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DESCRIPCION

Hidrogel fotoestérico, un procedimiento para producir dicho hidrogel fotoestérico, polimeros para uso para obtener tal
hidrogel y un kit farmacéutico que comprende tales polimeros.

La presente invencion se refiere a un hidrogel fotoestérico, a un procedimiento para producir hidrogeles fotoestéricos,
a polimeros para uso como tales hidrogeles fotoestéricos y a un kit farmacéutico que comprende tales polimeros.

Introduccién

Los hidrogeles se han usado ampliamente para aplicaciones biomédicas, tales como ingenieria de tejidos y
suministro de farmacos, debido a sus favorables caracteristicas'™. Los hidrogeles son redes hinchadas por agua de
polimeros hidrofilos reticulados. Su elevado contenido de agua los hace muy biocompatibles y también conduce a
una minima absorcion de proteinas. Las propiedades mecanicas de los hidrogeles son paralelas a las de los tejidos
blandos, lo que los hace particularmente interesantes para el disefio ingenieril de tejidos. Los hidrogeles se pueden
formar in situ, permitiendo que células y moléculas bioactivas, tales como proteinas, se mezclen faciimente con
soluciones de polimeros antes de la gelacién4'6'. Ademas, la formacién de hidrogel in situ permite la preparacion de
formas complejas y el uso de cirugia minimamente invasiva. Se han preparado biogeles in situ por procedimientos de
reticulacion fisicos y quimicos. Entre los hidrogeles reticulados fisicamente figuran los basados en interacciones
hidréfobas y enlaces de hidrégeno entre polimeros de bloque o polimeros de injerto termosensibles’"”,
estereoformacion de complejos entre copolimeros de injerto de poli(L-lactidas) (PLLA) y poli(D-lactidas (PDLA)12 y
copolimeros de bloque13'15, complejacion de inclusiéon usando polimeros de a-dextrina’®? e interacciones entre
microparticulas cargadas opuestamente21 o] péptidoszz. Las condiciones de reticulacion para estos geles
generalmente son muy suaves, lo que permite la captacién de compuestos labiles tales como proteinas. Sin
embargo, en general son mecanicamente débiles en comparaciéon con hidrogeles reticulados quimicamente y los
cambios en el medio exterior (por ejemplo, fuerza idnica, pH, temperatura) pueden originar la ruptura de la red.

Se han formado in situ hidrogeles reticulados quimicamente por adicion de Michael entre tioles y acrilatos o
viniIsquonaszs'zg, por reaccion entre aldehidos vy dihidrazidas® o amina331, reaccion entre ésteres activados y
aminas®? y polimerizacién en cadena iniciada por radicales redox de (met)acrilatos33'37. La fotopolimerizacion de
(met)acrilatos® usando luz UV¥®*' o luz visible**** se ha usado mayoritariamente para la formacion in situ de
hidrogeles reticulados quimicamente. El grupo de Hubbell*? es quien ha dado a conocer por vez primera hidrogeles
biodegradables, preparados por fotorreticulacién de derivados diacrilato de poli(etilenglicol) polilactida (PEG-PLA).
Mas recientemente, este grupo ha preparado hidrogeles degradables por incorporacion de secuencias de péptidos
de plasmina degradables39’43. Cuando se modificaron con secuencias de péptido de RGD adherentes a células,
estos hidrogeles soportaron el crecimiento tridimensional de fibroblastos humanos embebidos como cumulo dentro
del hidrogel. Otro tipo de hidrogel degradable se preparé por copolimerizacion de un derivado metacrilato de acido
hialurénico y diacrilato de PEG*. Los fibroblastos se adhirieron y proliferaron cuando se cultivaron en los hidrogeles
funcionalizados RGD. El grupo de Anseth ha trabajado mucho en hidrogeles degradables basados en dimetacrilatos
de PEG-PLA*. Se ha visto que usando combinaciones de dimetacrilatos de PEG y PDEG-PLA y/o cambiando la
longitud del bloque de PLA, la velocidad de degradacion, el médulo a compresion y la densidad de reticulacion del
hidrogel se pueden ajustar para obtener andamios adecuados para el disefio ingenieril de tejido de cartl'lago‘”. La
ventaja principal de la fotopolimerizaciéon es el control espacial y temporal de la polimerizaciéon. Sin embargo, la
fotopolimerizacion in vivo esta lastrada por la absorcién de luz ultravioleta por la piel (>99%). En aplicaciones
clinicas, se desea una gelacién rapida para evitar la difusién de precursores de hidrogel o moléculas bioctivas al
tejido circundante. Elisseeff y otros han dado cuenta de la fotopolimerizacion transdérmica de una solucion acuosa al
20% en peso de dimetacrilato de PEG inyectada subcutaneamente en ratones nude por irradiacion con UV durante 3
min a una intensidad de 2 mW/cm? de la luz incidente®. En este estudio se us6 PEG de alto peso molecular
(100.000) como aditivo para evitar una difusién rapida de los precursores de gel después de la inyeccion y para
aumentar las propiedades mecanicas del hidrogel fotopolimerizado. Un inconveniente es que es muy dificil que los
rinones excreten PEG de alto peso molecular®®. Elisseeff y otros han estudiado la atenuacion de luz UV por la piel
usando como modelo piel de cerdo”’. La intensidad de la luz incidente de 100 mW/cm? se atenud por la piel a aprox.
0,05 mW/cm?. Después de 3 min de irradiacion de UV de una solucién acuosa de dimetacrilato al 20% en peso con
una concentracion del fotoiniciador de 0,04% en peso se alcanz6 una conversion de aprox. 10%. Los enlaces
insaturados que quedan pueden causar problemas de toxicidad y la conversion incompleta puede dar por resultado
hidrogeles con débiles propiedades mecanicas®®. La velocidad de polimerizacion se puede aumentar aumentando la
concentracion de fotoiniciador o la intensidad de la luz incidente. Sin embargo, debido a su toxicidad, los
fotoiniciadores solo se pueden usar a concentraciones bajas (aprox. 0,01-0,05% en peso)49 y la intensidad de la luz
UV esta limitada a aprox. 5-10 mW/cm? para evitar dafiar las células. La luz visible es atenuada menos por la piel,
pero se requieren iniciadores eficientes con menor citotoxicidad***°. Otro problema de la fotopolimerizacién es que,
generalmente, una polimerizaciéon rapida esta acompafiada por efectos térmicos sustanciales*®. EI aumento de
temperatura resultante puede causar morbosidad local de las células y necrosis del tejido que rodea el implante.
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Il. Sumario de la invencién

La presente invencion tiene por objeto proporcionar un hidrogel que sea rapido de formar in situ y sea robusto. La
presente invencion estda basada en la idea de que mediante el uso combinado de estereocomplejacion y
fotopolimerizacion la gelacion sera rapida y se facilitara la fotopolimerizacion. Después de una formacioén rapida del
hidrogel estereocomplejado, la posterior fotopolimerizacion se puede realizar a una velocidad de polimerizacion
relativamente baja para formar geles con las propiedades mecanicas deseadas.

Ademas, se limitard el aumento de la temperatura local generado por la fotopolimerizacién. Adicionalmente, la
fotopolimerizacidon puede tener lugar a concentraciones mas bajas del iniciador y a una intensidad de irradiacién mas
baja en comparacion con la formacién de gel sin utilizar estereocomplejos preformados.

En circunstancias particulares, el hidrogel fotoestérico formado tendra propiedades mecanicas acrecentadas vy, si se
desea, tiempos de degradacion prolongados. Finalmente, la estereocomplejacion coadyuva a la fotopolimerizacion
del componente fotorreticulable. Los hidrogeles fotoestéricos formados tendran mdédulos de recuperacion
incrementados vy, si se desea, tiempos de degradacion mejorados en comparacion con fotohidrogeles formados sélo
por fotopolimarizacion. Consecuentemente, la presente invencion proporciona hidrogeles fotoestéricos formados por
polimeros esterocomplejados y fotorreticulados, polimeros que comprenden al menos dos tipos de polimeros que
tienen al menos un componente hidréfilo, al menos un componente hidréfobo mutuamente estereocomplejante, y al
menos uno de los tipos comprende un componente fotorreticulable. Consecuentemente, el hidrogel fotoestérico esta
formado por polimeros estereocomplejados y fotorreticulados. Estos polimeros comprenden al menos dos tipos de
polimeros. Los polimeros de ambos tipos tienen al menos un componente hidréfilo requerido para formar el hidrogel.
Los polimeros comprenden ademas al menos un componente hidréfobo estereocomplejante que estereocomplejara
mutuamente, formando asi el estereohidrogel. Al menos uno de los dos tipos de polimeros comprende al menos un
componente fotorreticulable. Consecuentemente, después de la formacion del estereohidrogel, lois polimeros de al
menos uno de los dos tipos son reticulables por fotopolimerizacion, formando por ello el hidrogel fotoestérico.

Los dos tipos de polimeros comprenden al menos un componente mutuamente fotorreticulable. Consecuentemente,
ambos tipos de polimeros estan fotorreticulados mutuamente de manera que ambos tipos de polimeros estan unidos
covalentemente formando un hidrogel fotoestérico muy robusto.

Son ejemplos del componente hidréfilo para cada uno de los dos tipos de polimero, PEG, dextrano, acido
hialurénico, pululano, sulfato de condroitina, poli(alcohol de vinilo), poli(metacrilato de hidroxietilo), poli(acido
aspartico), poli(acido glutamico), poli(acido acrilico) y poli(alquil C4_¢ oxazolina), tal como poli(metil- o etil-oxazolina).
Se prefiere PEG que tiene un peso molecular numérico medio de, por ejemplo, 10.000-50.000, como pude ser de 20-
30.000.

Un ejemplo de componente hidréfobo estereocomplejante comprende poli(L-lactida) o poli(D-lactida). En general,
cada poli(L-lactida) o poli(D-lactida) puede comprender 3-30 unidades de lactilo por poli(L- o D-lactida). Mas
preferiblemente, el nimero de unidades de lactilo por poli(L- o D-lactida) es 10-20, mas preferiblemente 12-16. Esto
depende del caracter hidréfobo requerido para el componente estereocomplejante respecto al caracter hidrofilo del
componente hidréfilo y el caracter del componente fotorreticulable.

El componente fotorreticulable puede comprender acrilato, metacrilato, acrilamida y fumarato. Son preferidos como
componentes fotorreticulables acrilato y metacrilato.

El componente fotorreticulable se puede reticular usando irradiacion visible o ultravioleta, dependiendo del uso. Para
la formacion in vivo del hidrogel fotoestérico, se prefiere usar irradiacion ultravioleta de longitud de onda larga.
Cuando se usa irradiacion ultravioleta de longitud de onda larga, la intensidad de la irradiaciéon UV puede ser
relativamente baja. Por razones debidas a la formacién previa del estereohidrogel, la fotorreticulacion se puede
realizar a velocidades menores. La irradiacion UV puede ser tan baja como de 0,05-20 mW/cm? cuando hay una
barrera de tejido (tal como piel intacta) o de 2-20 mW/cm? cuando no hay barrera de tejido. Cuando se usa luz
visible, se prefiere que la intensidad de la luz visible sea de 30-100 mW/cm?

Los dos tipos de polimeros de tejido pueden tener la misma estructura o estructuras mutuamente diferentes. De
acuerdo con una de las estructuras, el componente estereocomplejante y el componente fotorreticulable estan
ambos unidos directamente al componente hidréfobo. De acuerdo con la otra estructura, el componente
fotorreticulable esta unido al componente estereocomplejante que a su vez esta unido al componente hidrofilo.

Los hidrogeles se pueden formar con ambos tipos de estructura, teniendo los polimeros constituyentes la forma de
un tribloque o la forma de una estructura multibrazo. Cuando tienen una estructura multibrazo, preferiblemente el
numero de brazos es de 3-12, mas preferiblemente estructuras de 8 —10 brazos.

Se sefala que en el documento U.S. 2003/0087985, en las figuras 1A-1J se consideran varios tipos de estructuras
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(de una composicion diferente a la de los polimeros de acuerdo con la presente invencion)

Los hidrogeles de acuerdo con la invencién tienen propiedades ventajosas. Una de las propiedades ventajosas es
que tienen modulos de recuperacion G’ mayores que 1 kPa. Se pueden obtener médulos de recuperaciéon G’ de
hasta 150 kPa. Consecuentemente, los hidrogeles pueden tener médulos de recuperacion G’ dentro del intervalo de
aproximadamente 1-150 kPa, preferiblemente dentro del intervalo de 1-100 kPa.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere al procedimiento de produccién de los hidrogeles fotoestéricos de
acuerdo con la invencion. Sobre la base de la idea de la presente invencion, el hidrogel fotoestérico se forma
estereocomplejando primeramente dos tipos de polimeros (descritos antes). Posteriormente, el hidrogel
estereocomplejado formado se somete a fotorreticulacion formandose el hidrogel fotoestérico.

Consecuentemente, la presente invencion proporciona un procedimiento para producir hidrogel fotoestérico, que
comprende las etapas de:

(a) proporcionar una mezcla de como minimo dos tipos de polimeros que tienen al menos un componente hidroéfilo, al
menos un componente hidréfobo mutuamente estereocomplejante, comprendiendo al menos uno de los tipos al
menos un componente fotorreticulable;

(b) estereocomplejar los dos tipos de polimero, formando asi un hidrogel estereocomplejado, y
(c) fotorreticular el hidrogel estereocomplejado usando irradiacion visible o UV, formando asi el hidrogel fotoestérico.

Consecuentemente, se mezclan los dos tipos de polimeros, lo que, dependiendo de las circunstancias, dara por
resultado la estereocomplejacién de ambos tipos de polimeros dentro de un periodo de tiempo dado. En este tiempo
se forma el hidrogel estereocomplejado. Posteriormente, el hidrogel estereocomplejado se somete a fotorreticulacion
formandose asi el hidrogel fotoestérico. La irradiacion puede ser irradiacion de UV (de baja intensidad) o luz visible.

Ambos tipos de polimeros comprenden un componente fotorreticulable. Consecuentemente, ambos tipos de
polimeros estan fotorreticulados, lo que da por resultado un hidrogel fotoestérico robusto. Si se desea, la
fotorreticulacion se puede hacer en presencia de un fotoiniciador. Cuando la fotorreticulacion tiene lugar dentro del
cuerpo humano o animal, se prefiere usar un fotoiniciador in situ compatible (preferiblemente en una cantidad de
0,001 a 0,05% en peso). Son ejemplos adecuados 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenona (Irgacure 651), 1-hidroxiciclohexil
fenil cetona (Irgacure 184), 2-metil-1-[4-(metiltio)fenil]-2-(4-morfolinil)-1-propanona (Irgacure 907), y 2-hidroxi-1-
(hidroxietoxi)fenil]-2-metil1-propanona (Darocur 2959), canforquinona (CQ) con 4-N,N-dimetilaminobenzoato de etilo
(4EDMAB) y trietanolamina (TEA) y el fotosensibilizador isopropiltioxantona.

La mezcla de los dos tipos de polimeros puede comprender los polimeros en cualquier concentracién adecuada para
posterior estereocomplejacion. En general, la concentracion de polimero esta en el intervalo de 5-30% p/v.
Preferiblemente, la concentracién de polimero esta en el intervalo de 20% en peso-volumen. Dependiendo del tipo
de polimeros, su estructura y concentracion, el tiempo de estereocomplejacion esta en el intervalo de 1 minuto a 3
dias. Consecuentemente, es posible seleccionar como se requiere el tiempo de estereocomplejacion en funcion del
uso previsto de los hidrogeles fotoestéricos. En particular, se pueden seleccionar tiempos cortos o relativamente
cortos de estereocomplejacion cuando se desea incluir dentro del hidrogel estereocomplejado y posteriormente
dentro del hidrogel fotoestérico un componente que puede lixiviarse o que puede difundir hacia fuera del hidrogel
fotoestérico a lo largo de un extenso periodo de tiempo y no durante la etapa de formacion del complejo estérico y la
formacion del hidrogel fotoestérico. Luego se pueden seleccionar tiempos relativamente cortos para la
estereocomplejacion. Preferiblemente, el tiempo de estereocomplejacion esta en el intervalo de 2 horas a 1 dia y,
mas preferiblemente, dentro de 4 a 10 horas.

Los hidrogeles fotoestéricos se someteran a hidrdlisis y por tanto a la degradacion del hidrogel. La hidrdlisis tiene
lugar preferiblemente por hidrélisis del componente hidréfobo y mas preferiblemente por hidrdlisis de la cadena de la
polilactida. Cuando el hidrogel fotoestéricio estda formado por polimeros que tienen estructuras en las que el
componente fotorreticulable esta al final de algunos o todos los componentes hidréfobos, la degradacién dara por
resultado una solucion transparente en un tiempo de aproximadamente 1 dia a 7 semanas, como puede serde 1a 3
semanas.

Si el hidrogel fotoestérico esta formado por estructuras en las que el componente hidréfobo y el componente
fotorreticulables estd ambos unidos directamente al componente hidrdfilo, la degradacion por hidrdlisis del
componente hidréfobo dara por resultado un hidrogel hinchado que posteriormente se degradara por hidrdlisis del
componente fotorreticulable y luego formara una solucion transparente. La degradacién del hidrogel hinchable que
da por resultado la formacion de la solucién transparente tarda 2-30 semanas, como puede ser 5-25 semanas, mas
preferiblemente 7-21 semanas. Con claridad, el hidrogel hinchado tiene propiedades diferentes a las de los
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hidrogeles fotoestéricos.

Los hidrogeles pueden comprender un agente farmacéuticamente activo o un resto que se une a un agente
farmacéuticamente activo. Pueden ser agentes farmacéuticamente activos cualesquier compuestos
farmacéuticamente activos usados para terapia, diagnosis o profilaxis de un cuerpo humano o animal. El agente
farmacéuticamente activo puede comprender células y moléculas biolégicamente activas tales como proteinas,
anticuerpos y similares.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a los polimeros de ambos tipos discutidos antes. Ambos tipos de
polimeros son adecuados para uso en la preparacion de un hidrogel que puede comprender un agente
farmacéuticamente activo o resto que se une a un agente farmacéuticamente activo. Tal hidrogel puede tener la
forma de medicamento para tratamiento del cuerpo humano o animal. El tratamiento esta relacionado con la
actividad biolégica del agente farmacéuticamente activo segun se ha discutido antes.

Finalmente, la presente invencién se refiere a un kit farmacéutico que se puede usar para formar in situ o in vitro un
hidrogel fotoestérico de acuerdo con la presente invencion. Tal kit farmacéutico comprende dos recipientes, cada
uno de los cuales comprende uno de los dos tipos de polimeros que tienen al menos un componente hidréfilo, al
menos un componente hidr6fobo mutuamente estereocomplejante, y al menos uno de los tipos comprende al menos
un componente fotorreticulable. Cuando el hidrogel fotoestérico es para que contenga el agente farmacéuticamente
activo o un resto que acopla un agente farmacéuticamente activo, se prefiere que el agente farmacéuticamente
activo se contenga en uno o en ambos recipientes para cada uno de los dos tipos de polimeros. Si es posible o
necesario, el agente farmacéuticamente activo o el resto que se une a un agente farmacéuticamente activo esta
presente en un recipiente separado. Antes de la formacion del estereohidrogel y el hidrogel fotoestérico, se mezcla el
contenido de uno o varios recipientes.

Seguidamente se ilustran mas los rasgos y caracteristicas mencionados y otros del estereohidrogel, el hidrogel
fotoestérico y el procedimiento para producir estos hidrogeles mediante ejemplos que se dan sdélo a fines
informativos y que no tienen la finalidad de restringir de manera alguna la presente invencion. En estos ejemplos, se
hace referencia a las figuras, de las que:

La figura 1 muestra las estructuras moleculares de (A) copolimeros de bloque en estrella PEG-PLA,-MA de ocho
brazos y (B) copolimeros de bloque en estrella PEG-MA/PLA (n = 12 o 16). Como ejemplo, se han dibujado tres
grupos metacrilato por molécula;

la figura 2 muestra el moédulo de recuperacion (G’) y el médulo de pérdida (G”) de hidrogeles que contienen
cantidades equimolares de copolimeros de bloque en estrella de PEG-PLLA, y PEG-PDLA{,, PEG-PLLA,-MA y
PEG-PDLA;,-MA o PEG-MA/PLLA+, y PEG-MA/PDLA;, en solucion salina tamponada con HEPES (pH 7) a 37°C, (a)
PEG-PLA,, PEG-PLA,-MA y PEG-MA/PLA¢ a una concentracion de polimero de 15% p/v en funcién del tiempo;
(b) PEG-PLA>-MA y PEG-MA/PLA¢, 48 h después de mezclar, en funcién de la concentracion de polimero;

la figura 3 muestra el médulo de recuperacion (G’) y el modulo de pérdida (G”) en funcion del tiempo de irradiacion
de UV (350-400 nm, 16 mW/cmz) de soluciones de PEG-PLLA,-MA en solucién salina tamponada con HEPES (pH
7) a 37°C, (a) concentracion de polimero 12,5, 15y 17,5% p/v y concentracién de iniciador de 5% en moles (en
relacion a grupos metacrilato); (b) concentracion de iniciador 1, 2 y 5% en moles y concentraciéon de polimero de
15% plv;

la figura 4 muestra la reologia de PEG-PLA,-MA irradiado con UV (350-400 nm, 16 mW/cmz) en solucién salina
tamponada con HEPES (pH 7) a una concentracién de polimero de 15% p/v a 37°C, (a) mddulo de recuperacion y
moddulo de pérdida (G”) en funcion del tiempo de un estereohidrogel (D+L) y un hidrogel fotoestérico (D+L e irrad.
con UV) después de 10 min de equilibrado del estereocomplejo, y una solucion de PEG-PLLA,-MA (L) irradiado a
una concentracién del iniciador de 1% en moles (en relacién con los grupos metacrilato); (b) relacion del valor de la
meseta del médulo de recuperacion de un hidrogel fotoestérico (G’p.. € irrad. UV) y el valor de la meseta del modulo
de recuperacion de un estereohidrogel (G'p..) después de 8 min de irradiacion de UV en funcion del tiempo de
equilibrado de la estereocomplejacion;

la figura 5 muestra una representacion esquematica de la preparacion de estereohidrogeles e hidrogeles
fotoestéricos basados en copolimeros de bloque en estrella de PEG-PLA-MA o PEG-MA/PLA,;

la figura 6 muestra fotografias de microscopia electronica de barrido (SEM) de hidrogeles fotopolimerizados
liofilizados preparados en solucion salina tamponada con HEPES (pH 7) a una concentracion de polimero de 15%
p/v y una concentracion de iniciador de 8% en moles respecto a los grupos metacrilato) por irradiacion con UVA
durante 10 min (los estereohidrogeles se equilibraron durante aprox. 15 min después de mezclar las soluciones
enantidmeras). (A) hidrogel fotoestérico de PEG-PLA,-MA; (B) fotohidrogel de PEG-PLLA;>-MA; (C) hidrogel
fotoestérico de PEG-MA/PLA¢; (D) fotohidrogel de PEG-MA/PLLA;

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2378 838 T3

la figura 7 muestra perfiles de relacién de hinchamiento (Wy/W;) de hidrogeles fotopolimerizados preparados en
solucion salina tamponada con HEPES (pH 7) a una concentracion de iniciador de 8% en moles (respecto a los
grupos metacrilato) y 37°C por irradiacion con UVA durante 10 min (los estereohidrogeles se equilibraron durante
aprox. 15 min después de mezclar las soluciones enantiémeras), (a) hidrogeles fotoestéricos de PEG-PLA,-MA a
una concentracion de polimero de 12,5, 15y 17,5% p/v y fotohidrogeles de PEG-PLLA,-MA a una concentracion de
polimero de 15% p/v; (b) hidrogeles fotoestéricos de PEG-MA/PLA+s a una concentracion de polimero de 12,5, 15y
17,5% p/v. (*) hidrogeles fotoestéricos de PEG-MA/PLAs a una concentracién de polimero de 15 y 17,5% p/v
retuvieron su integridad después de 16 semanas, y

la figura 8 muestra una representacion esquematica de la degradacion de hidrogeles fotoestéricos basados en
compolimeros de bloque en estrella de PEG-PLA-MA y PEG-MA/PLA.

lll. EJEMPLOS
111.1 Materiales

Se adquirieron L-lactida y D-lactida de Purac y se recristalizaron en tolueno seco. Nectar suministré PEG de estrella
de 8 brazos (M,, run = 21.800) y se us6 en estado de recepcion. El catalizador de complejo de Zn de sitio individual
(Zn(Et)[OCeH4(CHoN(Me),)-2, Me-4]) fue proporcionado amablemente por el Profesor G. van Koten, de la
Universidad de Utrecht (Holanda). El anhidrido metacrilico se compré a Merck e Irgacure 2559 se compré a Ciba
Specialty Chemicals. Ambos se usaron en estado de recepcion. El diclorometano (DCM) y la trietilamina (TEA) se
secaron sobre hidruro calcico e hidroxido potasico, respectivamente, y se destilaron antes de su uso. Se prepararon
previamente como se ha dado cuenta antes copolimeros de bloque en estrella de 8 brazos de poli(etilenglicol)-poli(L-
lactida) y poli(etilenglicol)-poli(D-lactida) con 12 unidades de lactilo por poli(lactida) (PLA) bloque (PLA-PLLA, y
PEG-PDLA;) respectivamente) (M, pec = 21 .800)53.

11l.2. Sintesis

Se sintetizaron PEG-PLLA;, y PEG-PDLA+,-MA por metacrilacion parcial de los grupos hidroxilo de PEG-PLLA, y
PEG-PDLA;, respectivamente de acuerdo con el procedimiento descrito por Lin-Gibsol y otros®*. Tipicamente, se
disolvié en 18 ml de DCM PEG-PLLA;, (5,0 g, 0,174 mmol, secado durante la noche en vacio sobre pentéxido de
fésforo). Se afiadié una soluciéon de TEA (0,171 g, 1,690 mmol) en 1 ml de DCM y la mezcla de reaccion se enfrié en
bafio de hielo. Seguidamente se afiadié a gotas una solucién de anhidrido metacrilico (0,244 g, 1,583 mmol) en 2 ml
de DCM. La mezcla de reaccion se agitd durante 2 dias a 30°C y se recuperd el producto por precipitacion en una
mezcla fria de dietil éter/hexano/metanol (10/1/1 v/v). Grado de metacrilacion; 40%, rendimiento: 88%. RMN H
(CDCl3): 6 1,4 (m, PLA de grupo terminal CH(CH3)OH), 1,5 (m, CHCHj3), 1,9 (s, C(CH3)=CH,), 3,6 (m, protones de
metileno de PEG), 4,2-4,3 (m, CH,PCO, unidad de enlace de PEG-PLA), 4,3-4,4 (q, PLA de grupo terminal
CH(CH3)OH), 5,1 (m, CHCH3;), 5,6 y 6,2 (C(CH3=CH,).

Se sinterizaron por polimerizacion con apertura de anillo de lactida PEG-MA/PLLA y PEG-MA/PDLA, en los que los
bloques de MA y PLA estan unidos directamente a PEG, usando PEG (PEG-MA) en estrella de 8 brazos
parcialmente funcionalizado metacrilato. Para la sintesis de PEG-MA, tipicamente, el PEG (16,0 g, 0,734 mmol)
estaba disuelto en 33 ml de DCM. Se afiadié una solucién de TEA (0,442 g, 4,368 mmol) en 1 ml de DCM vy la
mezcla de reaccidon se enfri6 en bafio de hielo. Seguidamente se afiadi® a gotas una soluciéon de anhidrido
metacrilico (0,654 g, 4,242 mmol) en 2 ml de DCM. La mezcla de reaccion se agité durante 2 dias a 30°C y el
producto se recuperd por precipitacion en una mezcla fria de dietil éter/hexano/metanol (10/1/1 v/v). Grado de
metacrilacion: 42%, rendimiento: 90%). RMN "H (CDCls: & 1,9 (s, C(CH3)=CH,), 3,6 (m, protones de metileno de
PEG), 4,2 (m, CH,OCO, unidad de enlace de PEG-MA), 5,6 y 6,2 (C(CH3)=CH,).

Se sintetizaron PEG-MA/PLLA y PEG-MA/PDLA por polimerizacion con apertura de anillo de L-lactida y D-lactida,
respectivamente, en DCM a temperatura ambiente, iniciada por los grupos hidroxilo remanentes de PEG-MA (secado
durante la noche en vacio sobre pentdxido de fosforo). Se usé como catalizador el complejo de zinc de sitio
individual Zn(Et)[OCgH3(CH,Me,)-2-Me-4]. Tipicamente, se disolvié en 14 ml de DCM ([LLA], = 0,25M) PEG-MA (3,0
g, 0,136 mmol) (grado de metilacién 42%) y L-lactida (0,532 g, 3,694 mmol). Se afadié una solucién del catalizador
complejo de Zn de sitio individual (0,064 g, 0,247 mmol) en 1 ml de DCM y la mezcla de reaccion se agité durante 1
hora. La polimerizaciéon se termind afiadiendo un exceso de acido acético glacial y el polimero se precipité en una
mezcla fria de dietil éter/metanol (20/1 v/v). Conversion de la lactida: 95%, rendimiento 85%. RMN 'H (CDCl;): 81,4
(m, PLA de grupo terminal CH(CH3)OH), 1,5 (m, CHCH3), 1,9 (s, C(CH3)=CH,), 3,6 (m, protones de metileno de
PEG), 4,2 (m, CH,OCO, unidad de enlace de PEG-MA), 4,2-4,3 (m, CH,OCO, unidad de enlace de PGA-PLA), 4,3-
4,4 (q, PLA de grupo terminal (CH3)OH), 5,1 (m, CHCHj3), 5,6 y 6,2 (C(CH3)=CH,).
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Caracterizacion.

Los espectros de RMN H (CDCIs) se registraron en un espectrémetro Varian Inova (Varian, Palo Alto, USA) que
funciona a 300 MHz. El numero de unidades de lactilo por bloque de PLA se calculdé basandose en los protones de
metilo de las unidades de lactilo (8 1,4-1,5) y los protones de metileno de PEG (6 3,6). El numero de grupos
metacrilato por molécula de PEG se determind basandose en los protones de metileno de PEG (8 3,6) y los protones
de metileno del grupo metacrilato (5 5,6 y 6,2).

Las concentraciones de gel criticas (CGC) se determinaron como se ha descrito antes®®. En resumen, se prepararon
soluciones de polimero disolviendo los polimeros durante la noche en agua desionizada. Posteriormente se
mezclaron soluciones de polimero de cantidades equimolares de copolimeros de bloque en estrella de PEG-PLLA-
MA y PEG-PDLA-MA o PEG-MA/PLLA y PEG-MA/PDLA y se equilibraron durante la noche. Las CGC se
determinaron a temperatura ambiente invirtiendo los viales. Cuando la muestra no fluia en 20 s, se consider6 que era
gel.

Los experimentos de reologia se realizaron con un reémetro US 200 (Anton Paar) como se ha descrito
anteriormente®. En resumen, se usaron una placa plana que mide la geometria (25 mm de diametro, separacién 0,5
mm), una frecuencia de 1 Hz y una deformacion de 1%. Se mezclaron soluciones de polimero en solucion salina
tamponada con HEPES (pH 7,0, 100 mM, ajustadas a 300 mOsm con NaCl) que contenian cantidades equimolares
de copolimeros de bloque en estrella de PEG-PLLA-MA y PEG-PDLA-MA o PEG-MA/PLLA y PEG-MA/PDLA, se
homogeneizaron, se aplicaron rapidamente al reémetro y se midieron a 37°C.

Se realizaron experimentos combinados de irradiacion de UV y de reologia en un reémetro US 200 (Anton Para)
equipado con una fuente de luz UV (350-400 nm, 16 mW/cmZ). Las muestras se irradiaron desde arriba. Se us6 una
placa plana que mide la geometria (100 mm de diametro, separacion de 0,1 mm), la frecuencia fue de 1 Hz y las
deformaciones fueron de 1% o de 5%. Ambas deformaciones estan dentro de la regién viscoelastica lineal. Los
hidrogeles estereocomplejados (estereohidrogeles) de PEG-PLA-MA o PEG-MA/PLA vy las soluciones de
enantiomeros individuales de PEG-PLLA-MA o PEG-MA/PLA en solucién salina tamponada con HEPES se
irradiaron con UV y se midieron al mismo tiempo a 37°C. Como fotoiniciador se usé Irgacure 2959 a una
concentracion de 1-5% en moles en relaciéon a los grupos metacrilato. Los estereohidrogeles se midieron 10 min
después de mezclar las soluciones enantidmeras, a no ser que se indique lo contrario.

Los hidrogeles para los experimentos de microscopia electrénica de barrido (SEM) y ensayos de
hinchamiento/degradacion se prepararon similarmente en una placa de 96 pocillos con volimenes de muestra de
125 ul, resultando cilindros de aprox. 4 mm de altura y 6 mm de diametro. Los hidrogeles fotoestéricos de PEG-
PLA{,-MA o PEG-PLAx/MA se prepararon por irradiacion de UV (250 mW/cmz) durante 10 min de los
estereohidrogeles (equilibrados durante aprox. 15 min después de mezclar las soluciones enantidmeras) con una
concentracion del iniciador de 8% en moles (en relacion a los grupos metacrilato) preparados en solucion salina
tamponada con HEPES. Los fotohidrogeles se formaron analogamente por irradiacion de uV de soluciones de
enantiomero individual de PEG-PLLA>-MA o PEG-MA¢/PLLA en solucién salina tamponada con HEPES.

Los experimentos de SEM se realizaron con hidrogeles liofilizados usando un aparato LEO Gemini 1550 FEM-SEM
provisto de una pistola de emisién de campo, y a un voltaje de 2 kV. Los hidrogeles liofilizados se prepararon por
liofilizacion en nitrégeno liquido y posterior liofilizacion a —=50°C y 5 x 107 bar durante la noche.

Para los ensayos de hinchamiento/degradacion, los cilindros de hidrogel se pusieron en viales y, después de afiadir
1 ml de solucién salina tamponada con HEPES, se dej6 que se hincharan los hidrogeles. El experimento de
hinchamiento se realizé por duplicado o triplicado. Los hidrogeles hinchados se pesaron a intervalos regulares
después de eliminar el tampoén. Después de cada pesada se puso tampoén nuevo. La relacion de hinchamiento de los
hidrogeles se calcul6 a partir del peso inicial de hidrogel después de la preparacion del gel (W) y el peso del hidrogel
hinchado después de ser expuesto al tampoén (W,):

Wi

Relacién de hinchamiento =
Wo

111.3 Sintesis 2

Se disefiaron dos tipos de copolimeros de bloque en estrella de poli(etilenglicol)-poli(lactida) funcionalizado
metacrilato (PEG-PLA), PEG-poli(L-lactida)-metacrilato PEG-PLLA-MA) y PEG-poli(D-lactida)-metacrilato (PEG-
PDLA-MA) (Figura 1A) y poli(etilenglicol)metacrilato/poli(L-lactida) (PEG-MA/PLLA) y poli(etilenglicol)-metacrilato/
poli(D-lactida) (PEG-MA/PDLA) (Figura 1B). Se prepararon copolimeros de PEG-PLLA-MA y PEG-PDLA-MA por un
procedimiento de sintesis en dos etapas. Primeramente se sintetizaron como se ha dado cuenta previamente (Tabla
1, entradas 1y 2)53 copolimeros de bloque en estrella de 8 brazos PEG-PLLA,; y PEG-PDLA¢;, M,, pec = 21.800).
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Seguidamente se hicieron reaccionar con anhidrido metacrilico los grupos terminales hidroxilo de PLA usando
trietilamina (TEA) como catalizador y diclorometano (DCM) como disolvente a 30°C. Los copolimeros PEG-PLLA -
MA y PEG-PDLA/,-MA se recuperaron por precipitacion en una mezcla de dietil éter/hexano/metanol (10/1/1 v/v)
(Tabla 1, entradas 3 y 4). La RMN 'H reveld un grado de metacrilacién de aprox. 40%, determinado por
comparacion de las integrales de los picos correspondientes a los protones de metileno del grupo metacrilato (6 5,6 y
6,2) y los protones de metileno de PEG (5 3,6).

Se prepararon copolimeros de PEG-MA/PLA por un procedimiento de sintesis en dos etapas. Primeramente se
metacrild aprox. el 40% de los grupos terminales hidroxilo de un PEG en estrella de 8 brazos (M, = 21.800).
Seguidamente se inici6é la polimerizaciéon por apertura de cadena de L-lactida o D-lactida por los grupos hidroxilo
remanentes de PEG funcionalizado metacrilato, usando como catalizador el complejo de Zn de sitio individual y
diclorometano (DCM) como disolvente, a temperatura ambiente. Se obtuvieron copolimeros de PEG-MA/PLLA y
PEG-MA/PDLA por precipitacion en una mezcla de dietil éter/metanol (20/1 v/v). Se prepararon copolimeros de PEG-
MA/PLA con 12 y 16 unidades de lactilo por bloque de PLA variando la relacion de suministro de lactida a PEG
(Tabla 1, entradas s 5-8). El uso del catalizador de Zn de sitio individual permitié un control excelente sobre el grado
de polimerizacion de los bloques de PLA y la reaccion de metacrilacion fue reproducible, dando grados de
metacrilacion similares (Tabla 1).

Tabla 1. Sintesis de copolimeros de bloque en estrella de PEG-PLLA-MA y PEG-PDLA-MA y PEG-MA/PLLA y PEG-
MA/PDLA?

Entrada Polimero Conversion N Grado de M, x 107
de latida metacrilacién% | RMN 'H
Teoria® | RMN'H
1 PEG-PLLA» 94 12 12 — 28,7
2 PEG-PDLA;, 96 12 12 — 28,7
3 PEG-PLLA>-MA 94 12 12 40 28,8
4 PEG-PDLA»-MA 96 12 12 42 28,9
5 PEG-MA/PLLA, 95 12 12 46 25,6
6 PEG-MA/PDLA;, 94 12 12 46 25,6
7 PEG-MA/PLLA 99 17 16 42 27,4
8 PEG-MA/PDLA ¢ 95 16 16 42 27,4

@ La polimerizacion con apertura de cadena de la lactida se realizé en DCM durante 1 h a t.a. usando PEG o PEG
parcialmente funcionalizado metacrilato como iniciador y el complejo de zinc de sitio individual
Zn(Et)[OCgH3(CH,Me,)-2-Me-4] como catalizador, ([LA]o = 0,25 M, grupos hidroxilo de PEG:catalizador de Zn = 2:1).
La metacrilacion se realizé6 en DCM durante 2 dias a 30°C ([OH]o = 5 mM, MA:H:TEA = 1:1,5:1,1).

® Namero de unidades de lactilo por bloque de PLA.
¢ Sobre la base de la composiciéon de suministro y la conversion.
11l.4 Gelacién por estereocomplejacion

Se estudié a temperatura ambiente la influencia de los grupos metacrilato y la longitud del bloque de PLA sobre la
formacion de hidrogel estereocomplejo (designado estereohidrogel). Se mezclaron soluciones acuosas de
cantidades equimolares de copolimeros de bloque en estrella PEG-PLLA-MA y PEG-PDLA-MA o PEG-MA/PLLA y
PEG-MA/PDLA vy, después de equilibrado, se ensayd si la muestra se habia convertido en gel por el procedimiento
de volteo del vial. La Tabla 2 muestra que las concentraciones criticas de gel (CGC) para estereocomplejacion de
PEG-PLA>-MA y PEG-PLA, son iguales, lo que indica que los grupos metacrilato terminales no influyen sobre la
estereocomplejacion. Los enantidomeros individuales de PEG-PLLA;,, PEG-PLLA-MA y PEG-MA/PLLA también
fueron capaces de formar geles a concentraciones de polimero relativamente altas. La CGC del enantiomero
individual de PEG-PLLA,-MA es algo mas baja en comparacion con el enantiomero individual de PEG-PLLA,,, lo
que se atribuye a la incrementada hidrofobia de PEG-PLLA,-MA. Se pudieron preparar soluciones acuosas del
enantiémero individual de PEG-MA/PLLA,, a concentraciones de polimero mucho mas altas en comparacion con el
enantiomero individual de PEG-PLLA,-MA. También se pudieron formar estereohidrogeles a partir de copolimeros
de PEG-MA/PLLA, y PEG-MA/PDLA;,, pero a concentraciones de polimero mucho mas altas comparativamente
con los copolimeros PEG-PLLA,-MA y PEG-PDLA,-MA. La mayor CGC para la estereocomplejacion de PEG-
MA/PLA;, en comparacién con PEG-PLA;>-MA es debida a la mas baja funcionalidad de reticulaciéon (esto es,
numero de bloques de PLA por molécula) y la menor hidrofobia de PEG-MA/PLA;, en comparacion con PEG-PLA,-
MA. Los inventores han demostrado previamente que la CGC para la estereocomplejaciéon de copolimeros tribloque
PLA-PEG-PLA es mas alta en comparacion con la CGC de los copolimeros de bloque en estrella de 8 brazos PEG-
PLA"™. Los copolimeros PEG-MA/PLA+s presentaron valores de CGC mas bajos para etereocomplejaciéon en
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comparacion con los copolimeros PEG-MA/PLA;, debido a la incrementada longitud del bloque de PLA.

Tabla 2. Concentraciones de gel criticas (CGC) de soluciones que contienen copolimeros de bloque en estrella de
enantiomeros individual que contienen PEG-PLLA, PEG-PLLA-MA y PEG-MA/PLLA o cantidades equimolares de
PEG-PLLA y PEG-PDLA, PEG-OLLA-MA y PEG-PDLA-MA o copolimeros de bloque en estrella PEG-MA/PLLA y

PEG-MA/PDLA en agua desionizada a temperatura ambiente.

Polimero

CGC de enantiomero
individual (% p/v)

CGC de enantiomeros
mezclados (% p/v)

PEG-PLA,

PEG-PLA;,-MA
PEG-MA/PLA;,
PEG-MA/PLA4

20
17,5
30
20

7,5
7,5
22,5
12,5

lll. 5 Reologia

Se estudiaron por experimentos de reologia a 37°C las propiedades mecanicas de estereohidrogeles. Los
estereohidrogeles se prepararon mezclando soluciones acuosas de cantidades equimolares de copolimeros de
bloque en estrella PEG-PLLA;, y PEG-PDLA,, PEG-PLLA{,-MA y PEG-PDLA>-MA, o PEG-MA/PLLA, y PEG-
MA/PDLA;, en solucion salina tamponada con HEPES (pH 7) en un intervalo de concentracién de polimero de 12,5 a
17,5% en peso. Después de mezclar, las soluciones se aplicaron rapidamente al reémetro y se registraron las
evoluciones del modulo de recuperacion (G’) y el mddulo de pérdida (G”) (Figura 2a). Debido a la rapida gelacion, no
pudo determinarse por reologia el punto de gelacion de PEG-PLA4,, PEG-PLA{>-MA y PEG-MA/PLA4s en un
intervalo de concentracién de polimero de 12,5 a 17,5% en peso. Después de aplicar la muestra al reémetro, se
necesitaron aprox. 1-2 min para ajustar el instrumento antes de iniciar la medida. Esto revela que los hidrogeles de
PLA;,, PEG-PLA>-MA y PEG-MA/PLA¢ se formaron en 1-2 min. El mdédulo de recuperacion aumentd con el tiempo
debido a la estereocomplejacion hasta alcanzar el valor de la meseta, finalizando el proceso de reticulacion (Figura
2a). La Figura 2a muestra que las evoluciones del moédulo de recuperaciéon y los valores de la meseta de los
copolimeros de PEG-PLA,-MA y PEG-PLA,, eran similares, lo que esta en buen acuerdo con los ensayos de volteo
de viales, lo que indica que los grupos metacrilato apenas influyen sobre la estereocomplejacion (Tabla 2). Para los
copolimeros PEG-PLA, y PEG-PLA,-MA, el valor de la meseta del médulo de recuperacion se alcanzé en aprox. 5
h después de mezclar (Figura 2a). A diferencia, los mddulos de recuperacion de los estereohidrogeles PEG-
MA/PLA ¢ aumentaron a lo largo de 48 h. Los médulos de recuperacion de los estereohidrogeles aumentaron de 2,4
a 12,5 kPa para PEG-PLA,-MA y de 0,1 a 5,2 kPa para PEG-MA/PLA, al aumentar la concentraciéon de polimero de
12,5 a 15% plv (figura 2b). Los estereohidrogeles PEG-PLA1,-MA mostraron factores de recuperacion mas bajos (5 =
G”/G’) en comparacion con los hidrogeles PEG-MA/PLA¢ (Figura 2b), lo que indica una perfecciéon mayor de la red.

lll. 6 Control in situ de las propiedades mecanicas durante la fotopolimerizacién

Las propiedades mecanicas de los hidrogeles fotopolimerizados se determinaron por reologia combinada con
irradiacion de UV (350-400 nm, 16 mW/cm?) de estereohidrogeles de PEG-PLA,-MA o PEG-MA/PLA;; (resultando
hidrogeles fotoestéricos) o soluciones de los enantidmeros individuales de PEG-PLLA;>-MA o PEG-MA/PLLA;¢
(resultando fotohidrogeles) en solucién salina tamponada con HEPES (pH 7) a 37°C (Figuras 3 y 4). La Figura 3a
muestra que el tiempo de gelacion del enantiomero de PEG-PLLA,-MA disminuyé de aprox. 3 a 0,5 min al aumentar
la concentracion de polimero de 12,5 a 17,5% p/v para una concentracion de iniciador de 5% en moles (en relacion a
los grupos metacrilato). El valor de la meseta del médulo de recuperacion se alcanzé en aprox. 8 min y aumenté de
0,9 a 4,1 kPA al aumentar la concentracion de polimero de 12,5 a 17,5% p/v (Figura 3a). La Figura 3b muestra que
el tiempo de gelacion del enantidmero individual de PEG-PLLA,-MA a una concentracion de polimero de 15% p/v
disminuyd rapidamente al aumentar la concentracion de inhibidor. A concentraciones del inhibidor de 2 y 5% en
moles (respecto a los grupos metacrilato), los tiempos de gelacion del enantiomero individual PEG-PLLA,-MA
fueron, respectivamente, 6,5y 1,7 min. A una concentracion del inhidor de 1% en moles, la solucién del enantiomero
individual de PEG-PLLA,-MA al 15% p/v no formé gel en 15 min (Figura 3b).

Como se ha sefialado antes, se formé un estereohidrogel en 1-2 min después de mezclar soluciones acuosas de
cantidades equimolares de copolimeros PEG-PLLA;,-MA y PEG-PDLA;>-MA. La irradiacion de UV del
estereohidrogel a 1% en moles de iniciador y una concentracion de polimero de 15% p/v 10 min después de mezclar
aumentd el modulo de recuperacion de 5,6 a 9,6 kPa en 15 min debido a la fotorreticulacion (4a). Aqui, una
concentracion de iniciador de 1% en moles (respecto a los grupos metacrilato) corresponde a 0,003% en peso, que
es un valor muy bajo en comparacion con la concentracion de 0,05% en peso que es la concentracion comunmente
usada®. Se prefieren concentraciones de inhibidor bajas debido a la toxicidad del iniciador. La fotorreticulacion a
este bajo nivel de concentracion implica a su vez que se pueden usar intensidades de luz bajas para obtener
hidrogeles fotoestéricos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2378 838 T3

El médulo de recuperacion del hidrogel fotoestérico depende mucho del tiempo de equilibrado antes de la irradiacion
de UV. La Figura 4 b muestra un grafico de la relacion del moédulo de recuperacion de un hidrogel fotoestérico de
PEG-PLA12-MA vy el valor de la meseta del mddulo de recuperacion del correspondiente estereohidrogel) (alcanzado
después de aprox. 5 h, Figura 2a) en funcion del tiempo de equilibrado del estereocomplejo. El valor de la meseta del
moédulo de recuperacion del hidrogel fotoestérico (después de 8 min de irradiacién de UV) aumenté linealmente al
aumentar el tiempo de equiibrado del estereocomplejo a una concentraciéon del iniciador de 5% en moles (que
corresponde a 0,015% en peso). Esta concentracion de iniciador es baja en comparacién con la concentracion
generalmente usada de 0,05% en peso49. La irradiacion de UV después de 6 h de equilibrado dio por resultado un
aumento de casi 6 veces del mdédulo de recuperacion del hidrogel fotoestérico de PEG-PLA,-MA en comparacion
con el correspondiente estereohidrogel de PEG-PLA>-MA (31,6 frente a 5,6 kPA) y un aumento de 17 veces en
comparacion con el correspondiente fotohidrogel de PEG-PLLA,-MA (31,6 frente a 1,8 kPa). Puesto que los grupos
hidréfobos metacrilato estan en los extremos de la cadena de PLA, muy probablemente las reticulaciones quimicas
se han formado en los dominios de PLA. En la Figura 5 se muestra una representacion esquematica de la
preparacion de hidrogel fotoestérico para los copolimeros PEG-PLA-MA y PEG-MA/PLA. Ademas, el fotoiniciador
usado, Irgacure 2959, es bastante hidrofobo (la concentracion méxima en agua es 0,7% en peso49) y preferiblemente
puede por ello repartirse en los dominios hidréfobos de PLA, aumentando asi la concentracion inicial de iniciador y
consecuentemente la velocidad de fotopolimerizacién en estos dominios. Por tanto, el incrementado mddulo de
recuperacion al aumentar el tiempo de equilibrado del estereocomplejo puede ser debido a la formacion de mas
dominios de PLA, dando por resultado una red mas densamente reticulada y una fotopolimerizacién intensificada.
Los hidrogeles fotoestéricos de PEG-MA/PLA ¢ también presentan modulos de recuperacion mucho mas altos en
comparacion con los estereohidrogeles o fotohidrogeles de PEG-MA/PLLA+¢ (no representados los resultados). Por
ello, la combinacién de estereocomplejacion y fotorreticulacion puede proporcionar una gelacién rapida in vitro e in
vivo®, dando hidrogeles con buenas propiedades mecanicas.

lll. 7 Morfologia de hidrogeles fotopolimerizados

Para estudiar la infuencia de la estereocomplejacion sobre la morfologia de hidrogeles fotopolimerizados, las
medidas por microscopia electrénica de barrido (SEM) se realizaron en hidrogeles fotoestéricos y fotohidrogeles de
PEG-PLA12-MA y PEG-MA/PLA16 liofilizados. Los hidrogeles fotoestéricos y los fotohidrogeles se prepararon por
irradiacion de UVA (250 mW/cm?) de estereohidrogeles de PEG-PLA;,-MA o PEG-MA/PLA ¢ (equilibrados durante
aprox. 15 min después de mezclar las soluciones enantidmetras) y soluciones de enantiémeros individuales de PEG-
PLLA{,-MA o PEG-MA/PLLA4s, respectivamente, en soluciéon salina tamponada con HEPES (pH 7) a una
concentracion de iniciador de 8% en moles y de 15% p/v de polimero. Las Figuras 6A y 6B muestran que los
hidrogeles fotoestéricos de PEG-PLA,-MA tienen tamafios de poro de aprox. 5 um, mientras que los fotohidrogeles
de PEG-PLLA;,-MA tienen tamarios de poro de aprox. 10 um, lo que indica que la estereocomplejacion tiene una
influencia significativa sobre el tamafio de poro de los hidrogeles de PEG-PLA-MA liofilizados. A diferencia, los
hidrogeles fotoestéricos de PEG-MA/PLA; liofilizados y los fotohidrogeles de PEG-MA/PLLA ¢ presentaban tamaros
de poro similares (aprox. 10 um, Figuras 6C y 6D). Aparentemente, la posicion del grupo de reticulacién tiene mucha
influencia sobre el tamafio de poro de hidrogeles fotoestéricos liofilizados.

lll. 8 Hinchamiento y degradacién de hidrogeles

Los hidrogeles basados en los copolimeros de PEG-PLA-MA y PEG-MA/PLA eran degradables en condiciones
fisiologicas. Para estudiar la velocidad de degradaciéon se prepararon hidrogeles fotoestéricos y fotohidrogeles por
irradiacion de UVA (250 mW/cmz) de estereohidrogeles de PEG-PLA,-MA o PEG-MA/PLAs (equilibrados durante
aprox. 15 min después de mezclar las soluciones enantidmeras) y soluciones que contenian enantiémero individual
de PEG-PLLA,-MA o PEG-MA/PLLA+, respectivamente, en solucién salina tamponada con HEPES (pH 7) a una
concentracion de inhibidor de 8% en moles. Después de haberse formado los hidrogeles, se aplico la solucién salina
tamponada con HEPES por encima y se dejé que se hincharan los geles a 37°C. A intervalos de tiempo regulares se
calculd la relacion de hinchamiento como cociente entre el peso de hidrogel expuesto a la solucidon tampén y el peso
inicial del hidrogel después de su preparacion (WyW;). La Figura 7a muestra que los hidrogeles fotoestéricos de
PEG-PLA>-MA se hincharon a aproximadamente dos veces su peso inicial en 1 dia, independientemente de la
concentracion de polimero. La relacién de hinchamiento de fotohidrogeles de PEG-PLLA,-MA también se duplicé
después de 1 dia a una concentracion de polimero de 15% p/v (Figura 7a). Después del hinchamiento inicial, la
relacion de hinchamiento permanecié constante para los hidrogeles fotoestéricos de PEG-PLA,-MA, mientras que la
relacion de hinchamiento de fotohidrogeles de PEG-PLLA;,-MA continud creciendo. Con el tiempo se desintegraron
ambos hidrogeles, como lo demostré la disminucion de la relacién de hinchamiento, hasta que finalmente se
disolvieron completamente. El tiempo de degradacion se define como el tiempo requerido para que se disuelva al
menos uno de los dos o tres hidrogeles usados para ensayar un tipo de hidrogel. La Figura 7a demuestra que los
hidrogeles fotoestéricos de PEG-PLA,-MA se degradaron completamente al cabo de aproximadamente 3 semanas
y el aumento de la concentracion de polimero de 12,5 a 17,5% p/v apenas afectd al tiempo de degradacion. Es
interesante que el tiempo de degradacion de los estereohidrogeles de PEG-PLA,-MA era de dos veces en
comparacion con los fotohidrogeles de PEG-PLLA,-MA (aprox. 3 frente a 1,5 semanas, Figura 7A). Esto puede ser
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debido a una densidad de reticulacién mayor de los hidrogeles fotoestéricos de PEG-PLA;,MA en comparaciéon con
los fotohidrogeles de PEG-PLLA;{,-MA, como también lo indican las medidas de reologia. Los hidrogeles
fotoestéricos de PEG-MA/PLA, se hincharon durante un periodo de aprox. 5 semanas hasta alcanzar dos veces su
peso inicial, independientemente de la concentracién de polimero (Figura 7b). El hinchamiento en curso muy
probablemente es debido a la degradacién de PLA, después del cual se pierden las reticulaciones fisicas, dando por
resultado una red menos densamente reticulada mantenida junta sélo por reticulaciones quimicas (Figura 8). Los
hidrogeles fotoestéricos de PEG-MA/PLAs con una concentracion de polimero de 12,5% p/v se degradaron
completamente después de 7 semanas, mientras que a una concentracién de polimero de 15y 17,5% plv, los
hidrogeles fotoestéricos retuvieron su integridad después de 16 semanas.

La degradacién mucho mas lenta de los hidrogeles fotoestéricos de PEG-MA/PLAs en comparacion con los
hidrogeles fotoestéricos de PEG-PLA,-MA se atribuye a la hidrdlisis mas lenta de los enlaces éster de los grupos
metacrilato polimerizados en comparacién con los enlaces éster de los bloques de PLA, lo que concuerda bien con
los resultados obtenidos por Bryant y otros para hidrogeles fotopolimerizados de dimetacrilato de PEG y dimetacrilato
de PEG-PLA®. Los hidrogeles fotoestéricos de PEG-PLA-MA se degradan principalmente mediante hidrdlisis de los
enlaces éster del bloque de PLA, después de lo cual se pierden las reticulaciones fisicas y las quimicas (Figura 8). A
diferencia, la degradacion de PLA en los hidrogeles fotoestéricos de PEG-MA/PLA conduce a la formacién de una
red quimicamente reticulada menos densamente, con un hinchamiento acrecentado (Figura 8). Los hidrogeles
fotoestéricos hinchados de PEG-MA/PLA se degradan finalmente mediante hidrdlisis de los enlaces éster de los
grupos metacrilato polimerizados. Es posible combinar copolimeros PEG-PLA-MA y PEG-MA/PLA para variar el
tiempo de degradacion.

IV. Conclusiones

Se prepararon copolimeros de PEG-PLA-MA por metacrilacion de aprox. 40% de los grupos terminales hidroxilo de
PLA de copolimeros de bloque en estrella de 8 brazos de PEG-PLA. Los copolimeros PEG-MA/PLA se prepararon
por polimerizacién con apertura de anillo, iniciada por lactida, de PEG en estrella de 8 brazos con 40% de sus grupos
terminales hidroxilo metacrilados. Los hidrogeles estereocomplejados de PEG-PLA-MA y PEG-MA/PLA se pudieron
formar rapidamente in situ después de mezclar soluciones acuosas que contenian cantidades equimolares de
copolimeros de PEG-PLLA-MA y PEG-PDLA-MA, o PEG-MA/PLLA y PEG-MA/PDLA. Es interesante que la
estereocomplejacion ayudaba a la fotopolimerizacién de los grupos metacrilato. La fotorreticulacion de
estereohidrogeles, dando hidrogeles fotoestéricos, dio por resultado moédulos de recuperacion del hidrogel
acrecentados, en comparacion con los hidrogeles reticulados sélo por estereocomplejacion (estereohidrogeles) o
s6lo fotorreticulacion (fotohidrogeles). Ademas, la fotorreticulacion de estereohidrogeles se reaizaba ya a
concentraciones muy bajas de iniciador. El tiempo de degradacién de hidrogeles fotoestéricos de PEG-PLA-MA era
dos veces el de fotohidrogeles de PEG-PLLA-MA (aprox. 3 frente a 1,5 semanas). Los hidrogeles fotoestéricos de
PEG-MA/PLA se degradadron en aprox. 7 a 16 semanas, dependiendo de la concentracion de polimero. En
principio, se pueden combinar PEG-PLA-MA y PEG-MA/PLA para variar la velocidad de degradacion. La rapida
gelacion in vitro e in vivo debida a la estereocomplejacion sortea la necesidad de una rapida fotopolimerizacion,
evitando asi efectos térmicos sustanciales debidos a la fotopolimerizacion y potenciando el uso de concentraciones
de iniciador bajas e intensidades de luz bajas. Ademas, la rapida gelaciéon permite una facil manipulacion.

Se entendera que los hidrogeles fotoestéricos y en particular los procedimientos para su formacion situ dentro del
cuerpo humano o animal tendran una capacidad grande para aplicaciones in vivo, incluida la ingenieria de tejidos y
el suministro de farmacos.
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REIVINDICACIONES

1. Hidrogel fotoestérico formado por polimeros estereocomplejados y fotorreticulados, polimeros que comprenden
dos tipos de polimeros que tienen al menos un componente hidréfilo, al menos un componente hidréfobo
mutuamente estereocomplejante, y los dos tipos de polimeros comprenden al menos un componente mutuamente
fotorreticulable.

2. Hidrogel de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el componente hidréfilo comprende PEG, dextrano, acido
hialurénico, pululano, sulfato de condroitina, poli(alcohol de vinilo), poli(metacrilato de hidroxietilo), poli(acido
aspartico), poli(acido glutamico), poli(acido acrilico), una poli(alquil C4i oxazolina) tal como poli(metil- o etil-
oxazolina), y/o

en el que el componente hidréfobo estereocomplejante comprende poli(L-lactida) o poli(D-lactida), poli(L-lactida) o
poli(D-lactida) que preferiblemente comprende de 8-30, preferiblemente de 10-20, mas preferiblemente 12-16
unidades de lactilo por poli(L-lactida o D-lactida), y/o

en el que el componente fotorreticulable comprende acrilato, metacrilato, acrilamida y fumarato.

3. Hidrogel de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en el que el componente fotorreticulable se ha reticulado usando
irradiacion visible o ultravioleta (de longitud de onda larga), y/o

en el que la fotorreticulacion requiere irradiacion de UV de baja intensidad, tal como de 0,05-20 mW/cmz, cuando hay
una barrera de tejido (tal como piel intacta), o de 2 a 20 mW/cm? cuando no hay una barrera de tejido, o luz visible a
una intensidad de la luz visible preferiblemente de 30-100 mW/cm?.

4. Hidrogel de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el componente estereocomplejante
y el componente fotorreticulable estan directamente unidos al componente hidréfilo o en el que el componente
estereocomplejante une el componente fotorreticulable al componente hidrofilo.

5. Hidrogel de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que los polimeros constitutivos tienen la
forma de una estructura triblogue o de multibrazos, preferiblemente una estructura de 3-12 brazos, mas
preferiblemente una estructura de 8-10 brazos.

6. Hidrogel de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que tiene un médulo de recuperacion G’
mayor que 1 kPa, tal como de 1-100 kPa.

7. Procedimiento para producir hidrogeles fotoestéricos, que comprende las estapas de

(a) proporcionar una mezcla de al menos dos tipos de polimeros que tienen al menos un componente hidrdéfilo, al
menos un componente hidréfobo mutuamente estereocomplejante, y al menos uno de los tipos comprende al menos
un componente fotorreticulable;

(b) eastereocomplejar los dos tipos de polimeros , formando asi un hidrogel estereocomplejado, y

(c) fotorreticular el hidrogel estereocomplejado usando irradiacion visible o UV, formando asi el hidrogel fotoestérico.

8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que los dos tipos de polimeros comprenden al menos un
componente mutuamente fotorreticulable, y/o

en el que el componente hidréfilo comprende PEG, dextrano, acido hialurénico, pululano, sulfato de condroitina,
poli(alcohol de vinilo), poli(metacrilato de hidroxietilo), poli(acido aspartico), poli(acido glutamico), poli(acido acrilico),
poli(alcohol de vinilo) y poli(alquil C4.¢ oxazolina) tal como poli(metil- o etil-oxazolina), y/o

en el que el componente hidréfobo estereocomplejante comprende poli(L-lactida) o poli(D-lactida), poli(L-lactida) o
poli(D-lactida) que preferiblemente comprende 8-30, preferiblemente 10-20, mas preferiblemente 12-16 unidades de
lactilo, y/o

en el que el componente fotorreticulable comprende acrilato, metacrilato, acrilamida y fumarato y preferiblemente el
componente fotorreticulable es reticulable usando radiacion visible o ultravioleta (de longitud de onda larga).

9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el fotorreticulador usa un fotoiniciador citocompatible,
preferiblemente en una cantidad de 0,001 a 0,05% en peso, tal como 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenona (Irgacure 651),
1-hidroxiciclohexil fenil cetona (Irgacure 184), 2-metil-1-[4-(metiltio)fenil]-2-(4-morfolinil)-1-propanona (Irgacure 907) y
2-hidroxi-1-(hidroxietoxi)fenil]-2-metil-1-propanona  (Darocur  2959), canforquinona (CQ) con  4-N,N-
dimetilaminobenzoato de etilo (4EDMAB) y trietanolamina (TEA) y el fotosensibilizador isopropiltioxantona, y/o
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en el que el fotorreticulador requiere irradiacion UV de baja intensidad, tal como de 0,05-20 mW/cm? cuando hay una
barrera de tejido (tal como piel intacta), o de 20-20 mW/cm? cuando no hay barrera de tejido, o luz visible
preferiblemente a una intensidad de 30-100 mW/cm2.

10 Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8 o 9, en el que el componente estereocomplejante y el
componente fotorreticulable estan unidos directamente al componente hidréfilo, o

en el que el componente estereocomplejante une el componente fotorreticulable al componente hidrofilo.
11. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8-10,

en el que los polimeros constitutivos tienen la forma de un tribloque o una estructura multibrazos, preferiblemente
una estructura de 3-12 brazos, mas preferiblemente de 8-10 brazos, y/o

en el que la concentracién de polimero esta en el intervalo de 5-30% p/v, preferiblemente de 10-20% p/v.

12. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8-11, en el que el tiempo para la
estereocomplejacion esta en el intervalo de 1 min a 3 dias, preferiblemente de 2 horas a 1 dia, mas preferiblemente
de 4 a 10 horas.

13. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8-12, que comprende la etapa de hidrolizar
los compionentes estereocomplejantes, formando asi un hidrogel hinchado.

14. Hidrogel obtenible con el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 8-13 y que preferiblemente
comprende un agente o resto farmacéuticamente activo que se une a un agente farmacéuticamente activo.

15. Polimeros que comprenden dos tipos de polimeros que tienen al menos un componente hidrofilo, al menos un
componente hidréfobo mutuamente estereocomplejante y al menos uno de los tipos comprende al menos un
componente fotorreticulable para uso en la produccion de un hidrogel que comprende un agente o resto
farmacéuticamente activo que se une a un agente farmacéuticamente activo, dentro del cuerpo humano o animal,
polimeros que preferiblemente estan estereocomplejados.

16. Kit farmacéutico para formar un hidrogel segun se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
que comprende dos recipientes, comprendiendo cada uno de ellos uno de los dos tipos de polimeros que tiene al
menos un componente hidréfilo, al menos un componente hidréfobo mutuamente estereocomplejante, y al menos
uno de los tipos comprende al menos un componente fotorreticulable, y en el que el agente farmacéuticamente
activo segun se ha definido en la reivindicaciéon 14, preferiblemente se contiene en uno o ambos recipientes y/o en
un recipiente separado.
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Relacién de hinchamiento, W/W,
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