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DESCRIPCION
Microesferas de almidon hidrolizado con ligandos enddgenos cargados

La presente invencion se define mediante las reivindicaciones, a saber, se refiere a microesferas biodegradables de
almidon hidrolizado con ligandos enddgenos y cargados que estan unidos a éste. La invencion también se refiere a
un material que comprende tales microesferas y al uso de las microesferas o del material en la hemostasia, la
cicatrizacion de heridas, el cultivo celular o la embolizacion vascular.

El almidén, un polimero ramificado de glucosas (cadenas de a4-glucosa con ramificaciones en a6), es un material
natural que se encuentra en las plantas y en los animales, donde funciona como un almacén de energia. El polimero
consiste en amilosa (de cadena larga y poco ramificada) y amilopectina (muy ramificada y de cadena corta).

Las microesferas degradables de almidon (MDA) estan formadas por cadenas de almidon reticulado. Las
microesferas degradables de almidén se han utilizado para la oclusion vascular temporal con y sin la
coadministracion de farmacos citotoxicos (tratamiento de tumores y prevencién de hemorragias) durante muchos
afos, pero también se utilizan para la hemostasia tépica e intraoperatoria.

La amilasa del plasma degrada las microesferas de almidén in vivo en oligosacaridos, maltosa y, finalmente, en
glucosa, que entra en el metabolismo normal.

Las microparticulas de almidén o de almidén modificado se han mostrado en la técnica anterior, por ejemplo, en la
patente de los EE. UU. 6.060.461 y la solicitud de patente internacional WO 2009/091549, entre otras cosas, para la
hemostasia biocompatible.

Ademas, la patente de los EE. UU. 3.812.252 se refiere a un almidén hidrolizado y al uso del mismo para tratar
heridas, entre ellas las cronicas.

La cicatrizacion de las heridas es el proceso intrincado en el cual la piel u otro érgano se repara a si mismo después
de la lesién. El modelo clasico de cicatrizacion de heridas se divide en cuatro fases secuenciales, aunque solapantes:
(1) hemostatica, (2) inflamatoria, (3) proliferativa y (4) de remodelacion.

La hemostasia es la fase principal en la cicatrizacion de las heridas, en la que se consigue detener el proceso de la
hemorragia. Al cabo de muy pocos minutos desde la lesion de la piel u otro érgano, las plaquetas (trombocitos) se
activan y se agregan en el sitio de la lesion para formar un coagulo de fibrina.

Cuando se produce la lesidon endotelial, las células endoteliales dejan de inhibir la coagulaciéon y comienzan a
segregar factores de coagulacion que inducen la hemostasia después de la lesion. La hemostasia tiene tres etapas
principales: 1) vasoconstriccion, 2) bloqueo temporal mediante un tapon de plaquetas y 3) coagulacion de la sangre
mediante la conversién del fibrinégeno en fibrina y la formacidon de un coagulo que sella el agujero hasta que los
tejidos estan reparados.

En la fase inflamatoria, se fagocitan y retiran las bacterias y los residuos, y se liberan los factores que provocan la
migracion y la division de las células implicadas en la fase proliferativa.

Al cabo de aproximadamente 2 a 3 dias, los fibroblastos comienzan a entrar en el sitio de cicatrizacién, lo que marca
el comienzo de la fase proliferativa incluso antes de que la fase inflamatoria haya terminado. Esta fase se caracteriza
por angiogénesis, depdsito de colageno, formacion de tejido de granulacion, epitelizacion y contraccion de la herida.
Durante la angiogénesis se forman nuevos vasos de sangre, que son necesarios para el suministro del oxigeno y los
nutrientes al sitio de la herida con los que sostener las posteriores etapas de cicatrizacion de heridas.
Simultaneamente, los fibroblastos comienzan a acumularse en el sitio de la herida, y su ndmero alcanza un punto
maximo al cabo de 1 a 2 semanas después del traumatismo. Al final de la primera semana, los fibroblastos son las
principales células en la herida.

En los primeros 2 o 3 dias después de la lesion, los fibroblastos se dedican principalmente a proliferar y migrar,
mientras que después son las principales células que hay por debajo de la matriz de colageno en el sitio de la herida.
Inicialmente, los fibroblastos utilizan la costra de fibrina formada durante la fase inflamatoria para atravesarla y
adherirse a la fibronectina. A continuacién, los fibroblastos depositan la sustancia fundamental en el lecho de la
herida y mas tarde el colageno, al que se pueden adherir para la migracion. El tejido de granulacion, que crece
desde la base de la herida, comienza a aparecer en la herida ya durante la fase inflamatoria y continda creciendo
hasta que se cubre el lecho de la herida. El tejido de granulacion consiste en nuevos vasos sanguineos, fibroblastos,
células inflamatorias, células endoteliales, miofibroblastos y los componentes de una nueva matriz extracelular
provisional. La reepitelizacion de la epidermis se produce cuando las células epiteliales proliferan y «se arrastran»
para colocarse encima del lecho de la herida, lo que proporciona una proteccion para el nuevo tejido que se esta
formando desde abajo.
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El cultivo celular es el proceso mediante el cual las células crecen en condiciones controladas. El desarrollo histérico
y los métodos del cultivo celular estan muy interrelacionados con los del cultivo de tejidos u érganos. El cultivo de
células animales se convirtid en una técnica corriente de laboratorio a mediados del siglo XX, pero el concepto de
mantener las lineas celulares vivas separadas de su fuente de tejido original se descubrid en el siglo XIX. El cultivo
de tejidos es el crecimiento de los tejidos y/o células separadas del organismo. Tipicamente se ve facilitado por el
uso de un medio de crecimiento liquido, semisdlido o soélido, tal como caldo o agar. En esta especificacion, el cultivo
celular y el cultivo de tejidos se utilizaran de manera sinénima.

Algunas células viven en suspension de forma natural, sin estar adheridas a una superficie, tales como las células
que existen en el torrente circulatorio. Estas células se pueden hacer crecer en suspension. Sin embargo, la mayoria
de las células procedentes de tejidos solidos son dependientes de anclaje, se llaman células adheridas. Para crecer,
las células adheridas requieren una superficie, tal como el plastico para cultivo de tejidos, o un microvehiculo. Estan
disponibles microvehiculos para hacer crecer las células adheridas, por ejemplo, microesferas de dextrano. Cuando
las células adheridas se recogen o se les da un pase (transporte del subcultivo), hay que despegar las células de la
superficie sobre la que han crecido. La forma habitual de hacerlo es mediante la adicién de una mezcla de tripsina y
EDTA al cultivo.

La embolizacion (oclusion) vascular se utiliza como una alternativa minimamente invasiva a la cirugia. El proposito
de la embolizacion es el de impedir que el torrente circulatorio fluya a una region del cuerpo, lo que crea una
isquemia que, a efectos practicos, consigue reducir un tumor o bloquear un aneurisma.

El procedimiento se realiza como un procedimiento endovascular, por un especialista en radiologia en un tratamiento
intervencionista. Es habitual que a la mayoria de los pacientes se les realice el tratamiento con poca o ninguna
sedacion, aunque esto depende mayormente del 6rgano a embolizar.

El acceso al 6rgano se logra por medio de un alambre de guia y uno o varios catéteres. El émbolo artificial utilizado
suele ser uno de los siguientes métodos: espiral o hidroespiral, particulas, espuma o tapon.

Los agentes utilizados para el tratamiento de embolizacidon son, entre otros, agentes embdlicos liquidos que son
capaces de fluir por las estructuras vasculares complejas. Los ejemplos de estos agentes son etiodol, hecho de yodo
y aceite de semilla de amapola, que es un agente muy viscoso y que se utiliza normalmente para las
quimioembolizaciones, en especial para los hepatomas; esclerosantes, que endureceran el revestimiento endotelial
de los vasos, y el etanol.

Los agentes embdlicos particulados también se utilizan para embolizar las arteriolas precapilares o las pequefas
arterias. Gelfoam® ocluye de forma temporal los vasos durante 5 semanas. Las microesferas son agentes que se
utilizan con frecuencia para la embolizacion aséptica y la quimioembolizacién. Las microesferas de alcohol
polivinilico (PVA) y de gelatina acrilica no son degradables in vivo, por lo que permanecen para siempre en el
paciente. Segun la situacion, se utilizan diferentes tamafios de microesferas, cuyo diametro oscila de
aproximadamente 50 um a aproximadamente 1,2 mm.

La invencion se refiere a una microesfera biodegradable que tiene un diametro de 10 a 2000 ym que comprende
almidon hidrolizado reticulado al cual se ha conjugado, mediante un enlace éster carboxilico, al menos un tipo de
ligando que se selecciona del grupo que consiste en aminoacidos y acidos organicos que contienen nitrégeno, en
donde dicho ligando es una molécula endégena con carga positiva cuya masa molecular es de menos de 1000 Da,
que comprende al menos otra funcién de acido carboxilico y/o al menos una funcién amina, y en donde se conjugan
de media de 0,05 a 1,5 ligandos a cada resto de glucosa en el almidon hidrolizado.

En algunos casos, puede ser interesante alterar las propiedades de las microesferas biodegradables de almidén. La
presente invencion proporciona modos de alternar la capacidad de biodegradacion de las microesferas
biodegradables de almiddn; la afinidad de las microesferas biodegradables de almidon a sistemas bioldgicos y/o sus
componentes; el grado de hinchamiento de las microesferas biodegradables de almidén; la velocidad de
hinchamiento de las microesferas biodegradables de almiddn; la capacidad de compresion o elasticidad de la
microesfera biodegradable de almiddn y/o la selectividad de la interaccion quimica con los iones y las moléculas del
interior y de la superficie de la microesfera biodegradable de almiddn. El sistema biolégico y/o los componentes que
se acaban de describir pueden, por ejemplo, constituir un érgano o célula o cualquiera de sus componentes;
bacterias; virus; proteinas y enzimas; polisacaridos; lipidos; moléculas pequefias e/o iones.

Se describe una microesfera biodegradable que tiene un diametro de 10 a 2000 ym que comprende almidon
hidrolizado reticulado sobre el cual se ha conjugado al menos un tipo de ligando a través de un enlace éster
carboxilico, en donde dicho ligando es una molécula enddégena con carga cuya masa molecular es de menos de
1000 Da, que comprende al menos otra funcién de acido carboxilico y/o al menos una funciéon amina, y en donde se
han conjugado de media de 0,05 a 1,5 ligandos a cada resto de glucosa del almidon hidrolizado.

La presente invencion también se refiere a diferentes usos y aplicaciones de esta microesfera.
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Las microesferas de acuerdo con la invencién comprenden almidon hidrolizado con acido y reticulado. Las
microesferas se pueden fabricar de almidén hidrolizado en acido mediante la emulsiéon de una solucién de almidén
en un solvente organico, tal como tolueno o dicloruro de etileno. Las cadenas de poliglucosa se interconectan con un
reactante de reticulacion, tal como epiclorhidrina, lo que forma enlaces éter (1,3-oxipropan-2-ol) con glicerol, como
se muestra a continuacion, lo que forma microesferas degradables de almidén (MDA).
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La amilasa degrada las MDA in vivo para dar oligodextrinas y finalmente glucosa. Las interconexiones permanecen
como oligosacaridos de tamafo variable. En la actualidad se desconoce su destino in vivo, pero es probable que se
secreten por la orina o bien se filtren hacia el sistema reticuloendotelial y se degraden.

Las microesferas son biodegradables, lo que se define como un material que se degrada y/o metaboliza, y se
excreta en condiciones fisiologicas (in vivo). En este caso, fisioldgico (in vivo) comprende animales, mas
especificamente vertebrados, y lo mas especificamente mamiferos.

Basicamente, las microesferas biodegradables de almidon se degradan totalmente y se eliminan de su medio
fisiolégico, tal como el cuerpo humano. En funcién de la aplicacion, las microesferas se disefian para ser degradadas
al cabo de un tiempo determinado que es el idéneo para el uso que se les pretende dar. Este tiempo puede oscilar
desde minutos hasta 3 meses, mas preferiblemente hasta 1 mes.

El tamario de la microesfera biodegradable de acuerdo con la invencion esta en la microescala de 10 ym a 2000 pm.

Las propiedades de las MDA se pueden alterar mediante la unién de ligandos a las MDA y, mas en particular, a los
grupos hidroxilo de la glucosa. Las propiedades de las MDA estan afectadas por la eleccién de los ligandos y
también por el nimero de ligandos unidos al almidon.

Los ligandos se unen a las MDA por conjugacion mediante un enlace éster carboxilico a los monémeros de glucosa
de las MDA. Para permitir la conjugacion de los ligandos al almidon hidrolizado a través de este enlace éster, los
ligandos deberian comprender al menos una funcién de acido carboxilico, a saber, al menos uno grupo —COOH,
capaz de formar un enlace éster. El enlace éster se puede hidrolizar por hidrdlisis quimica y/o enzimatica in vivo, y la
utilizacién de tal enlace éster da lugar a un ligando que se puede biodespegar.

Ademas, los ligandos deberian ser sustancias endégenas que estan cargadas a un pH fisioldgico, a saber, a pH de 6
a 8. Ademas de la funcion de acido carboxilico utilizada para permitir la conjugacion del ligando al almidén
hidrolizado a través de un enlace éster, los ligandos deberian comprender al menos otra funcion de acido carboxilico
y/o al menos una funcién amina primaria, secundaria, terciaria o cuaternaria. Como los ligandos son compuestos
enddgenos, la MDA se degrada asi en los compuestos endégenos que se metabolizan y/o excretan.

Asi pues, el ligando esta cargado positivamente. Los ligandos podrian también tener partes apolares (hidrofobas)
para modificar mas las propiedades de la MDA. También es posible utilizar una mezcla de ligandos diferentes.

Los ligandos cargados necesitan un contraion. Cuando el ligando esta cargado positivamente, el contraion estara
cargado negativamente. Este contraion puede ser un contraion fisiolégicamente activo.

Los ligandos enddgenos deberian ser ademas moléculas pequefias con una masa molecular de menos de 1000 Da.

A cada resto de glucosa en la MDA, se le podrian conjugar, de media, de 0,05 a 1,5 ligandos de acuerdo con la
invencion. La proporcion molar de ligando por glucosa es, asi pues, de 1,5:1 a 1:20 en la MDA.

El ligando se selecciona del grupo que consiste en aminoacidos y otros acidos organicos con nitrégeno.
Los ligandos que se pueden preferir para algunas realizaciones de la invencion se recogen en la tabla 1.
La tabla 1 muestra los ligandos preferidos. La R en las estructuras representa un monémero de glucopiranosilo,
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mostrado a continuacién, del almidon hidrolizado. R? representa un ligando, en cualquiera de sus posibles
posiciones 2, 3 y/o 6, sobre el resto de glucosa de la MDA, como se muestra a continuacion.
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La microesfera descrita mas arriba se podrian utilizar para hemostasia, cicatrizaciéon de heridas, cultivo celular in
vitro y embolizaciéon vascular. La microesfera descrita mas arriba también se podrian utilizar para producir un
material biodegradable idoneo para ser usado para la cicatrizacion de las heridas.

Estas diferentes aplicaciones se explican con mas detalle a continuacion.
Hemostasia

En algunas realizaciones para el uso en la hemostasia, los ligandos conjugados a las microesferas estan cargados
positivamente.

En algunas realizaciones, los ligandos conjugados a las microesferas estan cargados positivamente. Entonces, el
contraion utilizado podria ser acido elagico.

Para la hemostasia, las microesferas de acuerdo con la invencion deberian tener preferiblemente un diametro medio
de 10 ym a 200 um.

Cuando se utilizan para ha hemostasia, las microesferas de acuerdo con la invencién se pueden poner sobre/en la
herida como un polvo, en una solucion o adheridas a una estructura de refuerzo, tal como una gasa.

Cicatrizacion de heridas

Para la cicatrizacién de las heridas, las microesferas se podrian utilizar para producir un material. Este material
deberia tener una estructura tridimensional que consiste en las microesferas y vacios entre las microesferas.

Debido a los vacios, el material sera permeable tanto para los gases como para los liquidos, y, asi pues, no formara
un gel cuando entre en contacto con liquidos.

El hecho de que el material no sea un material gelificante, significa que es posible evitar una capa formadora de
pelicula cuando se utilice el material sobre/en una herida, y, mediante esto, se podra impedir que se forme un
edema por debajo de la capa; facilitar el transporte eficaz de oxigeno y nutrientes y demas, sin obstruir la migracién
de las células, y permitir la transduccion eficaz de la presion hacia o desde el tejido subyacente.
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Las microesferas del material podrian ser una fraccion de tamafio homogéneo. Para establecer vacios entre las
microesferas, en muchos casos se prefiere que las microesferas del material tengan un tamario claramente uniforme.
Si las microesferas no tuvieran un tamafo uniforme, los vacios se llenarian con microesferas mas pequefas, lo que
crea una estructura mas solida que sera perjudicial para el efecto pretendido del material. Cuando las microesferas
forman parte de una fraccion de tamafio homogéneo, el tamafio de las microesferas debe, al menos para algunas
realizaciones, no diferir en mas de +15% de la mediana. Por ejemplo, en una fraccién de microesferas de 300 pym,
las microesferas, cada microesfera por separado podria medir de 255 a 345 uym. El tamafio de los vacios, a saber, el
espacio entre las esferas redondas empaquetadas con un tamafio uniforme, se podria calcular como ((2/raiz
cuadrada de 3) — 1) = 0,155 veces el diametro de las microesferas.

El material puede consistir en una red de una sola pieza, sdlida, porosa y tridimensional.

Las microesferas se pueden conjugar a un sustrato de refuerzo, con lo que se inmovilizan las microesferas. Tal
refuerzo puede ser una gasa comun o un material de espuma polimérica.

Para ser usados en la cicatrizacion de heridas, los ligandos conjugados a las microesferas estan cargados
positivamente.

Para ser usados en la cicatrizacion de heridas, los ligandos conjugados a las microesferas estan cargados
positivamente y son hidréfobos.

Para la cicatrizacion de heridas, las microesferas de acuerdo con la invencion tienen preferiblemente un diametro
medio de 200 um a 2000 pym.

Preferiblemente, los vacios del material tienen un diametro de 30 um a 300 uym y, mas preferiblemente, de 100 pm a
300 um. Los vacios deberian ser al menos de 30 um, ya que esto permite el paso de las células del tejido y los
haces de células nerviosas que tipicamente tienen un diametro de 20 a 30 um.

Ademas, las caracteristicas superficiales del material estimulan la adherencia y la proliferacion celulares. Esto
implica la afinidad celular por la superficie del material y una elasticidad del material que es adecuada para la
adherencia.

El material biodegradable idéneo para la cicatrizacion de heridas de acuerdo con la invencién estimula en particular
la adhesién, migracién y proliferacion celulares, tanto en el tratamiento estandar de la cicatrizacién de las heridas
como en los procedimientos de THPN (tratamiento de heridas con presion negativa) especificamente para la tercera
y cuarta fases del proceso de cicatrizacion de heridas, a saber, las fases proliferativa y de remodelacion.

La estructura tridimensional del material biodegradable idoneo para la cicatrizacién de las heridas de acuerdo con la
invencion disminuye la formacion de tejido cicatrizal. Al observarse que el tejido cicatrizal se caracteriza por un
depdsito mas bien unidireccional de colageno, es probable que se disminuya la cicatrizacion con una matriz capaz
de forzar un deposito desorganizado de colageno. En conjunto, el material de acuerdo con la presente invencion
estimula y facilita el crecimiento permanente de un nuevo tejido de granulacion sano en la herida.

En la cicatrizaciéon de las heridas, puede ser ventajoso el retraso de la capacidad de biodegradacion del material
entre 2 dias y 2 semanas, mediante la seleccion de uno o varios ligandos adecuados. Esto permite una cicatrizacion
adecuada sin necesidad de cambiar el vendaje si no es necesario por otras razones.

Cuando se utiliza para la cicatrizacién de las heridas o para el tratamiento de las heridas, el material de acuerdo con
la invencién se puede anadir sobre/en la herida como un polvo, en una solucién, adherido a una estructura de
refuerzo, tal como una gasa, o como una red en una Unica pieza solida.

El material de acuerdo con la invencion puede también formar parte de un vendaje para heridas.

Se ha demostrado que cuando se aplica una capa de 2 mm de esferas biodegradables de almidén no gelificantes de
un diametro medio de 200 pm que tiene una superficie cargada positivamente a un lecho de una herida, se obtiene
una muy buena granulacién con un crecimiento de células de hasta 500 ym en cuatro dias.

Cultivo de células in vitro

Para ser usadas en el cultivo de células in vitro, las microesferas tienen preferiblemente un diametro medio de 200
pm a 1000 ym, mas preferiblemente entre 200 um y 500 pm.

Para los cultivos de células in vitro, los ligandos estan cargados positivamente.

Los huecos son importantes para los cultivos de células ya que permiten un paso eficaz para la adhesion y el
crecimiento de las células, y también permiten un transporte eficaz de la matriz de crecimiento y de las moléculas
mas grandes dentro del cultivo.
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Embolizaciéon vascular

Para la embolizacién vascular, la microesfera de acuerdo con la invencion tiene preferiblemente un diametro medio
de 10 um a 1200 um.

Las microesferas de acuerdo con cualquiera de las realizaciones de la invencion, tal y como se describe mas arriba
y tal y como se especifica en las reivindicaciones, se pueden utilizar en métodos para estimular, facilitar o realizar la
hemostasia, la cicatrizacion de heridas y/o la embolizacion vascular. De igual forma, el material de acuerdo con
cualquiera de las realizaciones de la invencion, tal y como se describe mas arriba y tal y como se especifica en las
reivindicaciones, se puede utilizar en un método para facilitar o realizar la cicatrizacion de las heridas.

Las microesferas o el material, respectivamente, se administra a continuaciéon en una cantidad eficaz a un mamifero,
tal como un humano, que necesita la hemostasia, la cicatrizacion de heridas y/o la embolizacion vascular. Puede ser
un humano que padece una herida sangrante o algun otro tipo de herida, tanto interna como externa, tal como en la
piel.

Por «administracion» se pretende hacer referencia a que las microesferas o el material de acuerdo con la invencion
se pone en contacto con el area donde se necesita hemostasia, cicatrizacion de herida y/o embolizacién vascular.
En el caso de una herida, con el proposito de hemostasia o cicatrizacion de herida, el material podria, por ejemplo,
colocarse en la cavidad de la herida o en la superficie de la herida. En el caso de la cicatrizacién de herida, las MDA
se pueden formular como un polvo, suspension o ungiiento. En el caso de la hemostasia, las MDA se pueden aplicar
como un polvo seco o se pueden incorporar a una gasa o a un apésito. En el caso de la embolizacién, las MDA se
suspenden preferiblemente en un medio idéneo, tal como una solucién salina fisioldgica.

En este contexto, «cantidad eficaz» significa una cantidad que tendra un efecto positivo sobre la hemostasia,
cicatrizacion de heridas y/o embolizacion vascular.

Las microesferas de acuerdo con la invencién también se pueden utilizar en los métodos para estimular, facilitar o
realizar in vitro el cultivo de células. Las microesferas de acuerdo con la invencién se pueden afiadir a continuacién a
un medio de cultivo adecuado. Las células a cultivar también se afiaden a este medio de cultivo. Las microesferas se
pueden afiadir al medio de cultivo a la vez que las células, antes de afadir las células o después de afadir las
células. A continuacion se deja que las células se propaguen. Tal y como se explica mas arriba, el cultivo celular de
esta especificacion también incluye el cultivo de tejidos.

Las microesferas de acuerdo con cualquiera de las realizaciones de la invencion, tal y como se describe mas arriba
y tal y como se especifica en las reivindicaciones, podrian ademas utilizarse para estimular, facilitar o realizar la
homeostasia, la cicatrizacion de heridas y/o la embolizacion vascular.

Las microesferas de acuerdo con cualquiera de las realizaciones de la invencion, tal y como se describe mas arriba
y tal y como se especifica en las reivindicaciones, se pueden ademas utilizar para la producciéon de un producto
sanitario o una composicién farmacéutica.

Las microesferas de acuerdo con cualquiera de las realizaciones de la invencion, tal y como se describe mas arriba
y tal y como se especifica en las reivindicaciones, se pueden ademas fabricar especificamente para ser usadas para
estimular, facilitar o realizar hemostasia, cicatrizacion de heridas y/o embolizacién vascular.

A lo largo de la descripcion y de las reivindicaciones, las palabras «comprender» y «contener», y las variaciones de
las palabras, por ejemplo, «que comprende» y «comprendey, significan «que incluye, pero sin limitacion», y no
pretenden excluir otros restos, aditivos, componentes, integrantes o etapas.

A lo largo de la descripcion y de las reivindicaciones de esta especificacion, el singular engloba el plural a menos
que el contexto lo requiera de otra manera. En particular, cuando se utiliza el articulo indefinido, la especificaciéon se
debe saber que contempla una pluralidad asi como una singularidad, a menos que el contexto lo requiera de otra
manera.

Rasgos, integrantes, caracteristicas, compuestos, restos quimicos o grupos descritos junto con un aspecto,
realizacion o ejemplo concreto de la invencion se debe saber que son aplicables a cualquier otro aspecto, realizacion
o ejemplo descrito en la presente memoria, a menos que sea incompatible con el mismo.

Breve descripcion de los dibujos

La invencion se describe en mas detalle a continuacion en los ejemplos, que se refieren a los dibujos adjuntos en los
que:

La figura 1 es un dibujo esquematico de una microesfera degradable de almidéon (MDA) y las modificaciones
quimicas realizadas en este estudio.
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La figura 2 ilustra que se puede suponer que el hinchamiento de las microesferas sigue la difusion de Fick con un
ritmo rapido de hinchamiento inicial que disminuye exponencialmente:

Y=Y.(1-67

en donde k = la constante de hinchamiento de primer orden e Y. = el incremento de volumen en el hinchamiento
maximo.

La figura 3 ilustra la adherencia de plaquetas. La figura 3A muestra las microfotografias de contraste de fases y de
fluorescencia que muestran las MDA vy las plaquetas adheridas a las MDA de acuerdo con diferentes lotes
modificados. La figura 3B muestra primeros planos de la unién entre dos MDA agregadas (lote 4) y los agregados de
plaquetas pegados a las MDA. Para la imagen se utilizé microscopia de contraste por interferencia diferencial (CID).

La figura 4 ilustra un estudio in vivo de tres de los lotes de MDA. Los lotes 5, 6 y 9 se evaluaron en un modelo de
hemorragia experimental (traumatismo renal) en ratas con anticoagulantes. Todos los animales tratados con el lote 9
obtuvieron una hemostasia primaria, el 29% volvieron a sangrar en menos de 20 min de observacion. Los otros lotes
mostraban una eficacia hemostatica significativamente menor, y pocos animales consiguieron una hemostasia
primaria.

La figura 5 ilustra la hemorragia de acuerdo con el lote de tratamiento en el estudio experimental in vivo. La
hemorragia se midié6 pesando el exceso de sangre recogida en una gasa. Habia una diferencia significativa de
hemorragia entre los diferentes lotes (p = 0,001), donde el lote 5 era una MDA sin modificar, el lote 6 demostro la
activacion de la coagulacion, y la MDA del lote 9 adsorbi6 las plaquetas.

Ejemplos

Las microesferas degradables de almidon (MDA) se prepararon mediante emulsion y reticulacion del almidon
hidrolizado con epiclorhidrina en tolueno. Posteriormente, las MDA se lavaron repetidamente con etanol seguido de
agua destilada y finalmente deshidratacion sucesiva con concentraciones crecientes de etanol y finalmente se
secaron durante una noche a 60 °C.

Detalles sobre la preparaciéon de las MDA

Se disuelven 2 g de hidréxido de sodio en 280 ml de agua purificada, se le afiaden 2 g de borohidruro de sodio y se
disuelve. Se le disuelven 153 g de almidén hidrolizado mediante agitacion lenta durante al menos 2 horas. Se
disuelven 20 g de tensioactivo (Rhodafac PA17) en 450 g de tolueno. A continuacion, se le afiade la soluciéon de
almidén y se emulsiona en la solucién de tolueno, se incrementa la temperatura a 70 °C y la emulsion se agita hasta
que se ha alcanzado la distribucion con el tamario de gota deseado. Se le afiaden 22 g de epiclorhidrina y se realiza
la reticulacion durante 5 horas. Se enfria la mezcla a temperatura ambiente y se deja sedimentar, tras lo cual se
decanta el sobrenadante. A las MDA se les dan tres lavados con etanol al 95%, un lavado con acido acético al 0,8%,
seguido de 4 lavados con agua purificada y finalmente se deshidrataron con etanol absoluto antes del secado a 60
°C en un armario de secado ventilado.

Determinacion del grado de sustitucion (GS)

El grado de sustitucion se define como el nimero promedio de sustituciones por monémero de glucosa.

El método de la saponificacion alcalina, seguido por la titulacion del exceso de alcali se empled para determinar el
grado de sustitucion. A una muestra de 250 mg de MDA se le afiadieron 10 ml de NaOH a 0,50 M y se dejo6 reposar
a temperatura ambiente durante 72 h con una agitacion ocasional. El exceso de NaOH se titul6 con HCl a 0,50 M
con el uso de fenolftaleina como indicador.

Determinacion de la capacidad de degradaciéon con amilasa

Se diluyd una muestra de MDA (3 a 6 mg) con tampodn de fosfato, pH 7 (5 ml), y a continuacion se le afiadieron 400
pl de saliva humana, seguido de la incubacién a 37 °C durante 4 h. La muestra se dej6 reposar durante 20 min o se
centrifugd, y a continuacién se tomo6 una muestra pequefia del fondo y se analizé al microscopio para determinar la
presencia o ausencia de las microesferas.

Procedimiento general para la sustitucién de las MDA con acidos dioicos (ejemplos recogidos en la tabla 1)

Las MDA (1 g) se suspendieron en DMF (10 ml), a esta mezcla se le afadieron anhidrido succinico (154 mg, 1,54
mmol) y piridina (124 pl, 1,60 mmol). La mezcla se agit6 y se calenté a 90 °C durante una noche, y el material se
lavé a continuacion tres veces con 40 ml de etanol seguido con 5 ml de NaHCO3 saturado, y a continuacion tres
veces con 30 ml de agua. El material se deshidraté con etanol y se secd en un horno a 60 °C. El material se analizé
por FTIR, lo que mostrd el éster carbonilico a 1730 cm™.
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GS: 0,25 (determinado segun se describe mas arriba).
Degradable por a-amilasa (determinado segun se describe mas arriba).
Procedimiento general para la sustitucion de las MDA con ésteres

Modificacién con betaina

Se mezclaron betaina (1,66 g, 10,8 mmol) y CDI (1,75 g, 10,8 mmol) con 50 ml de DMF y se calenté a 80 °C durante
2 h. A continuacion se le ahadid MDA (5 g) y la temperatura se subié a 90 °C, y la mezcla se agité durante una
noche. La mezcla se lavé con etanol (250 ml) dos veces, con cloruro de hidrégeno diluido (250 ml) y dos veces con
agua (250 ml). El material se deshidrat6 con etanol y se sec6 durante una noche a 60 °C.

FTIR: muestra el éster carbonilico a 1751 cm™".
GS: 0,23 (determinado segun se describe mas arriba).
Degradable por a-amilasa (determinado segun se describe mas arriba).

Modificacién con dimetilglicina

Igual que en el ejemplo con betaina de mas arriba, pero se utilizaron MDA (2 g), hidrocloruro de N,N-dimetilglicina
(430 mg, 3,1 mmol) y CDI (500 mg, 3,1 mmol).

FTIR: muestra el éster carbonilico a 1753 cm™".
GS: 0,24 (determinado segun se describe mas arriba).
Degradable por a-amilasa (determinado segun se describe mas arriba).

Modificacién con Ng-acetil-L-arginina

Igual que en el ejemplo con betaina de mas arriba, pero se utilizaron MDA (2 g), Ng-acetil-L-arginina (623 mg, 2,5
mmol) y CDI (400 mg, 2,5 mmol).

FTIR: muestra el éster carbonilico a 1748 cm™".
GS: 0,24 (determinado segun se describe mas arriba).
Degradable por la a-amilasa (determinado seguin se describe mas arriba).

Modificacién con prolina

Igual que en el ejemplo con betaina de mas arriba, pero se utilizaron MDA (1 g), Boc-Pro-OH (266 mg, 1,2 mmol) y
CDI (200 mg) seguido de la desproteccion del tert-butoxicarbonilo con TFA.

FTIR: muestra el éster carbonilico a 1743 cm™".
Degradable por a-amilasa (determinado segun se describe mas arriba).

Modificacién con glicina

Igual que en el ejemplo con betaina de mas arriba, pero se utilizaron MDA (1 g), Boc-Gly-OH (216 mg, 1,2 mmol) y
CDI (200 mg) seguido de la desproteccion del tert-butoxicarbonilo con TFA.

FTIR: muestra el éster carbonilico a 1748 cm™.
Degradable por a-amilasa (determinado segun se describe mas arriba).

Modificacién con fenilalanina

Igual que en el ejemplo con betaina de mas arriba, pero se utilizaron MDA (1 g), Boc-Phe-OH (327 mg, 1,2 mmol) y
CDI (200 mg) seguido de la desproteccion del tert-butoxicarbonilo con TFA.

FTIR: muestra el éster carbonilico a 1743 cm™".
Degradable por a-amilasa (determinado segun se describe mas arriba).

Modificaciones de la superficie indespegables que se utilizan para investigar los efectos de la carga
11
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Las modificaciones de la superficie se ilustran en la figura 1.

Octenilsuccinato (negativo e hidréfobo)

Se suspendieron 80 g de MDA en agua purificada, se le afiadié anhidrido N-octenilsuccinico (Pentagon) a 0,08 g/g
de MDA secas y la reaccion dejé continuar durante 3 h. Se mantuvo un pH por encima de 7,4 mediante adiciones de
NaOH a 0,75 M. El material resultante se lavé 8 veces con 2000 ml de agua purificada, después se deshidratd con
concentraciones crecientes de etanol y finalmente se secé durante una noche a 60 °C (Hui Rea. «Preparation and
properties of octenyl succinic anhydride modified potato starch». Food Chemistry 2009; 114: 81-6).

Carboximetilacién (negativa)

Se suspendieron 50 g de MDA en agua purificada; se le afiadié acido cloroacético a 0,1 g/g de MDA secas y la
reaccion continué durante 5 h a 70 °C. Antes de afadir acido cloroacético, se disolvié en agua y se neutralizdé con
NaOH a 1 M. El material resultante se lavo 6 veces con 2000 ml de agua purificada y después se deshidraté con
concentraciones crecientes de etanol y finalmente se secé durante una noche a 60 °C (Tomaski P, Schilling, C. H.
«Chemical modification of starch». Adv. Carbohydr. Chem. Biochem. 2004; 59: 175-403).

Acetilacion (hidrofoba)

Se suspendieron 50 g de MDA en agua purificada, se les afadio anhidrido acético a 0,05 g/g de MDA secas. El
anhidrido acético se afiadio gota a gota y se mantuvo un pH entre 7,3 y 7,8 mediante adiciones de NaOH a 0,75 M.
El material resultante se lavo 7 veces con 2000 ml de agua purificada, después de deshidraté con concentraciones
crecientes de etanol y finalmente se secé durante una noche a 60 °C (Sathe S. K., Salunkhe, D. K. «Isolation, Partial
Characterisation and Modification of the Great Northern Bean (Phaseolus vulgaris L.) Starch». J. Food Sci. 1981; 46:
617-21).

Cloruro de dietilaminoetilo, Aldrich (positivo)

Se suspendieron 50 g de MDA en agua purificada, se le afiadieron 0,375 mol de hidrocloruro de DEAE vy la
temperatura se incremento a 60 °C. Se le afiadieron 250 ml de soluciones de hidréxido de sodio a 3 M y la reaccion
se mantuvo a 60 °C durante una hora. A continuacion, las MDA se lavaron con 20 | de agua purificada en un embudo
Bichner. Las MDA se deshidrataron y se secaron como mas arriba (Manousos M, Ahmed M, Torchio C, Wolff J,
Shibley G, Stephens R et al. «Feasibility studies of oncornavirus production in microcarrier cultures». In vitro, junio de
1980; 16 (6): 507-15).

Acido elagico (adsorbido/absorbido negativo)

El acido elagico (Alfa Aesar) se adsorbi6é pasivamente con dos métodos diferentes. Método 1: se disolvié el acido
elagico a 0,1 mM en agua y a continuacion se mezcl6 con las MDA. Método 2: se disolvio el acido elagico a 0,1 mM
en etanol y a continuacion se mezclé con las MDA (Ratnoff O. D., Saito H. «Interactions among Hageman factor,
plasma prekallikrein, high molecular weight kininogen and plasma thromboplastin antecedent». Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, febrero de 1979; 76 (2): 958-61). Se lavo y se sec6 como mas arriba. El acido elagico se absorbié/adsorbid
pasivamente y no era aplicable para medir las cargas.

Las diferentes modificaciones de la superficie se produjeron con protocolos de modificacion estandares (sin
optimizar). Las modificaciones se seleccionaron para demostrar el concepto de un efecto hemostatico in vitro e in
vivo, y no se valoro si eran toxicolégicamente aceptables en los humanos.

Carga de la superficie

El grado de carga de la superficie se midié mediante un detector de cargas en particulas PCD 02 (Miitek).
Disefio

Las nueve MDA con modificaciones diferentes se aleatorizaron con anonimato. No se envié ninguna informacion
sobre las modificaciones a quienes realizaban los estudios.

Caracterizacion de las MDA

La forma de las microesferas de almidén se determind por observacion al microscopio (AxioObserver Z1, Zeiss) y el
diametro de las esferas se midi6 en un minimo de cinco esferas en cada uno de los nueve lotes. Se determiné la
absorcion mediante la medicion del diametro antes y a intervalos de tiempo fijados (1, 3, 9, 15y 30 s) después de la
adiciéon de 100 pl de tampon de fosfato. Se midieron un minimo de cinco esferas de cada lote y a continuacion se
calculd su volumen con la suposiciéon de que la MDA era completamente esférica. El hinchamiento de las
microesferas se produce por la difusion del agua al interior y la hidratacion del polimero, un proceso que continta
hasta llegar al equilibrio a una relajacion maxima de las cadenas de almiddn reticulado. Por consiguiente, se puede
12
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suponer que el proceso sigue la difusion de Fick con un ritmo rapido de hinchamiento al principio que disminuye
exponencialmente. Asi pues, los datos se podrian explicar mediante:

Y = Yo(1 -

en donde k es la constante de hinchamiento de primer orden e Y. es el incremento del volumen en un hinchamiento
maximo.

Adhesién de plaquetas in vitro

Para estudiar la posible afinidad o interaccion entre los diferentes lotes de MDA vy los factores de importancia
conocida para el proceso de coagulacion, se investigo la adherencia de las plaquetas a los diferentes lotes de MDA.
Se le afnadieron 450 pl de plasma heparinizado rico en plaquetas a tubos de ensayo que contenian 1 ug de MDA y
después se agit6 en un agitador orbital durante 20 minutos a 500 rpm. Después, las MDA se lavaron
exhaustivamente en PBS al dejar repetidamente el sedimento de MDA en el fondo y cambiar el sobrenadante por
PBS recién preparado, y después al agitar vorticialmente el tubo. A continuacion, las plaquetas adheridas a MDA se
fijaron con PFA al 3,7% en PBS y se permeabilizaron con Triton-X al 0,1% en PBS, y finalmente se tifieron con
fluorescencia con Alexa 546-faloidina. Se realiz6 un enjuague exhaustivo entre las etapas del procedimiento. Las
imagenes de las MDA vy las plaquetas fluorescentes se tomaron con un microscopio de fluorescencia AxioObserver
Z1 (Zeiss) y el programa toma de imagenes AxioVison (Zeiss).

Estudio piloto in vivo en un modelo experimental de hemorragia renal

El estudio se realiz6 de acuerdo con las directrices de la buena practica de laboratorio y fue autorizado por el Comité
de ética de la universidad local para experimentos con animales. Se eligieron tres lotes diferentes de MDA
basandose en el resultado de los estudios in vitro descritos mas arriba. Para el andlisis in vivo se eligieron un lote
neutro, uno que activo la coagulacion y, finalmente, un lote con propiedades de adhesién de las plaquetas. Los lotes
se distribuyeron al azar y con anonimato para el investigador que realiz6 el estudio. Se anestesiaron 21 ratas
Sprague-Dawley macho adultas y aclimatadas (peso medio de 342 g, IQR: 314-360) con suministro libre de comida
y agua (Hynorm, Janssen Pharma, Bélgica y Midazolam Hameln, Pharma Hameln, GmbH). Después del cateterismo
de la vena yugular (para las inyecciones i.v.), se realizé una laparotomia transversal. Se disecciond el rifién izquierdo
y los vasos renales se pinzaron dos minutos después de la administracion i.v. de 200 Ul/kg de heparina sin
fraccionar (UH, LEO Pharma A/S, Dinamarca). A continuacion, se extirp6 un tercio lateral del rifion y se aplicé 1 ml
de las MDA aleatorizadas sobre la superficie desnuda del rifién, se comenzd la compresion manual (con una
compresa de gasa entre el polvo de almidon y los dedos del investigador) y se retird la pinza del vaso. Se mantuvo
la compresiéon 2 minutos y a continuacion se liberé para controlar la hemostasia. Si se producia la hemorragia, se
continuaba con la compresién con controles de hemostasia cada minuto. Se definié la hemostasia primaria como
ausencia de hemorragia visible al cabo de 20 minutos de la reseccion renal. Los animales que consiguieron la
hemostasia se observaron otros 20 minutos por si volvia a producirse una hemorragia. Todos los animales se
sacrificaron con una inyeccion i.v. de acido fenobarbitirico y etanol. Se recogio6 la sangre perdida y se peso. Los
criterios de valoracion del estudio fueron: capacidad para conseguir la hemostasia primaria, tiempo para la
hemostasia, frecuencia de otra hemorragia y pérdida de sangre.

Estadistica

Los datos descriptivos se presentan con valores de la mediana y un margen intercuartilico o individual (IQR). Se
realizaron pruebas no paramétricas, ya que la distribucion de los datos era asimétrica. Se realizaron analisis de x
para las tablas de contingencia y se utilizé el andlisis de varianza de Kruskal-Wallis cuando se compararon los datos
sin emparejar. Se considero significativo un valor de p < 0,05.

Se utilizo el software SPSS 17.0 para Mac y Windows (www.spss.com).
Resultados

Modificaciones de las MDA

Las cargas de la superficie se ofrecen en la tabla 2. El procedimiento de sintesis no estaba optimizado y la
carboximetilacion no dio lugar a una carga apreciable en la superficie. No se espera que la acetilacion cambie la
carga de la superficie, mientras que otros métodos deben conducir a una carga superficial positiva y negativa
significativa.

Tabla 2: Las modificaciones quimicas de las MAD vy el resultado en cargas medidas.
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Lote Modificacion de la MAD: Inclusion del tamaiio: Carga:

1 Anhidrido N-octenilsuccinico - 11,8 pequ/g anidénico
2 Acido cloroacético - 0,7 pequ/g anidnico
3 Anhidrido acético - 0,3 pequ/g anidnico
4 Cloruro de dietilaminoetilo >80 um 459 pequ/g cationico
5 Ninguna modificacién superficial - 0,5 pequ/g catidnico
6 Acido elagico’ - NA

7 Cloruro de dietilaminoetilo <80 um Sin medir

8 Acido elagico® - NA

9 Cloruro de dietilaminoetilo® >150 um 100 pequ/g cationico

"Disuelto en agua.
Disuelto en etanol.
3Reticulacion mas extensa.

Caracterizacion de las esferas de almidon

Habia una diferencia significativa del diametro en seco entre los lotes (p = 0,006), en donde el lote 6 tenia las
esferas de tamafio mas pequefio (mediana del didametro: 54 pm; IQR: 38-58) y el lote 2 las de tamafio mas grande
(mediana del diametro: 72 ym; IQR: 67-76). Después de afadir el tampdn de fosfato, todos los lotes incrementaron
rapidamente el volumen (figura 2) y después de 30 s se habian expandido entre 5 y 25 veces su volumen seco (tabla
3). La magnitud de hinchamiento era significativamente diferente entre los lotes (p = 0,001).

Tabla 3. Volumen seco de las MDA y después de 30 segundos en la solucion de tampon de fosfato.

Lote de MDA |Volumen seco, pl* | Volumen, pl,* 30 s % de incremento del volumen
1 157 (110-165) 1123 (943-1150) 700 (647-1000)

2 195 (158-231) 1047 (871-1629) 600 (512-715)

3 102 (79-128) 775 760 (653-760)

4 128 (120-180) 1838 (1551-2187) 1308 (1001-1559)

5 88 (60-126) 998 (688-1110) 1071 (853-1264)

6 82 (28-105) 750 (439-1114) 1058 (714-1311)

7 166 (130-219) 829 (760-1083) 538 (371-751)

8 113 (95-163) 659 (599-875) 619 (521-666)

9 125 (92-249) 3368 (1697-3368) 2593 (2040-2593)

* Mediana de los valores (IQR), volumen en picolitros (1 pl = 1 ml™).
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Estimulacién de las plaquetas

Resultaba evidente la adhesion de plaquetas a las MDA en tres de los lotes modificados (n.*® 4, 7 y 9), mientras que
el resto de los lotes de MDA no influian en absoluto en las plaquetas (figura 3). Los resultados se confirmaron con
PRP de tres donantes diferentes.

El estudio experimental piloto in vivo aleatorizado con anonimato

Todos los animales tratados con el lote 9 obtuvieron la hemostasia primaria, en comparacién con la hemostasia
primaria en el 14-43% con los otros lotes (figura 4). El tiempo para la hemostasia también diferia entre los grupos (p
= 0,044), en donde los animales tratados con el lote 9 eran los mas rapidos (mediana de 2 min; IQR: 2-3:20),
mientras que el lote 6 necesitaba 6 min de media (n = 3) y el lote 5, 10 min (n = 1) antes de que dejaran de sangrar.
Dos animales tratados con el lote 9 eran los Unicos que volvieron a sangrar (p = NS, en comparacion con los otros
lotes). Los animales tratados con el lote 9 perdian menos sangre (mediana de 1 g; IQR: 0,4-1,2) en comparacion con
los ofros lotes (lote 5: 5 g, 4,3-6,7; lote 6: 5,3 g, 2,2-8,6), p = 0,001 (figura 5).

El efecto hemostatico propuesto de las MDA mediante la absorcion de liquido (y pequefias moléculas) desde la
sangre y la concentracion de los factores de coagulacion endégenos sobre las esferas podria ser dependiente de un
hinchamiento rapido y considerable de las microesferas. Todos los lotes de este estudio vieron incrementado su
volumen con rapidez después de la adicion del tampon de fosfato, pero la velocidad y la cantidad total de
hinchamiento diferia entre los lotes. El hinchamiento depende de la relajacion de las cadenas de poliglucosa a
medida que se van hidratando. Esto esta limitado por muchas interconexiones y esta facilitado por la repulsion de
carga de los ligandos. Sin embargo, no pudimos encontrar ninguna correlacion clara con las caracteristicas medidas
(p. €j., carga). La baja reticulacion y el hinchamiento alto y rapido implican la degradacion rapida y, por lo tanto, el
incremento de volumen no sera peligroso incluso si se aplica durante la intervenciéon quirtrgica en localizaciones
donde el espacio puede llegar a ser escaso al final del procedimiento. En este estudio, la absorcion rapida del liquido
y €l hinchamiento de las MDA no eran suficientes para la hemostasia in vivo, y sélo 1 de los 7 animales obtuvo la
hemostasia primaria al tratarlos con microesferas sin modificar.

La MDA con mejor capacidad hemostatica in vivo se demostré que era la que tenia propiedades estimulantes de las
plaquetas. Las plaquetas se adhirieron a las MDA cargadas positivamente, los lotes preparados con dietilaminoetilo
(DEAE) (4, 7 y 9), lo que esta de acuerdo con la descripcion de adhesion de plaquetas a las superficies que exponen
grupos con carga positiva (Lee, J. H., Khang G., Lee J. W., Lee H. B. «Platelet adhesion onto chargeable functional
group gradient surfaces». J. Biomed Mater Res., mayo de 1998; 40 (2): 180-6). No se realiz6 ninguna cuantificacion
objetiva de la cantidad de plaquetas que se adhirieron al correspondiente lote modificado con DEAE, pero en una
valoracion a simple vista no se observd ninguna diferencia obvia en la cantidad de plaquetas adheridas entre los
lotes 4, 7 y 9, incluso si se habia medido una diferencia de carga entre el lote 4 y el 9. El cloruro de DEAE reacciona
con los grupos hidroxilo de la superficie de las MDA, lo que genera grupos DEAE que son positivos a pH fisioldgico.
Los ligandos del DEAE producen microesferas que no son biodegradables y probablemente son inadecuadas para el
uso con humanos. Sin embargo, como demostracion preliminar para distinguir si las esferas pueden convertirse en
adherentes de plaquetas y si esto tiene alguna importancia hemostatica, la modificacion con DEAE result6 valiosa.
Una estimulacion rapida y eficaz de las plaquetas es crucial para la hemostasia instantanea producida por un tapon
fisico de plaquetas agregadas. Las plaquetas también son necesarias para la amplificacion eficaz y la propagacion
de la generacion de trombina, un proceso muy catalizado por la superficie de plaquetas estimuladas, lo que da lugar
a una red de fibrina que estabiliza el tapén de plaquetas primario.
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REIVINDICACIONES

1. Una microesfera biodegradable que tiene un diametro de 10 a 2000 ym que comprende almidén hidrolizado
reticulado sobre el cual se ha conjugado, mediante un enlace de éster carboxilico, al menos un tipo de ligando que
se selecciona del grupo que consiste en aminoacidos y acidos organicos que contienen nitrégeno, en donde dicho
ligando es una molécula enddgena cargada positivamente con una masa molecular de menos de 1000 Da que
comprende al menos una funcién de acido carboxilico adicional y/o al menos una funcion de amina, y en donde se
han conjugado de promedio de 0,05 a 1,5 ligandos a cada resto de glucosa del almidén hidrolizado.

2. Una microesfera de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el ligando es un aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en arginina, histidina, lisina, glicina, prolina, alanina, isoleucina, leucina, fenilalanina, triptéfano,
tirosina, valina, serina, asparagina, glutamina, treonina, acido glutamico y acido aspartico; o un acido organico que
contiene nitrégeno seleccionado del grupo que consiste en betaina, carnitina, creatina, metilglicina y dimetilglicina.

3. Una microesfera de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde el ligando tiene un contraion
fisiol6gicamente activo.

4. Una microesfera de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para ser usada en la hemostasia.

5. Un material para ser usado en conexién con la cicatrizacion de heridas, que comprende microesferas de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dichas microesferas forman una estructura
tridimensional que comprende vacios entre las microesferas.

6. Un material de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde el ligando es hidrofobo.

7. Una microesfera de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, para ser usada para la embolizacion
vascular.

8. Un aposito para heridas que comprende el material de acuerdo con la reivindicaciéon 5 o 6.

9. Un método para el cultivo in vitro de células, en donde al menos una microesfera de acuerdo con cualquiera

de las reivindicaciones 1 a 3 se afiade a un medio de cultivo al cual también se afiaden las células a cultivar, y
entonces se deja que las células se propaguen.
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