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DESCRIPCION
Hidrogeles polimerizables fluorados para vendajes de heridas y procedimientos para hacerlos

CAMPO DE LA INVENCION

Una o mas realizaciones de esta invencion estan dirigidas a hidrogeles fluorados, procedimientos de preparacion de
hidrogeles fluorados, procedimientos de carga de oxigeno y moléculas pequefias oxigenadas dentro de hidrogeles
fluorados, procedimientos de liberacion de oxigeno y moléculas pequefas oxigenadas de hidrogeles fluorados
cargados, y usos para hidrogeles fluorados.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Un ambiente rico en oxigeno es vital para la curacién de heridas y para la medicina regenerativa. Numerosos
resultados experimentales y clinicos han establecido que la oxigenoterapia (hiperbarica, topica o vendaje) puede
proporcionar beneficios significativos para promover y acelerar la regeneracion y curacion de tejidos en heridas agudas
y cronicas. El tratamiento preferido de las heridas grandes de cicatrizacién lenta consiste en el desbridamiento, que
produce resultados muy variados. Se ha demostrado que el tratamiento con oxigeno promueve la curacién al mejorar
el metabolismo, la sintesis de la matriz extracelular (MEC) y la oxigenacion a través de la herida desde una matriz de
soporte que aun no se ha desarrollado. Por lo tanto, existe una gran necesidad de habilitar tecnologias de plataforma
en el area del cuidado de heridas para soportar niveles regenerativos de oxigenacién en un paquete total Unico.

EP 0253 515 A2, US 5 214 452 A, US 4 954 587 A, EP 0 493 320 A2, US 2003/199697 A1, Atsushi Matsuda y col.,
Fluorinated Water-Swollen Hydrogels with Molecular and Supramolecular Organization, Macromolecules, 33 (2000),
2535-2538, Sang-Yeon Shimy col., Photocurable Fluorinated Methacrylates: Synthesis and Polymerization, Macromol.
Symp. 277 (2009), 201-206, EP 0 050 934 B1 and EP 0 188 110 A1 describen hidrogeles que comprenden un polimero
reticulado que tiene un grupo fluor pendiente.

RESUMEN DE LA INVENCION

Segun un primer aspecto, en una primera realizacion, la presente invencién proporciona un hidrogel que comprende
polimeros reticulados, los polimeros tienen cadenas principales de polisacaridos, donde las cadenas principales de
polisacaridos tienen un grupo flior pendiente unido a las mismas y gas Oz disuelto.

Una segunda realizacion proporciona un hidrogel como en la primera realizacién, donde el polimero tiene un grupo
acetilamino pendiente.

Una tercera realizacion proporciona un hidrogel como en la primera realizacién o en la segunda realizacion, donde el
polimero tiene un grupo amino pendiente.

Una cuarta realizaciéon proporciona un hidrogel como en cualquiera de las realizaciones primera a tercera, donde el
polisacarido se selecciona del grupo que consiste en quitosano, dextrano, acido hialurico, agarosa y combinaciones
de los mismos.

Una quinta realizacién proporciona un hidrogel como en cualquiera de las realizaciones primera a cuarta, donde el
grupo fluor pendiente se selecciona del grupo que consiste en grupos fluorocarbono; grupos carbonilo definidos por la
férmula:

donde R es un grupo fluorocarbono; y
grupos carboxilato definidos por la formula:
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donde R es un grupo fluorocarbono.

Una sexta realizacion proporciona un hidrogel como en cualquiera de las realizaciones primera a quinta, donde el
5 grupo fluor pendiente es un grupo fluorocarbono definido por la féormula:

—[CthCR3

donde cada R es individualmente un atomo de hidrégeno o un atomo de fldor.

10
Una séptima realizacion proporciona un hidrogel como en cualquiera de las realizaciones primera a sexta, donde el
grupo fluor pendiente es un grupo fluorocarbono definido por la formula:

R
15
donde cada R es individualmente un atomo de hidrégeno, un atomo de fltor, un grupo hidroxilo, un grupo hidrocarbono,
o un grupo fluorocarbono.

Una octava realizacién proporciona un hidrogel como en cualquiera de las realizaciones primera a séptima, donde el
20 grupo fluor pendiente es un grupo fluorocarbono aromatico seleccionado del grupo que consiste en:

F F F F F F
F F F F F F

(C|3Hz)n (CF2)n (CF2)n

I I

OH , OH , OH ,
F F F F F F
F F F F

F F OH

25
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dondenesde 0a9.

Una novena realizacion proporciona un hidrogel como en cualquiera de las realizaciones primera a octava, donde el
grupo fluor pendiente es un grupo carboxilato seleccionado del grupo que consiste en:

I

ﬁ
—o—c—I—CHzi—ca —0—¢C c;FqLCFB
n n

>

donde n es de 0 a 20.

Una décima realizacién proporciona un hidrogel como en cualquiera de las realizaciones primera a novena, donde el
grupo fluor pendiente esta unido a una cadena de polisacaridos a través de una unidad de polisacarido definida por la
férmula:

OH
<
N0
o
Y
HO NH

donde R es un grupo fluor.

Segun un segundo aspecto, en una undécima realizacion, la presente invencidn proporciona un método de preparacion
de un hidrogel que comprende: polimeros reticulados, los polimeros tienen cadenas principales de polisacaridos,
donde las cadenas principales de polisacaridos tienen un grupo flior pendiente y un grupo reticulable unidos a las
mismas; y cargando el polimero reticulado con gas Oz disuelto.

Una duodécima realizaciéon proporciona un procedimiento como en la undécima realizacién donde la etapa de
reticulacion del polimero se inicia por fotoiniciacion.

Una decimotercera realizacion proporciona un hidrogel como en cualquiera de las realizaciones primera a duocdécima,
donde el grupo fluor pendiente se selecciona del grupo que consiste en grupos fluorocarbono; grupos carbonilo
definidos por la formula:

donde R es un grupo fluorocarbono; y
grupos carboxilato definidos por la formula:
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|7
O C R
donde R es un grupo fluorocarbono.
5
Una decimocuarta realizacion proporciona un procedimiento como en cualquiera de las realizaciones undécima a
decimotercera, donde el grupo fluor pendiente es un grupo fluorocarbono definido por la féormula:
R R
R R
R
10

donde cada R es individualmente un atomo de hidrégeno, un atomo de fltor, un grupo hidroxilo, un grupo hidrocarbono,
o un grupo fluorocarbono.

Una decimoquinta realizacién proporciona un procedimiento como en cualquiera de las realizaciones undécima a
15 decimocuarta, donde el grupo flior pendiente es un grupo fluorocarbono aromatico seleccionado del grupo que
consiste en:

F F F F F F
F F F F F F
((|;HZ)n (cl:F2)n ((I:F2)n
OH , OH , OH ,
F F F F F F
F F F F
20 F , F , OH ,
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: f CF3
OFy CFs iE _

Una decimosexta realizacion proporciona un procedimiento como en cualquiera de las realizaciones undécima a
decimoquinta, donde el grupo flior pendiente es un grupo carboxilato seleccionado del grupo que consiste en:

ﬁ e}
—o—c+CH2]—CF3 —o0—=cC CFA—CFB
n n
y "

N

dondenesde 0a9.

donde n es de 0 a 20.

Una vigésima primera realizacion proporciona un procedimiento como en cualquiera de las realizaciones undécima a
decimosexta, donde el polimero polisacarido es un copolimero aleatorio de unidades de sacaridos definido por la

férmula:
OH OH OH OH
Q 0 Q Q
0 o) o) o)
HO NH| |45 NH |HO /NH HO NH
o)
o m n R 0

donde R un grupo fluor, m es de aproximadamente 10 % a aproximadamente 20 % del total de unidades de sacaridos,
n es de aproximadamente 15 % a aproximadamente 70 % del total de unidades de sacaridos, o es de
aproximadamente 10 % a aproximadamente 40 % del total de unidades de sacaridos, y p es de aproximadamente
10 % a aproximadamente 25 % del total de unidades de sacaridos.

P

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 proporciona una metodologia sintética para la creaciéon de una o mas realizaciones.
La Figura 2 proporciona una metodologia sintética para la creacion de una o mas realizaciones.
La Figura 3 proporciona un diagrama de una camara de absorcion/liberacion de oxigeno. Los puertos estan unidos a
los tubos con valvulas para permitir la apertura y el cierre. El punto de deteccion interactia con un sensor éptico de

trazas de oxigeno conectado a un ordenador para la recoleccién de datos.

La Figura 4 proporciona un espectro 19F RMN de alta resolucion para una o més realizaciones, MAC(AIi5)F,
confirmando las sustituciones de fluor.
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La Figura 5 proporciona un espectro 19F RMN de alta resolucién para una o mas realizaciones, MAC(Ar5F),
confirmando las sustituciones de fluor.

La Figura 6 proporciona un espectro 199F RMN de alta resolucion para una o mas realizaciones, MAC(AIi15)F,
confirmando las sustituciones de fltor.

La Figura 7 proporciona absorcion de oxigeno, de una comparaciéon y una o mas realizaciones, MAC, MAC(AIi5)F,
MAC(Ar5)F y MAC(AIi15)F (1, I, Il y IV) a TA (temperatura ambiente) en 5 % CO2 /95 % aire en condiciones estaticas
a TA. Los hidrogeles estaban compuestos de 2 % en peso de MAC o MACF, con volimenes de hidrogel de 9,6 cm3.
Cada punto de datos representa n = 3, media + DE.

La Figura 8 proporciona desorcion de oxigeno, de una comparacion y una o mas realizaciones, MAC, MAC(AIi5)F, (I*
y lI*ya TA en 5 % CO2/95 % aire en condiciones estaticas a TA. Los hidrogeles estaban compuestos de 2 % en peso
de MAC o MACF, con volumenes de hidrogel de 9,6 cm3. Cada punto de datos representa n = 3, media + DE.

La Figura 9 proporciona desorcion de oxigeno, de una o mas realizaciones, MAC(Ar5)F (llI*) a TA en 5 % CO2 /95 %
aire en condiciones estaticas a TA. Los hidrogeles estaban compuestos de 2 % en peso de MAC, con volumenes de
hidrogel de 9,6 cm3. Cada punto de datos representa n = 3, media + DE.

La Figura 10 proporciona desorcion de oxigeno, de una o mas realizaciones, MAC(AIi5)F (lllI*)a TAen 5 % CO2/95 %
aire en condiciones estaticas a TA. Los hidrogeles estaban compuestos de 2 % en peso de MAC con volumenes de
hidrogel de 9,6 cm3. Cada punto de datos representa n = 3, media + DE.

La Figura 11 proporciona tres ciclos repetidos de absorcion y liberacion de oxigeno para una o mas realizaciones,
MAC(AIi5)F, mostrando la absorcion (1) y la correspondiente liberacion (11*) a TA. Cada punto de datos representa n
= 3, media = DE.

La Figura 12 proporciona tres ciclos repetidos de absorcién y liberacion de oxigeno para una o mas realizaciones,
MAC(Ar5)F, mostrando la absorcion (lIl) y la correspondiente liberacién (I1*) a TA. Cada punto de datos representa n
= 3, media + DE.

La Figura 13 proporciona tres ciclos repetidos de absorcion y liberacion de oxigeno para una o mas realizaciones,
MAC(AIli15)F, mostrando la absorcion (IV) y la correspondiente liberacion (IV*) a TA. Cada punto de datos representa
n = 3, media = DE.

La Figura 14 proporciona ensayos (A) metabdlico MTT y (B) de ADNdc total PicoGreen de cultivos de células de
fibroblastos para una o mas realizaciones. MAC(AIi5)F, MAC(Ar5)F y MAC(AIli15)F sin recarga de oxigeno (-O2) o con
recarga (+O2) a 4 min dia- ', excepto para MAC(AIi15)F, que recibié 4 min 4 dias™. Inicialmente, se sembraron 9,5 x
103 células (linea punteada) sobre los hidrogeles y se cultivaron en condiciones normales (5 % de CO2, 37°C) durante
4 dias. ***Diferencia significativa en P < 0,0001; **diferencia significativa en P = 0,007). Las letras sobre los corchetes
de agrupacion son significativamente diferentes entre si por ANOVA multifactorial (P < 0,0001). Todos los datos n =
3, medias = DE.

La Figura 15 proporciona un grafico de una o mas realizaciones, MAC/MAC(AIli5)F, que muestra un metabolismo
mejorado con mas fllor y oxigeno suplementarios. Los resultados se informan como tasa de cambio en comparacion
con las regiones 100 % MAC-O2 . ***Diferencia significativa por ANOVA trifactorial (P < 0,0001). Todos los datos n =
3, medias + DE.

La Figura 16 proporciona un grafico de una o mas realizaciones, MAC/MAC(Ar5)F, que muestra un metabolismo
mejorado con mas fluor y oxigeno suplementario. Los resultados se informan como tasa de cambio en comparacion
con las regiones 100 % MAC-O.. ***Diferencia significativa por ANOVA trifactorial (P < 0,0001). Todos los datos n =
3, medias + DE.

La Figura 17 proporciona un grafico de una o mas realizaciones, MAC/MAC(AIi15)F, que muestra un metabolismo
mejorado con mas fluor y oxigeno suplementario. Los resultados se informan como tasa de cambio en comparacion
con las regiones 100 % MAC-O2. ***Diferencia significativa por ANOVA trifactorial (P < 0,0001). Todos los datos n =
3, medias * DE.
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DESCRIPCION DETALLADA DE REALIZACIONES ILUSTRATIVAS

En una o mas realizaciones, la presente invencién proporciona un hidrogel formado por un polimero reticulado que
contiene un grupo fluor pendiente. Los flior permiten que el hidrogel disuelva el oxigeno, que luego puede liberarse
del hidrogel a un area de baja concentracién de oxigeno. En una o mas realizaciones, el hidrogel puede liberar oxigeno
a una herida. En una o mas realizaciones, el hidrogel incluye grupos acetilamino. En esta o mas realizaciones, el
hidrogel incluye grupos amino. Para los fines de esta memoria descriptiva, el hidrogel formado por un polimero
reticulado que tiene grupos fluorados pendientes se denomina hidrogel fluorado.

En una o mas realizaciones, el polimero reticulado que contiene un grupo fltor pendiente es un hidrogel fluorado que
comprende sustancialmente agua. En una o mas realizaciones, el polimero reticulado que contiene un grupo fltor
pendiente es un hidrogel fluorado que puede comprender al menos 90 % de agua. En una o mas realizaciones, el
polimero reticulado que contiene un grupo fluor pendiente es un hidrogel fluorado que puede comprender al menos
97 % de agua. En una o mas realizaciones, el polimero reticulado que contiene un grupo fltor pendiente es un hidrogel
fluorado que puede comprender al menos 99 % de agua. Para los propdsitos de esta memoria descriptiva, el polimero
reticulado que contiene un grupo fluor pendiente puede denominarse un polimero de hidrogel fluorado.

Con el entendimiento de que los hidrogeles son matrices de polimeros, o polimeros reticulados, que absorben agua,
en una o mas realizaciones, el hidrogel fluorado es un polimero reticulado al menos parcialmente seco capaz de
absorber medios acuosos muy parecidos a una esponja. Los expertos en la materia pueden referirse a esto como
comportamiento de hinchazén. Un hidrogel fluorado que esta al menos parcialmente seco puede denominarse hidrogel
fluorado seco o una esponja. En una o realizaciones, el hidrogel fluorado seco puede estar sustancialmente
deshidratado o completamente deshidratado.

El hidrogel fluorado puede absorber oxigeno cuando se mueve de un entorno inicial a un entorno de mayor tension de
oxigeno. El hidrogel fluorado tras la exposicion a un entorno de tension de oxigeno mas baja puede liberar oxigeno.

En su sentido mas amplio, un grupo fluor debe entenderse como un grupo que incluye al menos un atomo de fltor. En
una o mas realizaciones, el flior esta unido directamente a un atomo de carbono. En una o mas realizaciones, el grupo
fldor es un grupo fluor pendiente. Un grupo flior pendiente esta unido de forma pendiente a un polimero o a un hidrogel.
En otras palabras, un grupo flior pendiente es una cadena lateral que esta unida a la cadena o eje principal de un
polimero o un hidrogel.

En una o mas realizaciones, el grupo flior puede ser un grupo fluorocarbono. En una o mas realizaciones, un grupo
fluorocarbono puede ser un grupo hidrocarbono donde uno o mas atomos de hidrégeno estan sustituidos con un atomo
de fldor. Los grupos fluorocarbono adecuados que pueden estar sustituidos con atomos de fluor incluyen grupos alquilo
tales como metilo, etilo, propilo, isopropilo, isobutilo, terc-butilo, n-butilo, sec-butilo, isopentilo, terc-pentilo, n-pentilo,
sec-pentilo, terc-hexilo, n-hexilo, isohexilo y sec-hexilo. Para el propésito de esta descripcion, el término fluorocarbono
y perfluorocarbono se pueden usar indistintamente. Por simplicidad, el perfluorocarbono puede abreviarse PFC.

En una o mas realizaciones, un grupo fluorocarbono puede definirse mediante la formula:

—[CRZtCR3

donde cada R es individualmente un atomo de hidrogeno o un atomo de fldor. En una o mas realizaciones, n puede
variar de 0 a 20. En una o0 mas realizaciones, n puede variar de 1 a 9. En una o mas realizaciones, n puede variar de
6 as8.

Ejemplos especificos de grupos fluorocarbono incluyen -CF3, -(CF2)a-CF3, -(CH2)n-CF3, y -(CH2)n-(CF2)n-CF3. En una
0 mas realizaciones, n puede variar de 0 a 20. En una o mas realizaciones, n puede variar de 1 a 9. En una o mas
realizaciones, n puede variar de 6 a 8.

En una o mas realizaciones, el fluorocarbono puede ser un grupo fluorocarbono aromatico. En una o mas realizaciones,
un grupo fluorocarbono aromatico puede ser definido como un grupo aromatico donde uno o mas atomos de hidrogeno
estan sustituidos con un atomo de flior. En una o mas realizaciones, un grupo fluorocarbono aromatico puede definirse
mediante la férmula:



ES 2798 109 T3

donde cada R es individualmente un atomo de hidrégeno, un atomo de fltor, un grupo hidroxilo, un grupo hidrocarbono
o un grupo fluorocarbono. Ejemplos especificos de grupos fluorocarbono aromaticos incluyen

5
R F F F F F
F F F F F F
(C|3H2)n (CF)n (CF)n
| |
OH , OH , OH ,
R F F F F F
F F F F
F , F , OH ,
f CFa
CFs CF, y
10 '

En una o mas realizaciones, n puede variar de 0 a 9. En una o mas realizaciones, n puede variar de 1 a 6. En una o
mas realizaciones, n puede variar de 2 a 4.

15 En una o mas realizaciones, el grupo flior puede ser un grupo carbonilo definido por la férmula:
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—C—R

donde R es un grupo fluorocarbono. Ejemplos especificos de carbonilo definidos por la férmula anterior incluyen grupos
que incluyen

——C—CF,—CF;
En una o mas realizaciones, el grupo flior puede ser un grupo carboxilato definido por la formula:

[

O C R

donde R es un grupo fluorocarbono. Ejemplos especificos de grupos carboxilato definidos por la férmula anterior
incluyen

o e

—O—C+CH4—CF3 — 0—C CFZ%CFE,
n n

Ly

En una o mas realizaciones, n puede variar de 0 a 20. En una o mas realizaciones, n puede variarde 1a 9. Enuna o
mas realizaciones, n puede variar de 6 a 8.

En una o mas realizaciones, el grupo flior se puede unirse primero a un mondémero que se puede polimerizar
opcionalmente con otros comondmeros. En otras realizaciones, el grupo fluorocarbono puede estar unido a un
polimero o hidrogel preformado.

En una o mas realizaciones, el grupo fluor puede estar unido a un monédmero, polimero o hidrogel que incluye una
fraccién reaccionable. Fracciones reaccionables adecuadas incluyen grupos hidroxilo, grupos amino, grupos de acido
carboxilico, grupos sulfhidrilo, grupos maleimida y grupos tirosina. En estas u otras realizaciones, un compuesto de
flaor se une al monémero, polimero o hidrogel a través de la fraccidn reaccionable. Un compuesto de fluor adecuado
puede seleccionarse de compuestos que incluyen un grupo flior y un grupo seleccionado de grupos halégeno, grupos
de acido carboxilico, grupos alcohol, grupos aldehido y haluros de acilo. Otros compuestos de flior adecuados son
los anhidridos acidos de acidos carboxilicos fluorados.

En una o mas realizaciones, se puede formar un hidrogel fluorado reticulando un polimero que incluye un grupo fldor
y un grupo capaz de ser reticulado. En una o mas realizaciones, el grupo capaz de ser reticulado puede unirse primero
a un monémero que se puede polimerizar opcionalmente con otros comondmeros. En estas u otras realizaciones, el
grupo fluorado puede unirse a un mondmero y copolimerizarse con el grupo capaz de reticularse o afiadirse después
de la polimerizaciéon. En otras realizaciones, el grupo capaz de ser reticulado puede estar unido a un polimero
preformado. En estas u otras realizaciones, el polimero puede contener grupos fluorados. En una o mas realizaciones,
el hidrogel fluorado puede unirse antes o después de la formacién de un hidrogel.

En una o mas realizaciones, se puede preparar un hidrogel fluorado reticulando el polimero con un iniciador radical.
Iniciadores radicales adecuados incluyen compuestos azoicos y peroxidos organicos. Ejemplos de iniciadores
radicales pueden incluir persulfato de amonio y metabisulfito de sodio, o fijadores como gluraldehido, formaldehido,
acetona, metanol y etanol.

En ciertas realizaciones, el iniciador radical empleado para reticular el polimero puede ser un fotoiniciador. En estas u

otras realizaciones, se puede preparar un hidrogel fluorado iniciando una reacciéon de reticulacion exponiendo el
reticulante a la luz. Fotoiniciadores adecuados incluyen fotoiniciadores usados comunmente para aplicaciones

10
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biolégicas. Ejemplos de fotoiniciadores incluyen 4-(2-hidroxietoxi)fenil-(2-hidroxi-2-propil)cetona, 1-hidroxiciclohexil
benzofenona y 2,2-dimetoxi-1,2-di(fenil)etanona.

En una o mas realizaciones, el grupo capaz de ser reticulado es un grupo alqueno. En una o mas realizaciones, un
grupo alqueno es un grupo hidrocarbilo o hidrocarbilo sustituido que incluye al menos un doble enlace carbono-
carbono. Grupos hidrocarbilo sustituidos incluyen grupos en los que un carbono o un hidrégeno se reemplaza con un
heteroatomo. Heteroatomos ejemplares incluyen nitrégeno, oxigeno, azufre, fésforo, cloro, bromo y yodo. En una o
mas realizaciones, el grupo alqueno es un grupo vinilo. En una o mas realizaciones, el grupo alqueno es un grupo
carbonilo a, no saturado. Ejemplos especificos de grupos alqueno incluyen grupos metacrilicos o acrilatos.

En ciertas realizaciones, se puede preparar un hidrogel reticulando el polimero a través de la adiciéon de Michael. En
esta u otra realizacion, una molécula de reticulacidon con al menos dos grupos nucledfilos puede reticular un polimero
que contiene grupos alqueno. Una molécula de reticulacién puede ser una molécula con al menos dos grupos
sulfhidrilo.

En una o mas realizaciones, el grupo capaz de ser reticulado es un grupo sulfhidrilo. Los expertos en la materia
reconoceran que un grupo sulfhidrilo también puede denominarse como un grupo tiol. La reticulacién se puede lograr
a través de enlaces disulfuro que se forman a partir de la oxidacién de grupos sulfhidrilo (-SH). En una o mas
realizaciones, se puede agregar una molécula de reticulacion separada con sulfhidrilos que terminan en cualquier
extremo para reticular cadenas de polimero juntas mediante la formacién de dos enlaces disulfuro. Los ejemplos de
moléculas de reticulacién separadas incluyen, pero no se limitan a, secuencias cortas de aminoacidos /péptidos, PEG,
cadenas de hidrocarburos. Se prefieren condiciones acuosas con un pH entre 3 y 8 para la formacién de enlaces
covalentes estables.

En una o mas realizaciones, el grupo sulfhidrilo puede reaccionar con un grupo alqueno en otra cadena de polimero o
molécula reticuladora separada para formar una reticulacién de enlaces covalentes. Los expertos en la materia
reconoceran como adicién de Michael o reaccién de Michael. Se prefieren condiciones acuosas con un pH entre 3y 8
para la formacioén de enlaces covalentes estables.

En una o més realizaciones, el grupo sulfhidrilo puede reaccionar con un grupo maleimida en otra cadena de polimero
o molécula reticuladora separada para formar una reticulacion de enlaces covalentes. Se prefieren condiciones
acuosas con un pH entre 3 y 8 para la formacion de enlaces covalentes estables.

En una o mas realizaciones, el grupo capaz de ser reticulado es un grupo tirosina. El grupo tirosina puede reaccionar
con un grupo tirosina en otra cadena de polimero o molécula reticuladora separada para formar una reticulacion de
enlaces covalentes. Las condiciones adecuadas para la reticulacién son en presencia de peroxidasa de rdbano y
perdxido (H202) a 1-50 mM.

En una o mas realizaciones, los hidrogeles fluorados se preparan reticulando un polimero que comprende un grupo
reticulable y un grupo fltor. En una o mas realizaciones, el polimero comprende ademas un grupo acetilamino. En una
0 mas realizaciones, el grupo acetilamino puede estar unido de forma pendiente al polimero. En una o mas
realizaciones, el polimero comprende ademas un grupo amino. En una o mas realizaciones, el grupo amino puede
estar unido de forma pendiente al polimero. En una o mas realizaciones, el polimero es soluble en agua.

En una o mas realizaciones, la relaciéon de grupos reticulables a grupos flior es aproximadamente 1:1 a 1:5 0 5:1. En
una o mas realizaciones, la relacién de grupos reticulables a grupos flior es aproximadamente 1:1 a 1:3 0 3:1. En una
0 mas realizaciones, la relacion de grupos reticulables a grupos flior es aproximadamente 1:1 a 1:2 0 2:1.

La cantidad de grupos fluor también puede considerarse en términos de porcentaje de grupos sustituidos. En una o
mas realizaciones, el polimero que comprende un grupo reticulable y un grupo flior puede contener 10 % a 25 % de
grupos reticulables y 10 % a 40 % de grupos fluor. En una o mas realizaciones, donde el polimero que comprende un
grupo reticulable y un grupo flior comprende ademas un grupo acetilamino, el grupo acetilamino puede estar presente
hasta 20 %. En una o mas realizaciones, donde el polimero que comprende un grupo reticulable y un grupo fldor
comprende ademds un grupo amino, el grupo amino puede estar presente de 15 % a 70 %.

En una o mas realizaciones, los polimeros tienen un peso molecular promedio de aproximadamente 5.000 a 40.000
Da. En una o mas realizaciones, los polimeros tienen un peso molecular promedio de aproximadamente 10.000 a
30.000 Da. En una o mas realizaciones, los polimeros tienen un peso molecular promedio de aproximadamente 15.000
a 25.000 Da.
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En una o mas realizaciones, los polimeros incluyen aquellos con una fraccion reaccionable. Fracciones reaccionables
adecuadas incluyen grupos hidroxilo, grupos amino, grupos de acido carboxilico, grupos sulfhidrilo, grupos maleimida,
grupos tirosina o combinaciones de los mismos.

Polimeros ejemplares incluyen polietileno glicol, poli(N-isoproilacrilamida), poliacrilamida, péptidos o una combinacion
de los mismos.

En una o mas realizaciones, el polimero puede ser un polisacarido. Polisacaridos ejemplares incluyen quitosano,
dextrano, acido hialurénico, agarosa, alginato, almidén, celulosa, glucégeno, carragenanos, galactomananos y
combinaciones de los mismos.

En una o mas realizaciones, el polisacarido se compone de unidades de sacarido polimerizado. Para el propdsito de
esta memoria descriptiva, una unidad de sacarido es una unidad mer de un polimero de polisacarido. En una o mas
realizaciones, el polimero de polisacarido puede estar compuesto por unidades de sacarido que tienen una
funcionalidad. En estas u otras realizaciones, el polimero de polisacarido puede comprender una unidad de sacarido
que incluye un grupo fluorocarbono y una unidad de sacarido que incluye un grupo alqueno. En una o mas
realizaciones, el polimero de polisacarido puede comprender ademas una unidad de sacarido que incluye un grupo
acetilamino. En esta u otras realizaciones, el polimero de polisacarido puede comprender ademas una unidad de
sacarido que incluye un grupo acetilamino.

En una o mas realizaciones, los polisacaridos pueden incluir una unidad de sacéarido que incluye un grupo fluorocarburo
definido por la formula:

OH

N0

HO NH

donde R es un grupo fluor.

En una o mas realizaciones, los polisacaridos pueden incluir una unidad de sacarido que incluye un grupo alqueno
definido por una de las férmulas:
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En una o mas realizaciones, los polisacaridos pueden incluir una unidad de sacarido que incluye un acetilamino
definido por una de las féormulas:

5
OH
/
@)
-
O
—
NH
En una o mas realizaciones, los polisacaridos pueden incluir una unidad de sacarido que incluye amino definido por la
formula:
10
<OH
-0
~ A
HO NH,
En una o mas realizaciones, el polimero polisacarido es un copolimero aleatorio de unidades de sacaridos definido
por la formula:
15

OH OH OH OH
Q o) Q Q
O o 0 O
HO NH HO NH,||HO /NH HO NH
0
0 m n R o

donde R un grupo flior, m es de aproximadamente 0 % a aproximadamente 20 % del total de unidades de sacaridos,
n es de aproximadamente 15 % a aproximadamente 70 % del total de unidades de sacaridos, o es de

20 aproximadamente 10 % a aproximadamente 40 % del total de unidades de sacaridos, y p es de aproximadamente
10 % a aproximadamente 25 % del total de unidades de sacaridos.

P

En una o mas realizaciones, el hidrogel fluorado puede cargarse con oxigeno colocando un hidrogel fluorado o una
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esponja de polimero deshidratada que comprende un polimero reticulado que contiene un grupo flior pendiente en
una solucién acuosa. Antes o durante la adicién del hidrogel fluorado o una esponja polimérica deshidratada que
comprende un polimero reticulado que contiene un grupo flior pendiente, se puede agregar oxigeno a la solucion
acuosa haciendo burbujear gas oxigeno a través de la solucion o agregando una solucién oxigenada que contacta con
el polimero. El hidrogel fluorado también puede cargarse con oxigeno al aumentar la presion parcial del gas oxigeno
en el ambiente que rodea el hidrogel fluorado.

En una o mas realizaciones, el hidrogel fluorado tiene una capacidad de absorcion de oxigeno. La capacidad de
absorcion de oxigeno se refiere a la presion parcial de oxigeno absorbido por el hidrogel fluorado por unidad de masa
del hidrogel fluorado seco. En una o mas realizaciones, el hidrogel fluorado puede tener una capacidad de absorcion
de oxigeno de al menos 2 mmHg de presion parcial de oxigeno (Poz)/mg polimero a 20 °C y 760 mmHg. En una o
mas realizaciones, el hidrogel fluorado puede tener una capacidad de absorcién de oxigeno de al menos 20 mmHg
Po2/mg polimero a 20 °C y 760 mmHg. En una o mas realizaciones, el hidrogel fluorado puede tener una capacidad
de absorcion de oxigeno de al menos 20 mmHg Poz2/mg polimero a 20 °C y 760 mmHg.

El uso de hidrogeles fluorados es ventajoso porque el hidrogel fluorado puede cargarse repetidamente con oxigeno
disuelto y luego liberar dicho oxigeno. La capacidad del hidrogel fluorado para cargarse con oxigeno disuelto se puede
denominar ciclo de regeneracion. En una o mas realizaciones, el hidrogel fluorado puede experimentar 3 o0 mas ciclos
de regeneracion con una pérdida de capacidad de oxigeno de menos de 10 %. En una o mas realizaciones, el hidrogel
fluorado puede experimentar 3 o mas ciclos de regeneracién con una pérdida de capacidad de oxigeno de menos de
7 %. En una o mas realizaciones, el hidrogel fluorado puede experimentar 3 o mas ciclos de regeneracion con una
pérdida de capacidad de oxigeno de menos de 5 %.

En una o mas realizaciones, la solubilidad en oxigeno del hidrogel fluorado puede mejorarse en al menos un orden de
magnitud sobre la solubilidad en oxigeno del hidrogel no fluorado. La solubilidad del oxigeno se puede medir utilizando
un sensor de oxigeno disuelto u otros procedimientos colorimétricos establecidos.

Los hidrogeles fluorados disuelven Oz, asi como otras especies oxigenadas, como CO2, CO y NO, por difusion. Por lo
tanto, los hidrogeles fluorados pueden utilizarse no solo para suministrar oxigeno, sino también para eliminar el gas
diéxido de carbono residual o mitigar las especies reactivas de oxigeno. Grupos fluorados del hidrogel fluorado también
pueden usarse para disolver otras moléculas tales como CO2, CO o NO solo o en combinacién con Oz. Por ejemplo,
se puede preparar un vendaje para heridas que administrara NO y Oz simultdneamente a una herida.

En una o mas realizaciones, el hidrogel fluorado tiene propiedades hemostaticas ventajosas. En esta o mas
realizaciones, el hidrogel fluorado puede incluir grupos amino. Se cree que la carga positiva neta que liberan las aminas
primarias en el quitosano conduce a una mayor adsorcion de proteinas que impulsa el reclutamiento de plaquetas y
toda la via de curacion.

En una o mas realizaciones, se puede usar un hidrogel o esponja fluorada para preparar un vendaje para heridas. El
hidrogel fluorado o la esponja se pueden cortar a la forma para preparar un vendaje para heridas. Alternativamente,
un polimero que contiene un grupo reticulable y un grupo flior pendiente puede colocarse en un molde y luego
reticularse.

En una o mas realizaciones, un vendaje para heridas preparado a partir de un hidrogel fluorado puede cargarse con
oxigeno y luego sellarse en un paquete hermético. El vendaje para heridas puede almacenarse sin pérdida de oxigeno
y colocarse en el sitio de la herida en un momento posterior.

En una o mas realizaciones, se puede preparar un vendaje para heridas administrando un polimero que contiene un
grupo fluor pendiente a un sitio de la herida y luego reticulando el polimero para preparar un hidrogel fluorado en el
sitio de la herida. El hidrogel fluorado puede cargarse con oxigeno antes o después de la etapa de reticulacion.

En una o mas realizaciones, se puede preparar un vendaje para heridas a partir de una esponja que comprende un
polimero reticulado que contiene un grupo flior pendiente. En una o mas realizaciones, el vendaje para heridas
preparado a partir de una esponja puede hidratarse y luego aplicarse a una herida. En una o mas realizaciones, el
vendaje para heridas preparado a partir de una esponja puede hidratarse por humedad secretada por la herida.

Los vendajes para heridas pueden tener opcionalmente un refuerzo. En una o mas realizaciones, el refuerzo del
vendaje para heridas puede proporcionar una 0 mas caracteristicas ventajosas tales como el intercambio de gases
impermeables a la rigidez y el intercambio de gases limitado con la atmdsfera abierta. En estas u otras realizaciones,
se puede aplicar un adhesivo al refuerzo del vendaje para heridas.
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En una o mas realizaciones, la carga con oxigeno de un hidrogel fluorado puede tener lugar por medios quimicos. En
estas u otras realizaciones, se puede usar un peroxido metalico en combinacion con el hidrogel para producir oxigeno
tras la hidratacion. Ejemplos de peréxidos metalicos adecuados para producir oxigeno tras la hidratacion incluyen
Ca0z2, MgO2 y combinaciones de los mismos.

En realizaciones particulares, se puede colocar un peréxido metalico en una membrana sellada y, tras la hidratacion,
el peroxido metalico reaccionara para formar y liberar oxigeno. La membrana sellada puede estar unida al hidrogel
fluorado. Por ejemplo, se puede preparar un vendaje para heridas que incluye una membrana sellada unida a un
hidrogel seco. Los vendajes para heridas pueden tener opcionalmente un refuerzo. Tras la hidratacion de la membrana
y el hidrogel fluorado seco, se forma y libera oxigeno. El oxigeno puede ser disuelto por el hidrogel fluorado. La
membrana sellada también puede incluirse por separado y aplicarse mas tarde al hidrogel.

En una o mas realizaciones, el peroxido metalico puede incluirse en el hidrogel fluorado. Por ejemplo, el perdxido
metalico puede encapsularse junto con el hidrogel en el momento de la reticulacion.

A la luz de lo anterior, debe apreciarse que la presente invencién avanza significativamente en la técnica al
proporcionar un hidrogel fluorado que se mejora estructural y funcionalmente de varias maneras. Si bien las
realizaciones particulares de la invencion se han revelado en detalle en esta invencion, debe apreciarse que la
invencion no esta limitada a las mismas, y que las variaciones de la invencién en esta invencion seran facilmente
apreciadas por los expertos en la materia. El alcance de la invencion se apreciara a partir de las reivindicaciones que
siguen.

EJERMPLOS
1. Materiales y procedimientos

El quitosano de metacrilamida fotopolimerizable (MAC) se sintetizé6 modificando el quitosano de peso molecular medio
(MW 190,000-230,000 Da, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) con anhidrido metacrilico (Sigma) para producir MAC que
contiene 23 % de grupos metacrilicos. El grado de desacetilacion del quitosano se determiné mediante '"H RMN como
se describi6é anteriormente y se encontré que era 84 %. Brevemente, MAC se disolvié en 0,25 % DCIl en D20 al 0,5 %
(w/v), luego se registré el espectro TH RMN (espectrometro de RMN Varian 400 MHz, Palo Alto, CA). El grado de
metacrilacion se calculdé comparando el area integrada de los picos H2-H6 a 2.8-4.0 ppm con la de los picos de
metileno a 5,6 y 6,0 ppm Para agregar fracciones PFC, el quitosano se modificé primero con ligandos fluorados
(anhidrido pentafluoropropionico, 2, 3,4,5,6-pentafluorobenzaldehido y cloruro de pentadecafluorooctanoilo (Sigma-
Aldrich) seguido de anhidrido metacrilico para producir metacrilamidaquitosanos fluorados (MACF). La metodologia
sintética (Fig. 1 y Fig. 2) fue formulada para permitir la creacion de hidrogeles de MACF por polimerizacion radical.

1.1. Preparacion de anhidrido de pentafluoropropiéonico metacrilamida modificado quitosano (MAC(AIi5)F)

El quitosano se disolvid por primera vez en 3 % w/vin 2 % vol. acido acético/agua. Se modifico una metodologia de
sintesis previamente informada para preparar MAC(AIi5)F. Para la reaccion, se afiadié anhidrido pentafluoropropioénico
0,141 M a la solucién de quitosano y se agité durante 48 h a baja velocidad (60 rpm) a temperatura ambiente (TA). La
solucion se colocé luego en una membrana de didlisis (limite de peso molecular de 12.000-14.000 Spectra/Por,
Spectrum Labs, Rancho Dominguez, CA) y se dializd contra agua desionizada durante 3 dias con tres cambios por
dia, luego se liofilizd. Este producto se disolvié en 2 % en volumen de &cido acético/agua, modificado con anhidrido
metacrilico como se describi6 anteriormente, luego liofilizado para producir MAC(AIi5)F.

1.2. Preparacion de 2,3,4,5,6-pentafluorobenzaldehido modificado metacrilamida quitosano (MAC(Ar5)F)

Primero se mezclaron 2,3,4,5,6-pentafluorobenzaldehido 0,04 M y cianoborohidruro de sodio 0,085 M con 10 ml de
metanol al 100 %. A continuacion, se afiadié 10,58 g de 3 % wi/v solucién quitosano/acido acético y se agitd a baja
velocidad (60 rpm) durante 48 h a TA. Esta metodologia sintética se basé en trabajos previamente reportados. La
mezcla de reaccion se dializé luego contra agua desionizada durante 3 dias con tres cambios por dia, luego se liofilizo.
El producto liofilizado que contiene quitosano se disolviéo en 2 % en volumen de &cido acético/agua y reacciond
adicionalmente con anhidrido metacrilico para producir MAC(Ar5)F.

1.3. Preparacion de metacrilamida quitosano modificado con cloruro de pentadecafluorooctanoilo
(MAC(AIi15)F)
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21,53 g al 3 % wi/v de una solucion de quitosano/acido acético se mezcld con cloruro de pentadecafluorooctanoilo 0,14
M. La mezcla de reaccién se agité a baja velocidad (60 rpm) durante 24 h a TA. La solucion se dializé luego contra
agua desionizada durante 3 dias con tres cambios por dia, luego se liofilizé6. Este quitosano liofilizado que contiene
flior se modificé adicionalmente con anhidrido metacrilico, como se describié anteriormente, para producir el producto
MAC(AIi15)F.

1.4. Preparacion de hidrogeles e hidrogeles de gradiente.

Para la formacioén de hidrogel, MAC/MACEF fue disuelto por primera vez en agua ultrapura (sistema MilliQ Direct 8 con
resistencia de 18 MX, Millipore, Billerica, MA) al 2 % w/v y luego esterilizado por autoclave. Solucion fotoiniciadora,
300 mg ml"' se afiadi6 1-hidroxiciclohexil fenil cetona (Sigma-Aldrich) en 1-vinil-2-pirrolidinona (Sigma-Aldrich,) a todas
las soluciones a 3 l g! (solucidn iniciador/polimero). Estas soluciones se mezclaron y desgasificaron completamente
(1 min, 3000 rpm, Speed Mixer DAC 150 FVZ, Hauschild Engineering, Hamm, Alemania). Antes de la polimerizacién,
se purgaron muestras con exceso de Nz para eliminar el oxigeno disuelto en el sistema. Las soluciones se transfirieron
a una placa de pocillos para moldeo, y la polimerizacién se logré mediante exposicion a luz UV (365 nm) durante 20
min.

[0077]] Los sistemas de hidrogel en gradiente MAC/MAC(AIi5)F, MAC/MAC(Ar5)F y MAC/MAC(AIi15)F se prepararon
mediante mezcla continua usando dos bombas de jeringa variables (Cole Palmer, Court Vernon Hills, IL) que se
alimentaron a una sola salida. Los flujos se ajustaron de 0 a 1 o de 1 a 0 ml min™' para dos canales que contienen
MAC y MACF, respectivamente. Los gradientes se crearon en una placa de cultivo rectangular de 20 x 40 mm
ajustando el flujo de cada componente a + 10 % cada 4,0 mm a medida que la salida se movia longitudinalmente a
través del pozo.

1.5. Estudios de alta resolucion 19F RMN de MACF

Para todas las cuantificaciones de RMN, se disolvieron quitosano, MAC y MACF en acido acético deuterado al 2 % en
volumen./D20. La existencia de sustituciones de fltor y la confirmacion de las estructuras MACF se lograron mediante
RMN de °F de alta resolucion (Varian pulsado a 400 MHz). Las areas de pico correspondientes se utilizaron para
calcular el grado de sustitucion, similar al calculo del grado de desacetilacion usando 'H RMN. Brevemente, el grado
de fluoracion (GF) se calculé utilizando la ecuacion:

DF =3 "[1+{(lcr, )/ (lrer /e 1}  100%

donde Icen representa la intensidad integral para cada pico de flior y m es el niumero de flior en cada pico. lref
representa la intensidad integral de un grupo CF de referencia. Empleamos triclorofluorometano (CFCls) como
referencia, y mref = 1)

1.6. Estudios de absorcion y liberaciéon de oxigeno.

La capacidad de oxigeno de los hidrogeles (2 % w/v formado en placas de 6 pocillos, de 3,5 cm de diametro por 1 cm
de altura) se midié indirectamente mediante el estudio de la absorciéon de oxigeno y la cinética de liberacion de la
solucion circundante en una camara sellada utilizando un sensor de trazas de oxigeno (PreSens, Regensburg,
Alemania) conectado a un ordenador que ejecuta OxyView PST6-V5.41 para la recopilacién de datos (Fig. 3). Durante
todas las mediciones de absorcion y liberacion, la camara se mantuvo estancada para crear un entorno similar a las
condiciones de cultivo o un vendaje para heridas. La absorcion de oxigeno se midié colocando primero hidrogeles
polimerizados purgados de nitrégeno en agua ultrapura saturada de oxigeno (burbujeada con Oz puro a 258 mmHg
durante 15 minutos) en el sistema sellado y luego midiendo la cantidad de oxigeno eliminado de la solucién a medida
que se adsorbia en el gel Po2 de las soluciones fue monitoreado continuamente a TA. Los datos de Poz se adquirieron
hasta que el sistema alcanzé el equilibrio. A continuacion, la liberacion de oxigeno se midié cambiando el agua del
sistema a libre de oxigeno 5 % CO2 agua ultrapura (burbujeada con 5 % C0O2/95 % aire a 258 mm Hg durante 15 min).
Los datos de liberacion de oxigeno Poz se registraron hasta que el sistema alcanzé el equilibrio. Las respuestas
repetidas de absorcion y liberacion de oxigeno del hidrogel MACF se midieron durante tres ciclos para ver si ocurrieron
cambios en la capacidad o cinética del oxigeno del hidrogel. Estos estudios fueron disefiados para evaluar si los
hidrogeles de MACF podrian utilizarse como sistemas de suministro de oxigeno recargables.
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Tabla 1. Metacrilamida fluorada quitosano

Nombre Abreviatura | Grado de sustitucion | Capacidad de Capacidad de
de PFC por adsorcion de Oz | adsorcion de Oz
monomero unitario (mmHg) (mmHg)
(%)
Quitosgrjo modificado por anhidrido MAC 0 0 0
metacrilico
Metacrilamida quitosano modificada MAC(AIi5)F 37-40 47.34 + 1,08 0,88 + 0,21

por anhidrido pentafluoropropiénico

2,3,4,5,6-Metacrilamida quitosano
modificada por MAC(Ar5)F 40-43 89,10 + 2,11 3,79+ 0,55
pentafluorobenzaldehido

Metacrilamida quitosano modificada | \4x . aji15)F 39-43 134,20 + 6,07 0,81+0,37
por pentadecafluorooctanoil cloruro

.7. Experimentos de reologia de hidrogel, hinchazén y escaneo de microscopia electronica (SEM)

Para preparar muestras para reometria 10 ml de solucion de MAC/MACF se vertié en un molde de silicona y se
reticul6 como se describié anteriormente. La lamina de hidrogel resultante se retiré del molde y se equilibré en solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) durante la noche. Se cortaron geles de 8 mm de diametro de la lamina de hidrogel
usando un punzon de biopsia redondo y se determinaron las propiedades mecanicas de cada grupo de hidrogel con
un redmetro (Rheometric Scientific RFS-Ill, Piscataway, NJ). Las pruebas proporcionaron el modulo de
almacenamiento (G ') y el médulo de pérdida (G"). G* se calculd, ya que incorpora tanto el médulo de almacenamiento
como el de pérdida y se calcul6 directamente mediante el software de reometria (TA Orchestrator) utilizando el teorema
de Pitagoras:

Para estimar las relaciones de hinchamiento, 500 pl de hidrogel se reticularon durante 20 minutos y se liofilizaron. A
continuacion, se midieron sus masas secas (Mb), seguido de hinchamiento de los andamios de hidrogel previamente
secos en 1 x PBS a 37 °C. El hinchamiento se complet6 en 24 h, de modo que no se observd un cambio notable en la
masa de hidrogel después de este momento. Las muestras se centrifugaron cuidadosamente en coladores de células
de 50 ym (1500 rpm) para eliminar cualquier PBS residual. La masa después del hinchamiento (Ms) se determind
cuando la masa ya no cambid y la relacién de hinchamiento (Qwm) se calculé como:

QM Mng@

Las muestras se prepararon para SEM mediante la reticulacion de hidrogeles como se describié anteriormente,
seguido de liofilizacién. Se tomaron imagenes de las muestras usando un SEM ambiental FEI Quanta 200 (FEl,

Hillsboro, OR).

1.8. Pruebas de biocompatibilidad in vitro.

Los fibroblastos NIH-3T3 se cultivaron en hidrogeles de MACF para, en primer lugar, confirmar si los hidrogeles que
incorporan PFC eran realmente no téxicos y, en segundo lugar, para determinar si los PFC proporcionan algun
beneficio para mejorar la proliferacion y la viabilidad celular. Los hidrogeles MACF y MAC se crearon mediante
fotopolimerizacion en placas de 48 pocillos (11 mm de didmetro por 5 mm de alto), se lavaron con PBS, luego se
recubrieron con 2,36 Ig ml"' de colageno de cola de rata durante 5 h y finalmente se lavaron con PBS. Se afadid
colageno para proporcionar uniones de integrina celular para maximizar las interacciones célula-material. Se ha
demostrado previamente que esta concentracion esta en el intervalo 6ptimo para este propdsito. Se sembraron
fibroblastos sobre la superficie de MAC vy los tres hidrogeles de MACF a una densidad celular real de 1 x 10* células
cm. Se us6 un medio quimicamente definido para todos los cultivos celulares (Thera PEAK, Lonza, Basal, Suiza) que
contiene 1 % penicilina/estreptomicina (Life Technologies, Grand Island, NY). Los hidrogeles sembrados se colocaron
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en una incubadora de cultivo celular (5 % de CO2) mantenida a 37 °C. La mitad de los hidrogeles de MAC y MACF
recibieron carga de oxigeno a través de burbujas de oxigeno puro en los pocillos de cultivo durante 4 minutos. Los
grupos de tratamiento MAC, MAC(AIi5)F y MAC(Ar5)F que recibieron oxigenacion inicial se reabastecieron con
oxigeno durante 4 minutos cada 24 h. Los hidrogeles se cultivaron durante un total de 4 dias, ya que las pruebas
preliminares revelaron que los fibroblastos se acercaban a la confluencia durante ese tiempo en las superficies con
mayor proliferacion. Al final del periodo de cultivo, se tomaron imagenes de los cultivos con un microscopio de campo
brillante (Olympus IX-81, Tokio, Japdn) y se prepararon para 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromuro
(MMT) (Sigma-Aldrich) o Quant-iTPicoGreen (Life Technologies) total de ADN de doble cadena (ADNdc).

1.9. Analisis MTT

La actividad metabdlica total de las células en cada hidrogel después de 4 dias de cultivo se estimé utilizando el
ensayo MTT. Brevemente, se prepar6 una solucién madre de MTT (5 mg ml'') en PBS y se esterilizd por filtracién a
través de un filtro de 0,2 Im, luego se afiadi6 a cada pocillo. Los hidrogeles sembrados con células y los controles no
sembrados se incubaron en medio quimicamente definido (medio sin rojo de fenol) durante 5 h en una Incubadora con
5 % de CO2 a 37°C para permitir que el ensayo desarrollase la sal purpura de formazan. A continuacion, el medio se
retird cuidadosamente y la sal de formazan se disolvié agregando 100 11 de DMSO e incubando durante 15 minutos.
La absorbancia de la solucién se midié con un lector de microplacas (Infinite M200, Tecan, Grédig, Austria) a 570 y
690 nm. Los resultados se informan como tasa de cambio en la actividad metabdlica en comparacion con los controles
MAC sembrados con células no oxigenadas después de la correccién usando los controles no sembrados. Se siguio
un protocolo similar para determinar la actividad metabdlica de las células a través de hidrogeles en gradiente. Cada
hidrogel de gradiente se corté cuidadosamente en ocho tiras de 5 x 20 mm a través de la longitud total del gel de 40
mm y cada tira se cort6 en tres piezas iguales. A continuacién, cada pieza se transfirié a un pocillo separado de una
placa de 24 pocillos y el ensayo MTT se realizd6 como se describié anteriormente. Los resultados se informaron como
tasa de cambio en la actividad metabdlica en comparacion con la regién 100 % MAC de los hidrogeles de gradiente
no oxigenado.

1.10. Analisis de ADNdc total de PicoGreen

El nimero total de células se cuantific utilizando el kit ADNdc Quant-iT PicoGreen. Se prepard una solucién de trabajo
1x TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5) diluyendo el tampdn concentrado 20 veces con agua ultrapura estéril
libre de DNasa. Se prepard una solucion de trabajo del reactivo Quant-iTPicoGreen haciendo una dilucion de 200
veces de solucion concentrada de DMSO en TE y protegida de la luz. La curva estandar se preparé usando el estandar
de A-ADN suministrado. La solucién de trabajo se aiadié a cada pocillo y se incubé durante 5 minutos a temperatura
ambiente protegida de la luz. La fluorescencia se midié con un lector de microplacas (Infinite M200) utilizando una
excitacion de 480 mm y una emisién de 520 mm. La concentracién total de ADNdc se determiné por correlacién con
una curva estandar después de la correccién usando los controles no sembrados y convertida al numero total de
células usando un factor de conversion de 6,6 pg de ADN por célula.

1.11. Estadisticas

Todos los analisis estadisticos se realizaron con JMP 9 (SAS Institute, Cary, NC). ANOVA con el analisis post hoc de
Tukey se realizé para detectar diferencias significativas entre los grupos. Se us6 un nivel a de 0,05 para determinar la
significancia entre los grupos. Las letras mayusculas se usan para denotar significancia cuando se detectaron multiples
diferencias significativas. Las diferentes letras implican que existe una diferencia significativa entre los grupos. Los
datos se informan como media + desviacion estandar (DE).

2. Resultados
2.1. Sintesis y caracterizacion de MACF

La Tabla 1 resume los materiales MACF que se sintetizaron en estos estudios. La espectroscopia '°F RMN de alta
resolucion (Fig. 4 a Fig. 6) reveld que el grado de sustitucién de PFC se encuentra en el intervalo del 37-43 % para
los tres MACF. Durante la conjugacion de PFC, cada mezcla de reaccion de MACF permanecié homogéneamente
mezclada a baja viscosidad durante todo el periodo de la reaccion. Por lo tanto, se supone que los ligandos de PFC
se distribuyeron uniformemente por toda la red de polimeros. Esto fue confirmado por el espectro '°F RMN, que
indicaba la ausencia de picos adicionales (Fig. 4 a Fig. 6).
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2.2. Comportamiento de absorcién y liberacion de oxigeno de MACF

Utilizamos nuestro dispositivo personalizado (Fig. 3) para determinar si la adicién de PFC realmente confiere la
capacidad de tomar oxigeno de una solucién de alta tensién de oxigeno y luego liberar oxigeno en un ambiente acuoso
de baja tensién de oxigeno. La absorcion y liberacion de oxigeno estatico por MAC(AIi5)F, MAC(Ar5)F, MAC(AIi15)F
y los hidrogeles MAC no modificados se presentan en la Fig. 7 a la Fig. 9 y la Fig. 10. EI MAC solo no tenia sustitucién
de fluor y, por lo tanto, no consumia oxigeno. MAC(AIi5)F, que contiene el menor numero de sustituciones de fluor,
mostré una capacidad de absorcion de 32,31 £ 1,2 mm Hg. Curiosamente, MAC(Ar5)F, un material con un numero
similar de fluor en un PFC aromatico, fue capaz de absorber 112,5 + 1,8 mm Hg de oxigeno. Nuestro material mas
sustituido de fluor, MAC(AIli15)F, mostré una capacidad de absorcion de 137,50 + 3,07 mm Hg. Todas las capacidades
de absorcion de oxigeno en equilibrio fueron significativamente diferentes entre si por ANOVA monofactorial (P <
0,0001).

La liberacion de oxigeno de nuestros materiales mostré que los hidrogeles de MAC(AIi5)F liberaron 8,21 + 0,80 mm
Hg, MAC(Ar5)F liberaron 89,10 + 2,45 mm Hg y MAC(AIi15)F liberaron 134,20 + 3,73 mm Hg de oxigeno en
condiciones estéaticas. Todos los datos de liberacion de equilibrio de Po2 son significativamente diferentes entre si por
ANOVA monofactorial (P < 0.0001).. El material menos fluorado, MAC(AIi5)F, mostro liberacion de equilibrio dentro de
las 3,5 h. MAC(Ar5)F y MAC(AIi15)F demostraron liberacién de oxigeno en equilibrio dentro de 13,2 y 120 h (5 dias)
respectivamente. Para comprender si nuestros sistemas de hidrogel MACF podrian usarse varias veces, repetimos
los procedimientos de absorcidn y liberacion en las muestras de cada grupo MACF (Fig. 11 a Fig. 13). Nuestra
investigacion indicé tres ciclos de regeneracion exitosa con una pérdida de capacidad de Oz de 2,5 + 1,5 % para todos
los materiales combinados.

2.3. Propiedades reolégicas MACF, propiedades de hinchamiento y SEM

Los resultados de reologia e hinchazén y los andlisis estadisticos que se acompafian se resumen en la Tabla 2. G' fue
mayor que G" en todo el intervalo de frecuencia de las pruebas reolédgicas para los cuatro materiales probados, lo que
indica las propiedades del gel. MAC result6 en los hidrogeles mas rigidos, mientras que MAC(Ar5)F resulté en los mas
blandos (P < 0,0001). En términos generales, para los MACF, cuanto mayor es el numero de fldor por adiciéon, mas
rigido es el hidrogel. El hinchamiento de los hidrogeles fluorados también demostré una correlacién entre el nimero
de flor por adicién y la relacién de hinchamiento. El analisis estadistico mostré que MAC(AIi5)F tenia una relacion de
hinchamiento significativamente mas alta que los otros hidrogeles probados (P < 0,0001).

[0089]imagenes SEM mostraron que MAC estaba muy ordenado, coincidiendo con el hecho de que no tiene cadenas
laterales que interactuen. MAC(AIi5)F mostré una superficie desordenada y porosa. Esta composicidon desordenada
también se observo para MAC(AIi15)F. Se observé una diferencia en la densidad del polimero en ambos MACF
alifaticos. MAC(Ali15)F mostrd una estructura aleatoria y no fue muy porosa. Finalmente, MAC(Ar5)F era muy poroso
y el mas ordenado de los MACF. Los poros eran grandes en comparacion con los otros MACF, y aunque la estructura
reticulada no estaba tan ordenada como el MAC puro, todavia mostraba cierta organizacion, a diferencia de la
estructura desordenada de los MACF alifaticos.

Tabla 2. Resumen de los resultados de reologia e hinchazoén.

Material G*(Pa) Estadistica Relacion de hinchazén Estadistica
MAC 2451,9 + 604,7 A 11,3+0,3 B
MAC(AIi5)F 1497,2 + 508,7 BC 14,6 + 0,6 A
MAC(Ar5)F 963,4 £ 79,7 C 11,1+£0,6 B
MAC(AIli15)F 2105,1 £+ 877,4 AB 10,6 £0,2 B

Datos de reometria = 10, datos de hinchazén n = 5, medias + DE.
Diferentes letras son significativamente diferentes entre si por ANOVA multifactorial (P < 0,0001).

2.4. Respuestas celulares a MACF

Las imagenes de microscopia del dia 4 muestran que los fibroblastos prefieren MACF con mas fllor por sustitucion
de PFC. Las tasas metabdlicas y el numero total de células soportadas por cada tipo de hidrogel MACF se presentan
en la Fig. 14. ANOVA ftrifactorial (tipo de material, regeneracion de Oz, tipo de material x regeneracion de Oz, todo con
un apalancamiento significativo P < 0,0001) se utilizd para analizar la actividad metabdlica. ANOVA bifactorial (tipo de
material, regeneracion de Oz, todo con apalancamiento significativo P < 0,0001) fue usado para analizar los datos del
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numero total de células. La actividad metabdlica (Fig. 14A) fue mejorada por el tipo de material/ndmero de fltor por
adicion (P < 0,0001) asi como la recarga de O2 en el intervalo especificado (P < 0,0001). El numero total de células
soportadas por cada hidrogel (Fig. 14B) fue significativo para todos los MACF en comparacién con los controles MAC(P
< 0,0001) y la recarga de Oz fue significativa (P = 0,007).

3.5. Respuestas celulares a gradientes de MACF

Para demostrar cémo la sustitucion y la cantidad de flior pueden controlar la liberacion de oxigeno de un hidrogel de
biomaterial a nivel espacial, desarrollamos una serie de sistemas de gel de gradiente. ANOVA ftrifactorial (posicion,
regeneracion de Oz, posicion x regeneracion de O2, todo con un apalancamiento significativo P < 0,0001) se utilizd
para analizar la actividad metabdlica sobre los gradientes. Nuestros estudios indican que la actividad metabdlica
celular aumenta a medida que aumenta el porcentaje de MACF (Fig. 15 a Fig. 17) (P < 0,0001). Esta respuesta fue
mas evidente en gradientes MAC/MAC(AIi15)F, en los que se incorporaron mas PFC en el lado derecho del hidrogel
(Fig. 17). Estos resultados indican ademas que los sistemas de gradiente tratados con oxigeno tienen una mayor
actividad metabdlica en comparacion con los geles de gradiente que no reciben oxigeno durante el periodo de cultivo
(Fig. 16 y Fig. 17) (P < 0,0001).

3. Discusion

La modificacion PFC de MAC crea un sistema inyectable y moldeable que se puede formar en hidrogeles con técnicas
establecidas. La inmovilizacion de PFC en un biomaterial reticulado proporciona una estructura de soporte estable
para facilitar el suministro de oxigeno, que es dificil de lograr in vivo con suspensiones de PFC coloidales. Ademas,
demostramos que la modificacion de PFC se puede cambiar para modificar la absorcion de oxigeno y la capacidad de
liberacion y la cinética.

El quitosano es un polisacarido naturalmente abundante que contiene muchos sitios reactivos (aminas libres y grupos
hidroxilo) para incorporar de forma covalente varias moléculas pequefias como los PFC y se han informado muchos
materiales a base de quitosano en diversas areas con numerosas aplicaciones. El quitosano por si solo se ha
estudiado intensamente en la curacion de heridas dérmicas, ya que es hemostatico y antibacteriano. Hemos estudiado
previamente un MAC de quitosano fotopolimerizable modificado y su utilidad en la ingenieria de tejidos, y los resultados
de este estudio se basan en este trabajo. MAC es soluble en tampones acuosos y tipicamente se forma en hidrogeles.
El quitosano fluorado y materiales similares derivados del flior han sido reportados previamente, sin embargo, la
absorcion de oxigeno y las propiedades de liberacion de estos materiales no han sido bien caracterizadas o
ampliamente estudiadas con respecto a su capacidad para soportar células o en aplicaciones de curacion de heridas.

Investigaciones previas de sistemas de quitosano fluorado han demostrado que la sustitucion de flior es éptima en el
intervalo de 40-45 % para soportar células, y se observan efectos indeseables por encima de este intervalo de
sustitucion. Nuestras sustituciones caen dentro de este intervalo ideal (Tabla 1) y asumimos que los ligandos de PFC
estaban distribuidos uniformemente a través de la red de polimeros, ya que las reacciones se agitaban continuamente
sin un precipitado notable. Ademas, las condiciones de reaccion se realizaron en acido acético diluido con un pH que
favorecio solo la reaccion de aminas primarias sobre cualquier otro grupo reactivo potencial en el quitosano. Una
distribucién uniforme de fluor es crucial para facilitar una absorcion y liberacion de oxigeno uniforme y controlada
espacialmente, especialmente para guiar las respuestas celulares.

Los resultados de los estudios de absorcion y liberacion de oxigeno (Fig. 7 a Fig. 10) indican la importancia de
seleccionar la modificacién PFC apropiada para ajustar la capacidad y el tiempo total de liberacién. La absorcion se
produjo rapidamente, alcanzando el equilibrio de Poz2 en 2-6 h, seguido de una liberacion mas lenta al ambiente
circundante (5 % de CO2/95 % aire) dentro de 12-120 h, a una Poz2 de 1-25 mm Hg h-'. Esto muestra que nuestra
estrategia permite un ajuste del sistema excepcional, que es importante para diversas aplicaciones en la curacion de
heridas y la regeneracion de tejidos.

El comportamiento de absorcién y liberacion demostré una correlacion directa con el tipo de ligando y la cantidad de
fldor unido a la molécula de PFC. Curiosamente, la dinamica de movimiento de los ligandos unidos juega un papel
importante en este proceso. Esto ayuda a explicar las diferencias drasticas en la absorcion y liberacion de oxigeno al
comparar MAC(Ar5)F y MAC(AIiS)F (Fig. 7 a Fig. 10). MAC(Ar5)F demostré tasas de disociacion aun mayores que
MAC(AIi15)F y mostré un retraso notable, como MAC(AIi5)F y MAC(AIi15)F (Fig. 8 a Fig. 10). MAC(Ar5)F contiene
anillos aromaticos fluorados que tienen movilidad relativamente restringida en comparacion con las cadenas lineales
de PFC. Por lo tanto, las modificaciones aromaticas de PFC orientan todos los atomos de flior en un solo plano
proporcionando una alta accesibilidad al oxigeno. Esto esta en contraste directo con MAC(AIi5)F, que consiste en la
misma cantidad de flGor por modificacion de PFC, sin embargo, estos ligandos fluorados son altamente moviles, lo
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que resulta en interacciones de F-O2 menos estables y, por lo tanto, una capacidad de absorcion de oxigeno reducida
y una liberacion acelerada (Fig. 7 y Fig. 8). MAC(AIi15)F contiene largas cadenas de carbono fluoradas que
proporcionan aun menos accesibilidad al oxigeno en comparacion con MAC(Ar5)F debido a ligandos de PFC ain mas
moviles. Sin embargo, MAC(AIi15)F contiene mas fldor por sustitucion y, por lo tanto, el sistema requiere mas tiempo
para alcanzar los puntos de equilibrio de absorcién y liberacién (Fig. 4).

Nuestras mediciones estaticas de absorcion y liberacion de Po2 demostraron que la desorcién de oxigeno siempre es
menor que la adsorcion para todos los sistemas de gel (Figuras 7 a 13). Esto confirma que un cierto porcentaje de
oxigeno permanece dentro del hidrogel una vez que se produce la liberacion de equilibrio. Esto es ventajoso durante
el cultivo celular porque el exceso de oxigeno siempre esta disponible para la proliferacién celular. Se ha demostrado
previamente que los fibroblastos dérmicos son sensibles a los niveles de oxigeno y muestran una mayor actividad
metabdlica en Poz superior a 50 mm Hg. Ademas, los estudios de liberacién mostraron que nuestros sistemas exhiben
una curva de disociacién sigmoidal de oxigeno, que es similar a la disociacion de oxigeno en la sangre. Los sistemas
de emulsién de PFC no muestran este comportamiento y proporcionan una liberacion lineal. Las células pueden
preferir las caracteristicas de transporte de oxigeno similares de nuestro sistema MACF a las de la hemoglobina,
segun lo seleccionado por la evolucion.

Los resultados de nuestros experimentos ciclicos de absorcion/liberaciéon (Fig. 11 a Fig. 13) fueron vitales para
confirmar que nuestros materiales se desempefiaron de manera similar cuando se regeneraron. Los resultados de la
Fig. 11 a la Fig. 13 demuestran ademas que nuestros hidrogeles podrian usarse durante periodos de tiempo mas
largos y aun conservan caracteristicas similares de suministro de oxigeno. Esto es importante, ya que en nuestros
experimentos con células los materiales fueron recargados hasta cuatro veces (Figs. 14 a 17). Este trabajo indica
ademas que los MACF podrian desplegarse para mejorar los tratamientos de curacion de heridas a corto y largo plazo.
El aumento de los niveles de oxigenacion de la herida en incrementos de Po2 de solo 5-10 mm Hg muestra beneficios
curativos significativos tanto para heridas agudas como crénicas.

Aunque nuestros resultados de hinchazén y reologia (Tabla 1) no son completamente paralelos entre si, existen
tendencias importantes en ambos estudios. La reologia mostré que los hidrogeles de MAC eran mas rigidos, lo que
sugiere que las cadenas de polimeros de quitosano menos sustituidas permitieron menos inhibicién durante la
polimerizacion por radicales libres y, por lo tanto, una mayor reticulacion. La sustitucion de PFC en las cadenas MAC
disminuyé la reticulacion quimica, lo que resultdé en hidrogeles menos rigidos. Se observé otro comportamiento
importante al estudiar los resultados para los materiales sustituidos con PFC (MACF), lo que demuestra que los PFC
mas moviles mas largos le dieron elasticidad al hidrogel. Basado en este concepto, creemos que el hecho de que
MAC(AIi15)F fuera el mas rigido de los hidrogeles sustituidos con PFC tiene sentido, porque aunque la sustitucion
adicional en MAC disminuye la reticulacién quimica, cuanto mas larga sea la cadena, mayores seran las fuerzas
intermoleculares presentes. Luego se deduce que MAC(AIi5)F es el siguiente en rigidez, ya que es similar en
composicién pero con cadenas PFC mas cortas. MAC(Ar5)F es el hidrogel mas blando, lo que indica bajas fuerzas
intermoleculares debido a la estabilidad y la naturaleza de las moléculas aromaticas.

La hinchazén de los hidrogeles fluorados mostré que MAC(AIi5)F se hinché mas, y significativamente mas que los
otros tres hidrogeles que mostraron resultados similares entre si. Uno podria esperar que los resultados de la
hinchazon estuvieran inversamente correlacionados con los valores de G* informados, sin embargo, como se observo
por la reometria, existen interacciones interesantes que ocurren debido a como las adiciones de PFC interrumpen de
manera diferente la reticulacion iniciada por radicales libres, asi como también cémo cada sustitucion de PFC agrega
interacciones intermoleculares variadas a los hidrogeles. Esperabamos que un mayor nimero de fltor por sustitucion
conduciria a geles mas rigidos y menos hinchazén. Del mismo modo, menos flior conduciria a geles mas suaves
debido al impedimento estérico y, por lo tanto, deberia conducir a una mayor hinchazén, como se vio con MAC(AIi5)F.
Sin embargo, MAC(Ar5)F no se ajusta completamente a este comportamiento. Creemos que esto se debe a que los
anillos aromaticos en MAC(Ar5)F muestran una asociacion lo suficientemente fuerte como para afectar la hinchazén,
pero no lo suficientemente fuerte como para afectar las propiedades mecanicas medidas por reometria. Por lo tanto,
MAC(Ar5)F tiene una estructura ordenada, pero no en el grado de MAC. MAC(Ar5)F no permite un mayor grado de
hinchazoén y es simultaneamente un material mas blando. Se deben realizar mas pruebas en el futuro para comprender
mejor como las modificaciones de PFC cambian las propiedades del hidrogel a nivel molecular.

Nuestro trabajo demuestra que aumentar el nimero total de flior conjugado aumenta el niumero total de células en
hidrogeles de MACF (Fig. 14B), asi como la actividad metabdlica celular (Figs. 14Ay Fig. 15 a Fig. 16). Las morfologias
celulares fueron mas redondeadas de lo que se observa tipicamente en placas de cultivo o hidrogeles mas rigidos.
Sin embargo, se observaron respuestas celulares activas (Fig. 14) y fueron independientes de la rigidez del hidrogel
subyacente. Esto sugiere que la oxigenacion local anula los efectos de la rigidez que se han informado previamente
sobre sustratos de polimeros que no aumentan los niveles de oxigeno. Ademas, es interesante que el metabolismo y
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la celularidad mejorados fueran independientes de la recarga de oxigeno durante el periodo de cultivo. Estos
resultados son fascinantes, y no creemos que este resultado se haya informado antes con los sistemas coloidales de
PFC. Estos resultados nos sugieren que las modificaciones de PFC facilitan la recuperacion de oxigeno del entorno
medio/aire, haciendo que el oxigeno esté mas disponible para las células. Las respuestas metabdlicas en las
superficies de gradiente de cada MACF (Fig. 15 a Fig. 17) demuestran que los niveles de oxigeno mediados por MACF
son lo suficientemente sensibles como para cambiar las respuestas de proliferacion celular en una escala espacial de
milimetros, si no menos. Esto podria ser extremadamente valioso para modelar entornos in vitro donde los gradientes
de oxigeno impulsan las respuestas de desarrollo y reparacion, como la vascularizacion y la curacion de fracturas. Es
importante sefialar que las respuestas celulares se mejoraron con mas fltor por adicion (Fig. 14 a Fig. 17), asi como
mejores respuestas a MAC(Ar5)F vs. MAC(AIi5)F, sin embargo, estas respuestas no fueron tan diferentes como los
datos de absorcién/liberacion de Oz para cada material (Fig. 7 a Fig. 10). Creemos que esto se debe al hecho de que
los experimentos de absorcion y liberacién se realizaron en un sistema cerrado, mientras que los experimentos
celulares se realizaron en un sistema abierto. Al principio, las fuerzas impulsoras de transporte fueron mayores en los
experimentos de absorcion/liberacién, resultando en un transporte mejorado de Oz en grupos con una modificacion de
PFC mas ideal.

Nuestra estrategia de suministro de oxigeno utilizando un biomaterial es Unica en comparacioén con el trabajo anterior
y nuestro sistema permite una gran flexibilidad. Creemos que la aplicacién de nuestro sistema MACF para heridas
profundas podria apoyar la supervivencia celular prolongada hasta que se logre la neovascularizacion del huésped.
Se ha demostrado que nuestro MAC de polimero exhibe una degradacion del 50 % después de 28 dias en condiciones
de enzimas fisiolégicas, por lo que los MACF deberian proporcionar dias, si no semanas, de beneficios de curacién
de heridas. Dado que los PFC disuelven oxigeno y otras especies oxigenadas, como NO, CO2 y CO, los MACF pueden
utilizarse no solo para suministrar oxigeno sino también otros gases beneficiosos, para eliminar gases residuales o
para reducir la exposicidon a especies reactivas de oxigeno. Ademas de las emulsiones de PFC, otros trabajos
centrados en el suministro de oxigeno han estudiado biomateriales que facilitan las reacciones generadoras de
oxigeno. Trabajos recientes han demostrado que el peréxido de calcio encapsulado y los perclorocarbonatos pueden
crear oxigeno al entrar en contacto con una solucién acuosa. Sin embargo, los subproductos producidos son
biolégicamente desfavorables y se sabe que se acumulan en los tejidos. Ademas, la descomposicién del perdxido es
rapida y, por lo tanto, puede generar cantidades excesivas de oxigeno y energia. Como resultado, las concentraciones
de los reactivos generadores de oxigeno deben controlarse cuidadosamente para evitar niveles nocivos de estrés
oxidativo. Por ultimo, en estos sistemas generadores de oxigeno, el proceso de descomposicion del peréxido también
cambia el nivel de pH local, creando potencialmente un ambiente dafino si se tampona incorrectamente.

4. Conclusiones

En este estudio, informamos el desarrollo de biomateriales biocompatibles, clinicamente relevantes y altamente
ajustables ricos en oxigeno. Esta nueva clase de materiales de quitosano fluorados y biolégicamente derivados se
puede formar en hidrogeles reticulados o moldeables inyectables. Nuestra estrategia se desvia de los procedimientos
existentes (por ejemplo, suspensiones de PFC o generadores de oxigeno) ya que podemos controlar el contenido de
oxigeno dentro del hidrogel modificando el tipo de sustitucion de PFC en la red de hidrogel. Esto nos permite controlar
tanto la capacidad como la tasa de suministro de oxigeno, proporcionando niveles beneficiosos de POz por hasta 5
dias. Dado que estos sistemas son capaces de recargar oxigeno mas de una vez, pueden utilizarse durante largos
periodos de tiempo (potencialmente semanas). Mostramos que los fibroblastos responden favorablemente a entornos
de oxigeno mejorados creados por MACF, incluso sin oxigeno suplementario, lo que deberia traducirse directamente
en la curacién acelerada de heridas in vivo.
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REIVINDICACIONES
1. Un hidrogel que comprende:

polimeros reticulados, los polimeros tienen cadenas principales de polisacaridos, donde las cadenas principales de
polisacéaridos tienen un grupo flior pendiente unido a las mismas, y

gas Oz disuelto.

2. El hidrogel de la reivindicacién 1, donde las cadenas principales de polisacaridos tienen un grupo acetilamino
pendiente y/o un grupo amino pendiente unido al mismo.

3. El hidrogel de la reivindicacion 1, donde el grupo fluor pendiente se selecciona de entre el grupo que consiste
en:

grupos fluorocarbono;
grupos carbonilo definidos por la férmula:

I
—C—R
donde R es un grupo fluorocarbono; y
grupos carboxilato definidos por la férmula:
|(’)
O C R

donde R es un grupo fluorocarbono.
4, El hidrogel de la reivindicacién 3, donde el grupo flior pendiente es un grupo fluorocarburo definido por la
féormula:

—{CRf-R

donde cada R es individualmente un atomo de hidrégeno o un atomo de fluor.

5. El hidrogel de la reivindicacién 3, donde el grupo fldor pendiente es un grupo fluorocarburo definido por la
féormula:

R

donde cada R es individualmente un atomo de hidrégeno, un atomo de fltor, un grupo hidroxilo, un grupo hidrocarbono,
o un grupo fluorocarbono.

6. El hidrogel de la reivindicacién 5, donde el grupo flior pendiente es un grupo fluorocarbono aromatico
seleccionado del grupo que consiste en:
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(clez)n (CFZ)n (cl:FZ)n

I
OH OH OH

F F F. F F F
F F F F
F , F , OH ,
5
f CF3
CF; CF;
B > y
dondenesde0a?.
10 7. El hidrogel de la reivindicaciéon 3, donde el grupo fluor pendiente es un grupo carboxilato seleccionado del
grupo que consiste en:
ﬁ o
_O_C—[‘CHz']_nCFs —O—U, CF2£CF3
Y
15 donde n es de 0 a 20.
8. Un procedimiento de preparacion de un hidrogel que comprende:

reticular los polimeros, teniendo los polimeros cadenas principales de polisacaridos, donde las cadenas principales
20 de polisacaridos tienen un grupo flior pendiente y un grupo reticulable unido a las mismas; y
cargar el polimero reticulado con gas Ox.

9. El procedimiento de la reivindicacion 8, donde la etapa de reticulacion del polimero se inicia por fotoiniciacion.
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10. El procedimiento de la reivindicacion 8, donde el grupo fluor pendiente se selecciona de entre el grupo que
consiste en:

grupos fluorocarbono;

5 grupos carbonilo definidos por la férmula:
|C’)
—C—R
donde R es un grupo fluorocarbono; y
10 grupos carboxilato definidos por la férmula:
|(’)
O C R
donde R es un grupo fluorocarbono.
15
11. El procedimiento de la reivindicacion 8, donde el grupo fltor pendiente es un grupo fluorocarburo definido por
la férmula:
R R
R R
R
20

donde cada R es individualmente un atomo de hidrégeno, un atomo de fltor, un grupo hidroxilo, un grupo hidrocarbono,
o un grupo fluorocarbono.

12. El procedimiento de la reivindicacion 8, donde el grupo fluor pendiente es un grupo fluorocarbono aromatico
25 seleccionado del grupo que consiste en:

(Cl;HZ)n (CFZ)n (CFZ)n
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R F F F F F
F F F F
F , OH ,
f CF3
CF, CFs :E
; "y

5 dondenesde0a9.
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