mezcla y administracion de las dos soluciones o dispersiones
acuosas descritas en la presente memoria (ver, por ejemplo, Nielson, patente de EE.UU. n.° 6.723.067; y Redl et al.,
patente de EE.UU. n.° 4.631.055).

En otra realizacion, las dos soluciones o dispersiones acuosas pueden aplicarse al punto utilizando un dispositivo de
rociado, tal como aquellos descritos por Fukunaga et al. (patente de EE.UU. n.° 5.582.596), Delmotte et al. (patente de
EE.UU. n.° 5.989.215) o Sawhney (patente de EE.UU. n.° 6.179.862).

En otra realizacion, las dos soluciones o dispersiones acuosas pueden aplicarse al punto utilizando un aplicador
quirdrgico minimamente invasivo, tales como aquellos descritos en Sawhney (patente de EE.UU. n.° 7.347.850).

En ofra realizacion, el adhesivo tisular de hidrogel de la invencion se utiliza para unir al menos dos puntos anatémicos.
En esta realizacion, la primera solucién o dispersion acuosa se aplica a al menos un punto anatémico y la segunda
solucién o dispersion acuosa se aplica a al menos uno o del mismo punto o de otro punto utilizando los métodos
descritos anteriormente. Los dos puntos o0 mas se ponen en contacto y se sostienen juntos de forma manual o
utilizando otros medios, tales como pinzas quirargicas, durante un tiempo suficiente para que la mezcla cure. De forma
alternativa, una mezcla de las dos soluciones o dispersiones acuosas se aplica a al menos uno de los puntos
anatémicos a enlazar utilizando los métodos descritos anteriormente. Los dos puntos o mas se ponen en contacto y se
sostienen juntos de forma manual o utilizando otros medios, tales como pinzas quirdrgicas, durante un tiempo
suficiente para que la mezcla cure.

En ofra realizacion, el polisacarido funcionalizado con aldehido y la amina de multiples brazos dispersable en agua
pueden utilizarse en forma de polvos muy finos. Los polvos pueden prepararse utilizando cualquier método adecuado.
Por ejemplo, cada una de las soluciones o dispersiones acuosas descritas anteriormente puede secarse utilizando
calor, vacio, una combinacién de calor y vacio o mediante liofilizaciéon para formar los polvos. Opcionalmente, los
polvos pueden triturarse para tener particulas mas finas utilizando los métodos conocidos en la técnica, inclusive, pero
no se limitan a, molienda, trituracién o machacamiento con un mortero y mano de mortero. Los polvos finos pueden
esterilizarse utilizando los métodos descritos anteriormente. Los polvos finos pueden aplicarse a un punto anatémico
en el tejido de un organismo vivo en una diversidad de formas. Por ejemplo, los polvos pueden aplicarse de forma
individual al punto en cualquier orden por aspersion o rociado. Adicionalmente, los polvos pueden premezclarse y la
mezcla resultante puede aplicarse al punto mediante aspersion o rociado. Los polvos pueden hidratarse en el punto
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mediante la adicion de una solucién acuosa tal como agua o una solucién tamponada adecuada (por ejemplo, solucion
salina tamponada con fosfato) o mediante los fluidos fisiolégicos que se encuentren presentes en el punto. Los polvos
finos también pueden utilizarse para unir dos puntos anatémicos tal como se describid anteriormente para las
soluciones o dispersiones acuosas. De forma alternativa, los polvos pueden hidratarse con agua o una solucién
acuosa adecuada antes de utilizar para formar la primera y la segunda solucién o dispersién acuosa, tal como se
describié anteriormente.

En ofra realizacion, el adhesivo tisular de hidrogel descrito en la presente memoria puede utilizarse en forma de un
hidrogel seco. En esta realizacion, se prepara un hidrogel seco al combinar en un solvente al menos un polisacarido
funcionalizado con aldehido con al menos una amina de multiples brazos dispersable en agua para formar un hidrogel
y tratar el hidrogel para eliminar al menos una parte del solvente para formar el hidrogel seco. Los solventes
adecuados incluyen, pero no se limitan a, agua, etanol, isopropanol, tetrahidrofurano, hexanos, polietilenglicol y sus
mezclas. Si se utilizan dos solventes diferentes, los dos solventes son miscibles uno en el otro. En una realizacion el
solvente es agua. El polisacarido funcionalizado con aldehido y la amina de multiples brazos dispersable en agua
pueden combinarse de varias formas. Por ejemplo, la primera solucién o dispersion acuosa que comprende el
polisacarido funcionalizado con aldehido y la segunda solucién o dispersion acuosa que comprende la amina de
multiples brazos dispersable en agua pueden separarse y mezclarse tal como se describié anteriormente para formar
el hidrogel. Las soluciones o dispersiones utilizadas para preparar el hidrogel pueden comprender ademas varios
aditivos segun la aplicacion pretendida. Puede utilizarse cualquiera de los aditivos descritos anteriormente. Luego se
trata el hidrogel para eliminar al menos una parte del solvente que este contiene para formar el hidrogel seco.
Preferiblemente, se elimina casi todo el solvente del hidrogel. El solvente puede eliminarse del hidrogel utilizando los
métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, utilizando calor, vacio, una combinacién de calor y vacio o haciendo fluir
una corriente de aire seco o un gas inerte seco, tal como nitrégeno, sobre el hidrogel. El hidrogel seco puede
esterilizarse utilizando los métodos descritos anteriormente. El hidrogel seco puede aplicarse a un punto anatémico en
una cantidad de formas, tal como se describe mas adelante. El hidrogel seco puede hidratarse en el punto mediante la
adicién de una solucién acuosa adecuada tal como agua o una soluciéon tamponada (por ejemplo, solucion salina
tamponada con fosfato) o mediante los fluidos fisiolégicos que se encuentren presentes en el punto.

En una realizacion, el hidrogel seco puede utilizarse en forma de una pelicula. La pelicula de hidrogel seco puede
formarse al crear una mezcla de las soluciones o dispersiones, tal como se describié anteriormente, en un sustrato
adecuado y tratar el hidrogel resultante para formar una pelicula de hidrogel seco. La pelicula de hidrogel seco puede
aplicarse directamente a un punto anatémico. Adicionalmente, la pelicula de hidrogel seco puede utilizarse para unir
dos puntos anatéomicos.

En otra realizacion, el hidrogel seco puede utilizarse en forma de particulas finas. Las particulas de hidrogel seco
pueden formarse por trituracion del hidrogel seco utilizando métodos conocidos en la técnica, inclusive, pero no se
limitan a, molienda, trituracidén o machacamiento con un mortero y mano de mortero. Las particulas de hidrogel seco
pueden aplicarse al punto anatémico en una diversidad de formas, tal como mediante aspersion o rociado, y también
pueden utilizarse para unir dos puntos anatémicos.

Kits

En una realizacion, la invencién proporciona un kit que comprende al menos un polisacarido funcionalizado con
aldehido que contiene grupos aldehido colgantes y al menos una amina de mdltiples brazos dispersable en agua en
donde al menos tres de los brazos terminan en al menos un grupo amina primario.

En otra realizacion, el kit comprende una primera solucidon o dispersidon acuosa que comprende al menos un
polisacarido funcionalizado con aldehido que contiene grupos aldehido colgantes y una segunda solucion o dispersion
acuosa que comprende al menos una amina de multiples brazos dispersable en agua en donde al menos tres de los
brazos terminan en al menos un grupo amina primario. Cada una de las soluciones o dispersiones acuosas puede
estar contenida en cualquier recipiente, tal como un vial o un cilindro de jeringa.

En ofra realizacion, el kit comprende al menos un polisacarido funcionalizado con aldehido que contiene grupos
aldehido colgantes y al menos una amina con multiples brazos dispersable en agua en donde al menos tres de los
brazos terminan en al menos un grupo amina primario en forma de polvos finos, tal como se describié anteriormente.
Los polvos pueden estar contenidos en recipientes separados o pueden premezclarse y estar contenidos en un unico
contenedor. El kit también comprende una solucién acuosa para hidratar los polvos.

En ofra realizacion, el kit comprende un hidrogel seco tal como se describié anteriormente. El hidrogel seco puede
encontrarse en forma de pelicula, particulas finas u otras formas secas. El kit puede comprender adicionalmente una
solucién acuosa para hidratar el hidrogel seco. Las particulas de hidrogel seco pueden estar contenidas en cualquier
contenedor adecuado.

Aplicaciones médicas:

El hidrogel descrito en la presente memoria puede ser util como adhesivo tisular o sellante para aplicaciones médicas
que requieren un tiempo de degradacion mas rapido, inclusive, pero no se limitan a, la prevencion de adherencias no
deseadas de tejido con tejido que resultan de traumatismos o cirugias. En estas aplicaciones, el polisacarido
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funcionalizado con aldehido y la amina de multiples brazos dispersable en agua o el hidrogel seco pueden aplicarse al
punto anatémico deseado utilizando los métodos descritos anteriormente.

Ejemplos

La presente invencion se define adicionalmente en los siguientes Ejemplos. Se deberia comprender que estos
Ejemplos, en tanto indican realizaciones preferidas de la invencion, se proporcionan Unicamente a modo ilustrativo. A
partir de la descripcion anterior y de estos Ejemplos, un experto en la técnica puede determinar las caracteristicas
esenciales de la presente invencion y, sin apartarse del espiritu y alcance de esta, pueden realizarse varios cambios y
modificaciones en la invencién para adaptarla a varios usos y condiciones.

Preparacion de reactivos
Preparacion de dextrano con grupos aldehido colgantes (AFD-15-90):

Se prepardé dextrano con grupos aldehido colgantes y un peso molecular promedio en peso de aproximadamente 15
kDa y un grado de sustitucion de aldehido de aproximadamente 90% utilizando un procedimiento de dos etapas. En la
primera etapa, se hizo reaccionar dextrano con un peso molecular promedio en peso de aproximadamente 9 a
aproximadamente 11 kDa con alilglicidiléter para formar una olefina intermedia, que luego se hizo reaccionar con
ozono para formar el dextrano que contiene grupos aldehido colgantes.

En la primera etapa, se agregaron 30 g de dextrano (peso molecular promedio de 9-11 kDa, Sigma) y 30 mL de agua
en un matraz de 3 cuellos. Se enfrié la solucion a 10°C y luego se agregaron 39 mL de una solucion de NaOH al 20%
en peso. La solucion resultante se agitd durante 25 min, proporcionando una solucién de color amarillo palido y luego
se agrego 84,58 g (4 equiv.) de alilglicidiléter (Aldrich). La mezcla resultante se calent6é a 65°C durante 5,5 horas y
luego se permitid enfriar a temperatura ambiente, luego de lo cual se ajusté el pH a 7,0 con HCI 1 N. Se diluyod la
mezcla con 200 mL de agua adicionales y se purificé utilizando un sistema de ultrafiltracién Pellicon 1l de Millipore
(Millipore Corp., Billerica, MA), al filtrar mediante filtros de corte de 1 kDa con remplazo continuo de filtrado con agua
pura hasta que se recolecté 5x el volumen de solucion inicial como filirado. Se tomé una pequefia muestra y se liofilizo
con fines analiticos. El resto del filtrado se utilizé directamente en la etapa posterior de ozondlisis. El grado de
sustitucion se determino que fue 1,33 mediante RMN de protones a partir de la relacion de integracion entre los picos
de olefina y los picos anoméricos en 4,8-5,0.

En la segunda etapa, se agregaron 460 mL del filtrado resultante de la etapa 1 a un matraz de 2 L de 3 cuellos
equipado con una barra agitadora magnética y una entrada de tubo de aspersion. La solucion se enfrié en un bafio
helado a 0-5°C y luego se administré ozono por aspersion a partir de un generador de ozono (ClearWater Tech, LLC.,
San Luis Obispo, CA; Modelo CD10) al 100% de la energia que genera 7% de ozono. Se dio una formaciéon de
espuma, que se controlé6 mediante la adicién de unas pocas gotas de 1-heptanol. Se tomaron muestras a las 6,25 y
7,75 horas y se analizaron utilizando 13-C NMR. La desaparicion de resonancias a 118 y 134 ppm indicé que la olefina
se consumio6 antes de las 7,75 horas. Luego, se agrego una solucion de sulfito de sodio (23,3 g en 138 mL de agua)
gota a gota con agitacién. Se observd un proceso exotérmico y se permitié que la mezcla de reaccion se agitara
durante la noche en nitrogeno. Se transfirié la mezcla a un frasco de vidrio de 1 L y se filtr6 mediante el sistema de
ultrafiltracion Pellicon Il de Millipore con filtros de corte de 1 kDa. Se agreg6 agua continuamente para remplazar el
filtrado recolectado y lo retenido se recicld de vuelta al frasco de vidrio. Este proceso se continué hasta que se
recolecté mas de 5x el volumen de reaccion inicial en el filtrado. La solucion purificada se congeld luego y se liofilizo
para proporcionar 53,9 g de un solido blanco blando. El grado sustitucién de aldehido del producto solido resultante se
determin6 que fue 89% utilizando el método de Zhao y Heindel (Pharmaceutical Research 8:400, 1991). El peso
molecular promedio en peso del dextrano funcionalizado con aldehido se determiné que fue a aproximadamente 15
kDa utilizando cromatografia de exclusion por tamario (SEC, por su sigla en inglés). Este dextrano funcionalizado con
aldehido se denomina en la presente memoria AFD-15-90.

Se elaboré una segunda preparacion de este dextrano funcionalizado con aldehido utilizando el mismo procedimiento.
Se determino que el grado de sustitucion de aldehido del producto resultante fue de 92% utilizando el método de Zhao
y Heindel y el peso molecular promedio en peso fue de 16 kDa utilizando SEC. Este dextrano funcionalizado con
aldehido se denomina en la presente memoria AFD-16-92.

Preparacion de inulina con grupos aldehido colgantes (AFI-12-49):

Se prepard inulina con grupos aldehido colgantes y un peso molecular promedio en peso de aproximadamente 12 kDa
y un grado de sustitucion de aldehido de aproximadamente 49% utilizando el procedimiento de dos etapas descrito
anteriormente.

En la primera etapa, se suspendieron 20 g de inulina (peso molecular promedio de aproximadamente 4 kDa, Sigma) en
200 mL de agua, se calentdé a 70°C durante 1 hora para disolverse y luego se enfrié a 65°C. A esta solucion se
agregaron 23 mL de solucion de hidroxido de sodio (20% en peso en agua), seguido por la adicion lenta de
alilglicidiléter (50,7 g) mediante una bomba de jeringa a una velocidad de 3 mL/min. Luego de la adicion, se calento la
mezcla a 65°C durante 6 horas. Luego de dicho tiempo, la mezcla de reaccion se enfri6 a temp. ambiente y se
neutralizé a pH 7 con HCI al 50%. La mezcla de reaccion se purific6 mediante ultrafiltracion en una membrana de 1000
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MWCO (se recolectd 10X el volumen de desecho).

'H NMR (D20): d 5,95ppm (m, integral 1,0, OCH2C(H)=CH,), 5,31 (dd, integral 2,1,0CH2(CH)=CH,), 4,37 (br. s,
integral 0,40), 4,25 (br. s, integral 0,76), 4,0-3,55 (br. m, integral 12,9).

En la segunda etapa, se enfrio el filtrado a aproximadamente 5°C utilizando un bafio de hielo/agua. Se administrd
ozono por aspersion dentro de la solucion agitada durante 6 horas. Se agregé 1-heptanol (unas pocas gotas) para
controlar la formacion de espuma. Al final de la reaccion, se agregé una solucion de sulfito de sodio (16 g en 100 mL de
agua) a la solucién enfriada (enfriada en un bafio de hielo/agua). Se agito la solucion a temperatura ambiente durante
la noche. Se purificé el producto mediante ultrafiltracion (MWCO 1000, se recolectd 12X el volumen de desecho). Se
liofilizé el filtrado para proporcionar un sélido blanco.

El analisis de cromatografia por exclusion de tamario (SEC) del producto proporciond lo siguiente: My = 1,2 x 10*, M, =
7,3x10%, M, = 1,5 x 10*, My/M, = 1,6.

El grado de sustitucion de aldehido se determind que fue aproximadamente 49% mediante titulacion del aducto de
hidroxilamina del aldehido de inulina utilizando el método descrito en Zhao y Heindel (Pharmaceutical Research 8:400,
1991). Esta inulina funcionalizada con aldehido se denomina en la presente memoria AFI-12-49.

Preparacion de dextrano con grupos aldehido colgantes (AFD-7-86):

Se prepar6 dextrano con grupos aldehido colgantes y un peso molecular promedio en peso de aproximadamente 5 a
11 kDa y un grado de sustitucion de aldehido de 86% utilizando un procedimiento de dos etapas. En la primera etapa,
se hizo reaccionar dextrano con un peso molecular promedio en peso de aproximadamente 5 a aproximadamente 11
kDa con glicidol para formar un dextrano alquilado. En la segunda etapa, el dextrano alquilado se oxidé con periodato
de sodio para oxidar los grupos de extremo diol agregados en la primera etapa para proporcionar dextrano con grupos
aldehido colgantes.

En la primera etapa, se suspendieron 20 g de dextrano (peso molecular promedio de 5-11 kDa, Sigma) en 20 mL de
aguay se calentd a 55°C. A esta solucion se agregaron 25 mL de solucion de hidréxido de sodio (20% en peso e agua),
seguido por la adicion lenta de glicidol (36 g, Aldrich) utilizando una bomba de jeringa a una velocidad de flujo de 1,0
mL/min a 55°C. Luego, se calentd la mezcla a 55°C durante 6 horas, luego de lo cual se enfri6 la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente. Se lavo el producto dos veces con 20 mL de éter para eliminar el exceso de reactivo. La mezcla
resultante amarilla y homogénea se neutralizé con HCI al 50% sobre hielo (pH final de 7,3). Se precipitd la muestra en
aproximadamente 5x el volumen del isopropanol frio (~0°C). Se decanté la capa de isopropanol, se lavo el producto
solido con isopropanol frio y se repitio el proceso de disolucion seguido por la precipitacion dos veces mas. Se sec6 el
producto solido al vacio durante 48 horas.

En la segunda etapa, se disolvieron 15 g del producto sélido de la primera etapa en 150 mL de agua en un matraz de
fondo redondo y luego se enfrié la solucion resultante a 4°C. Se agregd una solucion de periodato de sodio (8,25 g en
85 mL de agua) al matraz de fondo redondo gota a gota durante 30 min. Se agité la mezcla de reaccion a 4°C durante
2 horas y luego se agregaron 10,4 g (9,3 mL) de etilenglicol a la mezcla de reaccion, que se agité luego durante 10 min.
Se purifico el producto utilizando un sistema TFF (Millipore Corp., Billerica, MA) con una membrana de corte de peso
molecular de 1000 y se liofilizé para proporcionar 10 g de polvo blanco. El grado de sustitucion de aldehido del
producto se determiné que fue 86% mediante titulacion del aducto de hidroxilamina utilizando el método descrito por
Zhao y Heindel (Pharmaceutical Research 8:400, 1991).

El analisis de cromatografia por exclusion de tamafio (SEC) del producto proporciond lo siguiente: My = 7,4 x 10%, M, =
4.8 x 103, M, =1,1x 104, Mw/Mn = 1,5. Este dextrano funcionalizado con aldehido se denomina en la presente memoria
AFD-7-86.

Preparacion de dextrano que tiene grupos aldehido colgantes (AFD-9-120):

Se preparé dextrano con grupos aldehido colgantes y un peso molecular promedio en peso de aproximadamente 9
kDa y un grado de sustitucion de aldehido de 120% utilizando un procedimiento de dos etapas. En la primera etapa, se
hizo reaccionar dextrano con un peso molecular promedio en peso de aproximadamente 5 a aproximadamente 11 kDa
con glicidol para formar dextrano alquilado. En la segunda etapa, el dextrano alquilado se oxid6 con periodato de sodio
para oxidar los grupos de extremo diol agregados en la primera etapa para proporcionar dextrano con grupos aldehido
colgantes.

En la primera etapa, se hicieron reaccionar tres lotes de dextrano con glicidol para formar el dextrano alquilado. En dos
de los lotes, se hicieron reaccionar 20 g de dextrano (peso molecular promedio de 5-11 kDa, Sigma) con glicidol (36 g,
Aldrich) de la misma forma que se describié anteriormente, para la primera etapa de la preparacion de AFD-7-86. En el
tercer lote, la relacion molar del glicidol respecto al dextrano varié. Se disolvié dextrano (10 g) en una solucion formada
por la combinacion de 10 mL de agua y 12,5 mL de solucion de hidroxido de sodio (20% en peso). Se agrego glicidol
(444, Aldrich) a la solucién de dextrano utilizando una bomba de jeringa a una velocidad de 0,7 mL/mn. Se calent6 la
mezcla a 55°C y se agregaron 20 mL de agua. La mezcla de reaccion se calenté a 55 °C durante 6 horas. Se aislo el
producto tal como se describié anteriormente para AFD-7-86. Se combinaron los tres lotes para elaborar un lote
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maestro de materiales para la segunda etapa.

En la segunda etapa, se disolvieron 25 g del producto sélido del lote maestro descrito anteriormente en 250 mL de
agua en un matraz de fondo redondo y luego se enfrid la solucion resultante a 4°C. Se agregd una solucion de
periodato de sodio (20,8 g en 125 mL de agua) al matraz de fondo redondo gota a gota durante 1 hora. Se agité la
mezcla de reaccion a 4°C durante 2 horas y luego se agregaron 66 g de etilenglicol a la mezcla de reaccioén, que luego
se agité durante 30 min. Luego de tal tiempo, se filtrd la mezcla de reaccion. Se purifico el filtrado utilizando un sistema
TFF (Millipore Corp., Billerica, MA) con una membrana de corte de peso molecular de 1000 y se liofilizd para
proporcionar 17 g de polvo blanco. El grado de sustitucion de aldehido del producto se determin6é que fue 120%
mediante titulacion del aducto de hidroxilamina utilizando el método descrito por Zhao y Heindel (Pharmaceutical
Research 8:400, 1991).

El analisis de cromatografia por exclusién de tamafio (SEC) del producto proporciond lo siguiente: My = 8,9 x 10%, M, =
6,8 x 103, M,=12x 104, Mw/Mn = 1,3. Este dextrano funcionalizado con aldehido se denomina en la presente memoria
AFD-9-120.

Preparacion de dextrano con grupos aldehido colgantes (AFD-13-64):

Se prepardé dextrano con grupos aldehido colgantes y un peso molecular promedio en peso de aproximadamente 13
kDa y un grado de sustitucion de aldehido de 64% utilizando un procedimiento de dos etapas. En la primera etapa, se
hizo reaccionar dextrano con un peso molecular promedio en peso de aproximadamente 5 a aproximadamente 11 kDa
con glicidol para formar dextrano alquilado. En la segunda etapa, el dextrano alquilado se oxid6 con periodato de sodio
para oxidar los grupos de extremo diol agregados en la primera etapa para proporcionar dextrano con grupos aldehido
colgantes.

La primera etapa se lleva a cabo tal como se describié anteriormente para AFD-9-120. En la segunda etapa, se
disolvieron 25 g del producto sélido del lote maestro del dextrano alquilado descrito anteriormente para AFD-9-120 en
250 mL de agua en un matraz de fondo redondo y luego se enfrio la solucién resultante a 4°C. Se agregd una solucion
de periodato de sodio (10,4 g en 60 mL de agua) al matraz de fondo redondo gota a gota durante 1 hora. Se agité la
mezcla de reaccion a 4°C durante 2 horas y luego se agregaron 6 g de etilenglicol a la mezcla de reaccion, que luego
se agito durante 30 min. Luego se filtré la mezcla de reaccion. Se purifico el filtrado utilizando un sistema TFF (Millipore
Corp., Billerica, MA) con una membrana de corte de peso molecular de 1000 y se liofilizé para proporcionar 17 g de
polvo blanco. El grado de sustitucion de aldehido del producto se determiné que fue 64% mediante titulacion del
aducto de hidroxilamina utilizando el método descrito por Zhao y Heindel (Pharmaceutical Research 8:400, 1991).

El analisis de cromatografia por exclusion de tamario (SEC) del producto proporciond lo siguiente: My, =1,3 x 10%, M, =
9,8 x 103, M,=1,8x 104, Mw/Mn = 1,3. Este dextrano funcionalizado con aldehido se denomina en la presente memoria
AFD-13-64.

Preparacion de dextrano con grupos aldehido colgantes (AFD-13-46):

Se preparoé dextrano con grupos aldehido colgantes y un peso molecular promedio en peso de aproximadamente 13
kDa y un grado de sustitucion de aldehido de 46% utilizando un procedimiento de dos etapas. En la primera etapa, se
hizo reaccionar dextrano con un peso molecular promedio en peso de aproximadamente 9 a aproximadamente 11 kDa
con alilglicidiléter para formar una olefina intermedia, que luego se hizo reaccionar con ozono para formar el dextrano
que contiene grupos aldehido colgantes.

En la primera etapa, se agregaron 30 g de dextrano (peso molecular promedio de 9-11 kDa, Sigma) y 30 mL de agua
en un matraz de 3 cuellos. Se enfri6 la solucién a 10°C y luego se agregaron 39 mL de una solucion de NaOH al 20%
en peso. La solucion resultante se agitd durante 25 min, proporcionando una solucién de color amarillo palido y luego
se agrego 42,27 g (2 equiv.) de alilglicidiléter (Aldrich). La mezcla resultante se calent6é a 65°C durante 5,5 horas y
luego se permitié enfriar a temperatura ambiente, luego de lo cual se ajusté el pH a 7,0 con HCI 1 N. Se diluyod la
mezcla con 200 mL de agua adicionales y se purificd con un sistema de ultrafiltracion Pellicon 1l de Millipore (Millipore
Corp., Billerica, MA), utilizando filtros de corte de 1 kDa con remplazo continuo de filtrado con agua pura hasta que se
recolectd 5x el volumen de solucién inicial como filtrado. Se tomo una pequefia muestra del filtrado y se liofilizé con
fines analiticos. El resto del filtrado se utilizo directamente en la etapa posterior de ozondlisis. Se encontré que el grado
de sustitucion fue 0,84 mediante RMN, integrando los picos olefinicos respecto a las resonancias anomeéricas.

En la segunda etapa, se agregaron 475 mL del filtrado resultante de la etapa 1 a un matraz de 2 L de 3 cuellos
equipado con una barra agitadora magnética y una entrada de tubo de aspersion. La solucion se enfrié en un bafio
helado a 0-5°C y luego se administré ozono por aspersion a partir de un generador de ozono (ClearWater Tech, LLC.,
San Luis Obispo, CA; Modelo CD10) al 100% de la energia que genera 7% de ozono. Se dio una formacién de
espuma, que se controlé mediante la adicion de unas pocas gotas de 1-heptanol. Se tomaron muestras alas 2y 4
horas y se analizaron utilizando 13-C NMR. La desaparicion de resonancias a 118 y 134 ppm indicé que la olefina se
consumié antes de las 4 horas. Luego, se agregé una solucion de sulfito de sodio (19,6 g en 117 mL de agua) gota a
gota con agitacion. Se observé un proceso exotérmico y se permitio que la mezcla de reaccion se agitara durante la
noche en nitrégeno. Se transfirié la mezcla a un frasco de vidrio de 1 L y se filtré mediante el sistema de ultrafiltracion
Pellicon Il de Millipore con filtros de corte de 1 kDa. Se agregd agua continuamente para remplazar el filtrado
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recolectado y lo retenido se recicld de vuelta al frasco de vidrio. Este procedimiento se continud hasta que se recolectd
mas de 5x el volumen de reaccion inicial en el filtrado. La solucion purificada se congel6 luego y se liofilizé para
proporcionar 28,6 g de un solido blanco blando. El grado de sustitucion de aldehido del producto sélido resultante se
determind que fue 46% utilizando el método de Zhao y Heindel (Pharmaceutical Research, 1991, 8:400). El peso
molecular promedio en peso del dextrano funcionalizado con aldehido se determiné que fue a aproximadamente 13
kDa utilizando cromatografia de exclusion por tamarfio (SEC, por su sigla en inglés). Este dextrano funcionalizado con
aldehido se denomina en la presente memoria AFD-13-46.

Preparacion de dextrano con grupos aldehido colgantes (AFD-19-64):

Se prepardé dextrano con grupos aldehido colgantes y un peso molecular promedio en peso de aproximadamente 19
kDa y un grado de sustitucion de aldehido de 60% utilizando el procedimiento de dos etapas descrito anteriormente.

En la primera etapa, se agregaron 30 g de dextrano (peso molecular promedio de 9-11 kDa, Sigma) y 30 mL de agua
en un matraz de 3 cuellos. Se enfri6 la solucién a 10°C y luego se agregaron 39 mL de una solucion de NaOH al 20%
en peso. La solucion resultante se agitd durante 25 min, proporcionando una solucién de color amarillo palido y luego
se agrego 63,41 g (3 equiv.) de alilglicidiléter (Aldrich). La mezcla resultante se calent6é a 65°C durante 5,5 horas y
luego se permitid enfriar a temperatura ambiente, luego de lo cual se ajusté el pH a 7,0 con HCI 1 N. Se diluyd la
mezcla con 200 mL de agua adicionales y se purificé utilizando un sistema de ultrafiltracion Pellicon 1l de Millipore, al
filtrar mediante filtros de corte de 1 kDa con remplazo continuo de filtrado con agua pura hasta que se recolect6 5x el
volumen de solucién inicial como filtrado. Se tomd una pequefia muestra y se liofilizéd con fines analiticos. El resto del
filtrado se utilizo directamente en la etapa posterior de ozondlisis. El grado de sustitucion se determiné que fue 0,99
mediante RMN a partir de la relacion de integracion entre los picos de olefina y los picos anoméricos en 4,8-5,0.

En la segunda etapa, se agregaron 475 mL del filtrado resultante de la etapa 1 a un matraz de 2 L de 3 cuellos
equipado con una barra agitadora magnética y una entrada de tubo de aspersion. La solucion se enfrié en un bafio
helado a 0-5°C y luego se administré ozono por aspersion a partir de un generador de ozono (ClearWater Tech, LLC.,
San Luis Obispo, CA; Modelo CD10) al 100% de la energia que genera 7% de ozono. Se dio una formaciéon de
espuma, que se controlé mediante la adicion de unas pocas gotas de 1-heptanol. Se tomaron muestras alas 4y 5,75
horas y se analizaron utilizando 13-C NMR. La desaparicion de resonancias a 118 y 134 ppm indicé que la olefina se
consumio6 antes de las 5,75 horas. Luego, se agregé una solucién de sulfito de sodio (23,3 g en 139 mL de agua) gota
a gota con agitacion. Se observé un proceso exotérmico y se permitié que la mezcla de reaccion se agitara durante la
noche en nitrégeno. Se transfirid la mezcla a un frasco de vidrio de 1 L y se filtré mediante el sistema de ultrafiltracion
Pellicon Il de Millipore con filtros de corte de 1 kDa. Se agregd agua continuamente para remplazar el filtrado
recolectado y lo retenido se reciclé de vuelta al frasco de vidrio. Este proceso se continué hasta que se recolectd mas
de 5x el volumen de reaccion inicial en el filtrado. La solucion purificada se congeld luego y se liofilizd para
proporcionar 39,1 g de un sdlido blanco blando. El grado sustitucion de aldehido del producto soélido resultante se
determin6 que fue 60% utilizando el método de Zhao y Heindel (Pharmaceutical Research 1991, 8:400). El peso
molecular promedio en peso del dextrano funcionalizado con aldehido se determiné que fue a aproximadamente 19
kDa utilizando cromatografia de exclusion por tamario (SEC, por su sigla en inglés). Este dextrano funcionalizado con
aldehido se denomina en la presente memoria AFD-19-64.

Preparacion de dextrano con grupos aldehido colgantes (DAFD-10-16):

Se prepar6 dextrano funcionalizado con dialdehido en el cual los grupos dialdehido colgantes se unen a la estructura
principal del dextrano mediante un enlace éter utilizando un procedimiento de tres etapas.

Etapa 1:

A un matraz de dos cuellos de 300 mL equipado con una barra de agitacion magnética y una entrada de nitrégeno se
agregaron 74,3 mL de una solucion de hidroxido de sodio al 40% en peso y 0,94 g (2,91 mmol) de bromuro de
tetrabutilamonio. Se enfrio la solucion a 5-10°C y se tratd con 5,0 g (59,44 mmol) de 3-ciclopenteno-1-ol seguido por la
adicion gota a gota de 22,0 g de epiclorohidrina (237,76 mmol) durante un periodo de 20 min. La mezcla de reaccién se
agitd a temperatura ambiente durante la noche. Luego, se vertio la mezcla de reaccion en aproximadamente 50 mL de
hielo/agua y se agitd para proporcionar una solucion, que se extrajo tres veces con porciones de 50 mL de dietiléter. Se
lavaron las capas organicas combinadas con solucidon de salmuera hasta que se volvieron neutras en el tornasol y se
secaron sobre MgSOQO,. Se eliminé el solvente en un evaporador giratorio para proporcionar un liquido marrén. Se
purific el producto bruto mediante destilacion. Se recolecto el producto a 118°C y 25 mm Hg (3,3 kPa). 'H NMR en
CDCl; & ppm (2,42,m, 2H; 2,5m 1 H; 2,6,m,2H, 2,78,m,1H; 3,15,m,1H;3,4,m,1H; 3,65-3,68,m, 1H; 4,26,m,1H;
5,68s,2H)

Etapa 2:

En un matraz de 2 cuellos de 10 mL equipado con una barra de agitacion magnética y condensador de reflujo con
entrada de nitrégeno se colocaron 0,58 mL de agua seguidos por 0,5778 g (3,567 mmol) de dextrano con un peso
molecular promedio en peso de aproximadamente 9 a aproximadamente 11 kDa. Se agito la solucidn para formar una
suspension. Se agregaron al matraz 0,75 mL de solucién de NaOH al 20% en peso. Luego de agitar durante 30 min, se
agrego 1,0 g (7,134 mmol) de glicidil 3-ciclopenteniléter. Se calenté la solucion en un bafio de aceite a 65°C durante
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5,5 horas. Luego, se enfrié la mezcla de reaccion a temperatura ambiente y se ajusté el pH a 7,0 con HCI 0,5 M. Se
diluyé la solucion resultante a aproximadamente 400 mL con agua, luego se purificd utilizando el sistema de
ultrafiltracion Pellicon 1l de Millipore con un cassette de corte de peso molecular de 1000. Se liofilizé una pequefia
alicuota para analisis. Se obtuvo "H NMR en D,0. § ppm (2,2,d; 2,4,d; 3,31-3,7,m;4,1,s;4,77,s;4,9,5(b); 5,55, s).

Se trato el resto de la solucidon con ozono para elaborar dextrano funcionalizado. A partir de la RMN, se determiné el
grado de sustitucién mediante la integracion de los picos anoméricos a 5,0-5,2 ppm en func. de los picos olefinicos. Se
encontré que el grado de sustitucion fue 0,52.

Etapa 3:

A un matraz de 3 cuellos de 1 L que contenia 400 mL de la solucién acuosa de dextrano funcionalizado (de la etapa
anterior) a aproximadamente 8°C se le administré por aspersion ozono durante 5,5 horas. Se detuvo el flujo de ozono
y se agrego una solucion de 0,45 g de sulfito de sodio en 3 mL de agua al matraz a 8°C. Se agito la solucion durante la
noche y se purificé mediante ultrafiltracion en el sistema de ultrafiltracion Pellicon 1l de Millipore utilizando un cassette
de 1000 MWCO. Se congeld la solucion final y se liofilizd para proporcionar 0,68 g de un solido tipo espuma.

"H NMR se obtuvo en D2O. § ppm (1,318,m; 1,523,m; 1,8,m; 2,1,m; 2,3-2,48,m; 3,3-3,9,m; 4,9,s; 5,1, s(b); 5,5,s)

El grado de sustitucion de aldehido se determiné que fue aproximadamente 16% mediante titulacion del aducto de
hidroxilamina del dextrano funcionalizado con dialdehido utilizando el método descrito en Zhao y Heindel
(Pharmaceutical Research 8:400, 1991). Este dextrano funcionalizado con dialdehido se denomina en la presente
memoria DAFD-10-16.

Preparacion de dextrano con grupos dialdehido colgantes (DAFD unido por ésteres):

Se prepar6 dextrano funcionalizado con dialdehido en el cual los grupos dialdehido colgantes se unen a la estructura
principal del dextrano mediante un enlace éster utilizando un procedimiento de dos etapas.

Etapa 1:

En un matraz de 3 cuellos de 50 mL, equipado con una barra de agitacion magnética y un condensador de reflujo, se
colocaron 22 mL de dimetilacetamida (DMAC) seguidos por 1,817 g (11,217 mmol) de dextrano con un peso molecular
promedio en peso de aproximadamente 9 a aproximadamente 11 kDa y 1,09 g (25,71 mmol) de cloruro de litio. Se
formd una suspension, que se calenté a 90°C durante una hora hasta que resulté una solucién clara. Se enfrié la
solucién a temperatura ambiente y se agregaron 0,91 mL (11,217 mmol) de piridina seguidos por la adicion gota a gota
de 2,18 g (11,217 mmol) de cloruro de 3-ciclopentenocarbonilo. Se agregé 4-Dimetilaminopiridina (DMAP, Aldrich) (30
mg) y se calentd la mezcla a 60°C durante la noche, es decir, aproximadamente 20 horas). Luego de enfriarse, se
agrego la soluciéon marrdn resultante gota a gota a 200 mL de agua fria con agitacion para proporcionar una solucion
amarilla. Se ajusto el pH de 2,15 a 6,0 utilizando una solucién de NaOH 0,25 N. Se purifico el producto bruto en un
sistema de ultrafiltracion Pellicon Il de Millipore utilizando un cassette de corte de peso molecular de 1000. Se congeld
una pequefia alicuota y se liofilizd para obtener una muestra analitica.

"H NMR. & ppm (2,59-2,66,m); (2,85,s); (3,0,s); (3,24(b),s); (3,46-3,51,m); (3,52-3,71,m); (3,84,d); (3,93,d); (4,91, s);
(4,97,s); (5,12,1); (5,68,s)

Etapa 2:

A un matraz de 3 cuellos de 1 L, equipado con una barra de agitacion magnética y que contenia 350 mL de la solucion
que resulta de la etapa anterior a aproximadamente 8°C se le administré una corriente de ozono por aspersion durante
5 horas. Luego de discontinuar la aspersién de ozono, se agrego una solucion de 1,41 g de sulfito de sodio en 8,4 mL
de agua. Se agitd la mezcla resultante a temperatura ambiente durante la noche, luego se purificé en un sistema de
ultrafiltracion Pellicon Il de Millipore utilizando un filtro de cassette de corte de peso molecular de 1000. Se congel6 la
solucion y se liofilizé para proporcionar 1,92 g de un sdlido blanco.

"H NMR se presentd en D;0. & ppm (3,49-3,79,m); (3,89-3,97,m); (4,97 d, (amplio)); 5,16(s, (b))
Este dextrano funcionalizado con dialdehido se denomina en la presente memoria DAFD unido con ésteres.
Preparacion de dextrano oxidado (D10-50)

El aldehido de dextrano se elabora al oxidar dextrano en una soluciéon acuosa con metaperiodato de sodio. Un
dextrano oxidado que tiene un peso molecular promedio de aproximadamente 10.000 Da y una conversion de 6xido de
aproximadamente 50% (es decir, aproximadamente la mitad de los anillos de glucosa en el polimero de dextrano se
oxidan con dialdehidos) se prepara a partir de dextrano que tiene un peso molecular promedio en peso de 8.500 a
11.500 Daltons (Sigma) mediante el método descrito por Cohen et al. (publicacién de solicitud de patente internacional
n.® WO 2008/133847 en tramitacion con la presente memoria y de titularidad compartida). Aqui se describe un
procedimiento tipico.
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Se carga un reactor de 20 L equipado con agitador mecanico, embudo de adicién, sonda de temperatura interna y
purga de nitrégeno con 1000 g del dextrano y 9,00 L de agua desionizada. La mezcla se agita a temperatura ambiente
para disolver el dextrano y luego se enfria de 10 a 15°C. A la solucién de dextrano enfriada se le agrega durante un
periodo de una hora, mientras se mantiene la temperatura de la reaccién por debajo de 25°C, una solucion de 1000 g
de periodato de sodio disuelta en 9,00 L de agua desionizada. Una vez que se agregé toda la solucion de periodato de
sodio, se agita la mezcla de 20 a 25°C durante 4 horas mas. Luego se enfria la mezcla de reaccion a 0°C y se filtra para
clarificar. Se agrega cloruro de calcio (500 g) al filtrado y se agita la mezcla a temperatura ambiente durante 30 min y
luego se filtra. Se agrega yoduro de potasio (400 g) al filtrado y se agita la mezcla a temperatura ambiente durante 30
min. Se agrega una parte de 3 L de la solucion roja resultante a 9,0 L de acetona durante un periodo de 10 a 15 min.
con agitacion enérgica mediante un agitador mecanico durante la adicion. Luego de unos pocos minutos mas, el
producto aglomerado se separa del liquido sobrenadante. El resto de la solucion roja obtenida por la adicién de yoduro
de potasio al segundo filirado se trata de la misma forma que se mencioné anteriormente. El producto aglomerado
combinado se parte en pedazos, se combina con 2 L de metanol en una mezcladora de acero inoxidable grande y se
mezcla hasta que el sélido se vuelve granulado. Se recupera el sélido granulado mediante filtracion y se seca al vacio
con purga de nitrogeno. Luego se muele con martillos el sélido granular hasta quedar un polvo fino. Se carga un
reactor de 20 L con 10,8 L de agua desionizada y 7,2 L de metanol y se enfria la mezcla a 0°C. El sélido granulado
formado por la etapa anterior se agrega al reactor y se agita enérgicamente la suspension durante una hora. Se
discontinua la agitacion y se permite que el solido repose en el fondo del reactor. Se decanta el liquido sobrenadante al
vacio, se agregan 15 L de metanol al reactor y se agita la suspensién durante 30 a 45 min. mientras se enfria a 0°C. Se
filtra la suspension en partes y se lavan los sdlidos recuperados con metanol, se combinan y se secan al vacio con una
purga de nitrégeno para proporcionar aproximadamente 600 g del dextrano oxidado, al que se denomina en la
presente memoria D10-50.

El grado de oxidacion del producto se determina mediante RMN de protones que es aproximadamente 50% (peso
equivalente por grupo aldehido = 146). En el método de RMN, se determinan los integrales para dos intervalos de
picos, especificamente, -O,CHx- a aproximadamente 6,2 partes por millon (ppm) a aproximadamente 4,15 ppm
(menos el pico HOD) y -OCHx- a aproximadamente 4,15 ppm a aproximadamente 2,8 ppm (menos cualquier pico de
metanol, si estuviera presente). El calculo del nivel de 6xido se basa en la relacion (R) para estas areas,
especificamente R = (OCH)/(O.CH).

Preparacion de octaamina PEG 10K de ocho brazos (P8-10-1):

La octaamina PEG 10K de ocho brazos (M,=10 kDa) se sintetiza utilizando el procedimiento de dos etapas descrito por
Chenault en la publicacion de solicitud de patente de EE.UU. n.° 2007/0249870, en tramitacion con la presente y de
titularidad compartida. En la primera etapa, el cloruro de PEG 10K de 8 brazos se elabora mediante la reaccién de
cloruro de tionilo con el octaalcohol PEG 10K de 8 brazos. En la segunda etapa, el cloruro de PEG 10K de 8 brazos se
hace reaccionar con amoniaco acuoso para proporcionar la octaamina PEG 10K de 8 brazos. Aqui se describe un
procedimiento tipico.

El octaalcohol PEG 10K de 8 brazos (M,=10000; NOF SunBright HGEO-10000), (100 g en un matraz de fondo redondo
de 500 mL) se sec6 mediante calor con agitacion a 85°C al vacio (0,06 mm de mercurio (8,0 Pa)) durante 4 horas o
mediante destilacion azeotrépica con 50 g de tolueno a presién reducida (2 kPa) con una temperatura de depdsito de
60°C. Se permite enfriar el octaalcohol PEG 10K de 8 brazos a temperatura ambiente y se agrega cloruro de tionilo (35
mL, 0,48 moles) al matraz, que se equipa con un condensador de reflujo y se calienta la mezcla a 85°C con agitacion
bajo una capa de nitrégeno durante 24 horas. El exceso de cloruro de tionilo se elimina mediante evaporacion giratoria
(temp. de bafio 40°C). Se agregan dos partes sucesivas de 50 mL de tolueno y se evaporan a presion reducida (2 kPa,
temperatura de bafio 60°C) para completar la eliminacién de cloruro de tionilo. Los resultados de la RMN por protones
de una sintesis son:

"H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 3,71-3,69 (m, 16H), 3,67-3,65 (m, 16H), 3,50 (s, ~800H).

El octacloruro PEG 10K de 8 brazos (100 g) se disuelve en 640 mL de amoniaco acuoso concentrado (28% en peso)y
se calienta en un recipiente de presion a 60°C durante 48 horas. La solucién se administra por aspersion durante 1-2
horas con nitrégeno seco para quitar de 50 a 70 g de amoniaco. Luego se pasa la solucién a través de una columna
(500 mL de volumen de lecho) de resina con un fuerte intercambio aniénico basico (Purolite® A-860, The Purolite Co.,
Bala-Cynwyd, PA) en forma de hidréxido. Se recolecto el eluyente y se pasaron tres porciones de 250 mL de agua
desionizada a través de la columna y se recolectaron. Las soluciones acuosas se combinan, se concentran a presion
reducida (2 kPa, temperatura de bafio 60°C) a aproximadamente 200 g, se congelan en porciones y se liofilizan para
proporcionar la octaamina PEG 10K de 8 brazos, a la que se hace referencia en la presente memoria como P8-10-1,
como un sélido ceroso incoloro.

Preparacion de hexadecaamina PEG 10K de 8 brazos (P8-10-2):

Se preparé una hexadecaamina PEG 10K de 8 brazos, a la que se hace referencia en la presente memoria como
"P8-10-2", que tiene dos grupos amino primarios en el extremo de los brazos, utilizando un procedimiento de dos
etapas, tal como describe Arthur en WO 2008/066787, en la cual PEG 10K de 8 brazos reaccioné con cloruro de
metanosulfonilo en diclorometano en presencia de trietilamina para producir mesilato PEG 10K de 8 brazos, que
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posteriormente reacciond con tris(2-aminoetil)amina para proporcionar la hexadecaamina PEG 10K de 8 brazos. Aqui
se describe una sintesis tipica.

A una solucion de 10 g de PEG 10K de 8 brazos (M,=10.000; NOF, Tokio, Japén) en 50 mL de diclorometano agitada
en nitrégeno y enfriada a 0°C se agregaron 2,2 mL de trietilamina, seguidos por 1,2 mL de cloruro de metanosulfonilo.
Se permite que la mezcla se caliente a temperatura ambiente y se agita durante la noche. La mezcla de reaccién se
transfiere a un embudo separador y se lava con cuidado tres veces con porciones de 15 mL de dihidrégenofosfato de
potasio 1 M, seguido por 15 mL de carbonato de potasio 1 M y luego 15 mL de agua. La capa de diclorometano se seca
sobre sulfato de magnesio, se filtra y se concentra mediante evaporacion giratoria para proporcionar 11,17 g de
mesilato PEG 10K de 8 brazos.

Se agita una mezcla de 10 g de mesilato PEG 10K de 8 brazos y 45 mL de tris(2-aminoetil)amina disuelta en 45 mL de
agua a temperatura ambiente durante 24 horas. Se diluye la mezcla de reaccién con 45 mL de bicarbonato de sodio
acuoso al 5% (p/p) y se extrajo con un total de 500 mL de diclorometano dividido en 3 porciones. Seca la solucion de
diclorometano sobre sulfato de sodio y se concentra mediante evaporacion giratoria de 20 a 25 g. Se agrega éter (100
mL) a la solucién de diclorometano concentrada con agitacion enérgica y se enfria la mezcla a 0°C, lo que provoca que
un solido ceroso se separe de la solucién. Se decantd el solvente del sélido ceroso y el sélido ceroso se seco al vacio
para proporcionar la hexadecaamina PEG 10K de 8 brazos (P8-10-2).

Ejemplos 1-15
Prueba de rotura in vitro de una incisién de bisturi sellada en cuerno uterino porcino

El objeto de estos Ejemplos fue demostrar la resistencia a la rotura de un sello elaborado con varios hidrogeles de una
incision realizada en un cuerno uterino porcino.

Se utilizd un sistema de bomba de jeringa para medir la resistencia a la rotura de un sello de una incision realizada en
una parte del cuerno uterino porcino. La bomba de jeringa (modelo n.° 22, Harvard Apparatus, Holliston, MA) se
modifico para equiparse con dos jeringas de 30 mL, que se conectaron mediante una unién en "Y". Se bombed agua a
través de una pieza individual de tubo Tygon® R-36 (0,6 cm de diametro) y a través de un calibrador de presion
(modelo PDG 5000L, Omega Engineering, Stamford, CT). Se colocé un corte de aproximadamente 12,5 cm de cuerno
uterino porcino puro, obtenido de un matadero local, en un extremo con un tapén de metal con un adaptador de linea
de alimentacion para el suministro de agua desde la bomba de la jeringa y en el otro extremo con un tapon de metal
con un agujero roscado que puede sellarse con un tornillo mecanico. Se mantuvieron los tapones en su lugar con
cuerdas de nylon alrededor de la parte externa del intestino. Se realiz6é una incision a través de la pared del cuerno
uterino hasta el interior al perforar con una cuchilla quirargica 5 de Bard Parker™ (obtenida de BD Surgical Products,
Franklin Lakes, NJ) equipada con una cuchilla quirargica #15. La incision en el exterior del cuerno uterino fue mas
amplia que la de la cuchilla de bisturi (normalmente 4-5 mm) mientras que el agujero a través de la pared interna fue de
aproximadamente 3 mm (aproximadamente equivalente a la cuchilla). El tamafio de la incisién reproduce la distancia
entre las suturas interrumpidas si un intestino fuera a cortarse y suturarse luego. Se llené el cuerno uterino con agua
con un tinte purpura mediante la bomba de la jeringa hasta que el agua comenzo a salir del agujero abierto en el tapén
de extremo y también de la perforacion del bisturi en la pared del cuerno uterino. Luego se apagé la bomba y se selld
el tapon de extremo con el tornillo mecanico. El punto de incision del bisturi se secé utilizando una toalla de papel.

Se prepararon las soluciones de polisacarido funcionalizado con aldehido y amina PEG de multiples brazos, tal como
se muestra en la Tabla 1, en agua con agitacion durante la noche a 37°C y 175 rpm. Se aplicaron las dos soluciones a
la incision utilizando una jeringa de doble cilindro (Mixpac Systems AG (Rotkreuz, Suiza) equipada con un mezclador
estatico de 16 o 12 etapas (Mixpac Systems AG). Luego de la aplicacion, se permitié que el adhesivo curara a
temperatura ambiente durante no mas que 2 min. La prueba presién de rotura, a la que también se hace referencia en
la presente memoria como prueba de presion de fuga, se realizd al presurizar el intestino sellado con agua de la bomba
de jeringa a una tasa de flujo de 11 mL/min hasta que el sello bioadhesivo comenzé a tener pérdidas, en cuyo
momento se registré la presion. La falla del adhesivo se atribuy6 cuando el agua se escap6 debajo del sello entre el
hidrogel y la superficie del tejido. La falla cohesiva se atribuyd cuando el agua penetrd y se escap6 a través del propio
hidrogel. Los resultados de la prueba de rotura se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1
Prueba de presion de rotura
Eiemplo Solucién de polisacarido Solucién de amina PEG de muiltiples | Presion de rotura prom.
Jemp funcionalizado con aldehido brazos (psi)
1 AFD-15-90 P8-10-1/P8-10-2 1,2
40% en p (1:2 p/p) (8,3 kPa)
20% en p
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Prueba de presion de rotura
Eiemplo Solucién de polisacarido Solucién de amina PEG de muiltiples | Presion de rotura prom.
jemp funcionalizado con aldehido brazos (psi)
2 AFD-15-90 P8-10-1/P8-10-2 24
40% en p (1:2 p/p) (16 kPa)
30% enp
3 AFD-15-90 P8-10-1/P8-10-2 2,8
25%enp (1:2 p/p) (19 kPa)
20% en p
4 AFD-15-90 P8-10-1/P8-10-2 1,3
25%enp (1:2 p/p) (9,0 kPa)
10% en p
5 AFD-7-86 P8-10-1 4,2
30% enp 50% en p (29 kPa)
6 AFD-7-86 P8-10-2 1,1
30% enp 20%enp (7,6 kPa)
7 AFD-7-86 P8-10-1/P8-10-2 2,7
30% enp (9:1 p/p) (19 kPa)
30% enp
8 AFD-9-120 P8-10-1 3,0
25%enp 30% enp (21 kPa)
9 AFD-9-120 P8-10-1/P8-10-2 25
25%enp (1:2 p/p) (18 kPa)
25% enp
10 AFD-13-64 P8-10-1 25
25%enp 30% enp (18kPa)
11 AFD-13-64 P8-10-1/P8-10-2 4,2
25%enp (1:2 p/p) (30 kPa)
25% enp
12 AF1-12-49 P8-10-1/P8-10-2 2,6
40% en p (9:1 p/p) (18 kPa)
30% enp
13 AF1-12-49 P8-10-1/P8-10-2 2,8
25%enp (9:1 p/p) (19 kPa)
30% enp
14 AF1-12-49 P8-10-1/P8-10-2 4,7
40% en p (1:1 p/p) (32 kPa)
30% enp
15 AF1-12-49 P8-10-1/P8-10-2 4,2
40% en p (1:2 p/p) (29 kPa)
30% enp

Los resultados que se muestran en la Tabla 1 demuestran que los hidrogeles formados por la reaccion de un
polisacarido funcionalizado con aldehido, que contiene grupos aldehido colgantes individuales, con una mezcla de
polietilenglicolamina de extremo ramificado de ocho brazos, que tiene dos grupos amina primarios en el extremo de los
brazos del polimero (es decir, P8-10-2) y una polietilenglicolamina de ocho brazos (P8-1 0-1) que tiene un grupo amina
primario en el extremo de los brazos del polimero, se adhieren bien y sellan bien los tejidos biolégicos.
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Ejemplos 16-26
Prueba de biocompatibilidad in vitro - Citotoxicidad

El objeto de estos Ejemplos fue demostrar la seguridad de los hidrogeles que resultan de la reaccion de un polisacarido
funcionalizado con aldehido con una amina PEG de multiples brazos en una prueba in vitro.

La prueba se realizé utilizando cultivos de fibroblastos humanos NIH3T3 de acuerdo con 1ISO10993-5:1999. Los
fibroblastos humanos NIH3T3 se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA) y se
cultivaron en medio esencial modificado Dulbecco (DMEM), complementado con suero fetal bovino al 10%.

Se expuso a los cultivos de fibroblastos humanos NIH3T3 a los hidrogeles realizados mediante la combinacion
volimenes equivalentes de una solucion acuosa de un polisacarido funcionalizado con aldehido y una solucién acuosa
de amina PEG de multiples brazos, tal como se muestra en la Tabla 2. Se prepararon y mezclaron las soluciones
acuosas para formar hidrogeles tal como se describio en los Ejemplos 1-15. Cada hidrogel se ubico en el fondo de un
pocillo en una placa de cultivo de poliestireno de modo que aproximadamente 1/4 de los fondos de pocillos estuvieran
cubiertos. Los pocillos se esterilizaron luego bajo luz UV y se sembraron con 50.000-100.000 células NIH3T3.

Las células se cultivaron normalmente confluyentes y recubrieron el fondo del pocillo, llegando hasta los bordes de los
hidrogeles; sin embargo, no se desarrollaron sobrepasando los hidrogeles. Estos resultados, que se resumen en la
Tabla 2, demuestran la carencia de citotoxicidad de los hidrogeles, asi como una carencia de adherencia de los
cultivos celulares a los hidrogeles.

Tabla 2
Resultados de citotoxicidad
Ejemplo | Solucion de polisacarido funcionalizado con Solucién de amina PEG de multiples | Citotoxicidad
aldehido brazos
16 AFI1-12-49 P8-10-1/P8-10-2 no téxico
25% en p (9:1 p/p)
30% enp
17 AFI1-12-49 P8-10-1/P8-10-2 no téxico
40% en p (1:1 p/p)
30% enp
18 AFI1-12-49 P8-10-1/P8-10-2 no téxico
40% en p (1:2 p/p)
25% enp
19 AFD-9-120 P8-10-1 no téxico
25% enp 30% enp
20 AFD-9-120 P8-10-1/P8-10-2 no téxico
25% enp (1:2 p/p)
25% enp
21 AFD-13-64 P8-10-1 no téxico
25% en p 30% enp
22 AFD-13-64 P8-10-1/P8-10-2 no téxico
25%enp (1:2 p/p)
25% enp
23 AFD-15-90 P8-10-1/P8-10-2 no téxico
25% en p (1:2 p/p)
20% en p
25 AFD-15-90 P8-10-1/P8-10-2 no téxico
40% en p (1:2 p/p)
20% en p
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Resultados de citotoxicidad

Ejemplo | Solucion de polisacarido funcionalizado con Solucién de amina PEG de multiples | Citotoxicidad
aldehido brazos
26 AFD-15-90 P8-10-1/P8-10-2 no téxico
40% en p (1:2 p/p)
30% enp

Ejemplos 27-37
Degradacion in vitro de hidrogeles

El objeto de estos Ejemplos fue demostrar que los hidrogeles formados por la reaccién de un polisacarido
funcionalizado con aldehido con una amina PEG de multiples brazos se hidrolizan facilmente en una prueba in vitro.

Se prepararon las muestras de hidrogeles al mezclar volimenes equivalentes de una soluciéon acuosa de un
polisacarido funcionalizado con aldehido y una solucién acuosa de una amina PEG de muiltiples brazos, tal como se
muestra en la Tabla 3. Se prepararon y mezclaron las soluciones acuosas para formar hidrogeles tal como se describio
en los Ejemplos 1-15. Luego de que se curaron los hidrogeles, se pesaron las muestras y se colocaron dentro de
frascos que contienen PBS (solucién salina tamponada con fosfato) a pH 7,4. Los frascos se colocaron dentro de un
agitador controlado por temperatura configurado a 80 rpm y 37°C. Se quitaron las muestras de los frascos en varios
momentos, se secaron para eliminar el exceso de solucion y se pesaron. Luego, se devolvieron las muestras a los
frascos.

Los resultados se resumen en la Tabla 3. El porcentaje de hinchazén que se informa en la tabla en el peso del hidrogel
medido durante el transcurso del estudio dividido por el peso inicial del hidrogel, multiplicado por 100.

Tabla 3
Degradacion in vitro de hidrogeles
Ejemplo Solucion de polisacarido Solucion de amina PEG de Tiempo (horas) | % hinchazén
funcionalizado con aldehido multiples brazos
27 AFD-15-90 P8-10-1/P8-10-2 0 100
40% en p (1:2 p/p) 6 332
30% enp

24 285

54 259

96 243

192 218

216 207

264 203

384 191

456 184

528 176

28 AFD-15-90 P8-10-1/P8-10-2 0 100
40% en p (1:2 p/p) 6 150

20% en p

24 102

54 87

96 74

192 64

216 59

264 58

384 46
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Degradacion in vitro de hidrogeles
Ejemplo Solucion de polisacarido Solucion de amina PEG de Tiempo (horas) | % hinchazén
funcionalizado con aldehido multiples brazos
456 51
528 49
29 AFD-15-90 P8-10-1/P8-10-2 0 100
25% enp (1:2 p/p) 6 214
20% en p
24 176
54 152
96 129
192 125
216 125
264 112
384 109
456 107
528 107
30 AFD-7-86 P8-10-1 6 79
40% en p 50% en p 24 0
31 AFI1-12-49 P8-10-1/P8-10-2 6 0
40% en p (9:1 p/p) 75 0
30% enp
32 AFD-13-64 P8-10-1 3 20
20% en p 30% enp 6 0
33 AFD-13-64 P8-10-1/P8-10-2 3 58
30% enp (9:1 p/p) 6 0
30% enp
34 AFD-13-64 P8-10-1/P8-10-2 6 366
30% enp (1:1 p/p) 48 223
30% enp
312 59
35 AFI1-12-49 P8-10-1/P8-10-2 6 0
40% en p (9:1 p/p)
30% enp
36 AFI1-12-49 P8-10-1/P8-10-2 6 0
40% en p (1:1 p/p) 75 0
30% enp
37 AFI1-12-49 P8-10-1/P8-10-2 6 116
40% en p (1:2 p/p) 75 20
25% enp

Los resultados en la Tabla 3 demuestran que los hidrogeles formados por la reaccion de un polisacarido funcionalizado
con aldehido con una amina PEG de muiltiples brazos se hidrolizan facilmente en una prueba in vitro. Al utilizar
diferentes cantidades de componentes en cuanto al % en p y/o al alterar la cantidad de funcionalizacion ya sea de la
amina en las aminas PEG o del aldehido en el polisacarido funcionalizado con aldehido, el tiempo de degradacion
puede ajustarse de unas pocas horas a muchos dias. Los resultados de la hidrdlisis indican que los hidrogeles
descritos en la presente memoria deberian degradarse facilmente in vivo.
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Ejemplos 38 y 39
Degradacion in vitro de hidrogeles formados utilizando dextranos funcionalizados con dialdehido

El objeto de estos Ejemplos fue examinar la degradacion in vitro de los hidrogeles formados por la reaccion de
dextranos funcionalizados por dialdehido con una amina PEG de multiples brazos.

Se mezcld una solucidon acuosa que contenia dextrano funcionalizado con dialdehido DAFD-10-16 (Ejemplo 38) o
DAFD-10 unido con ésteres (Ejemplo 39) a una concentracion de 20% en p con una solucidon acuosa que contenia la
amina PEG de mudltiples brazos P8-10-1 (25% en p) para formar un hidrogel, tal como se describe en los Ejemplos
1-15. La degradacion de los hidrogeles se determiné utilizando el método descrito en los Ejemplos 27-37. Los
resultados se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4
Degradacion in vitro de hidrogeles
Ejemplo Solucién de polisacarido Solucion de amina PEG de | Tiempo (horas) | % hinchazon
funcionalizado con aldehido multiples brazos
38 DAFD-10-16 P8-10-1 0 100
20% en p 25% enp 1 249
2 258
4 245
6 244
8 243
22 244
26 247
39 DAFD unido por ésteres P8-10-1 0 100
20% en p 25% enp 1 236
2 45,3
4 3,6

Estos resultados demuestran que los dextranos funcionalizados con dialdehido forman geles hidrogeles con la amina
PEG de muiltiples brazos P-8-10-1 y que pueden obtenerse hidrogeles con una amplia gama de tasas de degradacion
en un entorno acuoso. Especificamente, los hidrogeles con vida util prolongada pueden formarse utilizando el dextrano
funcionalizado con aldehido que tiene grupos dialdehido colgantes donde el enlace a la estructura principal del
dextrano es estable desde el punto de vista quimico como en el dextrano funcionalizado con dialdehido unido por éter
(Ejemplo 38). También pueden prepararse hidrogeles con degradacion mucho mas rapida al utilizar dextrano
funcionalizado con aldehido con grupos dialdehido colgantes donde el enlace de los grupos dialdehido colgantes es
potencialmente inestable desde el punto de vista hidrolitico, tal como un enlace éster (Ejemplo 39).

Ejemplos 40-44
Estabilidad de dextranos funcionalizados con aldehido en solucién acuosa - Mediciones de viscosidad

El objeto de estos Ejemplos fue demostrar la estabilidad mas alta de los dextranos funcionalizados con aldehido en
una solucién acuosa en comparacion con el dextrano oxidado D10-50 utilizando mediciones de viscosidad.

Se calentaron soluciones acuosas de dextrano oxidado (25% en p) y varios dextranos funcionalizados con aldehido
(25% en p), tal como se muestra en la Tabla 5, a 45°C durante 12 dias. La viscosidad de las soluciones acuosas se
midié a 30°C en varios momentos. Los resultados se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5

Viscosidad de las soluciones acuosas de dextrano oxidado y dextrano funcionalizado con aldehido

Ejemplo Dextrano | Viscosidad (cP) | Viscosidad (cP) |Viscosidad (CP)| pisminucién de viscosidad
Dia 0 Dia 6 Dia 12 después de 12 dias
40 AFD-13-64 17,37 17,35 17,94 0%
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Viscosidad de las soluciones acuosas de dextrano oxidado y dextrano funcionalizado con aldehido
Ejemplo Dextrano | Viscosidad (cP) | Viscosidad (cP) |Viscosidad (cP)| Disminucion de viscosidad
Dia 0 Dia 6 Dia 12 después de 12 dias
41 AFD-13-46 12,6 13,0 11,0 11%
42 AFD-19-64 15,7 17,6 15,1 4%
43 AFD-15-90 14,3 14,3 12,7 11%
44, D10-50 20 18 15,6 22%
Comparativo

Los resultados en la Tabla 5 muestran que las soluciones acuosas que contienen los dextranos funcionalizados con
aldehido con grupos aldehido colgantes tuvieron una disminucion en viscosidad luego de 12 dias que varié de 0% a
11%, mientras que la viscosidad de la solucidon acuosa que contiene el dextrano oxidado disminuyd 22% durante el
mismo periodo de tiempo. Estos resultados indican que los dextranos funcionalizados con aldehido con grupos
aldehido colgantes son mas estables en una solucion acuosa que el dextrano oxidado.

Ejemplos 45-48
Estabilidad de dextranos funcionalizados con aldehido en una solucién acuosa - Mediciones de reometria

El objeto de estos Ejemplos fue demostrar la estabilidad de dextranos funcionalizados con aldehido en una solucion
acuosa. La reometria de disco oscilante de los hidrogeles que resultan de la reaccion de los dextranos funcionalizados
con aldehido con las poliéteraminas de multiples brazos se utilizé como medida de la estabilidad de las soluciones de
dextrano funcionalizado con aldehido.

Se prepararon por duplicado jeringas de cilindro doble que contenian una solucidon acuosa de varios polisacaridos
funcionalizados con aldehido en un cilindro y una solucién acuosa de una amina PEG de multiples brazos en el otro
cilindro, tal como se muestra en la Tabla 6. Se llenaron otras dos jeringas de doble cilindro con una solucién acuosa de
dextrano oxidado D10-50 en un cilindro y una solucion acuosa de P8-10-1 (20% en p) en el otro cilindro. Las soluciones
acuosas contenidas en las jeringas de doble cilindro se expresaron mediante una punta de mezcla estatica en la
plataforma de muestra de un reémetro modelo APA2000 (Alpha Technologies, Akron, OH), y el mddulo de
almacenamiento (G’) de la mezcla se midié y se tomé como el valor en el Dia cero. El valor de G’ a los 60 segundos se
tomdé como una medicién de la velocidad de gelificacion.

Un grupo de las jeringas se almacend a 25°C durante varios periodos de tiempo y el segundo grupo de jeringas se
calenté a 40°C durante varios periodos de tiempo (tal como se muestra en la Tabla 6) para proporcionar soluciones
acuosas deterioradas de forma térmica de polisacaridos funcionalizados con aldehido. EI médulo de almacenamiento
de las soluciones mezcladas se midié tal como se describié anteriormente en varios momentos. Los resultados se
muestran en la Tabla 6, expresados como el porcentaje de G’ del Dia cero.

Tabla 6

Resultados de reometria de la formacion de hidrogeles

Ejemplo Solucion de polisacarido Solucion de amina PEG de | Porcentaje de G’ | Porcentaje de G’
funcionalizado con aldehido multiples brazos delDia 0 delDia 0
(60 seg) 25°C (60 seg) 40°C
45 AFD-15-90 P8-10-1 94% 56%
(19% en p) (20% en p) (Dia 20) (Dia 20)
46 AFD-16-92 P8-10-1 96% 58%
(20% en p) (20% en p) (Dia 26) (Dia 26)
47 AF1-12-49 P8-10-2/P8-10-1 94% 81%
(25% en p) (2:1) (Dia 26) (Dia 26)
20% en p
48, D10-50 P8-10-1 75% No gelifico
Comparativo (25% en p) (20% en p) (Dia 30) (Dia 30)

Los resultados en la Tabla 6 indican que los polisacaridos funcionalizados con aldehido son mas estables en una
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solucién acuosa que el dextrano oxidado.
Ejemplo 49
Estabilidad térmica de AFD-13-64 en una solucién acuosa utilizando mediciones de reometria

El objeto de este Ejemplo fue demostrar la estabilidad térmica del dextrano funcionalizado con aldehido AFD-13-64 en
una solucioén acuosa utilizando reometria de disco oscilante.

Se prepararon dos jeringas de doble cilindro, cada una contenia una solucion acuosa de AFD-13-64 (20% en p) en un
cilindro y una solucion acuosa de P8-10-1 (20% en p) en el otro cilindro. Se calent6 una jeringa a 40°C durante 19 dias;
la otra jeringa se almacend a 4°C durante el mismo periodo de tiempo. Luego, se midié el médulo de almacenamiento
de las mezclas que resultan de cada jeringa utilizando un reémetro modelo APA2000 (Alpha Technologies, Akron,
OH). El médulo de almacenamiento obtenido para la mezcla que resulta de la jeringa que se almacen6 a 40°C durante
19 dias fue basicamente idéntico al obtenido de la mezcla que resulta de la jeringa que se almacend a 4°C durante el
mismo periodo de tiempo, lo que indica que el dextrano funcionalizado con aldehido AFD-13-64 tiene buena
estabilidad térmica.

Ejemplo 50, comparativo
Carboximetildextrano funcionalizado con aldehido con grupos aldehido colgantes unidos por un enlace amida

El objeto de este Ejemplo fue demostrar que un polisacarido funcionalizado con aldehido con grupos aldehido
colgantes que se unen al polisacarido mediante un enlace amida no es estable en una solucién acuosa como un
polisacarido funcionalizado con aldehido con grupos aldehido colgantes que se unen al polisacarido mediante un
enlace éter.

Preparacion de carboximetildextrano de 11 kDa con grado de carboximetilacion de 1,1 (CMDX-11-1.1):

Se disolvié dextrano con un peso molecular promedio de 8,5-11 kDa (Sigma) en 123,75 mL de NaOH 6 N a 0°C. TA
esta solucion fria se agregaron 30,75 g de acido cloroacético (Aldrich). Esa mezcla de reaccién se calenté a 60°C
durante 20 min, luego se enfrid y se neutralizé a pH 7,0 con HCI concentrado. Se precipito el producto al agregar la
solucion neutralizada gota a gota a 1,0 L de metanol. Se recolectaron los sélidos por filtracion y se volvié a precipitar
con metanol. Luego se repitio todo el procedimiento tres veces para elevar el grado de sustitucion al nivel deseado.
Luego de la repeticion final, se purificé adicionalmente el producto mediante ultrafiltracion. Se diafiltroé la solucion
utilizando un sistema TFF Pellicon 1l de Millipore. Se recolectd un total de 6 volimenes de permeado mientras se
agregaba continuamente agua para mantener un volumen de retencion constante. Lo retenido se recolectd luego y se
liofilizo para proporcionar 14,25 g de un soélido blando blanco. El grado de carboximetilacion se determiné mediante el
método de Ho et al. (Anal. Chem. 52:916, 1980), que fue 1.1. Este producto de carboximetildextrano se denomina en la
presente memoria CMDX-11-1.1.

"H NMR & 4,9-5,2 mult. (1 H), 3,4-4,4 mult (9,5H).

Preparacion de carboximetildextrano funcionalizado con aldehido con grupos aldehido colgantes unidos mediante un
enlace amida:

A un matraz de 3 cuellos de 3 litros se agregaron 13,7 g de CMDX-60-1.7 y 916,6 mL de una solucién 1:1 de solucion
tamponada con terametiletilendiamina y dimetilformamida (DMF). Se formo una solucién clara con un pH de 4,94. Se
ajustd el pH a 4,7 mediante la adicion de HCI 1,0 M. A la solucion se agregaron 47,74 g de
1-etil-3(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (Sigma) seguidos por 28,87 g de n-hidroxisuccinimida (Aldrich). Se volvi6 a
ajustar el pH de la solucién a 4,7 y se agitd durante 2 horas. Luego, se agreg6 4-aminobutiraldehido dietil acetal (53,88
g) en porciones durante 3,5 horas de modo que el pH no aumentara por encima de 4,7. Hacia el final de la reaccion, se
permitié que el pH aumentara a 6,25 y luego se agitd la mezcla de reaccion durante la noche. Se transfirié la mezcla de
reaccion a un frasco de vidrio, se diluy6 con agua y se filtré en un sistema de ultrafiltracion Pellicon Il de Millipore con
filtros de corte de 1 kDa. Se recolecté un total de 5 volimenes como permeado mientras se reciclaba de forma continua
y se agregaba agua dulce para remplazar el permeado. Se liofilizo la solucion filtrada para proporcionar un producto
soélido blanco. El procedimiento que antecede se repitid luego comenzando con el producto solido blanco para
aumentar la carga de grupos acetal colgantes. El rendimiento final fue 20,3 g.

Los grupos acetal se eliminaron al disolver el sélido en 400 mL de agua y tratar con HCI 1,0 M a un pH de 2,5 durante
la noche. Luego de neutralizar con NaOH, se filtr6 la solucion en un sistema de ultrafiltracion Pellicon 1l de Millipore tal
como se describié anteriormente y se liofilizéd para proporcionar 16,45 g de solido blanco. Se determiné el peso
molecular mediante cromatografia por exclusiéon de tamario, que fue 49 kDa. El grado de sustituciéon de aldehido por
anillo se determiné mediante RMN de la muestra hidrolizada, que fue 0,37. En el método por RMN, se determinan los
integrales para dos intervalos de picos, especificamente, -O,CHx- de aproximadamente 6,2 partes por millén (ppm) a
aproximadamente 4,15 ppm (menos el pico HOD) y -OCHx- de aproximadamente 4,15 ppm a aproximadamente 2,8
ppm (menos cualquier pico de metanol, si estuviera presente). El calculo del nivel de 6xido se basa en la relacion
calculada (R) para estas areas, especificamente R = (OCH)/(O.CH).
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Inestabilidad del carboximetildextrano funcionalizado con aldehido en una solucién acuosa:

Se elaboré una solucién acuosa de carboximetildextrano funcionalizado con aldehido con grupos aldehido colgantes
unidos por un enlace amida al disolver 5,1 g del producto sélido obtenido tal como se describié anteriormente en 15,3
g de agua sometida a autoclave. Se agitd la mezcla a 190 rpm en una incubadora a 37°C durante 1 hora. La solucién
resultante se filtr6 mediante una membrana de 5,0 mm y dos muestras de 5 mL de la solucion se colocaron en la
incubadora a 55°C. Luego de 19 horas ambas muestras formaron geles ambar que no exhibian flujo.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 574238 T3

REIVINDICACIONES
1. Un kit que comprende:

a) al menos un polisacarido funcionalizado con aldehido que contiene grupos aldehido individuales o dialdehidos
unidos al polisacarido mediante un grupo de enlace que comprende atomos de carbono, hidrogeno y oxigeno, pero no
contiene un atomo de nitrégeno, mediante un enlace éter a uno de los grupos hidroxilo de anillo del polisacarido o, de
forma alternativa, en el caso de dialdehidos mediante un enlace éster a uno de los grupos hidroxilo de anillo del
polisacarido, donde dicho polisacarido funcionalizado con aldehido tiene un peso molecular promedio en peso de
1.000 a 1.000.000 Daltons y un grado de sustitucion de aldehido de 10% a 200%; y

b) al menos una amina de multiples brazos dispersable en agua en donde al menos tres de los brazos terminan en al
menos un grupo amina primario, dicha amina de multiples brazos tiene un peso molecular numérico promedio de 450
a 200.000 Daltons.

2. El kit segun la reivindicacion 1 en donde el polisacarido funcionalizado con aldehido es un componente de una
primera solucion o dispersion acuosa y la amina de multiples brazos dispersable en agua es un componente de una
segunda solucién o dispersion acuosa.

3. El kit segun la reivindicaciéon 2 en donde la primera solucion o dispersion acuosa comprende el polisacarido
funcionalizado con aldehido a una concentracion de 5% a 40% en peso respecto al peso total de la solucion o
dispersion.

4. El kit segun la reivindicacion 2 en donde la segunda solucion o dispersion acuosa comprende la amina de
multiples brazos dispersable en agua a una concentracion de 5% a 70% en peso respecto al peso total de la solucion
o dispersion.

5. Una composicién de hidrogel reticulado que comprende:

a) al menos un polisacarido funcionalizado con aldehido que contiene grupos aldehido individuales o dialdehidos
unidos al polisacarido mediante un grupo de enlace que comprende atomos de carbono, hidrogeno y oxigeno, pero no
contiene un atomo de nitrégeno, mediante un enlace éter a uno de los grupos hidroxilo de anillo del polisacarido o, de
forma alternativa, en el caso de dialdehidos mediante un enlace éster a uno de los grupos hidroxilo de anillo del
polisacarido, donde dicho polisacarido funcionalizado con aldehido tiene un peso molecular promedio en peso de
1.000 a 1.000.000 Daltons y tiene un grado de sustitucion de aldehido de 10% a 200%; y

b) al menos una amina de multiples brazos dispersable en agua en donde al menos tres de los brazos terminan en al
menos un grupo amina primario, dicha amina de multiples brazos tiene un peso molecular numérico promedio de 450
a 200.000 Daltons;

en donde al menos un polisacarido funcionalizado con aldehido y al menos una amina de multiples brazos dispersable
en agua se reticulan mediante enlaces covalentes formados entre los grupos aldehido colgantes del polisacarido y los
grupos amina primarios de la amina de multiples brazos dispersable en agua.

6.  El kit segun la reivindicacion 1 o la composicion de hidrogel reticulado segun la reivindicacion 5 en donde la
amina de multiples brazos dispersable en agua se selecciona del grupo que consiste en poliéteraminas de multiples
brazos dispersables en agua, poliamidoaminas dendriticas con terminacién amino y aminas de extremo ramificado de
multiples brazos.

7.  El kit o la composicion de hidrogel reticulado segun la reivindicacion 6 en donde la amina de multiples brazos
dispersable en agua es una poliéteramina de multiples brazos dispersable en agua.

8.  El kit o la composicion de hidrogel reticulada segun la reivindicacion 7 en donde la poliéteramina de multiples
brazos dispersable en agua se selecciona del grupo que consiste en 6xidos de polietileno en forma de estrella con
terminacion amino, 6xidos de polietileno dendriticos con terminacion amino, éxidos de polietileno en estructura de
panal con terminacién amino, 6xidos de polipropileno en forma de estrella con terminacion amino, 6xidos de
polipropileno dendriticos con terminacién amino, éxidos de polipropileno en estructura de panal con terminacién
amino, copolimeros de 6xido de polipropileno/éxido de polietileno con forma de estrella con terminacién amino,
copolimeros de 6xido de polipropileno/éxido de polietileno dendriticos con terminacién amino, copolimeros de 6xido de
polipropileno/6xido de polietileno en estructura de panal con terminacion amino y polioxialquilentriaminas.

9. La composicion de hidrogel reticulado segun la reivindicacion 5 en donde la composicion se forma al hacer
reaccionar:

a) al menos un polisacarido funcionalizado con aldehido que contiene grupos aldehido individuales o dialdehidos
unidos al polisacarido mediante un grupo de enlace que comprende atomos de carbono, hidrogeno y oxigeno, pero no
contiene un atomo de nitrégeno, mediante un enlace éter a uno de los grupos hidroxilo de anillo del polisacarido o, de
forma alternativa, en el caso de dialdehidos mediante un enlace éster a uno de los grupos hidroxilo de anillo del
polisacarido, donde dicho polisacarido funcionalizado con aldehido tiene un peso molecular promedio en peso de
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1.000 a 1.000.000 Daltons y un grado de sustitucion de aldehido de 10% a 200%, con

b) al menos una amina de multiples brazos dispersable en agua en donde al menos tres de los brazos terminan en al
menos un grupo amina primario, dicha amina de multiples brazos tiene un peso molecular numérico promedio de 450
a 200.000 Daltons.

10. La composicion de hidrogel reticulado segun la reivindicacion 5 en donde la composicién se encuentra forma de
un hidrogel seco.

11. El hidrogel seco segun la reivindicacion 10 en donde dicho hidrogel seco se encuentra en forma de una pelicula.

12. El uso del kit de la reivindicacion 1 o el hidrogel seco de la reivindicacion 10 en la elaboracion de un medicamento
para formar un recubrimiento en un punto anatémico en el tejido de un organismo vivo.
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