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DESCRIPCION

Geles para encapsulacion de materiales bioldgicos.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para recubrir y/o encapsular superficies y objetos tridimensionales con
redes reticuladas de polimeros hidrosolubles.

La tecnologia de microencapsulacién se contempla como prometedora en muchos dmbitos de la medicina. Por
ejemplo, algunas aplicaciones importantes consisten en la encapsulacion de células para el tratamiento de diabetes
(Lim. F., Sun, A.M.*“Microencapsulated islets as bioartificial endocrine pancreas”, (1980), Science 210, 908-910), la
encapsulacion de hemoglobina para sustitutos de glébulos rojos de la sangre, y la liberacion controlada de farmacos.
No obstante, al emplear los métodos de la técnica anterior, con frecuencia, los materiales que se han de encapsular
se exponen a condiciones de tratamiento, incluyendo calor, disolventes orgdnicos y pH no fisioldgicos, que pueden
eliminar o deteriorar funcionalmente células o desnaturalizar proteinas, con el resultado de una pérdida de actividad
biolégica. Por otra parte, atin en el caso de que las células sobrevivan a las condiciones de tratamiento, la rigurosidad de
los requisitos de biocompatibilidad, estabilidad quimica, inmunoproteccidn y resistencia al supercrecimiento celular,
de los materiales de encapsulacidn restringen la aplicabilidad de los métodos de la técnica anterior.

Por ejemplo, el método de encapsulacién basado en la reticulacion idnica de alginato (un polianién) con polilisina
o poliornitina (polication) (Goosen, y cols., (1985), Biotechnology and Bioengineering, 27: 146) ofrece unas condicio-
nes de encapsulacion relativamente suaves, pero la estabilidad mecéanica y quimica a largo plazo de dichos polimeros
iénicamente reticulados sigue siendo dudosa. Por otra parte, cuando se implantan in vivo, estos polimeros son sus-
ceptibles de un supercrecimiento celular (McMahon, y cols., (1990) J. Nat. Cancer Inst., 82 (22), 1761-1765) que,
con el tiempo, restringe la permeabilidad de la microcdpsula a los nutrientes, metabolitos y proteinas de transporte del
entorno. Esto puede conducir a la inanicién y muerte de islotes de Langerhans encapsuladas (O’Shea, G.M. y cols.,
(1986) Diabetes, 35: 943-946).

Por consiguiente, atin sigue siendo necesario contar con un método de encapsulacion de células relativamente suave
que ofrezca un control sobre las propiedades del polimero de encapsulacién y con el que se produzcan membranas
en presencia de células que sean selectivas en cuanto a la permeabilidad, quimicamente estables y muy altamente
biocompatibles. Existe una necesidad similar en relacién con la encapsulacién de materiales bioldgicos distintos a
células y tejidos, asi como materiales en contacto con materiales bioldgicos.

Se considera que los materiales son biocompatibles cuando dichos materiales impulsan una respuesta humoral
especifica o inmune celular reducida o cuando no impulsan ninguna respuesta a cuerpo extraiio no especifica que
impida que el material lleve a cabo su funcién pertinente, asi como cuando el material no es téxico al ser ingerido o al
implantarlo. El material tampoco ha de impulsar ninguna reaccién especifica como trombosis si entra en contacto con
la sangre.

Se ha demostrado que los geles preparados de polimeros que se hinchan en agua para formar un hidrogel, como
por ejemplo poli(metacrilato de hidroxietilo) (poli(HEMA)), poliacrilatos hidrosolubles, y agarosa, son ttiles para
encapsular islotes y otros tejidos animales (Iwata, y cols, (1989) Diabetes, 38:224-225; Lamberti, y cols., (1984) Appl.
Biochem. Biotech., 10, 101-105 (1984). Sin embargo, dichos geles presentan unas propiedades mecdnicas no deseables.
La agarosa forma un gel débil, y es necesario hacer precipitar los poliacrilatos desde disolventes orgdnicos, que son
potencialmente citotéxicos. Dupuy y cols., (1988) han descrito la microencapsulacion de islotes por polimerizacién
de acrilamida para formar geles de poliacrilamida. No obstante, el proceso de polimerizacién requiere la presencia de
mondmeros toxicos tales como acrilamida y agentes de reticulacion y, si se permite que proceda con rapidez hasta el
final, genera calor local.

Se ha demostrado que las microcdpsulas formadas a través de la coacervacién de alginato y poli(L-lisina) son
inmunoprotectoras, por ejemplo, tal como describe O’Shea, y cols., 1986. Sin embargo, se observé un serio super-
crecimiento fibroso de estas microcdpsulas tras la implantaciéon (McMahon, y cols, 1990; O’Shea y cols., 1986). El
uso de poli(éxido de etileno) (PEO) para aumentar la biocompatibilidad estd bien documentado en la bibliografia.
Se ha descrito la mejora significativa de la biocompatibilidad de microcédpsulas de algina-poli(L-lisina) a través de la
incorporacién de un copolimero de injerto de PLL y PEO en la superficie de la microcdpsula (Sawhney, y cols. “Poly
(ethylene oxide)-Graft-Poly (L-Lysine) Copolymers to Enhance the Biocompatibility of Poly (L-Lysine)-Alginate
Microcapsule Membranes”, (1991) Biomaterials, 13, 863-870).

La cadena de PEO es altamente hidrosoluble y altamente flexible. Las cadenas de PEO tienen una motilidad ex-
tremadamente alta en agua y su estructura es esencialmente no iénica. La inmovilizacién de PEO sobre una superficie
se ha llevado a cabo en gran medida a través de la sintesis de copolimeros de injerto que tienen cadenas laterales PEO
(Sawhney, y cols.; Miyama y cols, 1988; Nagoaka, y cols.) Este proceso implica la sintesis habitual de monémeros
y polimeros para cada aplicacion. El uso de polimeros de injerto sin embargo no garantiza todavia que la superficie
“vista” por una molécula consista enteramente en PEO.

Se ha utilizado reticulacién de haz de electrones para sintetizar hidrogeles de PEO, descritos como no trombo-
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génicos por Sun, y cols., (1987) Polymer Prepr., 28: 292-294; Dennison, K.A., (1986) Ph.D. Thesis. Massachusetts
Institute of Technology. Sin embargo, el uso de un haz de electrones excluye la inclusién en el polimero de tejidos
vivos ya que la radiacion es citotéxica. Asimismo, las redes producidas a través de este método resultan dificiles de
caracterizar debido a la reticulacion no especifica inducida por el haz de electrones.

Se ha utilizado la fotopolimerizacién de diacrilatos de PEG en presencia de una iniciacién de luz ultravioleta
de longitud de onda corta para atrapar células de levadura para fermentacién y conversién quimica (Kimura, y cols,
(1981), “Some properties of immobilized glycolysis system of yeast in fermentative phosphorylation of nucleotides,”
Eur. J. Appl. Microbio. Biotechnol., 11-78-80; Omata y cols., (1981), “Steroselectic hydrolysis of dl-methyl succina-
te by gel-entrapped Rhodotorula minuta uzr. texensis cells in organic solvente,” Eur. J. Appl. Microbiol. Biotechnol.
11:199-204; Okada, T., y cols., “Application of Entrapped Growing Yeast Cells to Peptide Secretion System”, Ap-
pl. Microbiol. Biotechnol., Vol. 26, pp. 112-116 (1987). Se han utilizado también otros métodos de encapsulacién
de células dentro de materiales fotopolimerizables con radiacién ultravioleta de longitud de onda corta con células
microbianas (Kimura, y cols. 1981; Omata, y cols. 981; Okada, y cols, 1987; Tanaka, y cols, 1977, Omata, y cols,
1979a; Omata, y cols. 1979b; Chun, y cols. 1981; Fukui, y cols, 1976; Fukui, y cols. 1984). Sin embargo, las células de
levadura y algunas células microbianas son mucho mas duras y resistentes a entornos adversos, temperaturas elevadas
y radiacién ultravioleta de longitud de onda corta que las células de mamifero o los tejidos humanos.

La patente estadounidense 4.298.002 se refiere a un material polimérico hidréfilo sintético para encapsular tejido
biolégicamente activo. Dicho material hidréfilo es insoluble en agua y el tejido biolégicamente activo se inyecta en una
cédmara preformada del material polimérico o se dispersa en el material polimérico que se polimeriza posteriormente.

Estos métodos implican varios problemas, incluyendo el uso de métodos y/o materiales que son trombogénicos o
inestables in vivo, o requieren condiciones de polimerizacién que tienden a destrozar el tejido de mamifero vivo o las
moléculas biolégicamente activas, como por ejemplo radiacion ultravioleta de longitud de onda corta. Para encapsular
tejido vivo para su implantacion en seres humanos u otros mamiferos, las condiciones de polimerizacién no han de
destruir el tejido vivo, y las células recubiertas con polimero resultantes deben ser biocompatibles.

Asimismo, existe la necesidad de encapsular materiales dentro de una capa de material muy fina que sea permeable
alos nutrientes y gases, pero lo suficientemente fuerte y no inmunogénica. Por ejemplo, para el transplante de islotes de
Langerhans, anteriormente se han encapsulado las islotes, que tienen un didmetro de 100 a 200 micrémetros, dentro de
microesferas que tienen un didmetro de 400 a 1000 micrémetros. Este didmetro tan grande puede tener como resultado
una difusién mas ralentizada de las moléculas nutritivas y volimenes de transplante grandes.

En suma, existe la necesidad de contar con materiales y métodos para su uso, que se puedan emplear para encap-
sular células y tejidos o moléculas biolégicamente activas que sean biocompatibles, no impulsen respuestas inmunes
no especificas o especificas, y que se puedan polimerizar en contacto con células o tejidos vivos sin dafiar o matar a
las células, dentro de un periodo de tiempo muy corto, y en una capa muy fina. Un importante aspecto del uso de estos
materiales in vivo es que deben ser polimerizables dentro del periodo de un corto procedimiento quirtirgico o antes de
que se disperse, se dafie 0 muera el material que se va a encapsular.

Por lo tanto, uno de los objetos de la presente invencién consiste en proporcionar un material polimérico que se
puede polimerizar en contacto con células y tejidos vivos, en un periodo de tiempo muy corto.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar un material polimérico que es biocompatible y resistente a la
degradacion durante un periodo de tiempo especifico.

Otro objeto mds de la presente invencién es proporcionar un material polimérico que es permeable a nutrientes y
gases y, ademds, puede proteger las células y tejidos del ataque in vivo de otras células.

Compendio de la invencién

Se describe aqui un método para la polimerizacién de macrémeros mediante el uso de luz ultravioleta de longitud
de onda larga o visible (luz UVA, 320 nm o mayor) para encapsular o recubrir ya sea directa o indirectamente tejido
vivo con recubrimientos poliméricos que se adaptan a las superficies de las células, tejidos o soportes de los mismos
en virtud de unas condiciones de polimerizacién suaves y rdpidas. Los aspectos de la invencion se definen en las
reivindicaciones adjuntas 1, 2, 31, 32, 33 y 34.

Los polimeros se forman a partir de prepolimeros no téxicos, denominados aqui macrémeros, que son hidrosolubles
o sustancialmente solubles en agua y demasiado grandes como para difundirse por las células que se van a recubrir.
Entre los ejemplos de macrémeros se incluyen hidrogeles de PEG altamente biocompatibles que se pueden formar
rdpidamente en presencia o ausencia de oxigeno, sin el uso de iniciadores de polimerizacidn toxicos, a temperaturas
ambiente o fisiolégicas, y a un pH fisiolégico. La polimerizacién se puede iniciar utilizando colorantes no téxicos
tales como azul de metileno o eosina Y, que son fotopolimerizables con luz UVA o visible. También se pueden utilizar
otros colorantes que se difunden en las células pero que no son toxicos, tales como eosina de etilo. El proceso es no-
citotéxico ya que las células absorben poca luz en ausencia del cromoforo apropiado. Las células son transparentes a
esta luz en gran medida, en contraste con la radiacién UV de longitud de onda corta que es fuertemente absorbida por
proteinas celulares y acidos nucleicos y puede ser citotoxica. Normalmente, son suficientes niveles bajos de radiacién
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(5-50 Mw) para inducir la polimerizacién en un periodo de tiempo comprendido entre milisegundos y unos segundos
para la mayorfa de los macrémeros. Una segunda razén de la falta de toxicidad es que la especie polimerizable no se
difunde en las células.

Los polimeros resultantes pueden actuar como membranas semipermeables, como adhesivos como soportes de
tejido, como conexiones, como barreras para impedir la interaccidon de un tejido celular con otra célula o tejido, y
como vehiculos de especies bioactivas. Se puede recubrir una amplia variedad de superficies con diferentes geometrias
con una red reticulada tridimensional de estos materiales poliméricos. Los polimeros pueden configurarse en una
matriz para la administracién de materiales biolégicamente activos, incluyendo proteinas, polisacaridos, compuestos
orgdnicos, con actividad de farmaco, y acidos nucleicos.

En uno de los modos de realizacion preferibles, el polimero se utiliza para que forme una capa en la parte interior
del lumen de un vaso sanguineo, tanto para soporte estructural, prevencién de trombosis y reacciones inflamatorias en
la superficie del lumen, y/o administracién de agentes terapéuticos al vaso sanguineo. En otro modo de realizacién pre-
ferible, se utiliza el polimero para crear una barrera semipermeable alrededor de células, como por ejemplo islotes de
Langerhans, para proteger la célula impidiendo el paso de células o moléculas de inmunoglobulinas, al mismo tiempo
que se permite la libre transferencia de nutrientes, gases y productos celulares pequefios. Dichos islotes tratados pue-
den ser dtiles en el tratamiento de enfermedades derivadas de deficiencias en el proceso metabdlico, o enfermedades
como diabetes que se originan a partir de concentraciones insuficientes de moléculas biorreguladoras.

Breve descripcion de los graficos
La Figura 1 es un esquema de reaccion de la polimerizacion iniciada por eosina de etilo.

La figura 2A es una representacién esquematica de la polimerizacién iniciada por colorante de una capa de PEG
alrededor de microesferas de alginato reticuladas.

La figura 2B es una fotomicrografia de las microesferas de alginato/poli(L-lisina) que contienen islotes de Lan-
gerhans humanos recubiertos con un hidrogel de tetraacrilato de PEG 18,5 K mediante la aplicacién de un método de
unién de colorante descrito en la figura 2A.

La figura 3 es una representacion esquemdtica de fotopolimerizacién de un recubrimiento de PEG sobre microes-
feras de alginato-poly-(L-lysine) suspendidas en aceite mineral.

La figura 4 es una fotomicrografia de islotes de Langerhans aislados de un pancreas humano encapsuladas en
hidrogel de tetraacrilato de PEG 18,5 K.

La figura 5 es una representacién esquemdtica de un aparato de co-extrusion utilizado para microencapsulacién
aplicando polimerizacién de l4ser.

La figura 6 es una fotomicrografia de microesferas producidas por polimerizacién de laser de diacrilato de PEG
400 alrededor de las células.

La figura 7A es una fotomicrografia de microesferas de alginato-PLL recuperadas al cabo de 4 dias después de la
implantacién i.p. En ratones.

La figura 7B es una fotomicrografia de microesferas de Alginato-PLL recubiertas con un tetraacrilato de PEG
18,5K Da utilizando el método de difusién de colorante representado en la figura 1.

La figura 8A-F es un grifico del nimero de células en relacion con la composicion de gel, para las células no
unidas obtenidas del lavado de la cavidad peritoneal en ratones con diferentes composiciones de gel de recubrimiento
de PEO: a 18,5 k; b-10% 0,5 K, 90%, 18,5k; c-50% 18,5 k, 50% 0,4k; d-10% 0,4 k, 90% 35k; e-50% 0,4 k, 50% 35 k;
y f-control de alginato-poli(L-lisina).

La figura 9 es un gréfico del % de proteina liberada en relacién con el tiempo en minutos, para la difusién de
albimina de suero bovino (cuadrados en blanco), IgG humana (tridngulos) y fibrinégeno humano (cuadrados negros)
a través de un gel de tetraacrilato de PEO 18,5K.

La figura 10 es un gréfico del % de difusion de albimina de suero bovino a lo largo del tiempo en minutos a través
de geles de diacrilato de PEO 400 (cuadrados blancos) y tetraacrilato de PEG 18,5K (tridngulos).

La figura 11A es un gréfico de la longitud en mm de gel producido por polimerizacién inducida por ldser iénico de
argon frente a log (tiempo) (ms) de trimetilolpropano utilizando un sistema de iniciacion de eosina de etilo y amina.

La figura 11B es una fotomicrografia de las espigas formadas como resultado de la radiacién de l4ser de triacrilato
de trimetilol propano etoxilado durante periodos de 67 ms, 125 ms, 250 ms, 500 ms y 1 seg.
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La figura 12A es una fotomicrografia de fibroblastos de prepucio humano cultivados durante 6 horas en un por-
taobjetos de vidrio recubierto con gel de tetraacrilato PEG 18,5 K.

La figura 12B es una fotomicrografia de fibroblastos de prepucio humano cultivados durante 6 horas sobre un
vidrio que no estaba recubierto con PEG.

La figura 13 es una fotomicrografia de geles microesféricos de tetraacrilato de PEG 18,5K, implantados en ratones,
y explantados al cabo de 4 dias, que presentan un reducido supercrecimiento fibroso.

Descripcion detallada de la invencion

Tal como se describe aqui, los materiales poliméricos biocompatibles se forman para su uso en yuxtaposicién con
materiales bioldgicamente activos o células y tejidos, por polimerizacion de radicales libres de macrémeros hidroso-
lubles biocompatibles que incluyen al menos dos sustituyentes polimerizables. Dichos materiales de recubrimiento
poliméricos pueden ser homopolimeros, copolimeros o copolimeros de bloque. Tal como se utiliza aqui, un polimero
es una unidad formada que tiene un grado de polimerizacién superior a 10, y un oligémero tiene un grado de polime-
rizacién comprendido entre 2 y 10, significando el grado de polimerizacién el niimero de unidades que se repiten en la
estructura, v.g., grado de polimerizacién = 3 se refiere a un trimero. La polimerizacién de un componente que tiene al
menos dos sustituyentes polimerizables es equivalente a la gelificacidn; la polimerizacion tiene lugar para formar un
gel reticulado tridimensional.

Prepolimeros (macromeros) iitiles para la obtencion de geles

Los criterios generales para los prepolimeros (denominados aqui macrémeros) que se pueden polimerizar en con-
tacto con materiales biol6gicos o células son que: son hidrosolubles o sustancialmente hidrosolubles, se pueden poli-
merizar o reticular ademds por polimerizacién de radicales libres, no son toxicos y son demasiado grandes como para
difundirse en células, es decir, tienen un peso molecular superior a 200. Sustancialmente hidrosoluble se define aqui
como soluble en una mezcla de agua y disolvente(s) orgdnico(s), constituyendo el agua la mayoria de la mezcla de
disolventes.

Tal como se utiliza aqui, los macrémeros deben ser fotopolimerizables con luz inicamente o en presencia de un
iniciador y/o catalizador, como por ejemplo un fotoiniciador de radicales libres, estando la luz en el rango ultravioleta
de longitud de onda larga o visible, es decir, superior o igual a 320 nm. Pueden ser adecuadas otras condiciones
reactivas para iniciar la polimerizacion de radicales libres siempre y cuando no afecten negativamente a la viabilidad
del tejido vivo que se va a encapsular. Los macrémeros no deben generar tampoco productos o niveles de calor que
sean toxicos para el tejido vivo durante la polimerizacién. El catalizador o iniciador de radicales libres tampoco debe
ser toxico en las condiciones de uso.

Existe una amplia variedad de polimeros sustancialmente hidrosolubles, ilustrdndose esquematicamente algunos
de ellos a continuacién ( ) representa una regién sustancialmente hidrosoluble del polimero, y (=) representa
una especie polimerizable por radicales libres.

Entre los ejemplos se incluyen:

I
I I

meeoam = ; H m---0---« ;
/\ $
// \\ i
A B c
UL PR O 1 0 0 A WO A O
| D E F
.--~-.---é-.-.---.

Entre los ejemplos de A se incluyen diacrilato de PEG, de un diol de PEG; de B se incluyen triacrilato de PEG,
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formado a partir de un triol de PEG; de C se incluye tetraacrilato de PEG-ciclodextrina formado por injerto de PEG
en un anillo central de ciclodextrina y posterior acrilacion; de D se incluye tetraacrilato de PEG formado por injerto
de dos dioles de PEG en un bis ep6xido y posterior acrilacién; de E se incluye metacrilato de acido hialurénico,
formado por acrilacién de muchos sitios de una cadena de 4acido hialurénico; de F se incluye multiacrilato de PEG-
acido hialurénico, formado por injerto de PEG en 4cido hialurénico y posterior acrilacion; de G se incluye éster de
PEG-di4cido insaturado formado por esterificacion de un PEG diol con un didcido insaturado.

Entre los polisacaridos se incluyen por ejemplo alginato, dcido hialurénico, sulfato de condroitina, dextrano, sulfato
de dextrano, heparina, sulfato de heparina, sulfato de heparano, quitonsan, goma de gelano, goma xantana, goma guar,
y K-carregenano. Entre las proteinas se incluyen por ejemplo gelatina, coldgeno, elastina y albimina ya se producida
de forma natural o a través de métodos recombinantes.

Los sustituyentes fotopolimerizables incluyen preferiblemente acrilatos, diacrilatos, oligoacrilatos, dimetacrilatos
u oligometacrilatos, y otros grupos fotopolimerizables biolégicamente aceptables.

Macromeros poliméricos sintéticos

El macrémero hidrosoluble se puede derivar de polimeros hidrosolubles incluyendo, sin limitarse sélo a ellos,
poli(6xido de etileno) (PEO), poli(etilen glicol) (PEG), poli(alcohol vinilico) (PVA), poli(vinilpirrolidona) (PVP),
poli(etiloxazolina)(PEOX) poliamino4cidos, acidos de pseudopoliamino y polietiloxazolina, asi como copolimeros de
estos entre si 0 con otros polimeros hidrosolubles u otros polimeros insolubles en agua, siempre y cuando el conjugado
sea soluble en agua. Un ejemplo de conjugado hidrosoluble es un copolimero de bloque de polietilen glicol y poliéxido
de propileno, comercializado como agente tensioactivo Pluronic®.

Macromeros de polisacdrido

Asimismo, se pueden utilizar polisacaridos tales como alginato, dcido hialurénico, sulfato de condroitina, dextrano,
sulfato de dextrano, heparina, sulfato de heparina, sulfato de heparano, quitosan, goma de gelano, goma xantana, goma
guar, derivados de celulosa hidrosolubles y carragenano, que se unen por reacciéon con hidroxilos o aminas en los
polisacdridos, para formar la solucién de macrémero.

Macrémeros de proteina

Se pueden emplear proteinas tales como gelatina, coldgeno, elastina, zefna y albtiimina, ya sean naturales o produ-
cidas a través de métodos recombinantes, que se obtienen por polimerizacion de radicales libres por adicién de frac-
ciones que contienen enlaces dobles o triples carbono-carbono, incluyendo acrilato, diacrilato, metacrilato, etacrilato,
acrilato de 2-fenilo, acrilato de 2-cloro, acrilato de 2-bromo, itaconato, oligoacrilato, dimetacrilato, oligometacrilato,
acrilamida, metacrilamida, grupos estireno y otros grupos fotopolimerizables biol6gicamente aceptables, para formar
la solucién de macrémero.

Polimerizacion sensibilizada con colorante

La polimerizacidn sensibilizada con colorante es muy conocida dentro de la bibliografia quimica. Por ejemplo, la
luz de un laser i6nico de argon (514 nm) en presencia de un colorante de xantina y un donador de electrones, como
trietanolamina, para catalizar la iniciacion, sirve para inducir una polimerizacién de radicales libres de los grupos
acrilicos en una mezcla de reacciéon (Neckers, y cols., (1989) Polym. Materials Sci. Eng. 60:15; Fouassier y cols.,
(1991) Makromol. Chem. 192:245-260). Después de absorber la luz de laser, se excita el colorante en un estado de
triplete. El estado de triplete reacciona con una amina terciaria, como por ejemplo trietanolamina, produciendo un
radical libre que inicia la reaccién de polimerizacién. La polimerizacién es extremadamente rdpida y depende de la
funcionalidad del macrémero y su concentracion, la intensidad de la luz y la concentracién del colorante y la amina.

Colorantes de fotoiniciacion

Se puede utilizar cualquier colorante que absorba la luz que tenga una frecuencia comprendida entre 320 nm y
900 nm, que pueda formar radicales libres, que sea al menos parcialmente hidrosoluble y que sea no téxico para el
material bioldgico a la concentracién utilizada para la polimerizacion. Existe un gran nimero de colorantes fotosen-
sibles que se pueden utilizar para iniciar 6pticamente la polimerizacién, como por ejemplo eosina de etilo, eosina Y,
fluoresceina, 2,2-dimetoxi-2-fenil acetofenona, 2-metoxi-2-fenilacetofenona, canforquinona, rosa de bengala, azul de
metileno, eritrosina, floxima, tionina, rioblavina, verde de metileno, naranja de acridina, colorante xantina y colorantes
de tioxantina.

El colorante iniciador preferible es eosina de etileno dadas sus propiedades espectrales en solucidn acuosa (absor-
cién max = 528 nm, coeficiente de extincién = 1,1 x 10° M~'cm™!, flurescencia max = 547 nm, rendimiento cudntico
=0,59). En la figura 1 se muestra como ejemplo un esquema de reaccién empleando eosina de etilo. El colorante se
blanquea tras la iluminacidén y la reaccién con amina para dar un producto incoloro, permitiendo asf la penetracién de
haces en el sistema de reaccion.
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Cocatalizador

Los cocatalizadores ttiles en combinacién con los colorantes de fotoiniciacién son compuestos a base de nitr6-
geno capaces de estimular la reaccion de radicales libres. Son adecuadas aminas primarias, secundarias, terciarias o
cuaternarias como cocatalizadores, al igual que cualquier molécula rica en electrones que contenga dtomos de nitrége-
no. Entre los cocatalizadores se incluyen, sin limitarse s6lo a ellos trietanolamina, trietilamina, etanolamina, N-metil
dietanolamina, N,N-dimetilbencilamina, dibencil amina, N-bencil etanolamina, N-isopropil bencilamina, tetrametil
etilendiamina, persulfato de potasio, tetrametil etilendiamina, lisina, ornitina, histidina y arginina.

Entre los ejemplos de sistema de colorante /fotoiniciador se incluyen eosina de etilo con amina, eosina Y con
una amina, 2,2-dimetoxi-2-fenoxiacetofenona, 2-metoxi-2-fenoxiacetofenona, canforquinona con una amina y rosa de
bengala con una amina.

En algunos casos, el colorante puede absorber la luz e iniciar la polimerizacién, sin ningun iniciador adicional
como por ejemplo la amina. En estos casos, inicamente es necesario que estén presentes el colorante y el macrémero
para iniciar la polimerizacion tras la exposicién a la luz. La generacién de radicales libres se termina cuando se retira
la luz 1aser. Algunos fotoiniciadores, como 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenona, no requieren ninguna amina auxiliar para
inducir la fotopolimerizacidn; en estos casos Unicamente se requiere la presencia del colorante, macrémero y luz de
longitud de onda apropiada.

Medios de polimerizacion
Fotopolimerizacion

Entre las fuentes de luz preferibles se incluyen diversas ldmparas y laseres tales como los que se describen en
los ejemplos mds adelante, que tienen una longitud de onda de aproximadamente 320-800 nm, mds preferiblemente
aproximadamente 365 nm o 514 nm.

Esta luz se puede proporcionar a través de una fuente apropiada capaz de generar la radiacién deseable, como por
ejemplo una ldmpara de mercurio, ldmpara UV de onda larga, 14ser He-Ne, o un laser iénico de argon, o a través del
uso de fibra dptica.

Otros medios para la polimerizacion

Se pueden emplear otros medios distintos a la luz para la polimerizacién. Entre los ejemplos se incluyen la ini-
ciacién mediante iniciadores térmicos, que forman radicales libres a temperaturas moderadas, tales como peréxido de
benzoilo, con o sin trietanolamina, persulfato de potasio, con o sin tetrametiletilendiamina y persulfato de amonio con
bisulfito sédico.

Incorporacion de materiales biolégicamente activos

Los macrémeros hidrosolubles se pueden polimerizar alrededor de moléculas biolégicamente activas para formar
un sistema de administracién para que las moléculas o células, tejidos, organelos sub-celulares u otros componentes
sub-celulares polimerizados alrededor encapsulen el material biolégico. Los macrémeros hidrosolubles también se
pueden polimerizar para incorporar moléculas biolégicamente activas para impartir otras propiedades adicionales al
polimero, tales como resistencia al crecimiento bacteriano o disminuir la respuesta inflamatoria, asi como para encap-
sular tejidos. Se puede encapsular o incorporar una gran variedad de materiales biolégicamente activos, incluyendo
proteinas, péptidos, polisacdridos, firmacos orgdnicos o inorganicos, dcidos nucleicos, azicares, células y tejidos.

Entre los ejemplos de células que se pueden encapsular se incluyen cultivos primarios asi como lineas celulares
establecidas, incluyendo células transformadas. Entre ellas se incluyen, sin limitarse sélo a ellas, células de islote pan-
credticas, fibroblastos de prepucio humano, células de ovario de hdmster chino, insulomas de células beta, células de
leucemia linfoblastica, fibroblastos 3T3 de rat6n, células mesencefalicas ventrales que segregan de dopamina, células
neuroblastoides, células de médula suprarrenal, y células T. Tal como se puede deducir de esta lista parcial, se pueden
encapsular con éxito a través de este método células de todos los tipos, incluyendo dérmicas, neurales, de la sangre, de
organos, de musculo, glandulares y del sistema inmune, asi como especies de origen. Entre los ejemplos de proteinas
que se pueden encapsular a través de estas técnicas se incluyen hemoglobina, enzimas como adenosina deaminasa,
sistemas de enzima, factores de coagulacién de la sangre, inhibidores o agentes de disolucién de codgulos, tales co-
mo estreptocinasa y activador de plasminogeno de tejido, antigenos para inmunizacién, y hormonas, polisacaridos
como heparina, oligonucleotidos tales como antisentido, bacterias y otros organismos microbianos, incluyendo virus,
vitaminas, cofactores y retrovirus para terapia genética.

El material biol6gico se puede encerrar primero en una estructura como por ejemplo un gel de polisacarido (Lim.
U.S.PN. 4.352.883; Lim. U.S.P.N. 4.391909; Lim, U.S.PN. 4.409.331; Tsang, y cols; U.S.P.N. 4.663.286; Goosen
y cols., U.S.P.N. 4.673.556; Goosen y cols., U.S.P.N. 4.689.293; Goosen y cols., U.S.P.N. 4.806.355; Rha y cols.,
U.S.P.N. 4.744.933; Rha y cols., U.S.P.N. 4.749.620. Dichos geles pueden proporcionar una proteccion estructural
adicional al material, asi como un nivel secundario de selectividad de permeabilidad.
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Polimerizacion

Preferiblemente, se mezclan los macrémeros con el iniciador, se aplican sobre el material o sitio en el que se van
a polimerizacion, y se exponen al agente de iniciacién, como por ejemplo luz o calor.

En un método preferible, se afiade un sistema de fotoiniciacién a una solucién acuosa de un macrémero fotopoli-
merizable para formar una mezcla acuosa; se afiade el material bioldgicamente activo y se irradia la solucién acuosa
con luz. Preferiblemente, el macrémero estd formado por un polimero hidrosoluble con sustituyentes fotopolimeriza-
bles. La absorcién de luz mediante el sistema colorante/iniciador tiene como resultado la formacién de radicales libres
que inician la polimerizacién.

En un segundo método preferible, se recubre con el macrémero la superficie de un objeto tridimensional que puede
ser de origen bioldgico o un sustrato sintético para su implantacion en un animal. Se mezcla el macrémero hidrosoluble
con un sistema de fotoiniciacién para formar una mezcla acuosa; se aplica la mezcla a la superficie que se va a recubrir
para formar una superficie recubierta; y se irradia la superficie recubierta con luz para iniciar la polimerizacién de
macrémero.

En una variante de este modo de realizacion, el sustrato sintético puede ser una microesfera, microcapsula o perla
hidréfila. Se mezclan las microesferas hidréfilas con una solucién de macrémero hidrosoluble en combinacién con un
sistema de fotoiniciador para formar una mezcla acuosa; se suspenden las microesferas con agitacién con el macrémero
en aceite para formar una suspension oleosa y se irradian las microesferas con luz.

En otro modo de realizacion particularmente preferible, se absorbe un colorante fotosensible en la superficie de
tejido que se va a tratar, se elimina por dilucidn el colorante no absorbido o se elimina por lavado del tejido, se aplica
la solucién de macrémero en la superficie con el colorante acoplado, y se inicia la polimerizacién para dar como
resultado una polimerizacién interfacial.

La polimerizacién se puede llevar a cabo a través de al menos cinco métodos diferentes empleando polimeriza-
cién de bloque o polimerizacidn interfacial. Estos modos de realizacién, se describirdn mas adelante en relacién con
aplicaciones especificas de los materiales y los procesos para su polimerizacion.

Polimerizacion de bloque

En la polimerizacién de bloque se coloca el material que se va a recubrir en contacto con una solucién de ma-
crémero, fotoiniciador y, opcionalmente, co-catalizador, y se induce la polimerizacién por ejemplo por exposicioén a
radiacién. A continuacidn, se exponen tres ejemplos de polimerizacion de bloque.

Método de polimerizacion de bloque en suspension para encapsulacion de material

Se mezcla el material biolégico que se va a encapsular con una solucién de macrémero acuosa, que incluye el
macrémero, un cocatalizador y opcionalmente un acelerador, y un iniciador. Se forman estructuras geométricas glo-
bulares pequefias como esferas, évalos o rectangulos, preferiblemente por coextrusion de la solucién acuosa con aire
0 con una sustancia no miscible como aceite, preferiblemente aceite mineral, o por agitacién de la fase acuosa en
contacto con una fase no miscible como, por ejemplo, una fase oleosa para formar pequefias gotas. A continuacion,
se polimeriza el macrémero en los glébulos exponiéndolo a radiacién. Dado que el macrémero y el iniciador estdn
confinados en glébulos, la estructura que resulta de la polimerizacién es una cdpsula en la que se encierra el mate-
rial bioldgico. Esto es una “polimerizacién en suspension” en virtud de la cual toda la porcién acuosa del glébulo se
polimeriza para formar una membrana gruesa alrededor del material celular.

Meétodo de polimerizacion en suspension de microcdpsula

En una variante del método de bloque en suspension, se utiliza el material microencapsulado como un nicleo en
torno al cual se polimeriza el macrémero en una reaccién de polimerizacién en suspensién. Primero se encapsula el
material biolégico dentro de una microesfera, microcdpsula o microparticula (que se denominan aqui colectivamen-
te microcapsula), por ejemplo, en microcdpsulas de alginato. A continuacién, se mezclan las microcdpsulas con la
solucién de macrémero y el iniciador, y se polimeriza la solucién de macrémero.

Este método es particularmente adecuado para su uso con macrémeros de PEG, teniendo en cuenta la ventaja de
la enorme hidrofilicidad de los macrémeros de PEG, y se adapta especialmente bien para su uso con microcapsulas
de hidrogel, tales como alginato-poli(L-lisina). La microesfera se infla con el agua. Cuando se fuerza a que se separe
en fases la solucién de macrémero que contiene catalizador y/o iniciador o acelerador en un medio hidréfobo, como
por ejemplo aceite mineral, la solucién de macrémero de PEG tiende a permanecer en la superficie hidréfila de la
microcédpsula de alginato. Cuando se irradia esta suspension, el macrémero de PEG experimenta polimerizacién y
gelificacion, formando una capa fina de gel insoluble en agua polimérico alrededor de la microesfera.

Esta técnica implica preferiblemente la co-extrusion de la microcdpsula en una solucién de macrémero e iniciador,
estando en contacto la solucién con aire o un liquido que no es miscible con agua para formar gotas que caen en una
solucién, como por ejemplo aceite mineral, en la que no son miscibles las gotas. El liquido no miscible se selecciona
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por su capacidad para mantener la formacién de gota. Adicionalmente, si se pretende inyectar o implantar en un animal
el material encapsulado en membrana, los residuos deberdn ser no téxicos y no inmunogénicos. Un liquido no miscible
preferible es aceite mineral. Una vez que las gotas han entrado en contacto con el liquido no miscible, se polimerizan.

Esta técnica de co-extrusion tiene como resultado un recubrimiento de polimero reticulado de mds de 50 micr6-
metros de grosor. Alternativamente, se pueden suspender las microcdpsulas en una solucién de macrémero e iniciador
que se agita en contacto con una fase no miscible, como por ejemplo una fase oleosa. Se polimeriza la emulsion re-
sultante para formar un recubrimiento de polimero, también de mas de 50 micrémetros de grosor, alrededor de las
microcépsulas.

Meétodo de polimerizacion en bloque para adhesion de tejido

Se puede utilizar también el material polimérico para adherir tejido. Se aplica un macrémero polimerizable hidro-
soluble en combinacién con un fotoiniciador sobre una superficie de tejido sobre la que se desea adherir el tejido; se
pone en contacto la superficie de tejido con el tejido sobre el que se desea adherirla, formando una unién de tejido; y
se irradia la unién de tejido con luz hasta que se polimerizan los macrémeros. En un modo de realizacién preferible,
esto se lleva a cabo en un periodo de tiempo comprendido entre segundos y minutos, mds preferiblemente segundos.

En un modo de realizacion preferible, la mezcla de macrémero es una solucién acuosa, como por ejemplo diacrilato
de PEG 400 o tetraacrilato de PEG 18,5 K. Cuando esta solucién entra en contacto con el tejido que tiene una capa de
humedad de mucosa o fluido que la cubre, se entremezcla con la humedad que hay sobre el tejido. La capa de mucosa
sobre el tejido incluye polisacaridos hidrosolubles que estdn en intimo contacto con superficies celulares. Estas, a
su vez, son ricas en glucoproteinas y proteoglucanos. Asi pues, el entremezclado fisico y las fuerzas de entrelazado
superficial como consecuencia de la penetracion en las grietas, forman parte de las fuerzas responsables de la adhesién
del gel de PEG a una superficie de tejido tras la reticulacion.

Entre las aplicaciones especificas para dichos adhesivos se incluyen anastomosis de los vasos sanguineos, recone-
xi6n de tejido blando, ventaje de quemaduras con drenaje y unidn retinal.

Polimerizacion de bloque para formar barreras de tejido

Si se polimeriza el gel de PEG fuera del tejido, después presenta una superficie no adhesiva para las células y el
tejido en general, debido a la naturaleza altamente hidréfila del material.

Esta caracteristica se puede aprovechar para formar barreras sobre los tejidos para evitar el adosamiento de células
al tejido recubierto. Entre los ejemplos de esta aplicacion se incluye la formacién de barreras en islotes de Langerhans o
en el lumen de vasos sanguineos para evitar la trombosis o vasoespasmo o colapso vascular; ya sea por polimerizacién
de bloque (mezclando el iniciador de polimerizacién con el macrémero) o por polimerizacidn interfacial (absorbiendo
el iniciador en la superficie).

Polimerizacion interfacial

Para la polimerizacién interfacial, se adsorbe el iniciador de radicales libres en la superficie del material que se va a
recubrir, se diluye el iniciador no adsorbido para eliminarlo o se lava, utilizando una solucién de lavado o aplicando la
solucién de macrémero, y se aplica la solucién de macrémero que contiene opcionalmente cocatalizador en el material
que se polimeriza después. A continuacién se exponen dos ejemplos de polimerizacién interfacial.

Método de polimerizacion interfacial de microcdpsula

Se puede encapsular el material biol6gico tal como se ha descrito antes haciendo referencia a la polimerizacién
en suspension, pero utilizando polimerizacién interfacial para formar la membrana sobre la superficie del material
biolégico o microcdpsula. Esto implica el recubrimiento del material bioldgico o microcdpsula con fotoiniciador, la
suspensién del material biolégico o microcdpsulas en la solucién de macrémero y la inmediata polimerizacién, por
ejemplo por radiacioén. Se forma una capa de polimero delgada de menos de 50 microémetros de grosor, alrededor del
material biolégico o la microcapsula, ya que el fotoiniciador esta presente solamente en la superficie de microcapsula
y no tiene suficiente tiempo para difundirse mas all4 en la solucién de macrémero.

En la mayoria de los casos, el iniciador, como por ejemplo un colorante, penetrard en el interior del material
biolégico o microcapsula, ademds de adsorberse en la superficie. Cuando se aplica la solucién de macrémero, que
contiene opcionalmente un cocatalizador como trietanolamina, sobre la superficie y se expone a un agente de iniciacién
como por ejemplo luz laser, estdn presentes todos los componentes esenciales de la reaccién solamente en el interior
de la interfaz del material biol6égico o microcdpsula y la solucién de macrémero. Segin esto, la polimerizacién y
gelificacion (si se utiliza macrémero multifuncional) que se produce tipicamente en aproximadamente 100 mseg, tiene
lugar inicialmente solamente en la interfaz, inmediatamente debajo de ella e inmediatamente mds alld de ella. Si se
deja un periodo de tiempo mds prolongado, el iniciador comienza a difundirse por el niicleo interior de la microesfera
hasta la solucién; de manera similar, los macrémeros comienzan a difundirse dentro del nicleo y se forma una capa
de polimero mds gruesa.
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Meétodo de polimerizacion interfacial directa

Polimerizacién interfacial para formar una membrana directamente sobre la superficie de tejidos. Se recubre direc-
tamente el tejido con iniciador, se elimina el exceso de iniciador, se aplica la solucién de macrémero sobre el tejido y
se polimeriza.

Control de la permeabilidad del polimero

La permeabilidad del recubrimiento se determina en parte por el peso molecular y la reticulacién del polimero.
Por ejemplo, en el caso de cadenas de PEG cortas entre reticulaciones, el “poro” producido en la red tendrd unas
fronteras relativamente rigidas y serd relativamente pequefio, de manera que una macromolécula que intente difundirse
a través de este gel quedara restringida predominantemente por un efecto de tamizado. Si la longitud de cadena entre
las reticulaciones es larga, la cadena se puede doblar y puede moverse con una alta motilidad de manera que las
macromoléculas en difusién encontrardn un efecto de exclusion de volumen libre asi como un efecto de tamizado.

Debido a estos efectos de contraste, no se puede definir completamente una relacién directa entre el calibre del
peso molecular para difusion y el peso molecular del oligémero de partida. Con todo, se puede obtener un perfil de li-
beracién deseable para una proteina en particular o un firmaco como por ejemplo un péptido ajustando la densidad de
reticulacion y la longitud de los segmentos de PEG. En correspondencia, se puede designar un perfil de permeabilidad
de proteina deseable para permitir la difusién de nutrientes, oxigeno, di6xido de carbono, productos residuales, hormo-
nas, factores de crecimiento, proteinas de transporte y productos de sintesis celular secretados, tales como proteinas,
al mismo tiempo que se restringe la difusién de moduladores inmunes tales como anticuerpos y proteinas complemen-
tarias, asi como el ingreso de células, dentro del gel, para proteger células o tejido transplantado. La red polimérica
covalentemente unida reticulada tridimensional es quimicamente estable durante un periodo de tiempo prolongado en
aplicaciones in vivo.

Para encapsular células y tejido en un modo que se prevenga el paso de anticuerpos a través de la membrana
pero que se permita también el paso de nutrientes esenciales para el metabolismo celular, el tamafio del macrémero de
partida preferible se encuentra dentro del intervalo de 10.000 D a 18.500 D, prefiriéndose sobre todo aproximadamente
18.500 D. Los macrémeros mas pequefos tienen como resultado membranas de polimero de una densidad m4s alta
con poros mds pequefos.

Grosor y conformacion de la capa de polimero

El grosor de membrana afecta a varios de los pardmetros, incluyendo la selectividad de permeabilidad, la rigidez
y el tamafio de la membrana. El grosor se puede variar segtin la selecciéon de los componentes de reaccion y/o las
condiciones de reaccion. Por ejemplo, se puede variar la concentraciéon de macrémero desde un bajo porcentaje a
100%, dependiendo del macrémero. De manera similar, iluminaciones mds intensas e iluminaciones mds prolongadas
producirdn peliculas mas gruesas que las de iluminaciones mds cortas y menos intensas. También se pueden afadir
aceleradores variando la concentracién para controlar el grosor. Por ejemplo, se puede afiadir N-vinilpirrolidinona
como acelerador, produciendo las concentraciones mds capas mds gruesas que las concentraciones mas bajas, siendo
todas las demds condiciones iguales. Como ejemplo, las concentraciones de N-vinilpirrolidinona pueden oscilar entre
0y 0,5%.

En el método de polimerizacién interfacial, la duracién de la polimerizacién puede variar para ajustar el grosor de
la membrana de polimero formada. Dicha correlacién entre el grosor de membrana y la duracién de la radiacién tiene
lugar porque el fotoiniciador se difunde a una velocidad constante, siendo la difusién un proceso que se produce de
forma continua. Asi pues, cuanto mayor es la duracién de la radiacién, mas fotoiniciador iniciard la polimerizacién en
la mezcla de macrémero, mds macrémero se polimerizard y mds gruesa serd la membrana resultante. Otros factores
adicionales que afectan al grosor de membrana son el nimero de grupos reactivos por macrémero y la concentracién
de aceleradores en la soluciéon de macrémero. Esta técnica permite la creacién de membranas muy delgadas ya que el
fotoiniciador estd presente primero en una capa muy fina en la superficie del material bioldgico y la polimerizacién
solo se produce cuando esta presente el fotoiniciador.

En el método de polimerizacion en suspension, se forma una membrana en cierto modo mds gruesa que en caso de
la polimerizacién interfacial, ya que en el método por suspension la polimerizacion tiene lugar a través de la solucién
de macrémero. Se determina el grosor de las membranas formadas a través del método de suspensién en parte por
la viscosidad de la solucion de macrémero, la concentracién del macromero en esa solucion, el entorno mecanico de
fluidos de la suspensién y los agentes tensioactivos de la suspension. Estas membranas varian de grosor entre 50 y 300
micrémetros.

Superficies no biolégicas

La solucién de macrémero e iniciador se pueden aplicar también sobre una superficie no biolégica que se pretenda
poner en contacto con un entorno bioldgico. Entre dichas superficies se incluyen, por ejemplo, injertos vasculares,
lentes de contacto, lentes intraoculares, membranas de ultrafiltracion y recipientes para materiales biolégicos.

Normalmente resulta dificil conseguir una buena adhesién entre los polimeros de propiedades fisico-quimicas muy
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diferentes. El concepto de red de interpenetracion en una superficie fisica ha sido presentado por Desai and Hubbel
(N.P. Desay y cols. (1992)). Este método para incorporar en la superficie de un polimero un recubrimiento completo
de un polimero de propiedades considerablemente diferentes implicaba el inflado de la superficie del polimero para
su modificacién (polimero base) en un disolvente mutuo, o un disolvente de inflado, para el polimero base y para
el polimero que se iba a incorporar (polimero penetrante). El polimero penetrante se difundia en la superficie del
polimero base. Se estabilizaba esta interfaz haciendo precipitar rdpidamente o desinflando la superficie colocando el
polimero base en un baifio no disolvente. Esto tenfa como resultado el enredamiento del polimero penetrante dentro
de la matriz del polimero base en su superficie en una estructura que fue denominada una red de interpenetracion en
superficie fisica.

Este método se puede perfeccionar con la fotopolimerizacion del polimero penetrante sobre la superficie del poli-
mero base en el estado inflado. Esto tiene como resultado una estabilidad mucho mejor con respecto a la del método
anterior, asi como una mejora de las respuestas bioldgicas de estos materiales. El polimero penetrante se puede mo-
dificar quimicamente para convertirse en un macrémero de prepolimero, es decir, capaz de poderse polimerizar por si
mismo. Esta polimerizacion se puede iniciar térmicamente o por exposicion a rayos gamma, infrarrojo, ultravioleta,
visibles, o por radiacién de haz de electrones, o en condiciones de plasma. En el caso de radiacién de rayos gamma
no especifica relativamente o reaccién por radiacién de haz de electrones, puede no ser necesaria la incorporacién
quimica de sitios particularmente reactivos.

Polietilen glicol (PEG) es un polimero penetrante particularmente util para aplicaciones biomédicas en las que
se desea una falta de adhesion de célula. El trabajo mencionado habfa demostrado un rendimiento 6ptimo a un peso
molecular de 18.500 D sin reticulacién quimica. Se pueden formar prepolimeros de PEG facilmente por acrilacién
de los grupos hidroxilo en sus términos o en otro lugar de la cadena. Dichos prepolimeros se pueden polimerizar
facilmente. La polimerizacién fotoiniciada de estos prepolimeros es particularmente conveniente y rdpida. Existen
diversas reacciones iniciadas por luz ultravioleta e iniciadas por luz visible que se inician por absorcién de luz a
través de colorantes fotoquimicamente reactivos especificos. Este mismo método se puede utilizar con otros polimeros
hidrosolubles, tales como poli(N-vinil pirrolidinona), poli(N-isopropil acrilamida), poli(etil oxazolina) y muchos otros.

Método para la formacion de materiales poliméricos

Los objetos poliméricos se configuran segtin la forma deseada a través de técnicas convencionales conocidas entre
los especialistas en este campo, configurdndose la solucién de macrémero que contiene preferiblemente catalizador
e iniciador, y polimerizdndose después. Por ejemplo, se pueden formar placas por colada en una superficie plana y
formas discoidales por colada en recipientes discoidales. Se pueden formar cilindros y tubos por extrusién. Se pueden
formar esferas a partir de un aceite en emulsidn, por co-extrusién con aceite, 0 por co-extrusion con aire, otro gas o
vapor. A continuacién, se expone el macrémero a condiciones como radiacién de luz, para iniciar la polimerizacion.
Dicha radiacién puede tener lugar después o, cuando se desee, simultdneamente a los procedimientos de moldeado.

Asimismo, se puede configurar el macrémero en relacién con la estructura de soporte interna o externa. Las es-
tructuras de soporte internas incluyen redes de deteccién selectiva de polimeros estables o degradables o metales no
toxicos. Las estructuras externas incluyen por ejemplo, colada del gel dentro de un cilindro para que la superficie
interna del cilindro esté forrada con el gel que contiene los materiales biolégicos.

Meétodo de recubrimiento superficial

Estos materiales se pueden aplicar para el tratamiento de superficies macrocapsulares, como por ejemplo las utili-
zadas para ultrafiltracion, hemodidlisis y inmunoaislamiento no microencapsulado de tejido animal. La microcépsula
en este caso serd normalmente microporosa con un calibre de peso molecular por debajo de 70.000 Da. Puede pre-
sentarse en forma de una fibra hueca, un médulo espiral, una ldmina plana u otra configuraciéon. La superficie de
dicha microcapsula se puede modificar utilizando un polimero, como por ejemplo PEG para producir una superficie
no adhesiva a célula, no trombdtica y no obturante. El recubrimiento sirve para mejorar la biocompatibilidad y para
proporcionar una inmunoproteccién adicional. Entre los materiales que se pueden modificar de esta forma se incluyen
polisulfonas, membranas celuldsicas, policarbonatos, poliamidas, poliimidas, polibencimidazoles, nilones, copolime-
ros de poli(acrilonitrilo-cloruro de vinilo), poliuretanos, poliestireno, copolimeros de poli(estireno-acrilonitrilo), poli
(cloruro de vinilo) y poli(tereftalato de etileno).

Se pueden emplear diversos métodos para formar recubrimientos biocompatibles, dependiendo de la naturaleza fi-
sica y quimica de la superficie. Se pueden recubrir las superficies hidréfilas aplicando una capa fina (por ejemplo entre
50 y 300 micrémetros de grosor) de una solucién polimerizable como por ejemplo diacrilato de PEG que contenga
cantidades apropiadas de colorante y amina. Las superficies hidréfobas se pueden hacer hidréfilas primero por trata-
miento de descarga de plasma gaseoso y a continuacion, se puede recubrir la superficie resultante de manera similar,
o se puede tratar simplemente con un agente tensioactivo antes o durante el tratamiento con la solucién de diacrilato
de PEG. Por ejemplo, se podria tratar primero una superficie de poliestireno hidr6foba por exposicién a un plasma
de O, o un plasma de N,. Esto tiene como resultado que la superficie queda mas hidréfila en virtud de la creacién de
especies superficiales que contienen oxigeno o que contienen nitrégeno, respectivamente. Se podrian tratar posterior-
mente estas especies por reaccion con una sustancia como cloruro de acriloilo, capaz de producir especies sensibles a
radicales libres unidos a la superficie. Alternativamente, se podria tratar primero una superficie de poliestireno hidré-
foba con un agente tensioactivo, como por ejemplo un copolimero de bloque de poli(éxido de etileno)-poli(6xido de
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propileno), que podria someterse después a acrilacién si se desea. Dichos tratamientos tendrian como resultado una
mejor adhesion entre las capas de recubrimiento hidréfilas y el material hidréfilo que se esté tratando.

Tratamiento de materiales e hidrogeles con textura

Se puede tratar la superficie de materiales que tienen cierto grado de textura superficial, como por ejemplo dacron
tejido, dacron velour, y membranas de poli(tetrafluoro-etileno) expandido (ePTFE) con el hidrogel. Las superficies
con textura y macroporosas permiten una mejor adhesion del gel de PEG a la superficie del material, permitiendo el
recubrimiento de materiales relativamente hidréfilos como PTFE y poli(tereftalato de etileno) (PET).

Los materiales implantables como por ejemplo electrodos enziméticos y sensibles a iones, que tienen un hidrogel
(como por ejemplo politHEMA), poli(alcohol vinilico) reticulado y poli(vinil pirrolidona)) en su superficie se recubren
con el gel PEG mds biocompatible de una manera similar a la absorcién de colorante y la técnica de polimerizacién
utilizada para microesferas de alginato-PLL tal como se expone en los siguientes ejemplos.

Tratamiento de materiales densos

Se pueden aplicar recubrimientos de genes sobre las superficies de materiales densos (v.g., sin textura, no geles)
como polimeros, incluyendo PET, PTFE, policarbonatos, poliamidas, polisulfonas, poliuretanos, polietileno, polipro-
pileno, poliestireno, vidrio y cerdmica. Inicialmente, se tratan las superficies por descarga de plasma gaseoso o agente
tensioactivo para hacer hidréfila la superficie. Esto asegura una mejor adhesion del recubrimiento de gel con la superfi-
cie. Alternativamente, se pueden emplear agentes de acoplamiento para mejorar la adhesion, tal como podran deducir
facilmente los especialistas en este campo de sintesis de polimeros y modificacion superficial.

Recubrimientos polimerizados interfacialmente delgados dentro de vasos sanguineos y sobre otros tejidos

La metodologia descrita anteriormente también se puede emplear para fotopolimerizar peliculas muy delgadas de
recubrimientos de polimero no degradables dentro de los vasos sanguineos para alterar la interaccion de las plaquetas
de la sangre con la pared de los vasos y administrar sustancias terapéuticas, tales como enzimas y otras proteinas,
polisacdridos como 4cido hialurénico, 4cidos nucleicos como antisentido y ribozimas, y otros fairmacos organicos e
inorganicos, aplicando los métodos antes descritos.

El efecto inmediato de la polimerizacién del polimero dentro de los vasos sanguineos es reducir la trombogenicidad
de una superficie de vasos sanguineos dafiada. Esto presenta una clara utilidad para mejorar el resultado de angioplastia
con balén reduciendo la trombogenicidad del vaso y reduciendo la incidencia de lesiones creadas por la dilatacién de
baldn. Otro efecto de esta modificacion puede ser reducir la hiperplasia de células del musculo liso. Se espera esto por
dos razones. En primer lugar, las plaquetas contienen un factor de crecimiento potente, factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF), si bien estd relacionado con la hiperplasia posterior a la angioplastia. La interrupcién de la
administracién de PDGF por si misma implica una intervencion farmacoldgica, ya que un “farmaco” que habria de ser
distribuido por las plaquetas no puede distribuirse. La trombosis tiene como resultado la generacién de trombina que es
un mitégeno de células del musculo liso conocido. La interrupcion de la generacion de trombina y la administracion a
la pared vascular también implica una intervencién farmacoldgica. Por otra parte, existen otros factores del crecimiento
solubles en el plasma que, segtin se sabe son mitogenos de células del musculo liso. La capa de gel presenta una barrera
selectiva de permeabilidad en la superficie del tejido y por tanto se espera que la capa de gel reduzca la hiperplasia
tras la angioplastia. Por otra parte, el gel puede reducir el vasoespasmo protegiendo el vaso de la exposicion de
vasoconstrictores tales como trombina y puede reducir la incidencia de cierre agudo.

La restriccion de la polimerizacién en una interfaz constituye una ventaja muy importante. Las lesiones patol6-
gicas dentro de un vaso sanguineo son muy irregulares en su forma. Por lo tanto, es muy dificil utilizar un objeto
preconfigurado, como un baldn, para obtener una forma que contenga el material de polimerizacién adyacente al vaso
sanguineo.

Hay otros érganos en los que se necesita controlar la interaccion con el tejido o crear barreras similares a través
de polimerizaciéon de bloque interfacial. Esta metodologia se puede aplicar igualmente a otros 6rganos, asi como
a la encapsulacién de tipos de células o materiales biolégicamente activos especificos tales como enzimas para el
tratamiento de diversos defectos y enfermedades metabdlicas, tal como se describe a continuacién, por ejemplo.

(i) Encapsulacion de células de liberacion de neurotransmisor

La pardlisis agitans, mds cominmente conocida como enfermedad de Parkinson, se caracteriza por una falta de
la dopamina de neurotransmisor dentro del cuerpo estriado del cerebro. Las células que secretan dopamina, como
por ejemplo las células del mesencéfalo ventral, de lineas celulares de neuroblastoide, o de la médula suprarrenal,
se pueden encapsular aplicando el método y los materiales aqui descritos. Asimismo se pueden encapsular células,
incluyendo células obtenidas por ingenieria genética, que secretan un precursor para un neurotransmisor, un agonista,
un derivado, o un suceddneo de un neurotransmisor en particular o andlogos.
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(ii) Encapsulacion de hemoglobina para eritrocitos sintéticos

Se puede encapsular hemoglobina en su forma libre en geles de PEG y retenerla mediante la seleccién de una lon-
gitud de cadena de PEG y una densidad de reticulacién que prevenga la difusién. La difusién de hemoglobina desde
los geles se puede evitar ademds mediante el uso de polihemoblogina que es una forma reticulada de hemoglobina. La
molécula de polihemoglobina es demasiado grande como para difundirse desde el gel de PEG. Se puede emplear una
encapsulacion adecuada tanto de hemoglobina nativa como reticulada para fabricar eritrocitos sintéticos. El atrapa-
miento de la hemoglobina en esferas pequefias de menos de 5 micrémetros de didmetro de estos materiales altamente
biocompatibles deberia conducir a tiempos de circulacién mejorados en relaciéon con la hemoglobina reticulada o
hemoglobina encapsulada con liposoma.

(iii) Atrapamiento de enzimas para la correccion de enfermedades metabolicas y quimioterapia

Existen muchas enfermedades y defectos que se derivan de una deficiencia de enzimas. Por ejemplo, la deficiencia
congénita de la enzima catalasa causa acatalasemia. La inmobilizacién de catalasa en redes de gel de PEG podria
proporcionar un método de sustitucion de enzima para tratar esta enfermedad. El atrapamiento de glucosidasa puede ser
similarmente ttil para el tratamiento de la enfermedad de Gaucher. Los geles de PEG microesféricos que atrapan ureasa
se pueden utilizar en sangre extracorpérea para convertir la urea en amoniaco. Algunas enzimas como asparaginasa
pueden degradar aminodcidos que necesitan células tumorales. La inmunogenicidad de estas enzimas evita el uso
directo de quimioterapia. El atrapamiento de dichas enzimas en geles de PEG inmunoprotectores, sin embargo, puede
servir como apoyo de una quimioterapia con éxito. Se puede disefiar una formulacién adecuada para liberar lentamente
o no liberar la enzima.

(iv) Microencapsulacion celular para la evaluacion de farmacos anti virus de inmunodeficiencia anti-humana in
Vivo

Se pueden encapsular células T-linfoblastoides humanas infectadas con VIH o no infectadas en geles de PEG co-
mo en el caso de las células antes mencionadas. Dichas microcdpsulas se pueden implantar en un animal no humano
y tratarse después con farmacos de ensayo. Tras el tratamiento, se pueden recoger las microcapsulas y realizar una
deteccion selectiva de las células encapsuladas para determinar la viabilidad y la normalidad funcional. La supervi-
vencia de células T infectadas indica una accién con éxito del farmaco. La falta de biocompatibilidad es un problema
documentado en este método para evaluar farmacos, pero los geles altamente biocompatibles aqui descritos deberian
resolver este problema.

(v) Polimerizacion de recubrimientos estructurales dentro de vasos sanguineos y otros liimenes de tejido

Al igual que se pueden polimerizar dentro de los vasos sanguineos recubrimientos intravasculares muy finos,
también se pueden polimerizar dentro de los vasos capas mds gruesas de geles estructurales, que se pueden utilizar
para reducir el cierre abrupto, para retener disecciones de la pared vascular, para resistir el vasoespasmo y para reducir
hiperplasia de célula del musculo liso. Estos geles se pueden producir por polimerizacién de bloque o interfacial vy,
cuanto mas grueso y con una mayor densidad de reticulacion sea el material, mds fuerte serd la estructura dentro
de la pared vascular. Este procedimiento podria llevarse a cabo en muchos érganos o dentro de muchos 6rganos del
organismo.

Los ejemplos que se exponen a continuacion sirven para describir los modos de realizacion preferibles asi como
las utilidades de la presente invencion, no pretendiéndose limitar con ellos la invencién a no ser que se especifique
de otra forma en las reivindicaciones adjuntas. En conjunto, los ejemplos ilustran demostraciones representativas del
mejor modo de implantacién de la invencién, tal como se entiende actualmente.

Ejemplo 1
Sintesis de diacrilato de PEG 6K

Se adquirieron en el comercio acrilatos de PEG de pesos moleculares 400 Da y 1000 Da comercializados por
Sartormer y Dajac Inc., respectivamente. Se disolvieron 20 g de diol de PEG 6K en 200 ml de diclorometano en un
matraz de fondo redondo de 250 ml. Se enfrié el matraz a 0°C y se afadieron 1,44 ml de trietilamina y 1,3 ml de
cloruro de acriloilo con agitacién constante bajo una atmésfera de nitrégeno seca. A continuacién, se llev la mezcla
de reaccion a temperatura ambiente y se agitd durante 12 horas bajo una atmésfera de nitrégeno. A continuacion,
se filtr6 y se hizo precipitar el filtrado por adicién de un gran exceso de hexano. Se purificé el mondémero en bruto
disolviéndolo en diclorometano y haciéndolo precipitar en hexano. Rendimiento 60%.

Ejemplo 2
Sintesis de tetraacrilato de PEG 18,5 K

Se adquirieron 30 g de un PEG hidrosoluble de tetrahidroxi (peso en moles 18.500) (PEG 18,5 k) de Polysciences,
Inc.
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Se secé el PEG disolviéndolo en benceno y eliminado por destilacién el azeotropo agua-benceno. Se disolvieron
59 g de PEG 18,5 k en 300 ml de benceno en un matraz de 500 ml. Se afadieron a esto 3,6 ml de trietilamina y 2,2 ml
de cloruro de acriloilo bajo una atmésfera de nitrégeno y se sometié a reflujo la mezcla de reaccién durante 2 horas.
A continuacion, se enfrié y se agité durante toda la noche. Se separé el hidrocloruro de trietilamina por filtracién y se
volvié a recuperar el copolimero del filtrado por precipitacién en un gran exceso de hexano. Se volvié a purificar el
polimero disolviéndolo en cloruro de metileno y se lo hizo precipitar de nuevo en hexano. Se sec6 el polimero a 50°C
al vacio durante 1 dfa. Rendimiento 68%.

Ejemplo 3
Recubrimiento de microesferas de alginato -PLL con contenido en islotes por absorcion de colorante superficial

Se utilizé el método de polimerizacion interfacial de microcdpsula para formar una membrana alrededor de mi-
crocapsulas de alginato -PLL que contenian islotes. Se suspendieron microesferas coacervadas de alginato-PLL, que
contenfan uno o dos islotes pancredticos humanos, en una solucién de CaCl, al 1,1% y se aspiraron para liberar el
exceso de solucidén y obtener un denso tapén de microesferas. Se prepar6 una solucién de eosina de etilo (0,04% p/v)
en una solucién de CaCl, al 1,1%. Se esterilizé con filtro esta solucién pasandola a través de un filtro de 0,45 um. Se
suspendi6 el tapén de microesferas en 10 ml de la solucién de eosina durante 2 minutos para permitir la absorcién del
colorante. A continuacidn, se lavaron las microesferas cuatro veces con CaCl, al 1,1% nueva para eliminar el exceso
de colorante. Se afiadieron 2 ml de una solucién (23% p/v) de tetraacrilato de PEG 18,5K que contenia 100 ul de una
solucién al 3,5% p/v de trietanolamina en solucién salina tamponada con 4cido etanosulfénico de hidroxietilpipera-
zina (HEPES) a 0,5 ml de estas microesferas. Se expusieron las microesferas a luz de ldser i6nica de argon durante
30 minutos con agitacion periddica. Se explor6 por escaner uniformemente la suspensioén de microesferas con la luz
durante este periodo. A continuacién, se lavaron las microesferas con solucién cdlcica y se repitié el proceso con el
fin de estabilizar mds el recubrimiento.

En la figura 2B se muestran microesferas de alginato/PLL que contienen isolotes recubiertos a través de esta
técnica.

Se llevé a cabo un ensayo de estimulacion de glucosa estdtica (SGS) en islotes encapsulados en las microesferas
recubiertas con el gel de PEG. Los datos para la secrecion de insulina como respuesta a esta estimulacién se exponen
en la tabla 1. Se observa que los islotes son viables por manchado con ditiazona.

Los datos del ensayo SGS confirman la vitalidad y funcionalidad de los islotes.

TABLA 1

Funcion SGS de células de islote encapsuladas

Concentracién de glucosa (% mg)
inicial posterior
60 300 60

insulinal/isiote/hora (LU/mi)*

Método de recubrimiento
por difusion 1,0 10,4+3,56 2,5410,76

Método de recubrimiento
aceite mineral 1,0 10,23+3,28 1,02+0,78

Control sin islotes 1,0 3,741 .4 1,9+0,17

* Los valores son la media + desviacion tipica, todos estdn normalizados en comparacién con los 60 mg %
iniciales, después de la exposicion a 300 mg % de glucosa, se vuelve a someter los islotes a la dosis inicial.

Los macrémeros de diacrilato de PEG se pueden polimerizar de forma idéntica al macrémero de tetraacri-
lato de PEG descrito en este ejemplo.
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Ejemplo 4
Meétodo de recubrimiento por polimerizacion en suspension de microesferas de alginato-PLL que contienen islotes

Este método aprovecha la naturaleza hidréfila de monémeros PEG. Se mezclaron 2 ml de microesferas de al-
ginato/PLL, que contenian uno o dos islotes pancredticos humanos, con solucién de macrémero de tetraacrilato de
PEG (peso molar PEG 18,5 kD, soluciéon 23% en solucién salina) en un tubo de centrifuga transparente de 50 ml.
Se mezclaron trietanolamina (0,1 M) y eosina de etilo 0,5 M con solucién de macrémero. Se decant6 la solucion de
macrémero que sobraba, se afiadieron 20 ml de aceite mineral al tubo y se agit6 con torbellino la mezcla de reaccién
a fondo durante 5 minutos. El aceite de silicona se comportara igual de bien en esta sintesis pero es posible que sus
caracteristicas adyuvantes sean mas deficientes si existe algin remanente. Se puede utilizar cualquier liquido no mis-
cible en agua como fase “oleosa”. Las concentraciones de trietanolamina aceptable oscilan entre aproximadamente 1
mM y aproximadamente 100 mM. Las concentraciones de eosina de etilo aceptables oscilan entre aproximadamente
0,01 mM y méas de 10 mM.

Las perlas eran de un tono ligeramente rojo debido al delgado recubrimiento de solucién de macrémero/colorante
y fueron irradiadas durante 20-50 segundos con laser iénico de argon (potencia 50-500 mW). El blanqueado del
color de eosina de etilo (rojo) indica que se ha completado la reaccién. A continuacidn, se separaron las perlas del
aceite mineral y se lavaron varias veces con solucién salina. Se llevd a cabo todo el procedimiento en condiciones
estériles.

En la figura 3 se muestra una representacién esquematica del proceso de recubrimiento de macroesfera en aceite.
Las cédpsulas de alginato/polilisina son solubles en citrato sédico a un pH 12. Cuando las microesferas recubiertas
entran en contacto con citrato sddico a un pH 12, se disuelve el coacervato de alginato/polilisina interior y se puede
seguir observando una membrana polimérica de PEG (los geles de PEG reticulados son sustancialmente insolubles
en todos los disolventes incluyendo agua y citrato sédico a un pH 12). Las microesferas de control sin recubrir se
disuelven completamente y rapidamente en la misma solucién.

Se llevé acabo la estimulacion de glucosa estatica en los islotes como en el ejemplo 3. En la tabla 1 se muestran
también estos datos. Los islotes son viables y funcionales.

Ejemplo 5
Encapsulacion de islotes de Langerhans

En este ejemplo se utiliza la polimerizacién interfacial directa. Se encapsularon islotes de Langerhans aislados
de un pancreas humano en geles de macrémero de tetraacilato de PEG. Se formé un aglomerado de 500 islotes
suspendidos en medio RPMI 1640 que contenia 10% de suero bovino fetal por centrifugado a 100 g durante 3 minutos.
Se volvié a suspender el aglomerado en 1 ml de solucién al 23% p/v de macrémero de tetraacrilato de PEG 18,5 K en
solucién salina tamponada con HEPES. Se afiadieron 5 ul de una solucién de eosina de etilo en vinil pirrolidona (a una
concentracion de 0,5%) junto con 100 ul de una solucién 5 M de trietanolamina en solucién salina. A continuacion, se
afiadieron 20 ml de aceite mineral al tubo que fue agitado vigorosamente para formar una dispersién de gotas de 200-
500 um de tamafio. A continuacidn, se expuso esta dispersion a ldser iénico de argon con una potencia de 250 mW,
que emitfa a 514 nm, durante 30 segundos. A continuacién se separé el aceite mineral dejando que se sedimentaran
las microesferas y se lavaron las microesferas resultantes dos veces con solucién salina tamponada con fosfato (PBS),
una vez con hexano y tres veces con medio.

En la figura 4 se muestran islotes de Langerhans encapsulados en un gel de PEG-tetraacrilato. Se verificé la
viabilidad de los islotes a través de un método de manchado con yoduro de propidio y naranja de acridina, asi como
por manchado con ditiazona. Para someter a ensayo la normalidad funcional, se llev6 a cabo un ensayo SGS con estos
islotes. Se compard la respuesta de los islotes encapsulados con la de islotes sueltos mantenidos en cultivo durante el
mismo periodo de tiempo. Se mantuvieron todos los islotes en el cultivo durante una semana antes de llevar a cabo
el SGS. En la tabla 2 se resumen todos los resultados. Se puede observar que los islotes encapsulados segregaron
significativamente (p<0,05) cantidades més altas de insulina que los islotes sueltos. El proceso de encapsulacién con
gel de tetraacrilato de PEG no deterior6 la funcién de los islotes y, de hecho, ayudé a que mantuvieran su funcién en
cultivo mejor que cuando no estaban encapsuladas.
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TABLA 2

Secrecion de insulina desde células de islote

Secrecion de insulina de islote

Concentracién de glucosa (% mg)

60 300 60
Insulina/islote/hora (pU/mi)*
Islotes libres 1,0 3,741,440 1,9 £0,17
Islotes encapsulados 1,0 20,81+9,36 2,0£0,76
*Los valores son la media + desviacion tipica, normalizados a un nivel de referencia inicial a un 60 mg%
de glucosa.
Ejemplo 6

Microencapsulacion de células animales

Se sintetizaron diacrilatos de PEG de diferentes pesos moleculares por reaccién de cloruro de acriloflo con PEG
como en el ejemplo 1. Se mezcl6 una solucién de 20 a 30% de macrémero con una suspension celular y el sistema de
iniciacion de eosina de etilo y trietanolamina antes de exponerlo a luz de laser a través de un aparato de flujo de aire
de coextrusion, mostrado en la figura 5. Se prepararon microesferas a través de un proceso de atomizacién de aire en
el que se atomiz6 una corriente de macrémero a través de una corriente anular de aire. La velocidad del flujo de aire
fue 1.600 cc/minuto y la velocidad de flujo de macrémero fue 0,5 ml/min. Se dejé que cayeran las gotas en una placa
petri que contenia aceite mineral y se expusieron a luz de 1aser durante aproximadamente 0,15 segundos cada una para
polimerizar las microesferas para hacerlas insolubles en agua. Se separaron las microesferas del aceite y se lavaron
a fondo con tampén PBS para eliminar el macrémero sin reaccionar y el iniciador residual. El tamafio y la forma de
las microesferas dependi6 de la velocidad de extrusion (0,05 a 0,1 ml/min) y el didmetro de capilaridad de extrusién
(calibre 18 a 25). Los tiempos de polimerizacién dependieron de la concentracién de iniciador (concentracién de
eosina de etilo (5 uM a 0,5 mM), concentracién de vinil pirrolidona (0,0% a 0,1%), concentracién de trietanolamina
(5 a 100 mM), potencia de laser (10 mM a 1 W) y concentracién de macrémero (mayor que 10% p/v).

Se utiliz6é un macrémero de diacrilato de PEG de peso molecular 400 Da como una solucién al 30% en PBS, que
contenia 0,1 M de trietanolamina como cocatalizador y 0,5 nM de eosina de etilo como fotoiniciador. En la figura 6
se muestran esferas preparadas utilizando este método. Se llevaron a cabo las polimerizaciones a un pH fisiolégico en
presencia de aire. Esto es significativo ya que las polimerizaciones de radiales pueden verse afectadas por la presencia
de oxigeno, y la polimerizacion de acrilato sigue siendo lo suficientemente rdpida para proseguir con eficacia.

El proceso también funciona a temperaturas mds bajas. Para la encapsulacién celular, se utiliz6 una solucién al
23% de diacrilato de PEG aplicando las mismas condiciones de iniciacién y de polimerizacién que las utilizadas en la
técnica de atomizacion de aire. Se comprobd la viabilidad celular después de la encapsulacion a través del ensayo de
exclusién con azul de tripano. Se observo que eran viables después de la encapsulacién (mds de un 95%) fibroblastos
de prepucio humano (HFF), células de ovario de hamster chino (CHO-K.) y linea de insuloma de células beta (RiN5F).
Se puede utilizar una amplia gama de concentraciones de diacrilato de PEG superiores a 10% con igual de eficacia, al
igual que macrémeros de tetraacrilato de PEG.

Ejemplo 7

Recubrimiento de microesferas de alginat-PLL que contienen células animales y células individuales por adsorcion
de colorante superficial

Se suspendieron microesferas coacervadas de alginato-PLL que contenia células animales en una solucién de
CaCl, al 1,1% y se aspiraron para eliminar el exceso de solucién para obtener un tapén denso de microesferas. Se
suspendi6 el tapon de microesferas en 10 ml de solucién de eosina durante 2 minutos para permitir la absorcién de
colorante. Se afiadieron 2 ml de solucién (23% p/v) de tetraacrilato de PEG 18,5 que contenia 100 ul de una solucién
al 3,5 p/v de trietanolamina en solucién salina tamponada con HEPES a 0,5 ml de estas microesferas. Se expusieron
las microesferas a un ldser idnico de argon durante 30 segundos con agitacién periddica. Se exploré con escéner la
suspensién de microesferas con el laser durante este periodo. A continuacidn, se lavaron las microesferas con solucién
célcica y se repiti6 el proceso una vez mds con el fin de obtener un recubrimiento estable.

Para verificar la supervivencia de las células tras el proceso de recubrimiento, se expusieron las células en suspen-
sién sin microcapsula de alginato/PLL a condiciones poliméricas similares. Se centrifugd 1 ml de células de leucemia
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linfobléstica (RAJT) (5 x 10° células) a 300 g durante 3 minutos. Se afiadié 1 ml de solucién de eosina de etilo es-
terilizada con filtro al 0,04% tamponada con solucién salina de tampén fosfato (PBS) y se volvié a suspender el
aglomerado. Se expusieron las células al colorante durante 1 minuto y se lavaron dos veces con PBS y después se vol-
vieron a aglomerar. Se afladieron 10 ul de solucién de trietanolamina (01 M) al aglomerado y se agit6 con torbellino el
tubo para resuspender las células. A continuacién, se mezclaron 0,5 ml de macrémero de tetraacrilato de PEG 18,5 K
en esta suspension y se expuso la mezcla resultante a ldser idnico de argon (514 nm, S0 mW) durante 45 segundos. A
continuacidn, se lavaron las células dos veces con 10 ml de solucién salina y una vez con medio (RPMI 1640 con FCS
al 10% y antibidtico al 1%, antimicético). Se observé una capa delgada de gel de tetraacrilato de PEG que se formaba
alrededor de cada célula individual.

No se observé ninguna diferencia significativa en la viabilidad entre la poblacién de control (93% viable) y las
células tratadas (95% viable) por exclusién con azul de tripano. Se llevé a cabo un ensayo para determinar la viabilidad
y funcién celular adaptando el ensayo MTT-Formazan para las células RAJI. Este ensayo indica mds de un 90% de
supervivencia. Se llevaron a cabo ensayos similares con otras dos lineas celulares de modelo. Las células de ovario de
hamster chino (CHO-K1) no muestran una diferencia significativa (p<0,05) en la funcién metabdlica segtin se evalda
a través del ensayo MTT-Formazan. Los fibroblastos de ratén 3T3 tampoco presentaron una reduccién significativa
(p>0,50) de la actividad metabdlica.

Ejemplo 8

Método de recubrimiento por polimerizacion en suspension de microesferas de alginato-PLL con contenido en células
animales

Utilizando el mismo método que el descrito en el ejemplo 7, se recubrieron células RAJI encapsuladas en micro-
esferas de alginato-PLL con una membrana polimérica de tetraacrilato de PEG 18,5K. Se comprobé la viabilidad de
estas células por exclusion con azul de tripano y se encontrd que era viable mas de un 95%.

Ejemplo 9
Recubrimiento de islotes de Langerhans individuales por absorcion de colorante superficial

Aplicando el mismo método que el descrito en el ejemplo 7, se adsorbi6 eosina de etilo en la superficie de islotes,
se aplicé una solucién del macrémero PEG con trietanolamina a las células recubiertas con colorante y se expusieron
las células a la luz de l4ser i6nico de argon para formar una membrana polimérica PEG gruesa sobre la superficie de
los islotes. Se demostrd la viabilidad de los islotes por falta de manchado con yoduro de propidio.

Ejemplo 10
Biocompatibilidad de PEG sobre microesferas

Se llevé a cabo la evaluacién in vivo del grado de respuesta inflamatoria a las microesferas preparadas en los
ejemplos 7 y 8 por implantacién en la cavidad peritoneal de ratones. Se suspendieron aproximadamente 0,5 ml de
microesferas en 5 ml solucién salina tamponada con HEPES estéril. Se inyectaron 2,5 ml de esta suspension en la
cavidad peritoneal de ratones blancos suizos macho ICR. Se recuperaron las microesferas al cabo de 4 dias por lavado
de la cavidad peritoneal con 5 ml de 10U heparina/ml PBS. Se inspeccioné visualmente el grado de crecimiento
celular en las microesferas con un microscopio de contraste de fase. Se hizo el recuento del nimero de células no
unidas presentes en el fluido de lavado recuperado utilizando un contador de Coulter.

En la figura 7A se muestra una fotografia de microesferas de alginato-poli(L-lisina) recuperadas al cabo de 4
dias, mientras que en la figura 7B se muestran esferas similares que han sido recubiertas con gel PEG a través del
proceso de difusion de colorante antes de la implantacién. Tal como se esperaba, las cipsulas de alginato-polilisina
de doble capa que no contenian una capa exterior de alginato quedaron completamente cubiertas con células debido
a la naturaleza altamente adhesiva de las células de la superficie de PLL, mientras que las microesferas recubiertas
con PEG quedaron précticamente libres de células adherentes. Se esperaba un recubrimiento practicamente completo
de alginato-poli(L-lisina) ya que la polilisina tiene grupos amino en la superficie y las aminas con carga positiva
superficiales pueden interactuar con los proteoglucanos de la superficie de la célula y soportar el crecimiento celular
(Reuveny, y cols., (1983) Biotechnol. Bioeng., 25:469-480). Las fotografias de la figura 7B indican sélidamente que la
superficie adhesiva celular y altamente cargada de PLL se cubre con una capa estable de gel de PEG. No pareci6 que
se viera comprometida la integridad del gel.

Se evalud a tendencia no adhesiva a célula de estas microesferas como el porcentaje del drea de microesfera total
que aparece cubierta con supercrecimiento celular. Estos resultados se resumen en la tabla 3.
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TABLA 3

Recubrimiento de esfera con supercrecimiento celular tras la implantacion intraperitoneal durante 4 dias

Composicién de gel PEG % recubrimiento células
18,5K <1

18,5k 90% : 0,4k 10% <1

18,5k 50%: 0,4k 50% <1

35k 90%: 0,4k 10% 5,7

35k 50%: 0,4k 50% <1
Alginato-poli(L-lisina) 60-80

Un aumento del recuento de células se debe a la activacién de macréfagos residentes que segregan factores quimi-
cos tales como interleucinas e inducen a macr6fagos no residentes a emigrar hacia el lugar del implante. Los factores
también atraen a fibroblastos responsables de la sintesis de coldgeno. La variacion de recuentos celulares segtin la com-
posicion quimica del recubrimiento se muestra en la figura 8 (A-F). Se puede observar en la figura que todas las esferas
recubiertas con PEG tienen recuentos celulares sustancialmente reducidos. Esto se corresponde con el recubrimiento
de PEG que generalmente no causa irritacion de la cavidad peritoneal.

No obstante, la composicion de PEG es diferente en cuanto a la biocompatibilidad y el aumento de los pesos
moleculares estd asociada a una reduccién del recuento de células. Esto podria deberse a que los geles hechos de
oligémeros de peso molecular mds alto tienen un mayor potencial de repulsion estérica debido a las longitudes de
cadena més largas.

Ejemplo 11
Permeabilidad de geles de PEG

Se disolvieron 20 mg de albimina de suero bovino, IgG humano, o fibrinégeno humano en 2 ml de solucién al
23% plv de tetraacrilato de PEG 18,5 k oligomérico en PBS. Se polimerizé por l4ser esta solucion para producir un gel
2 cm x 2 cm x 0,5 cm de tamafio. Se llevé un seguimiento de la difusidn de albimina de suero bovino, IgG humano
y fibrinégeno humano (peso molar 66 kDa, 150 kDa y 350 kDa, respectivamente) a través de una cara de 2 cm x 2
cm de estos geles utilizando un reactivo de ensayo de proteina total (Biorad). En la figura 9 se muestra un perfil de
liberacion tipico para un gel de PEG 18,5 k. Este gel permiti6 un lento transporte de albimina pero no permitié que se
difundieran el IgG y el fibrindgeno. Esto indica que estos geles se pueden utilizar como barreras inmunoprotectoras.
Esto es un requisito vital para un material de microencapsulacion de tejido animal con éxito.

Se observé que el perfil de liberacién iba en funcién de la densidad de reticulacién y el peso molecular del segmento
de polietilen glicol del mondémero. En la figura 10 se muestra la liberaciéon de albimina de suero bovino (BSA)
a través de geles preparados a partir de soluciones al 23% de diacrilatos y tetraacrilatos de PEO de 0,4k y 18,5k,
respectivamente. Es evidente que el gel de 18,5K era libremente permeable a la albimina, mientras que el gel de 0,4K
restringié la difusién de albimina. La liberacién de sustancias desde estos geles depende de la densidad de reticulacién
de la red y depende también de la motilidad de los segmentos de PEG en la red. Este efecto también dependi6 de la
funcionalidad del macrémero. Por ejemplo, la permeabilidad de un gel de tetraacrilato de PEG de 18,5K fue inferior a
la un gel de diacrilato de PEG 20 K similar.

Ejemplo 12
Tratamiento de caucho de silicona para formar capa de gel de PEG para mejorar la biocompatibilidad

Se sumergieron piezas de 2 x 2 cm de caucho de silicona de tipo médico durante 1 hora en benceno que contenia
23% de diacrilato de PEG 0,4K y acetofenona de 2,2-dimetoxi-2-fenilo al 0,5%. Se irradi6 el caucho inflado durante
15 minutos con una ldmpara UV de onda larga (365 nm). Tras la radiacién, se lav6 la muestra en benceno y se secd.
Se midieron los d4ngulos de contacto con el aire del caucho de silicona bajo agua antes y después del tratamiento. El
angulo de contacto menor de 50° tras el tratamiento, con respecto al dngulo de contacto inicial de 63° para el caucho
de silicona sin tratar, refleja un aumento de la hidrofilicidad debido a la presencia del gel PEG sobre la superficie de
caucho.

Esta técnica demuestra que se puede utilizar la polimerizacién de macrémero para modificar una superficie de
polimero con el fin de mejorar la biocompatibilidad. Por ejemplo, se puede tratar un catéter de poliuretano a través
de este método para obtener un dispositivo implantable recubierto con PEG. El PEG qued6 firmemente anclado a la
superficie del catéter de poliuretano porque se dejé que penetrara el macrémero en la superficie del catéter (a una
profundidad de 1-2 micrémetros) durante el periodo de inmersién antes de la fotopolimerizacién. Tras la radiacion, se
produjo una red interpenetrante de PEG y poliuretano. A continuacién, se entremezcl6 inextricablemente el PEG de
esta forma con el poliuretano.
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Ejemplo 13
Velocidad de polimerizacion

Se determinaron las cinéticas de una reaccion tipica para demostrar la rapidez de gelificacién en polimerizaciones
iniciadas por ldser de mondmeros acrilicos multifuncionales. Se irradi6 triacrilato de trimetilolpropilo, que contenia 5
x 10™* M de eosina de etilo como fotoniciador en 10 gmoles de N-vinil pirrolidona por ml de mezcla de macrémero y
0,1 M de trietanolamino como catalizador con un ldser i6nico de argon de 500 mW (514 nm longitud de onda, potencia
3,05 x 10° W/m?, didmetro de haz 1 mm, didmetro de gel medio producido 1 mm). En la figura 11A se muestra un
grafico de la longitud de la espiga del gel formado por penetracioén del haz de laser en el gel en relacién con el tiempo
de radiacion de laser. En la figura 11B se pueden observar las espigas formadas como resultado de la penetracion de
luz de laser en el macrémero.

Se colocaron 100 u de una solucién al 23% p/p de diversos macrémeros en solucién salina tamponada con HEPES
que contenia 3 ul de solucién de iniciador (300 mg/ml de 2,2-dimetoxi-2-fenoxiacetofenona en N-vinil pirrolidona)
en un portaobjetos de vidrio y se irradi6 con una ldmpara (Black-Ray, modelo 3-100A con flujo) de UV de longitud de
onda de baja intensidad (LWUV). Se anotaron las veces necesarias para que se produjera la gelificacién, y se indican
en la tabla 4. Estas veces se encuentran tipicamente dentro del intervalo de 10 segundos.

TABLA 4

Tiempos de gelificacion de polimero irradiado

Tamafio de polimero Tiempo de gelificacion (segundos)

(media + desviacion tipica)

0,4K 6,9+0,5
1K 21,3+2,4
6K 14,2+0,5
10K 8,3+0,2
18,5K 6,9+0,1
20K 9,0+0,4

Son suficientes perfodos de tiempo de aproximadamente 10-100 ms para gelificar una gota de 300 um de didmetro,
un tamafio tipico de gel utilizado en la tecnologia de macroencapsulacion. Esta rdpida gelificacion, si se utiliza en
conjuncién con una seleccién apropiada de macrémeros, puede conducir al atrapamiento de células vivas en una red
polimérica unida covalentemente tridimensional. La luz de laser monocromadtica no serd absorbida por las células a
no ser que esté presente un cromoforo apropiado, y se considera como inofensiva si la longitud de onda es superior a
aproximadamente 400 nm. La exposicidn a luz ultravioleta de longitud de onda larga, superior a 360 nm, es inofensiva
a intensidades y duraciones practicas.

La velocidad de polimerizacién del macromero dependera de la concentracién de macrémero, la concentracién de
iniciador y la funcionalidad del macrémero, v.g. la difuncionalidad de un diacrilato de PEG o la tetrafuncionalidad de
un tetraacrilato de PEG, asf como el grado de acrilacion del material.

Ejemplo 14
Interacciones de gel de PEG

Se demostr6 la biocompatibilidad con células HFF (fibroblastos de prepucio humano) del siguiente modo. Se
sembraron células HFF sobre geles de tetraacrilato de PEG 18,5K a una densidad de 18.000 células/cm?® en medio de
Eagle modificado con Dulbecco que contenia 10% de suero de becerro fetal. A continuacion, se incubaron los geles a
37°C en un entorno de CO, al 5% durante 4 horas. Al final de este periodo, se lavaron los geles con PGS para eliminar
las células no adherentes y se observaron con un microscopio de contraste de fase con un aumento de 200 X.

En la figura 12A se muestra el crecimiento de estas células sobre un gel de PEG tipico en comparacién con una
superficie de vidrio (figura 12B). Se observé que el niimero de células unidas/cm? era 510 + 170 sobre las superficies
de gel en comparacién con 13.200 + 3.910 para una superficie de vidrio de control. Las células en estos geles tenian
un aspecto redondeado y no se presentaron en su morfologia extendida normal, lo que indica claramente que estos
geles no favorecen la unién celular.

Se demostr6 la biocompatibilidad sobre macroesferas del siguiente modo. En la figura 13 se muestra una fotografia
de microesferas explantadas de ratones como en el ejemplo 10; al cabo de 4 dias se observa un supercrecimiento fibroso
muy reducido. La resistencia de las cadenas PEG a la adsorcién de proteina y por lo tanto el crecimiento celular esta
bien documentado. En la tabla 5 se resume el grado de supercrecimiento celular en estas microesferas formadas de
varios geles de diacrilato de PEG tras su implantacion intraperitoneal durante cuatro dias.
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TABLA 5

Grado de supercrecimiento celular sobre geles

Geles de diacrilato de PEG Grado de supercrecimiento celular
(peso molar/Daltons)

400 5-10%
1.000 15-25%
5.000 3-5%
6.000 2-15%
10.000 10-20%
18.500 4-10%

Ejemplo 15
Caracterizacion y andlisis mecdnico de geles de PEG

Se afiadieron 10 ul de una solucién de iniciador que contenia 30 mg/ml de 2,2-dimetoxi-2-fenil actofenona en
vinil-2-pirrolidona por ml a soluciones al 23% p/v de diacrilatos de PEG (0,4K, 6K, 10K) y tetraacrilatos de PEG
(18,5K). Se colocé la solucién de macrémero que contenia iniciador en un molde de 4,0 x 1,0 x 0,5 cm y se expuso
a una ldmpara ultravioleta de longitud de onda larga (365 nm) durante aproximadamente 10 segundos para inducir
la gelificacién. Se dejo que se equilibraran las muestras en solucién salina tamponada con fosfato (pH 7,4) durante 1
semana antes de realizar el andlisis.

Se cort6 una serie de muestras de “hueso” (muestras cortadas de una placa en forma de hueso, con regiones anchas
en ambos extremos y una secciéon mads estrecha en la region alargada del centro) de una prueba de resistencia a la
traccion definitiva. El grosor de las muestras se definié como el grosor de la muestra de la que se cortaron. Dicho
grosor oscilé entre aproximadamente 0,5 mm y 1,75 mm. Las muestras tenian 20 mm de longitud y 2 mm de ancho
en la region estrecha del “cuello”. Se llevaron a cabo las pruebas de esfuerzo-deformacién en el control de longitud
a una velocidad de 4% por segundo. Después de cada prueba, se determind el drea de la seccion transversal. En la
tabla 6 se muestran los datos de la resistencia a la traccidn definitivos. Se puede observar que los macrémeros de peso
molecular mds bajo en general proporcionan geles mds fuertes que son menos extensibles que los obtenidos empleando
macrémeros de peso molecular mds alto. Se observa que el gel de tetraacrilato de PEG 18,5K es anémalo en esta serie,
como resultado de la ultifuncionalidad del macrémero y la densidad de reticulacién mds alta correspondiente del gel
resultante. Este tipo de resultado de refuerzo podria obtenerse de manera similar con macrémeros obtenidos que tienen
un nimero distinto a cuatro de grupos sensibles a radicales libres, como por ejemplo grupos acrilato.

TABLA 6

Ensayo de resistencia de gel

Peso molecular de precursor de acrilato de PEG

0,4K 6K 10K 18,5K
Esfuerzo 168+/-51 98+/-15 33+/-7 115+/-56
(kPa)*
%
Deformacion* |8+/-3 71+/-13 110+/-9 40+/-15
Pendiente 22+/-5 1,32+/-0,31 0,27+/-0,04 2,67+/-0,55

*Los valores son la media+/-desviacion tipica

Para las pruebas de fluencia, se cargaron ocho muestras de aproximadamente 0,2 x 0,4 x 2 cm sumergiéndolas en
solucidn salina. Se sometieron a prueba con una carga determinada previamente tnica constante durante una hora y
una carga de recuperacion pequefla durante diez minutos. Se utilizaron para este estudio geles obtenidos de diacrilatos
de PEG de 1K, 6K y 10K y tetraacrilatos de PEG de 18,5K de peso molecular. Se terminé el ensayo de 10K debido a
un error de limite (la muestra se estir6 mds alld del trayecto del marco de carga). Se sometié a prueba la muestra de
1K con una carga de 10 g y una carga de recuperacion de 0,2 g. Se someti6 a prueba la muestra de 6K a una carga de
13 g con una carga de recuperacién de 0,5 g. Se someti6 a ensayo la muestra de 18,5 K a una carga de 13 g con una
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carga de recuperacion de 0,2 g. La seleccién de las cargas para estas muestras produjo curvas de fluencia cldsicas con
regiones primarias y secundarias. En las figuras 14A-C, respectivamente, se muestran Las trazas para la fluencia para
las muestras de 1K, 6Ky 18,5K.

Ejemplo 16
Contenido en agua de geles de PEG

Se prepararon soluciones de varios macrémeros tal como se ha descrito anteriormente. Se utilizaron geles con
forma de discos utilizando un molde. Se utilizaron 400 ul de solucién para cada disco. Se radiaron las soluciones
durante 2 minutos para asegurar una gelificacion completa. Se separaron los geles con forma de disco y se secaron al
vacio a 60°C durante 2 dias. Se pesaron los discos (W1) y después se extrajeron repetidamente con cloroformo durante
1 dia. Se volvieron a secar los discos y se pesaron (W2). Se calculd la fraccion de gel como W2/W 1. En la tabla 7 se
exponen los datos.

Después de la extraccidn, se dejé que se equilibraran los discos con HBS durante 6 horas y se pesaron (W3) después
de haber eliminado el exceso de agua cuidadosamente con un escobillén. Se calculé el contenido en agua total como
(W3-W2) X 100/W3. En la tabla que se muestra a continuacidn, se resumen los datos sobre el contenido de agua del
gel.

TABLA 7

Datos sobre el contenido de agua del gel

Cédigo de polimero % total de agua % contenido gel
0.4 - 99,8+1,9
1K 79,8+2,1 94,5+2,0
6K 95,2+2,5 69,4+0,6
10K 91,4+1,6 96,9+1,5
18,5K 91,4+0,9 80,3+0,9
20K 94,4+0,6 85,0+0,4
Ejemplo 17

Estabilidad mecdnica de geles de PEG tras la implantacion

Se moldearon diacrilato de PEG (10K) y tetraacrilato de PEG (peso molar 18,5K) en formas de hueso tal como se
ha descrito en el ejemplo 15. Se verti6é un 23% p/p de diacrilato o tetraacrilato de PEG en solucién salina tamponada
con HEPES estéril (HBS) (0,9% de NaCl, 10 nM de HEPES, pH 7.4), con un contenido de 900 ppm de 2,2-dimetoxi-
2-fenoxiacetofenona como iniciador, en un molde de aluminio y se irradi6 con una lampara UVA (Black ray) durante 1
minuto. Se observé que los pesos iniciales de estas muestras después del secado en el horno de estos geles eran un peso
constante. Se extrajeron segtin el método Soxhlet con cloruro de metileno durante 36 horas para extraer por lixiviacién
el prepolimero sin reaccionar de la matriz de gel (lixivacién con sol), antes de realizar la prueba. Se continué el proceso
de extraccién hasta que los geles secados dieron un peso constante.

Se anestesiaron ratones blancos macho ICR suizos, de 6-8 semanas de vida (Sprague-Dawley) mediante una in-
yeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico. Se afeitd la regién abdominal del ratén y se preparé con betadine. Se
realizé una incisién central ventral de 10-15 mm de longitud. Se insert6 la muestra de polimero, totalmente hidratada
en PBS estéril (solucién salina tamponada con fosfato) o solucion salina tamponada con HEPES (para los estudios de
calcificacion) a través de la incision y se colocé sobre el mesenterio, alejado del lugar de la herida. Se cerré la pared
peritoneal con una sutura de puntos (4,0 seda, Ethicon). Se cerrd la piel con grapas para piel de acero inoxidable y
se aplicé un antibidtico (furacin) tépico sobre el sitio de la incisién. Se utilizaron tres animales para cada punto en el
tiempo. Se implantd una muestra de hueso por ratén y se explant6 al cabo de 1 semana, 3 semanas, 6 semanas y 8
semanas. Se lavaron los geles en HBS dos veces y después se trataron con 0,3 mg/ml de pronasa (Calbiochem) para
eliminar las células adherentes y el tejido. A continuacién, se secaron en el horno las muestras a un peso constante, se
extrajeron y se volvieron a hinchar tal como se ha mencionado anteriormente.

Se llevaron a cabo las pruebas de esfuerzo-deformacién tanto en los controles (no implantados) como en los
huesos explantados en un dispositivo de tipo Instron horizontal pequefio. El dispositivo es una plataforma de aluminio
que consiste en dos pinzas montadas planas sobre un tablero de madera entre dos guias de aluminio paralelas. La
pinza superior estd fija, mientras que la de abajo es mévil. Se recubren ambas superficies de friccién de la pinza
movil y la plataforma con Teflén con soporte de aluminio (Cole-Parmer) para reducir al minimo la resistencia a la
friccién. Se ajusta la pinza mdévil a un dispositivo capaz de aplicar una carga en aumento gradual. Se coloca todo el
conjunto preparado horizontalmente debajo de un microscopio de diseccién (Reichert) y se vigila la elongacién de
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la muestra utilizando una cdmara de video. Se toma la imagen de la cdmara mediante un procesador de imagenes
(Arhys-10, Hamamatsu) y se envia a un monitor. Después de la rotura, se corta una seccién transversal de la superficie
de rotura y se mide el drea. Se divide la carga en la rotura por esta seccidn transversal para averiguar la resistencia a la
traccién médxima. En la tabla 8 se enumeran las resistencias a la fractura de hidrogeles de tetraacrilato de PEG (18,5K)
explantados en varios intervalos de tiempo. No se evidencia ningtin cambio significativo en la resistencia a la traccién
con el tiempo. Asi pues, los geles parecen mecdnicamente estables a la biodegradacién in vivo dentro de un intervalo
de tiempo maximo de implante en ratones.

TABLA 8

Resistencia a la degradacion de implantes de polimero

TIEMPO IMPLANTADO |TENSION (KPa) RESISTENCIA
(mediaterror*) TRACCION MEDIA

(mediaterror®)

1 semana 52,8+16,7 0,3210,19

3 semanas 36,7£10,6 0,37+0,17

6 semanas 73,3134,9 0,4240,26

8 semanas 34 1% 0,30#

control 44 915 3 0,2210,22

*Error en funcion de un margen de confianza de 90%
*# Muestra simple

Ejemplo 18
Seguimiento de la calcificacion de geles de PEG

Se implantaron intraperitonealmente hidrogeles de tetraacrilato de PEG con forma de disco (peso molar 18,5k) en
ratones tal como se ha descrito anteriormente durante un periodo de 1 semana, 3 semanas, 6 semanas u 8 semanas. Se
enjuagaron los geles explantados en HBS dos veces y se trataron con Pronasa (Calbiochem) para eliminar las células
y los residuos celulares. A continuacidn, se equilibraron las muestras en HBS parapermitir la difusién de Ca** libre
desde la matriz de gel. A continuacién, se secaron en horno los geles (Blue-M) a un peso constante y se transfirieron a
crisoles de 6xido de aluminio (COORS, resistente a altas temperaturas). Se incineraron en una caldera a 700°C durante
al menos 16 horas. Se comprobd la incineracién total de los crisoles, y cuando se observé algin remanente o residuo
se incineré durante 12 horas més. A continuacién, se introdujeron en los crisoles 2 ml de HCl 0,5 M para disolver
la sal de Ca** y otros minerales de la muestra. Se filtr6 esta solucién y se analizé por espectroscopia de absorcién
atomica (AA) para determinar el contenido en calcio.

En la tabla 9 se exponen los datos de calcificacion en los implantes de gel de tetraacrilato de PEG (peso molar

18,5K). No se observé ningtin aumento significativo de la calcificacién durante un periodo de 8 semanas de implanta-
cidén en ratones.

TABLA 9

Datos de calcificacion en implantes de gel de tetraacrilato de PEG (peso molar 18,5K)

TIEMPO (dias) CALCIFICACION (mediaterror)
{mg calcio/g de peso gel seco)

7 2,33+0,20

21 0,88 £ 0,009

42 1,08 £ 0,30

56 1,17 £ 0,26

*Error en funcion de margenes de confianza de 90%
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Ejemplo 19
Uso de geles de PEG como adhesivo para volver a unir nervio cortado

Se utiliz6 una formulacién de tetraacrilato de PEG (10%, 18,5K), como adhesivo para estabilizar la aposicion sin
sutura de los extremos de nervios cidticos seccionados de rata. Durante los procesos quirdrgicos estériles las ratas
fueron sometidas a anestesia con pentobarbital. Se expuso el nervio cidtico a través de un acceso lateral desviando las
cabezas de los biceps femoralis a nivel de medio muslo. Se moviliz6 el nervio cidtico aproximadamente 1 cm y se
secciond con unas tijeras de iridectomia a una distancia de aproximadamente 3 mm de la bifurcacidn tibial-peroneal.
El espacio entre ambos extremos de los nervios cortados fue 2-3 mm. Se irrig6 la herida con solucién salina y se limpi6
con escobillén para eliminar el exceso de solucién salina. Se aplicé solucion de tetraacrilato de PEG sin polimerizar
estéril sobre la herida. Empleando unas pinzas finas para retener los adventicios o perineurio, se pusieron en aposicién
los extremos de los nervios, se aplicé la solucién de macrémero que contenia 2,2-dimetoxi-2-fenoxiacetofenona como
fotoiniciador en los extremos de los nervios y se expuso la herida a luz UV de longitud de onda larga (365 nm) durante
aproximadamente 10 segundos para polimerizar el adhesivo. Se empujaron suavemente las pinzas. Se dedicé cuidado
a evitar que la solucién de macrémero fluyera entre los dos mufiones del nervio. Alternativamente, se protegio la
unién del mufién del nervio de iluminacién, v.g., con una hoja de metal, para evitar la gelificacién de la solucién de
macrémero entre los mufiones; a continuacién se eliminé por lavado simplemente el resto de la solucién de macrémero.

En un método alternativo, se pueden mantener juntos ambos extremos del nervio seccionado con un par de pinzas.
Se recubren ligeramente las puntas de las pinzas con petrolato para evitar la reaccién con el adhesivo.

El adhesivo polimerizado sirve para encapsular la herida y adherir los nervios al muisculo subyacente. La anasto-
mosis de los extremos de nervio resiste la movilizacién suave de la unién, lo que demuestra un grado moderado de
estabilizacion. Se cerraron el misculo y la piel con suturas. El examen posterior al cabo de un mes demuestra que los
nervios cortados siguen reconectados, a pesar de la actividad sin limitaciones de los animales.

Ejemplo 20
Adhesivo quirtirgico

Se extirparon colgajos musculares abdominales de conejos blancos neocelandeses hembra y se cortaron en tiras de
1 cm x 5 cm. Los colgajos tenian un grosor de aproximadamente 0,5 a 0,8 cm. Se obtuvo un reborde, 1 cm x 1 cm,
utilizando los dos colgajos. Se evaluaron dos composiciones de macrémero diferentes di- y tetraacrilato de PEG, 0,4K
(di-) y 18,5K (tetra-). La composicién de 0,4K era un liquido viscoso y se utilizé sin posterior dilucion. Se utilizo la
composicién de 18,5K como una solucién al 23% p/p en HBS. Se afiadieron 125 ul de solucién de eosina de etilo en
n-vinil pirrolidona (20 mg/ml) junto con 50 ul de trietanolamina a cada ml de la solucién adhesiva. Se aplicaron 100
w1 de solucién adhesiva a cada uno de los colgajos colgantes. A continuacion, se irradi6 el reborde por escaner con un
laser i6nico de argon de 2 W durante 30 segundos por cada lado. Se evalué la resistencia de las uniones resultantes
midiendo la fuerza necesaria para desplazar en cizalla el reborde. Se grap6 uno de los extremos del reborde y se aplicé
una carga en aumento en cada uno de los extremos, al mismo tiempo que se mantenia la unién horizontalmente hasta
que fall6. Se sometieron a prueba cuatro uniones para cada composicién. Las uniones de 0,4 K tenian una resistencia
de 12,0 + 6,9 KPa (media + error tipico), mientras que las uniones de 18,5 K tenfan una resistencia de 2,7 + 0,5
KPa. Es significativo observar que fue posible conseguir una fotopolimerizacién y una resistencia de unién razonable
a pesar del grosor de 6-8 mm del tejido. Una estimacion espectrofotométrica utilizando 514 nm de luz mostré una
transmisién del 1% a través de dicho tejido muscular.

Ejemplo 21
Modificacion de polialcohol vinilico

Se disolvieron 2 g de polialcohol vinilico (peso molar 100.000-110.000) en 20 ml de DMSO caliente. Se enfri6 la
solucién a temperatura ambiente y se afiadieron 0,2 ml de trietilamina y 0,2 ml de cloruro de acriloilio con agitacién
vigorosa, bajo una atmdsfera de argon. Se calenté la mezcla de reaccién a 70°C durante 2 horas y se enfrid. Se hizo
precipitar el polimero en acetona, se volvié a disolver en agua caliente y se hizo precipitar de nuevo en acetona.
Finalmente, se secé al vacio durante 12 horas a 60°C. Se mezclaron 5-10% p/v de solucién de este polimero en PBS
con el fotoiniciador UV y se polimerizé utilizando una luz de UV de longitud de onda larga para preparar microesferas
de 200-1000 micrémetros de tamafio.

Estas microsferas fueron estables al autoclaveado en agua, lo que indica que el gel esta reticulado covalentemente.
El gel es enormemente eldstico. Se puede utilizar este macrémero, multiacrilato de PVA, para aumentar la densi-
dad de reticulacién en geles de diacrilato de PEG, con los cambios correspondientes en las propiedades mecdnicas
y la permeabilidad. Podria perseguirse este método con cualquier niimero de polimeros hidrosolubles quimicamente
modificados con grupos fotopolimerizables, por ejemplo, con polimeros hidrosolubles seleccionados entre polivi-
nilpirrolidinona, polietiloxazolina, copolimeros de poliéxido de etileno-poliéxido de propileno, polisacdridos como
dextrano, alginato, acido hailurénico, sulfato de condroitina, heparina, sulfato de heparina, sulfato de heparano, goma
guar, goma de gelano, goma xantana, goma de carragenano y proteinas, tales como albimina, colageno y gelatina.
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Ejemplo 22
Uso de fracciones fotopolimerizables alternativas

Se pueden utilizar muchos grupos fotopolimerizables para dar lugar a la gelificacion. Para ilustrar una sintesis
alternativa tipica, a continuacién se describe la sintesis de metacrilato de uretano de PEG 1K.

Se disolvieron en un matraz de fondo redondo de 250 ml, 10 g de diol de PEG 1K en 150 ml de benceno. Se
introdujeron lentamente 3,38 g de metacrilato de 2-isocianatoetilo y se introdujeron lentamente 20 ul de dilaurato de
dibutilestafio en el matraz. Se someti6 a reflujo la reaccién durante 6 horas, se enfrié y se vertié en 1000 ml de hexano.
A continuacion, se filtré el precipitado y se secd al vacio a 60°C durante 24 horas. En este caso, se unié un grupo
polimerizable de radicales libres de metacrilato al polimero a través de una unién uretano, en lugar de una unién éster
tal como se obtiene, v.g., cuando se hace reaccionar con cloruro de ariloxi.

Ejemplo 23
Formacion de microcdpsulas de alginato-PLL-alginato con policationes fotopolimerizables

Se obtienen microcdpsulas de alginato-polilisina-alginato absorbiendo, o coacervando, un policatién, como por
ejemplo polilisina (PLL), sobre una microesfera gelificada de alginato. Se mantiene la membrana resultante unida a
través de las interacciones entre las cargas y tiene por tanto una estabilidad limitada. Para aumentar esta estabilidad,
se puede hacer fotopolimerizable el polication por adicién de un enlace doble carbono-carbono, por ejemplo. Esto se
puede utilizar para aumentar la estabilidad de la membrana por si misma, o para su reaccién por ejemplo con PEG
fotopolimerizable para aumentar la biocompatibilidad.

Para ilustrar la sintesis de dicho policatién fotopolimerizable, se pesé 1 g de hidrocloruro de polialilamina en
un vaso de precipitados de vidrio de 100 ml y se disolvié en 10 ml de agua destilada (AD). Se ajusté el pH de la
solucién de polimero a 7 utilizando una solucién de hidréxido sédico 0,2 M. A continuacidn, se separé el polimero
haciéndolo precipitar en un gran exceso de acetona. A continuacién, se volvié a disolver en 10 ml de agua destilada
y se transfirio la solucién a un matraz de fondo redondo de 50 ml. Se introdujeron lentamente 0,2 ml de metacrilato
de glicidilo en el matraz de reaccién y se agit6 la mezcla de reaccién durante 48 horas a temperatura ambiente. Se
verti6 la solucién en 200 ml de acetona y se separd el precipitado por filtracién y se secé al vacio. Este macrémero es
util para estabilizar fotoquimicamente el alginato-PLL-alginato, tanto en presencia como en ausencia de una segunda
especie polimerizable como por ejemplo diacrilato de PEG.

Ademas del uso en la encapsulacion de células en materiales como alginato, estos policationes fotopolimeriza-
bles pueden ser utiles como un agente de imprimacién o acoplamiento para aumentar la adhesion del polimero a
las células, agregados de células, tejidos y materiales sintéticos, en virtud de la absorcién de la unién de polimero
fotopolimerizable al gel fotopolimerizable de PEG.

Ejemplo 24
Encapsulacion de hemoglobina para eritrocitos sintéticos

Se puede encapsular hemoglobina en su forma libre en geles de PEG y retener mediante la seccién de una longitud
de cadena de PEG y una densidad de reticulacién que evite la difusién. La difusién de la hemoglobina desde los
geles se puede impedir ademds con el uso de polihemoglobina que es una forma reticulada de hemoglobina. La
molécula de polihemoglobina es demasiado grande como para difundirse desde el gel de PEG. La encapsulacién
adecuada de hemoglobina tanto nativa como reticulada se puede emplear para la fabricacion de eritrocitos sintéticos.
El atrapamiento de hemoglobina en esferas pequefas, inferiores a cinco micrémetros, de estos materiales altamente
biocompatibles deberia conducir a unos tiempos de circulacién mejorados en relacién con la hemoglobina reticulada
o la hemoglobina encapsulada en liposoma.

Se mezcla la hemoglobina en PBS con el prepolimero segtin la siguiente formulacion:

Hemoglobina a la cantidad deseada

PEG DA (PM 10000) 35%
PEG DA (PM 1000) 5%
PBS 60%

con 2,2-dimetoxi, 2-fenil- acetofenona a 1,6% de esta solucion.

Se coloca esta solucién en aceite mineral en una proporcién de 1 parte de hemoglobina/solucién de prepolimero
por 5 partes de aceite mineral y se agita con rapidez con una mezcladora con motor para formar una emulsion, que se
ilumina después con luz ultravioleta de longitud de onda larga (360 nm) durante 5 minutos para reticular el prepolimero
de PEG para formar un gel. Se puede seleccionar el peso molecular del prepolimero para que resista la difusién de
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la hemoglobina desde el gel, dando una menor difusién los pesos moleculares de PEG mas reducidos. E1 PEG DA
de peso molecular 100.00, reticulados ademds con PEG DA 1000, deberd poseer la selectividad de permeabilidad
apropiada para restringir la difusiéon de hemoglobina y deberdn poseer la biocompatibilidad apropiada para circular
dentro de la corriente sanguinea.

Ejemplo 25
Atrapamiento de enzimas para correccion de trastornos metabdlicos y quimioterapia

La deficiencia congénita de la enzima catalasa causa acatalasemia. La inmovilizacién de catalasa en redes de gel
de PEG podria proporcionar un método de sustitucién de enzima para tratar esta enfermedad. El atrapamiento de
glucosidasa puede ser similarmente ttil para el tratamiento de enfermedad de Gaucher. Se pueden utilizar geles de
PEG microesféricos que atrapan ureasa en sangre extracorpdrea para convertir urea en amoniaco. Las enzimas como
asparaginasa se pueden degradar en aminodcidos que necesitan las células de tumor. La inmunogenicidad de estas
enzimas previene el uso directo para quimioterapia. El atrapamiento de estas enzimas en geles PEG, sin embargo,
puede servir como apoyo de una quimioterapia con éxito. Se puede desarrollar una formulacién adecuada tanto para
la liberacion lenta como para no liberar la enzima.

Se mezcla catalasa en PBS con el prepolimero segtin la siguiente formulacion:

Catalasa en la cantidad deseada

PEG DA (PM 10000) 35%
PEG DA (PM 1000) 5%
PBS 60%

con 2,2-dimetoxi, 2-fenil acetofenona a 1,6% de esta solucion.

Se coloca esta solucién en aceite mineral en una proporcién de 1 parte de solucién catalasa/prepolimero por 5
partes de aceite mineral y se agita con rapidez con una mezcladora de motor para formar una emulsién. Se ilumina esta
emulsion con una luz ultravioleta de longitud de onda larga (360 nm) durante 5 minutos para reticular el prepolimero
de PEG para formar un gel. Se puede seleccionar el pm del propolimero para que resista la difusién de la catalasa
desde el gel, produciendo una menor difusiéon pesos moleculares de PEG DA mas reducidos.

PEG DA de PM 10.000, reticulado ademds con PEG DA 1000, deberd poseer la selectividad de permeabilidad
apropiada para restringir la difusién de catalasa y deberd poseer la selectividad de permeabilidad apropiada pare
permitir la difusion del peréxido de hidrégeno en la catalasa atrapada en el gel para evitar la eliminacién enzimdtica
del peréxido de hidrégeno de la corriente sanguinea. Por otra parte, deberd poseer la biocompatibilidad apropiada para
circular dentro de la corriente sanguinea.

De esta forma, se utiliza el gel para que contenga de forma controlada un agente bioactivo dentro del cuerpo. El
agente activo (enzima) es grande y se retiene dentro del gel, y el agente sobre el que actiia (sustrato) es pequefio y se
puede difundir en el compartimento rico en enzimas. No obstante, se prohibe que el agente activo abandone el cuerpo
o el compartimiento del organismo diana, ya que no puede salirse por difusién del compartimiento de gel.

Ejemplo 26
Microencapsulacion celular para la evaluacion de farmacos de anti-virus de inmunodeficiencia humana in vivo

Se pueden encapsular células T-linfoblastoides humanas infectadas con VIV o sin infectar en geles PEG tal como
se ha descrito para otras células arriba. Estas microcdpsulas se pueden implantar en un animal no humano para crear
un sistema de ensayo para farmacos anti-VIH, y tratarse después con fairmacos de ensayo como AZT o DDI. Después
del tratamiento, se pueden recoger las microcdpsulas y realizar una deteccién selectiva de las células encapsuladas
para determinar la viabilidad y la normalidad funcional utilizando un ensayo de célula viva/muerta de diacetato de
fluoresceina/bromuro de etidio. La supervivencia de las células infectadas indica una accién del farmaco con éxito. La
falta de biocompatibilidad es un problema documentado en este método para evaluaciones de farmaco, pero se puede
superar utilizando los geles aqui descritos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método no citotéxico para encapsular, sellar, conectar, o soportar un material biolégico o para la preparacion
de un sustrato biocompatible, incluyendo dicho método:

a) Proporcionar una mezcla de monémero mezclando:

(i) Un macrémero biocompatible hidrosoluble polimérico sintético que comprende al menos dos sustituyentes
polimerizables por radicales libres, siendo el macrémero no téxico y con un peso molecular de al menos 400; y

(i) un iniciador de polimerizacion de radicales libres no téxico seleccionado entre un iniciador de radicales libres
que se puede activar por la luz ultravioleta de longitud de onda larga o luz visible;

(b) Recubrir un material biolégico o un sustrato in vitro con la mezcla de macrémero, selecciondndose el material
bioldgico del grupo que consiste en células de mamifero, organulos sub-celulares, componentes subcelulares, y agre-
gados de células de mamifero y selecciondndose el sustrato entremicrocdpsulas, matrices tejidas, matrices porosas e
implantes prosténicos; y

c¢) exponer el material bioldgico recubierto o sustrato recubierto a luz ultravioleta de longitud de onda larga o visible
para causar la polimerizacién de los macromeros, formando asi un gel polimérico con un grado de polimerizacién
superior a 10.

2. Un método no citotéxico para encapsular, sellar, conectar o soportar un material bioldgico, consistiendo dicho
método en:

a) Poner en contacto un material biolégico con una solucién de un iniciador de polimerizacién de radicales libres
no toxico seleccionado del grupo que consiste en iniciadores que se pueden activar por luz ultravioleta de longitud de
onda larga o luz visible, para permitir la unién del iniciador con el material biolégico;

b) eliminar el iniciador sin unir por lavado o dilucién;

¢) poner en contacto el material biolégico in vitro con un macrémero biocompatible no téxico hidrosoluble que
consiste en al menos dos sustituyentes polimerizables por radicales libres, teniendo el macrémero un peso molecular
de al menos 400; y

d) exponer el material biolégico a un agente que activa dicho iniciador para causar la polimerizacién de los macré-
meros, formando asf un gel polimérico con un grado de polimerizacién superior a 10.

3. El método de la reivindicacién 2, en el que el material biolégico se selecciona del grupo que consiste en células
de mamifero, organelos subcelulares, componentes subcelulares y agregados de células de mamifero.

4. El método de la reivindicacién 1 6 2, en el que los sustituyentes polimerizables por radicales libres contienen
enlaces dobles o triples carbono-carbono.

5. El método de la reivindicacién 1 6 2, en el que se utiliza el iniciador junto con un catalizador no téxico.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el macrémero hidrosoluble se selecciona del
grupo que consiste en poli(etilen glicol), poli(6xido de etileno), poli(alcohol vinilico), poli(vinil pirrolidona), poli(eti-
loxazolina) o un copolimero de bloque o al azar de los mismos, que comprende dos o mds sustituyentes polimerizables
por radicales libres.

7. El método de la reivindicacién 2 en el que el mondmero hidrosoluble se selecciona del grupo que consiste en
poli(aminodcidos), polisacdridos, proteinas o un copolimero de bloque o al azar de los mismos, que comprende dos o
mas sustituyentes polimerizables por radicales libres.

8. El método de la reivindicacién 7 en el que el polisacarido se selecciona del grupo que consiste en alginato, dcido
hialurénico, sulfato de condroitina, dextrano, sulfato de dextrano, heparina, sulfato de heparina, sulfato de heparano,
quitosadn, goma de gelano, goma xantana, goma guar y k-carragenano.

9. El método de la reivindicacién 7 en el que la proteina se selecciona del grupo que consiste en gelatina, colageno,
albimina, zeina y elastina.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el gel se prepara a partir de macrémeros
que comprenden un poli(etilen glicol) terminado en acrilato.

11. El método de la reivindicacién 1 6 2 para encapsular una molécula bioldgicamente activa, selecciondndose la
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molécula biolégicamente activa del grupo que consiste en péptidos, proteinas, polisacaridos, dcidos nucleicos, farma-
cos orgdnicos y farmacos inorgédnicos.

12. El método de la reivindicacién 1 6 2 en el que los iniciadores de polimerizacion se seleccionan del grupo que
consiste en colorante de eosina, colorante de eosina sustituida, eosina Y, eosina de etilo, riboflavina, acetofenona, una
acetofenona sustituida, un colorante de fluoresceina, un colorante de fluoresceina sustituida, canforquinona, rosa de
bengala, verde de metileno, azul de metileno, naranja de acridina, eritrosina, floximina, tionina, colorantes de xantina
y colorantes de tioxantina.

13. El método de la reivindicacion 5 en el que el catalizador es una amina.
14. El método de la reivindicacién 13 en el que la amina se selecciona del grupo que consiste en trietanolamina,
trietilamina, etanolamina, N-metil dietanolamina, N,N-dimetil bencilamina, dibencil amina, N-bencil etanolamina, N-

isopropil bencilamina, tetrametil etilen-diamina, lisina, ornitina, histidina y arginina.

15. El método de la reivindicacién 1 6 2 en el que la polimerizacién se inicia con luz que tiene una longitud de
onda comprendida entre 320 nm y 800 nm.

16. El método de la reivindicacién 15 en el que la luz tiene una longitud de onda de 514 nm a 365 nm.

17. El método de la reivindicacion 3 en el que el iniciador sin unir se elimina por dilucién con la solucién de
macrémero de manera que la polimerizacién tiene lugar solamente en la superficie de la célula de mamifero, organelo
subcelular, componente subcelular o agregado celular de mamifero.

18. El método de la reivindicacién 1, en el que la solucién de macrémero se moldea y después se polimeriza.

19. El método de la reivindicacién 1, en el que el gel contiene una estructura de soporte.

20. EI método de la reivindicacién 1 en el que se selecciona el polimero y se controla la polimerizacién para
producir una permeabilidad deseada alrededor del material biolégico o sustrato biocompatible encapsulado.

21. El método de la reivindicacion 1 en el que se recubre el macrémero sobre la superficie de un objeto tridimen-
sional y se irradia la superficie recubierta con luz para iniciar la polimerizacién de macrémero.

22. El método de la reivindicacion 1, en el que se pre-absorbe el polication fotopolimerizable en el material biol6-
gico o sustrato que se va a encapsular para aumentar la unién del gel al material bioldgico o sustrato.

23. El método de la reivindicacién 1 6 2 en el que el material biolégico se selecciona entre lineas de células de
mamifero primarias o establecidas, organelos subcelulares y componentes no organelo subcelulares.

24. El método de la reivindicacion 23 en el que la linea celular se selecciona entre células de islote pancredtico,
fibroblastos de prepucio humano, células de ovario de hamster chino, insulomas de células beta, células de leucemia
linfobldstica, células 3T3 de ratdn, fibroblastos, células mesencefélicas ventrales que segregan de dopamina, células
neuroblastoides, células de médula suprarrenal y células T.

25. El método de la reivindicacion 1 en el que se encapsula primero el material bioldgico en una microcédpsula.

26. El método de la reivindicacion 25 en el que la microcdpsula consiste en polimeros coagulables iénicamente o
coagulables térmicamente que son no toxicos para el material encapsulado.

27. El método de la reivindicacion 1 en el que la solucién de macréomero incluye ademds un acelerador para acelerar
la velocidad de polimerizacion.

28. El método de la reivindicacién 27 en el que el acelerador consiste en una molécula pequefa que contiene un
grupo alilo, vinilo o acrilato.

29. El método de la reivindicacién 28 en el que el acelerador se selecciona del grupo que consiste en N-vinil
pirrolidinona, 2-vinil piridina, 1-vinil imidazol, 9-vinil carbazol, dcido acrilico y 2-alil, 2-metil, 1-3-ciclopentano
diona.

30. El método de la reivindicacion 1 en el que la mezcla de macrémero es una solucién acuosa.

31. Un material biolégico o un sustrato biocompatible que se puede obtener a través del método de la reivindicacién
1 o un material biolégico que se puede obtener a través del método de la reivindicacidn 2 para su uso en medicina.

32. Uso de un material biolégico o un sustrato biocompatible que se puede obtener a través del método de la
reivindicacion 1, o un material biolégico que se puede obtener a través del método de la reivindicacién 2, en la
preparacién de un medicamento para su uso en el tratamiento de defectos o enfermedades metabdlicas.
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33. Uso de una mezcla de macrémero segtin cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4, 16, 18 a 20,22 y 27 a30 en
la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de enfermedades o defectos metabdlicos.

34. Uso de una mezcla de macromero segin cualquiera de las reivindicaciones 1, 2,4 a 16, 18 a 20, 22 6 27 a 30

en la fabricacién de un medicamento para su uso como adhesivo, soporte de tejido o conexién, o como barrera para
prevenir la interaccidn de un tejido celular con otro tejido o célula.
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