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DESCRIPCION
Polimeros microcelulares como medio de crecimiento de células y nuevos polimeros.

La presente invencion describe polimeros microcelulares como medio de crecimiento de células, sistemas
biolégicamente activos y modulos de soporte de érganos que comprenden los polimeros y células bioldgicas, un
método para crecimiento de células en los materiales, el uso de los mismos como implantes en el cuerpo humano o
animal o para estudios in vitro, nuevos procesos para la preparacion y modificacién de polimeros microcelulares y
los polimeros obtenidos por ellos, y un método para fabricacién de un médulo de soporte de 6rganos.

Mas especificamente, la presente invencion describe polimeros microcelulares que tienen porosidad que excede de
75%, en la forma de una estructura de poros e interconexiones de poros que tiene dimensiones relativas de
interconexién y de poro d/D como medios de crecimiento de células para crecimiento tridimensional de células en
todo el polimero, el sistema que comprende esto, método para crecimiento y uso del mismo, y nuevos procesos para
la preparacién de los mismos y polimeros obtenidos por ellos.

Los materiales organico/inorganico/natural microcelulares sintéticos en los cuales estén interconectados los poros se
utilizan a menudo como soporte para crecimiento de células vegetales o animales, o enzimas.

La elaboraciéon de un soporte microcelular para una aplicaciéon especifica de crecimiento de células es a menudo
dificil con los materiales microcelulares producidos naturalmente. Recientemente se han realizado esfuerzos para
cultivar células sobre materiales microcelulares de nuevo desarrollo, que se preparan por una ruta de polimerizacion
por emulsién de fase interna alta (HIPE) en la cual el volumen de fase de la fase dispersa es mayor que
aproximadamente 75% y polimerizacion y/o reticulacion subsiguiente para obtener una estructura rigida, que ofrece
muchas ventajas. Estos materiales se han descrito tanto en la literatura publicamente disponible como en
descripciones de patente, y se hace referencia a los mismos como polimeros Polyhipe (PHPs).

Se afirma que las caracteristicas importantes de estos materiales son:
1. el volumen de poro puede ser tan alto como 97% (para propdsitos practicos);
2. los poros estan interconectados;
3. los tamafios de poro y de interconexion pueden controlarse con exactitud e independientemente;
4. pueden lograrse reacciones adicionales de policondensacion;
5. la reticulacion puede realizarse con proteinas, polimeros, silicatos o polimeros organicos, pudiendo
obtenerse ademas una amplia gama de materiales porosos;
6. es posible la modificacién de los PHP después de polimerizacién/reticulacion, lo cual se ve facilitado
adicionalmente por la utilizacion de mondmeros funcionales en la etapa de emulsificacion;
7. pueden obtenerse PHP en forma de bloque y/o en forma de particula;
8. dado que los HIPEs pueden bombearse, es posible formar estructuras moldeadas.

La patente US 5.071.747 describe la preparacion de materiales soporte polimeros microcelulares con diametro
medio de vacio (poro) dentro de un intervalo que va desde 1 a 150 um, interconectados por huecos
(interconexiones). El tamafio de hueco (d) esta relacionado con el tamafio de vacio (D) y su ratio puede controlarse
en el intervalo de 0 < d/D < 0,3. El control de la ratio d/D se realiza por el control de la concentracién de agente
tensioactivo y por la adicién de electrdlito, principalmente CaCl, dentro del intervalo de 10* molar a 5 molar. Los
electrolitos se seleccionan de haluros y sulfatos solubles. Se afirma que la funcion del electrdlito la funcién del
electrolito es el control del tamafio de los huecos y la mejora de la estabilidad de la emulsion.

En la etapa -1, las fases de aceitosa y acuosa se introducen bajo deformacion (agitacion) y en la etapa-2, el HIPE
resultante se homogeneiza bajo deformacién (agitacion). Aunque la velocidad de introduccién de las fases (el tiempo
de dosificacién (tp)) de la fase dispersa en el mezclador de lotes, y el tiempo de homogeneizacion (t4) subsiguiente
del HIPE se indica en la patente US 5.071.747, las condiciones de mezcla no se especifican. La polimerizacion va
seguida por introduccion de células.

US 5.071.747 describe el crecimiento isétropo (no direccional) de células vegetales y animales en tres dimensiones
(3D) en Polimero Polyhipe (PHP) de polivinilo, el nombre genérico para el material microporoso. Se proporcionan
sustancias reaccionantes o nutrientes por la via de huecos de interconexidon (interconexiones) en el PHP para
acceder a los vacios (poros) en los cuales se cultivan las células o se hacen reaccionar para obtener los productos.
El PHP se utiliza meramente como medio de crecimiento de células, permitiendo el funcionamiento normal de las
células en los vacios, utilizando los huecos (interconexiones) como canales de acceso. Se proporcionaban vacios y
huecos que tenian un diametro vacio de 6-12 veces el diametro de las células a introducir y cultivar, y diametro de
hueco de 3-6 veces, es decir un diametro vacio de 45 micrémetros y diametro de hueco de 15 micrémetros en el
caso de cultivo de células de levadura del orden de 5 micrémetros. En estos casos, sin embargo, el crecimiento
celular era predominantemente crecimiento en superficie. En un ejemplo adicional se utilizaba PHP que tenia
porosidad de 90%, didametro de vacio y hueco de 30 micrometros y 10 micrometros respectivamente para
crecimiento fungico, que se encontré penetraba en el reticulo de polimero poroso.

Sin embargo, la bibliografia proporciona sélo una doctrina limitada con respecto al control del tamafio de poros e
interconexiones. En US 5.071.747, citado anteriormente, no se indica de qué modo se lograban las dimensiones
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reivindicadas, y de hecho no seria posible obtener dimensiones de poro superiores a 50 micrometros utilizando la
informacién limitada que se aportaba, ni seria posible controlar o predeterminar un tamafo de poro particular dentro
del intervalo de 1-50 micréometros sin experimentacion considerable.

La utilidad de los materiales PHP para crecimiento de células se mantiene por tanto extremadamente limitada y hay
necesidad de materiales y métodos para preparacion de polimeros mas complejos que permitan un crecimiento
celular més sofisticado.

Se ha encontrado ahora, sorprendentemente, que puede conseguirse un crecimiento coherente de células en
polimeros PHP para proporcionar un sistema multicelular co-operativo que es adecuado para humerosos usos y que
pueden obtenerse nuevos PHPs que tienen nuevas propiedades adaptadas para usos bioldgicos y no bioldgicos. Es
particularmente ventajoso que las células co-operan en el PHP de la invencién, dado que esto es importante para el
crecimiento celular.

Se proporciona un método de fabricacion de polimeros microcelulares naturales o sintéticos de tipo Polyhipe en la
forma de un material alveolar abierto reticulado homogéneo que tiene porosidad mayor que 75%, y que comprende
poros de 1 a 10.000 micrometros de diametro e interconexiones de poro de hasta 100 micrometros de diametro, en
donde el Polyhipe es un entramado para crecimiento multicelular en tres dimensiones, en el cual los poros e
interconexiones del polimero estan comprendidos en una pluralidad de zonas distintas o interpenetrantes que estan
adaptadas para regular el posicionamiento y la morfologia celular, con lo cual el crecimiento de las células esta
constrefiido en el interior y/o se extiende a través de zonas plurales de manera direccional y/o no direccional a fin de
proporcionar una estructura de células multiples para aplicaciones biomédicas.

En particular, la invencion proporciona un método de fabricacion de un entramado de polimero microcelular
Polyhipe, comprendiendo el método los pasos de preparar una emulsién de fase interna alta, comprendiendo la
emulsién una fase dispersa que comprende estireno, divinilbenceno y un agente tensioactivo, y caracterizado porque
la fase continua comprende un iniciador y un polimero soluble en agua.

El polimero soluble se selecciona preferiblemente de carboximetilcelulosa o poli(dxido de etileno). Mas
preferiblemente, cuando el polimero soluble es carboximetilcelulosa, la carboximetilcelulosa tiene una masa
molecular de 90.000 6 250.000. Todavia mas preferiblemente, cuando el polimero es poli(6xido de etileno) el
poli(dxido de etileno) tiene una masa molecular de 200.000 6 400.000. Todavia mas preferiblemente, el polimero
soluble esta presente a un nivel de 1% p/p.

El método incluye opcionalmente el paso de incluir acrilato de dietilhexilo en la fase dispersa.
Convenientemente, el agente tensioactivo es Span 80™.

El polimero de acuerdo con la invencién puede proporcionarse con caracteristicas adicionales en la forma de
reticulos micro-capilares, nanoporos, propiedades de superficie, de modificacién quimica, eléctricas o similares para
propésitos especiales.

La invencién proporciona por tanto materiales PHP utiles, cuyas muchas aplicaciones tienen gran importancia.
Especificamente, la invencion puede utilizarse como un médulo de érganos multicanal in vitro en el cual las células
tienen que encontrarse bajo un cierto potencial quimico y/o eléctrico, para expresarse y funcionar de este modo. El
potencial quimico y/o eléctrico sera proporcionado por el contenido de los micro-canales. Este tipo de médulo es
necesario en érganos como el higado, el rifidn y el pancreas. Médulos con micro-canales pueden utilizarse también
como biorreactores selectivos en los cuales la expresion de las células esta regulada por la presencia de un
potencial quimico y/o eléctrico impuesto por cada tipo de contenido de canal. La expresion de células bajo tipos
diferentes de potencial y resistencia potencial puede utilizarse para obtener productos bioquimicos que pueden
conducir a la comprension de estos procesos y/o a la preparacion de nuevas proteinas en aplicaciones de farmacos.

El uso de materiales PHP en la fabricacion de productos bioquimicos no esta limitado a las células animales
cultivadas en un sistema de soporte con una arquitectura y condiciones fisioloégicas preferidas. Tanto células
vegetales como microorganismos tales como bacterias y virus pueden cultivarse también utilizando el material PHP.
En este caso, la forma particulada del material PHP con poros abiertos puede utilizarse para proporcionar soporte
para crecimiento de células, bacterias o virus. El material PHP particulado puede estar suspendido en un biomedio
adecuado para que tenga lugar la reaccién bioquimica. Sistemas de soporte monoliticos tales como los descritos en
esta invencion pueden utilizarse también para este propésito. Cuando se desea que crezcan virus sobre un soporte
PHP, puede preferirse un material de poro pequefio, inferior a 1 micrometro.

Preferiblemente, las zonas estdan adaptadas para crecimiento de tipos multiples de células confinados
independientemente dentro de y/o extendiéndose a lo largo de zonas multiples respectivamente.

Los parametros importantes que promueven el crecimiento celular son los tamafios de poro e interconexion y las
caracteristicas quimicas y fisicas de la superficie de soporte. En algunos casos, el crecimiento celular puede ser
anisotropo (direccional) y por consiguiente puede ser necesario que los poros del soporte celular se encuentren en la
forma de micro-canales con interconexiones para proporcionar comunicacion entre las células y penetracion de las
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células. Las paredes de los microcanales pueden ser (bio)degradables a fin de que pueda conseguirse fusion celular
subsiguiente después de la (bio)degradacion.

Las aplicaciones biomédicas incluyen cualquier aplicacién en la cual los materiales formen interfaz con sistemas
biolégicos para evaluar, tratar, aumentar o reemplazar cualquier tejido, 6rgano o funcién del cuerpo. Por tanto,
pueden contemplarse materiales para una gama de aplicaciones, por ejemplo la fabricacion de lentes de contacto,
rellenos dentales, implantes cocleares, soportes vasculares con inclusiéon de valvulas cardiacas y marcapasos
cardiacos y parches dérmicos de suministro de farmacos, y analogos.

La referencia en esta memoria a un entramado hace alusién a un material poroso que proporciona soporte y permite
una funciéon de posicionamiento o soporte de cargas en el entramado en una etapa precoz a medida que el
entramado dirige el crecimiento o asume la carga hasta que las células han crecido dentro de un entramado y han
desarrollado matriz extracelular para lograr capacidad de soporte de cargas y con las cargas de soporte propiamente
dichas.

El crecimiento celular puede ser de células que se introducen en el entramado o migran al entramado, por ejemplo
en el caso en que se utilice un entramado para crecimiento sintético o se utilice para crecimiento de células
naturales por migracion de células del tejido circundante.

La referencia en esta memoria a Polyhipe hace alusion a cualquier polimero natural o sintético que comprenda poros
e interconexiones como se definen anteriormente en esta memoria, obtenidos por polimerizaciéon de una emulsion de
fase interna alta.

La referencia en esta memoria a poros e interconexiones en el polimero hace alusién a poros o células vacias con
interconexiones de poro entre ellos, que pueden estar vacios o pueden contener materiales disueltos o dispersados.
Los poros e interconexiones se distinguen por su magnitud y dimensiones relativas como se define mas adelante en
esta memoria. La porosidad total del material es el espacio vacio combinado proporcionado por la suma de todos los
poros e interconexiones.

La referencia de esta memoria a zonas dentro del polimero hace alusién a regiones distintas o interpenetrantes
caracterizadas por la forma, localizacién, magnitud u otra propiedad de los poros e interconexiones comprendidos en
la zona. Por ejemplo, se proporcionan una o mas zonas en la superficie del polimero, dentro de su matriz en masa,
en la interfase entre polimero y fase interna, entre poros y/o interconexiones adyacentes de forma o dimension
diferente o adaptados para crecimiento de diferentes tipos de células. Las zonas se distinguen por limites que
pueden encontrarse entre o confinados dentro de poros y/o interconexiones adyacentes en zonas respectivas. Sera
necesario material de soporte de células con dos o mas zonas distintas en las cuales los sitios de poros e
interconexiones sean diferentes cuando se co-cultivan dos o mas tipos de células.

Preferiblemente, el polimero de acuerdo con la invencion es adecuado para crecimiento de tipos multiples de células
a fin de proporcionar una estructura de células multi-zona en la cual tipos de células selectivos estan confinados al
limite especifico mientras que otros tipos de células crecen en toda la estructura a través de los limites presentados
por el entramado. Por este medio, el entramado Polyhipe proporciona un sistema de células mdultiples que se
extiende por todo el entramado, incluyendo opcionalmente crecimiento intrainterconexion o intramicro-capilar y
exhibiendo zonificacion y opcionalmente interzonificacion de células biolégicas.

El polimero descrito en esta memoria es capaz ademas de estimular la zonificaciéon natural de las células por
migracion en su interior, a su través y entre zonas que se han adaptado para migracién preferencial de tipos de
células deseados.

El polimero descrito en esta memoria puede obtenerse a partir de cualesquiera mondémeros, oligomeros,
macromonémeros, polimeros reactivos y mixturas de los mismos, naturales o sintéticos deseados que exhiben bio-
compatibilidad. Los Polyhipes estan disponibles comercialmente o pueden prepararse utilizando métodos como los
descritos en US 5.071.747 y publicaciones de patente adicionales a las que se hace referencia en dicho lugar o
como se describen mas adelante en esta memoria.

El polimero Polyhipe genérico que esta disponible comercialmente comprende Polyhipe polivinilico y esta constituido
por monomeros de la fase de aceite estireno, divinil-benceno (DVB) y agente tensioactivo (monooleato de sorbitan,
Span 80), y puede encontrarse en forma rigida o flexible dependiendo de las proporciones reactivas de monémeros,
y adicionalmente en forma flexible con inclusién de acrilato de 2-etilhexilo mondmero, y en la fase acuosa una
cantidad de persulfato de potasio como iniciador de fase acuosa.

El polimero descrito en esta memoria puede ser un polimero reticulado opcionalmente (bio)degradable, natural o
sintético, soluble o insoluble, seleccionado preferiblemente de proteinas y celulosa, poliacrilamida, polivinilo en forma
rigida o flexible, poli(acido lactico), poli(acido glicélico), policaprolactona, poli(lactida/glicolida) y poliacrilimida.

Un Polyhipe disponible en el comercio tiene tipicamente un didmetro de poro comprendido en el intervalo de 5-50
micrémetros.
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El soporte de PHP puede tener un diametro de poro comprendido en el intervalo de 0,5 6 1-1000 micrometros. Un
orden de magnitud inferior preferido es 10 micrémetros, mas preferiblemente 30, por ejemplo 50 micrometros. Un
orden de magnitud superior preferido es 300 micrémetros, mas preferiblemente 200 micrémetros. Un Polyhipe de
diametro de poro particular puede obtenerse por métodos descritos mas adelante en esta memoria, y puede tener
cualquier ratio deseada de diametro de interconexion a poro, por ejemplo en el intervalo de 0 < d/D < 0,5,
preferiblemente en el intervalo de 0,1 < d/D < 0,5 cuando el didmetro de poro es menor que aproximadamente 200
micrémetros. Las interconexiones pueden tener un didmetro comprendido en un orden de magnitud que llega hasta
100 micrometros, preferiblemente 0,001 a 100 micrometros, mas preferiblemente 10-50 micrometros. Pueden
proporcionarse reticulos extensos de micro-capilares alargados de diametro tan pequefio como 10 micrometros,
estando separados estos capilares por el polimero microcelular. Una zona que comprende la interfase entre una
pared capilar y el polimero en masa puede proporcionar una capa superficial de cualquier espesor deseado para
crecimiento de células de cualquier tamafio deseado. Una interfase que tiene una capa superficial delgada del orden
de 0,5-5 micrémetros es particularmente adecuada para el crecimiento de neuronas (células nerviosas) o células
musculares en las cuales es importante la direccionalidad. La interfase que tiene un tamafio de poro mas pequefo
que la masa proporciona una zona ideal para crecimiento de células que formen un revestimiento, por ejemplo
células que revisten los vasos sanguineos o para crecimiento de células endoteliales en la superficie de la interfase.

La estructura de los poros de la presente invencion se forma por cuatro mecanismos diferentes. Estos mecanismos
se utilizan, a menudo en combinacién, para ofrecer varias formas de arquitectura de soporte a fin de crear un
modelo realistico para soporte de érganos. A continuacion se describen cuatro estructuras de poro diferentes:

Poros de Tipo-1 (poros basicos): Esta es la estructura basica de poro cuyo tamafio se determina en la
etapa de emulsificacion de la formacion de los PHP. Para ello, el tamafio de poro esta determinado
principalmente por la historia de deformacién (flujo) de la emulsion. La integridad de estos poros se mantiene
durante la polimerizacion y las interconexiones se forman en esta etapa. Dependiendo de la quimica de las
fases aceitosa y acuosa, el volumen de fase u las condiciones de polimerizacion tales como temperatura y
presioén, el tamafio de interconexiéon puede controlarse dentro del intervalo de 0 < d/D < 0,5.

Poros Tipo-2 (poros de coalescencia): Este tipo de arquitectura de poro se obtiene por la coalescencia
controlada de los poros Tipo-1 durante la polimerizacion. Las gotitas de fase dispersa en la emulsion del PHP
se fusionan por la adiciéon de polimeros solubles en agua a la fase acuosa, o por adicion de aceites
ligeramente hidréfilos (tales como 6xido de estireno) a la fase de aceite. El tamafio de la interconexiéon en
este caso es el mismo que el de los poros Tipo-1 que forman una matriz que incorpora los poros unidos por
coalescencia. Sin embargo, debido al hecho de que los poros fusionados son muy grandes en comparacion
con los poros bésicos, la ratio d/D es muy pequenia.

Poros Tipo-3 (micro-capilares): Es posible obtener un reticulo de micro-capilares dentro de los poros Tipo-1
o Tipo-2 (es decir soportados por estos poros) u obtener de hecho micro-capilares soportados por poros Tipo
1 con poros Tipo 2 formando las paredes de los capilares o viceversa. Estos micro-capilares se forman
utilizando un molde construido especialmente, en el cual estan insertadas varillas o fibras finas. La emulsion
PHP se bombea en el molde y se lleva a cabo la polimerizaciéon. Después de la polimerizacion, se retiran
estas inserciones sea por arrancamiento de las mismas (cuando la polimerizacion da como resultado
contraccion, o cuando las inserciones de polimero se hinchan primeramente durante la polimerizacion y se
contraen subsiguientemente después de la polimerizacion o la eliminacion del disolvente utilizado como carga
para el mondmero) o por disolucidon de las inserciones en acido o en un disolvente adecuado. El diametro
minimo de estos micro-capilares puede ser tan bajo como 10 micrémetros (utilizando fibras de vidrio, carbono
o fibras polimeras). Pueden utilizarse fibras metalicas para obtener micro-capilares en el intervalo de 50-1000
micrometros o mayores.

Poros Tipo-4 (nanoporos): Las paredes de los poros del PHP microporoso pueden hacerse nano-porosas
utilizando una 'carga’ adecuada en la fase de aceite de tal modo que, después de la polimerizacién, la carga o
su forma resultante de la reaccion pueda retirarse por extraccion con disolvente. La carga puede ser aceite u
otro mondémero o macromonémero que no sufra polimerizacién o, si el monémero/macromonémero se
polimeriza, el polimero resultante pueda ser extraido. La carga puede ser también otro polimero o polimero
reactivo que se disuelva en el monémero o un aceite hidrocarbonado adecuado, asi como sélidos de tamafio
nanomeétrico tales como polvo de silice o zeolita. Si el aceite de la 'carga' es muy soluble en el monémero asi
como el polimero reticulado resultante, el mismo creara poros muy finos después de la extracciéon. Si el
polimero resultante no es soluble en el aceite de carga o si no se hincha, aquéllos formaran particulas sub-
micrométricas unidas unas a otras por cierto nimero de cadenas de reticulacion. Este reticulo de particulas y
el aceite de carga formaran un sistema co-continuo. Este método puede utilizarse para controlar la cantidad
de nanoporosidad en el polimero microporoso. Se obtienen también nanoporos por utilizacion de polimeros
que son solubles en el monémero. Estos polimeros pueden extraerse también después de la formacién del
polimero Polyhipe para crear nanoporos. Tales polimeros de carga, si no se extraen, pueden proporcionar
resistencia adicional. Tales nanoporos permitiran la difusion de solutos de peso molecular bajo a través del
soporte de organos, dado que las paredes crearan una barrera para el transporte de estos solutos vitales.
Dichos solutos incluyen oxigeno, diéxido de carbono, nutrientes, hormonas de crecimiento, electrdlitos y
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analogos. La presencia de los nanoporos puede ser Util también en la biodegradacion controlada del soporte
de d6rganos por degradacion hidrolitica del polimero, dado que la superficie efectiva sera muy alta.

Los tipos de poro pueden estar presentes en cualquier forma modular, por ejemplo de tipo camisa y tubo o tipo
cubico/poliédrico.

Preferiblemente, el tamafio de poro y el tamafio de interconexidon se seleccionan de acuerdo con el tipo de célula a
cultivar y el tipo de cultivo, es decir con o sin penetracién, confinado a un limite o que atraviese los limites entre
zonas. El tamafo de poro en las zonas destinadas al crecimiento de células a través de la zona es preferiblemente
de un didmetro igual a 2-3 veces el didmetro de las células a cultivar, por ejemplo 2,5 veces el didmetro de las
células. Sin quedar limitados por esta teoria, se cree que esta ratio de dimensiones es 6ptima para tipos de células,
con inclusién de tipos de células cartilaginosas, en los cuales las células pueden crecer y prosperar, como se indica
por la produccion de colageno. Por ejemplo, células de cartilago de 10 micrometros de diametro se cultivaron en
poros que tenian un diametro comprendido en el intervalo de 17-30 micrometros, especificamente de 25
micrometros.

El entramado del Polyhipe puede adaptarse para proporcionar una superficie deseada caracterizada por medio del
recubrimiento superficial, utilizando materiales de recubrimiento introducidos in situ durante la polimerizacion o
después de la polimerizacion. Pueden emplearse cualesquiera materiales conocidos utilizados tipicamente para
polimeros de recubrimientos para uso en cultivo de células, por ejemplo promotores del crecimiento celular tales
como hidroxilapatito o fosfato tricalcico, que promueve también la biocompatibilidad, otros minerales, silice,
colageno, hialurano, poli(6xido de etileno), carboximetil-celulosa (CMC), proteinas, polimeros organicos, particulas y
analogos. El recubrimiento in situ proporciona un recubrimiento homogéneo en todo el entramado. El recubrimiento
después de la polimerizacion, utilizando por ejemplo ablacién laser, da como resultado un recubrimiento confinado a
la superficie de la matriz en masa y puede ser un recubrimiento particulado.

El entramado Polyhipe puede construirse de cualesquiera materiales deseados como se definen anteriormente en
esta memoria. Se ha encontrado que la deformacién mecanica ciclica del soporte o la aplicacion de un campo
eléctrico pueden aumentar también la velocidad de crecimiento celular. En la mayoria de los casos, la
biodegradabilidad del soporte no parece ser importante y por consiguiente el material soporte con las células de
cultivo puede implantarse en el cuerpo animal sin temor de rechazo. No obstante, cuando se requiere fusion célula-
célula, la (bio)degradabilidad llega a ser importante.

Por consiguiente, el polimero se construye preferiblemente de materiales resilientemente deformables o elasticos o
se hace resilientemente deformable o elastico por medios adecuados. Materiales preferidos son por tanto
termoplasticos que pueden deformarse de manera adecuada para influir en el crecimiento celular. Preferiblemente,
un soporte Polyhipe como se define en esta memoria es adecuado para estrés y relajacion repetidos por medio de
deformacioén oscilatoria del entramado durante el crecimiento celular. Se ha encontrado que esto tiene efectos
beneficiosos en la promocion de la velocidad de crecimiento celular.

El entramado Polyhipe como se define anteriormente en esta memoria puede ser eléctricamente conductor o puede
hacerse eléctricamente conductor por medios conocidos por los cuales el mismo se hace adecuado para conducir
una corriente eléctrica durante el crecimiento celular. Esta técnica es particularmente ventajosa para distinguir
ciertos tipos de células y promover el crecimiento y la fusién de tipos particulares de células tales como neuronas y
células musculares.

El entramado Polyhipe puede ser biodegradable o puede hacerse biodegradable por medios conocidos por los
cuales el mismo se adapta para degradarse por contacto con cualquier agente deseado o por introduccién en
cualquier ambiente deseado, por ejemplo un agente o ambiente bioldgico especifico. Preferiblemente, el entramado
Polyhipe se adapta para degradacion por hidrdlisis o hidrdlisis catalizada por enzimas de las cadenas de polimero y
reticulacion, o por la erosion del polimero. Por este medio, los entramados Polyhipe pueden utilizarse como
entramado para soportar un sistema biolégicamente activo durante el periodo de tiempo requerido para que dicho
sistema se establezca por si mismo y se vuelva autosoportante y se degrade después de ello sin efecto perjudicial
alguno. Preferiblemente, se utiliza un entramado degradable para crecimiento de tipos de células que incluyen por
ejemplo células musculares. Por este medio, un entramado se adapta a posicionamiento de tipos de células
multiples en zonas predeterminadas y para degradarse después de ello permitiendo que tenga lugar autofusion en
ausencia del entramado interpuesto, con lo cual se crean microsistemas funcionales biolégicamente activos.

En un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un entramado Polyhipe como se define anteriormente en
esta memoria que comprende células multiples caracterizadas por crecimiento en tres dimensiones como se define
anteriormente en esta memoria en zonas de polimero como se definen también anteriormente en esta memoria.

Las células que incluye el entramado pueden comprender cualquiera de las propiedades definidas anteriormente en
esta memoria.

Las células multiples pueden ser cualquier tipo de célula deseado seleccionado de células humanas, animales y
vegetales. Preferiblemente, las células son células humanas o animales y son representativas de tipos multiples de
células presentes en cualquier 6rgano, sistema o parte del cuerpo humano o animal. Las células se seleccionan
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preferiblemente de tejido isotropo y células dseas presentes en cartilago, cornea, médula ésea y analogas, células
anisétropas tales como células nerviosas, musculares, de los vasos sanguineos, y analogas. El tipo de célula incluye
por ejemplo fibroblastos, condrocitos, osteoblastos, células de médula dsea, hepatocitos, cardiomiocitos, neuronas,
mioblastos, macrofagos y células del endotelio microvascular.

Se describe también en esta memoria un sistema bioldgicamente activo que comprende un entramado de Polyhipe y
células multiples como se definen anteriormente en esta memoria, adaptado para proporcionar funcionamiento
normal de las células asociado con un sistema natural biolégicamente activo presente en el cuerpo humano o
animal. Un sistema biolégicamente activo puede comprender el entramado Polyhipe intacto o en estado
parcialmente degradado como se define anteriormente en esta memoria adaptado para fusiéon o asimilacién en un
ambiente.

Se describe también un método para crecimiento de células multiples en un entramado Polyhipe como se define
anteriormente en esta memoria que comprende proporcionar células sobre o en el interior del entramado en un
ambiente controlado y proporcionar un nutriente adecuado adaptado para crecimiento de manera conocida. El
método puede incluir cualquier técnica para promocién del crecimiento, control posicional y analogos adaptados para
proporcionar un sistema estructural como se define anteriormente en esta memoria.

Se describe también un entramado Polyhipe adaptado para crecimiento de células multiples como se define
anteriormente en esta memoria, que comprende células multiples como se definen anteriormente en esta memoria o
un sistema biolégicamente activo como se define anteriormente en esta memoria para uso como implante in vivo en
el cuerpo humano o animal o como médulos para estudios in vitro que mimetizan una parte del cuerpo humano o
animal o para utilizacion en un ambiente de crecimiento para sistemas adicionales como se define adicionalmente en
esta memoria, por ejemplo para el crecimiento de células organicas en el lado celular del médulo a fin de simular
organos.

Se describe también un médulo de soporte de 6rganos que comprende un médulo cubico o poliédrico de canales
entretejidos pero no de interconexién sumergidos en PHP. El médulo es adecuado para crecimiento de células de
organos especificos en el PHP y/o los canales. Algunas células pueden estar en contacto con un microcanal
especifico, y todas las células seran capaces de comunicacion intercelular.

Pueden producirse érganos in vitro utilizando las interconexiones micro-capilares del entramado como se define
anteriormente en esta memoria para circulacion de nutrientes y eliminacion de productos de desecho al tiempo que
se cultivan células en los poros de la masa y adicional o subsiguientemente cuando se requiere crecimiento
anisoétropo de células, por ejemplo para mimetizar sistemas cardiovasculares y analogos, empleando circulacion de
nutrientes y productos de desecho eliminables a través de los poros de la masa del entramado microporoso al
tiempo que se cultivan las células en las interconexiones micro-capilares. Es una ventaja particular que esto permite
el crecimiento y mantiene el funcionamiento celular durante periodos prolongados. El uso de los entramados y
sistemas que se definen anteriormente en esta memoria como 6rganos in vitro puede aprovecharse para testado de
productos farmacéuticos y cualesquiera sustancias a introducir en el cuerpo humano o animal, para ingenieria
genética, para estudio de los mecanismos asociados con enfermedades y andlogos, en condiciones controladas,
etcétera. Esto es particularmente ventajoso en la eliminacion de la necesidad de tests con animales. Los modulos in
vitro como se definen anteriormente en esta memoria para tipos especificos de células y aplicaciones multiples
pueden proporcionarse y pueden asociarse con instrumentacién para proporcionar las condiciones fisioldgicas
necesarias.

El médulo es adecuado para cultivo de células de drganos especificos en el PHP y/o los canales. Algunas células
pueden estar en contacto con un microcanal especifico, y todas las células seran capaces de comunicacion
intercelular.

Con objeto de mimetizar el ambiente natural de las células en un érgano, tienen que proporcionarse cierto nimero
de medios disponibles para el funcionamiento fisiologicamente correcto de las células. Estos medios disponibles
pueden resumirse como:

. micro-capilares de suministro de sangre o nutrientes;

. canales de recogida y expresion de las células;

. estimulacién neural;

. soporte microcelular para el co-cultivo de células de soporte;

. biocompatibilidad y biodegradabilidad controlada; y

. caracteristicas mecénicas, quimicas y eléctricas de soporte controladas.

O WN -

Es posible repartir una serie de canales micro-capilares que estan separados por material de soporte celular (masa
del soporte de érganos) a fin de facilitar (1)-(3). En un sistema de soporte de érganos de este tipo, las células estan
dentro de unos pocos centenares de micrometros de estos micro-capilares. En cada conjunto de reticulos capilares,
asi como en la masa, puede regularse la presién media de tal manera que los productos de expresion de las células
se recojan en el conjunto de capilares disefiado y se recuperen subsiguientemente. Las neuronas pueden cultivarse
en el conjunto de micro-capilares disefiado y estimularse eléctricamente por un microchip externo. Dado que la
expresion celular se ve afectada por los estados externos de estrés (estrés fisica tal como deformacion ciclica y
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temperatura, estrés quimica tal como farmaco/toxina en sangre/nutriente, estimulacion eléctrica por los nervios) es
posible obtener expresiones celulares diferentes dependiendo del estrés externo que pueden controlarse muy
exactamente en un 6rgano in vitro. In vivo, el intervalo y la duracion de los estados de estrés externos son limitados
y existe siempre interferencia de las otras células. Por tanto, los érganos in vitro con medios fisiolégicos disponibles
son utiles para extender el alcance de la respuesta celular a los estados de estrés externos. A este respecto, los
drganos in vitro pueden considerarse como Reactores Biomédicos, lo cual permite la sintesis de nuevas proteinas y
la comprension de los procesos de enfermedad.

Puede utilizarse para siembra un conjunto de capilares, a fin de que las células no tengan que desplazarse una larga
distancia para ocupar el espacio disponible. Después de la siembra, estos micro-capilares pueden utilizarse para
otros propésitos.

Es posible disefiar un sistema de soporte de 6rganos que permita el co-cultivo de células de soporte en proximidad
estrecha a las células de los érganos principales. Pueden co-extruirse emulsiones PHP con tamafios de poro e
interconexién diferentes en una configuracién deseada (es decir, concéntricamente o en paralelo). Como se ha
encontrado en esta invencion, las células no penetran si los tamafos de poro e interconexidon son demasiado
grandes o demasiado pequefios con respecto al tamafo de la célula. Por tanto, cada tipo de célula podra
seleccionar la estructura de poro 6ptima para soporte y crecimiento.

La estimulacion eléctrica de las células nerviosas en crecimiento en un micro-capilar puede conseguirse por
recubrimiento de los micro-capilares con polimeros conductores. En ausencia de cualquier reticulo neural para
estimulacion eléctrica, pueden crearse campos eléctricos controlados dentro del sistema de soporte por utilizacion
de un reticulo de fibras de carbono como conductores.

Debe apreciarse que la invencion se deriva del descubrimiento de que los entramados Polyhipe como se definen
anteriormente en esta memoria pueden proporcionarse con dimensiones y diametros de poro controlados en zonas
como las definidas anteriormente en esta memoria, de tal modo que por ejemplo un tipo de célula penetra en el
entramado y un segundo tipo de célula puede crecer en la superficie. Esto permite el crecimiento y posicionamiento
controlado de las células de tal manera que cree una estructura de células multiples que esta adaptada para co-
operar a fin de proporcionar actividad bioldgica.

Se proporciona un proceso para la preparaciéon de polimeros Polyhipe microcelulares naturales o sintéticos como se
definen anteriormente en esta memoria, que comprende en una primera etapa la formacién de una emulsion de fase
interna alta (HIPE) de fase dispersa en una fase continua, en donde la fase dispersa puede estar vacia o puede
contener materiales disueltos o dispersados, y estan presentes monémeros, oligémeros y/o pre-polimeros en la fase
continua, homogeneizacion y polimerizacion de los mismos, por medio de introduccion de la fase dispersa en la
primera etapa por dosificaciéon controlada en la fase continua con mezcladura controlada a temperatura controlada a
fin de formar una emulsion, y homogeneizacion subsiguiente durante un periodo controlado bajo deformacion y
polimerizacion controladas, a temperatura y presion controladas.

El proceso hace posible la obtencion de una amplia gama de tamafios de poro por control de la técnica de
procesamiento y las condiciones de composicion y en particular como se define anteriormente en esta memoria para
obtener micro-poros de los Tipos 1-4. Los tamarios de poro se obtienen a grandes rasgos en tres grupos: éstos son;
tamafo de poro pequefio: 1-10 ym; tamafio de poro grande: 11-200 ym y tamafo de poro muy grande: 201-10000
pm.

Se obtienen emulsiones de tamafio de poro muy pequefio (que se aproxima a 0,5 ym) utilizando flujos de velocidad
de deformacion muy alta en los cuales el flujo es predominantemente extensional y la temperatura de emulsificacion
es lo mas baja posible. Se obtienen emulsiones de tamafio de poro grande (que se aproxima a 200 um) a
temperaturas altas e inmediatamente por encima de la velocidad critica de deformacion por debajo de la cual la
emulsion se invertira total o parcialmente, por ejemplo para formar un sistema de tipo aceite en agua. La velocidad
de deformacién critica puede determinarse haciendo variar, por ejemplo, la velocidad de adicidon o velocidad de
deformacion durante la mezcladura para un sistema dado. Estas emulsiones deberian procesarse también en un
tiempo breve utilizando predominantemente flujos de cizallamiento.

Se obtienen emulsiones de poro muy grande (que se aproxima a 10.000 ym) por el método de coalescencia
controlada de los poros durante la polimerizacion. Existen dos métodos para conseguir coalescencia controlada: 1)
por adicién a la fase acuosa (dispersa) de una cantidad conocida de polimero soluble en agua o 2) por adicién de
solutos 'carga’ a la fase continua de aceite. En ambos métodos, son importantes la concentracion y el tipo de estos
aditivos. Si las concentraciones son bajas, estos aditivos daran como resultado polimeros Polyhipe en el intervalo de
1-200 uym con algunas propiedades deseadas. Si la concentracion es superior a determinado valor, comienzan a
formarse poros de coalescencia. En este caso, el tamafio de poro viene dictado por el tamafo de los poros antes del
comienzo de la coalescencia, la temperatura de polimerizacion y la concentracion, el peso molecular y el tipo de
aditivo.

La emulsién puede obtenerse a partir de cualesquiera fases inmiscibles deseadas que formen una fase continua y
una fase dispersa, preferiblemente a partir de fases acuosa y no acuosa, mas preferiblemente fases acuosa y
aceitosa. La emulsion obtenida puede ser una emulsién de agua en aceite o emulsion de aceite en agua.
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El proceso de acuerdo con la invencion puede utilizarse para la preparacion de cualesquiera polimeros deseados
como se definen anteriormente en esta memoria.

Sorprendentemente, se ha encontrado que por medio de dosificacién controlada de la fase dispersa en la fase
continua, es posible conseguir la emulsiéon deseada. En un mezclador de lotes, la dosificaciéon de la fase dispersa se
conduce preferentemente desde el fondo del mezclador, utilizando puntos de entrada simples o mudltiples. La
alimentacién con entradas multiples daba como resultado emulsiones de poros mayores. Si la velocidad de
dosificacion era muy rapida, la mezcladura creada por el chorro emergente de fase acuosa era demasiado intensa y
por esta razon el tamaino de poro de la emulsion disminuye. Por tanto, esta combinacion de puntos de alimentacion
multiples con una dosificacion relativamente prolongada creaba una emulsion de poros grandes. Una vez
completada la dosificacion, la emulsion deberia homogeneizarse, pero si el periodo de homogeneizacién era largo,
el tamafio de poro disminuia.

La mezcladura controlada como se define anteriormente en esta memoria puede ser critica o extensa. La
mezcladura critica es una mezcladura suficiente para causar la dispersion de la fase acuosa en la fase de aceite sin
inversion de fases. Se obtiene una mezcladura critica por el uso de un campo de mezcla homogéneo por lo cual el
tamafio de poro es sustancialmente uniforme evitando la rotura de la emulsién y la inversion de fases.

La mezcladura puede realizarse por cualquier medio adecuado para proporcionar un campo de mezcla homogéneo
sustancialmente en todo el volumen de las dos fases, y preferiblemente se realiza por medio de paletas multiples,
chorros multiples y sistemas de mezcladura analogos.

De modo sorprendente, se ha encontrado que, contrariamente a la doctrina de US 5.071.747, la consecucién de una
emulsién estable con diametro de poro grande se obtiene por minimizacion de la intensidad de mezcladura. De
acuerdo con la invencién, se ha encontrado que por medio de dosificacion, mezcladura homogénea y medios
analogos, puede obtenerse una emulsion estable evitandose la necesidad de mezcladura intensa.

La dosificacion, la emulsificacion y la homogeneizacion pueden conducirse a cualquier temperatura adecuada
dependiendo del tamafio de poro en el polimero Polyhipe final. Si el tamafio de poro deseado es grande, la
temperatura preferida es alta, pero sin embargo, inferior al punto de ebullicién de la fase que hierva a temperatura
mas baja. Una fase acuosa como la fase que hierve a la temperatura mas baja, hierve aproximadamente a 100°C.
Se ha encontrado que el proceso de la invencion que emplea una temperatura de emulsificacién de 60°C o mayor da
como resultado la obtencion de polimeros que tienen un tamafo de poro superior a 60 micrémetros. El aumento de
la temperatura de emulsificacion por encima de 60°C da como resultado un aumento espectacular en el tamafo de
poro en una magnitud mayor que la alcanzada para un intervalo similar de temperatura por debajo de 60°C.

La temperatura maxima de emulsificacién puede ser mayor que la temperatura normal de ebullicién de la fase de
punto de ebullicibn mas bajo, por ejemplo la fase de punto de ebullicion mas bajo puede incluir cualquier
componente adecuado adaptado para elevar el punto de ebullicion. Preferiblemente, la fase acuosa incluye un
electrolito que es estable a 100°C y es potencialmente inerte. Por este medio, el proceso se lleva a cabo
preferiblemente con el uso de una temperatura de homogeneizaciéon comprendida en el intervalo de 60-150°C, mas
preferiblemente 80-140°C, y muy preferiblemente 80-120°C.

La emulsificacion y la polimerizacién subsiguiente pueden llevarse a cabo a temperaturas superiores al punto de
ebullicion normal de los materiales de la fase acuosa o continua, por aumento de la presion por encima de la
atmosférica utilizando equipo de proceso continuo cerrado.

El proceso puede llevarse a cabo con la utilizacién de iniciadores de fase acuosos o aceitosos adicionales, agentes
de reticulacion, cargas y analogos, y se prefiere que éstos sean estables a la temperatura de operacion maxima
como se define anteriormente en esta memoria. La seleccion de iniciadores, agentes de reticulacion y analogos se
hace con referencia a la viscosidad aceptable de las fases para emulsificacion y homogeneizacion. Puede ser
aceptable reducir la cantidad de agente de reticulacion requerida por el uso de una proporciéon de pre-polimeros y
pre-polimeros parcialmente reticulados, opcionalmente con el uso de una carga de la fase de aceite adecuada para
aumentar el volumen de la fase de aceite y reducir la viscosidad efectiva.

Preferiblemente, el proceso de la invencién se caracteriza por el uso de un iniciador en la fase de aceite, junto con o
en lugar de un iniciador de la fase acuosa como se conoce en la técnica.

Preferiblemente, el proceso se lleva a cabo con el uso de cargas de la fase de aceite permitiendo la operacion a
temperatura de emulsificacion alta y con el uso de una cantidad minima de agente de reticulaciéon. Esto tiene la
ventaja adicional de que la carga de la fase de aceite tal como un producto hidrocarbonado de punto de ebullicion
alto puede eliminarse por lixiviacion después de la polimerizacién, creando nanoporos y aumentado el tamafio de las
interconexiones. Los electrélitos pueden ser por ejemplo cloruro de calcio o minerales tales como hidroxiapatito.

Pueden emplearse iniciadores de la fase acuosa para operacion a temperaturas inferiores, que incluyen persulfato
de sodio o potasio.
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Para operacion a temperatura elevada por encima de 80°C, se utilizan preferiblemente iniciadores de la fase de
aceite, por ejemplo, 1,1-azobis(ciclohexanocarbonitrilo).

Un agente de reticulacion puede ser por ejemplo divinilbenceno (DVB). Si se requiere que el Polyhipe sea
biodegradable, pueden obtenerse reticulaciones hidrolizables. Estos agentes de reticulacion son diacrilato de etileno,
N,N'-dialil-tartardiamida, N,N-(1,2-dihidroxietano)-bis-acrilamida, y N,N',N"-trialil-amida citrica. Sin embargo, en este
caso de reticuladores biodegradables, el polimero propiamente dicho deberia ser biodegradable. Estos polimeros
son poli(acido lactico), poli(acido glicolico), poli-e-caprolactama y poliacrilimida.

Cuando son necesarios polimeros solubles en agua para formar la estructura microcelular, los mismos tienen que
estar reticulados. En el caso de tales polimeros, se disuelve el monémero (tal como acrilamida) en agua y se forma
una emulsion de HIPE dosificando esta solucion de monémero en un liquido hidrocarbonado tal como hexano o
tolueno en presencia de agente tensioactivo, iniciador y reticulador adecuados.

Las proteinas y la celulosa pueden formar también estructuras microcelulares. En este caso, estos materiales junto
con un emulsionante adecuado se disuelven en una fase acuosa adecuada (agua para proteinas y reactivo de
Schweitzer, Cu(NH3)4(OH), para celulosa) y se dosifican en un liquido hidrocarbonado para formar un HIPE acuoso
continuo. La reticulacién se consigue por inmersiéon del HIPE en una solucién de aldehido glutarico (para proteinas)
0 solucion acida (celulosa).

La carga de la fase de aceite puede ser cualquier hidrocarburo de de punto de ebullicién alto, otro monémero, o
macromondmero, polimero reactivo o inerte, particulas sélidas, o sus combinaciones.

El proceso puede incluir la introduccion de cualquier modificador adecuado como se define anteriormente en esta
memoria antes o después de la polimerizacion. Por ejemplo, pueden introducirse minerales tales como hidroxiapatito
en la fase acuosa dispersa y dosificarse en la fase continua como se define anteriormente en esta memoria.
Alternativamente, se emplea una etapa de modificacion después de la polimerizacién, que puede tener simplemente
la forma de eliminacion del agente tensioactivo, el electrélito y el monédmero sin reaccionar, recubrimiento,
polimerizacion ulterior o reaccién en la superficie existente del polimero. Agentes modificadores y técnicas de
modificaciéon se muestran en la técnica.

La polimerizacién se lleva a cabo en condiciones conocidas de tiempo y temperatura para el monémero, oligémero
y/o prepolimero respectivo a polimerizar, como se conoce en la técnica.

Se proporciona un polimero microcelular Polyhipe natural o sintético en la forma de un material reticulado
homogéneo de celdillas abiertas que tiene una porosidad superior a 75% que comprende poros e interconexiones de
poro formadas por polimerizacion de una emulsién de fase interna alta (HIPE) como se define anteriormente en esta
memoria en donde el diametro medio de poro es superior a 50 micrometros. Preferiblemente, el diametro medio de
poro es superior a 100 micrometros, mas preferiblemente superior a 150 micrémetros, y se selecciona de modo que
sea adecuado para la aplicacion deseada del polimero. Se contemplan diametros de poro de hasta 10.000
micrometros. Los diametros de interconexion son como se define anteriormente en esta memoria.

Se proporciona un polimero Polyhipe como se define anteriormente en esta memoria que tiene un tamafio medio de
poro como se define anteriormente en esta memoria comprendido en el intervalo de 1-10.000 micrémetros, en donde
el polimero se modifica durante la polimerizaciéon del mismo o después de la polimerizacion para ser eléctricamente
conductor, degradable, o que comprenda mineral distribuido por toda la matriz o como un recubrimiento superficial.

Se proporciona un aparato para la preparacién de un polimero que comprende una vasija de mezcladura adaptada
para contener la fase continua que tiene entradas multiples para la introduccién por dosificacion de la fase dispersa
como se define anteriormente en esta memoria, y que comprende medios para mezcladura homogénea como se
define anteriormente en esta memoria, comprendiendo medios de elevacion y regulacion de la temperatura.

Se proporciona un método para fabricaciéon de un médulo de soporte de érganos como se define anteriormente en
esta memoria. El método emplea una o mas etapas como se definen anteriormente en esta memoria para crear
poros de los Tipos 1-4.

La invencidn se ilustra a continuacion de manera no limitante con referencia a los ejemplos y figuras que siguen, en
donde:

Las Figuras 1a-2b son esquematicas, y una seccion transversal de sistemas de soporte de 6rganos que emplean la
invencion.

Ejemplo A - Preparacién de Polyhipe, utilizando un aparato de acuerdo con lainvencion

La preparacion de la emulsion se llevé a cabo en un mezclador de lotes a partir de una fase de aceite y una fase
acuosa, dosificadas a una velocidad predeterminada mientras la emulsién se agitaba a una velocidad de rotacion
constante. La velocidad de dosificacion, la velocidad de deformacién, y la velocidad de mezcladura se
predeterminaron en funcién del volumen de las fases respectivas, el diametro del mezclador de lotes y de los
impulsores, la velocidad de rotacién de los impulsores y el tiempo de homogeneizacion.
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Con obtento de eliminar las diferencias en la eficiencia de las diferentes condiciones de mezcladura, se caracterizé
la mezcladura por:

Velocidad de dosificacion

Velocidad de deformacién durante la dosificacion

Reg = V,/(tpVy)
Velocidad de mezcladura

R, =D, Q /D,

donde:
Va = volumen de fase acuosa afiadido a lo largo de un periodo de tiempo Tp
V, = volumen de la fase de aceite introducido en el mezclador de lotes
D1 = diametro de los impulsores
Do = diametro del mezclador de lotes
Q = velocidad de rotacion

Se define también t4 como el tiempo de homogeneizacion, y tt como tiempo total de mezcladura:
tr=tp +ty

Después de la preparacién de las emulsiones en una serie de condiciones dada como se describe en cada uno de
los ejemplos que siguen, se dejo que la emulsién se polimerizara a 60°C durante 8 horas. Las muestras se
modificaron ulteriormente como se describe en los ejemplos que siguen.

Los tamanos de poro e interconexién se determinaron empleando un microscopio electronico de barrido, con
utilizacion de muestras concienzudamente secadas y lavadas.

Ejiemplo A1l - El efecto de las condiciones de operacién sobre el tamafio de poros e interconexiones

La fase de aceite contenia 78% de estireno, 8% de mondémero DVB y agente de reticulaciéon y 14% de agente
tensioactivo monooleato de sorbitan Span 80, mientras que la fase acuosa contenia 1% de persulfato de potasio. Se
utilizaron dos impulsores de paletas planas (8 cm de didametro y 1,4 cm de anchura) en un tanque de mezcla de 8,5
cm de diametro. La separacion de los impulsores era 1 cm. Se pusieron 25 ml de la fase de aceite en el fondo del
tanque y se dosificaron 225 ml de fase acuosa utilizando 16 puntos de alimentacion. La temperatura de la fase
acuosa estaba comprendida entre -1,0 y 80°C.

Tabla 1 - El efecto de las condiciones operativas sobre el tamafio de poros e interconexiones

Temp Tamafio de Poro | Tamafio de Interconexion g;empo(s) Tiempo(s) de 4D
(grados C) | (D) (um) (d) (m) e homogeneizacién
dosificacion

6 34 9 40 60 0,26
25 37 14 40 60 0,38
60 65 22 40 60 0,33
80 141 37 40 60 0,26
25 102 25 40 20 0,25
25 72 21 30 20 0,29
25 67 22 25 20 0,33
25 148 43 60 20 0,29

Ejemplo A2 - El efecto de los polimeros solubles en agua sobre el tamafio de poros e interconexiones en la
coalescencia de poro controlado

Se prepararon emulsiones utilizando 78% de estireno, 8% de DVB y 14% de Span 80 como la fase de aceite. La
fase acuosa contenia 1% de persulfato de potasio y cantidades variables de polimeros solubles en agua,
carboximetil-celulosa sédica (CMC) o poli(6xido de etileno) (PEO). La emulsificacion se realiza a 25°C, el volumen
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de la fase acuosa es 85% y la fase acuosa se suministra a través de una sola entrada. Las condiciones de proceso
eran: tp = ty = 600 segundos, Rp = 0,70 ml/s, Re = 0,0067 s yRu=4y7 st

Tabla 2 - El efecto de los polimeros solubles en agua sobre el tamafio de poro en la coalescencia de poro controlado

. Concentracion de Polimero Soluble en Agua Tamafio de Poro
Peso Molecular Relativo o

% en peso de la fase acuosa (um)

Control 0 18
Carboximetil-celulosa sédica (CMC)
90.000 0,5 22
90.000 1,0 260
250000 1,0 1200
Poli(6xido de etileno) (PEO)

200.000 1,0 420
400.000 1,0 4300

Ejemplo A3 - Recubrimiento superficial in situ con hidroxiapatito

Se prepararon emulsiones utilizando: (A1) 78% de estireno, 8% de DVB y 14% de Span 80 o (A2): 15% estireno,
60% acrilato de 2-etilhexilo, 10% de DVB y 15% de Span 80. La fase acuosa contenia, o bien (B1): 1% de persulfato
de potasio o (B2): 1% de persulfato de potasio, 0,5% de hidroxiapatito (HA) y 15% de acido fosférico, que se utiliza
para disolver el hidroxiapatito (HA). La emulsificacion se lleva a cabo a 25°C, con un volumen de fase acuosa de
85% y suministrandose la fase acuosa a través de una sola entrada. Las condiciones de procesamiento eran tp = ty
= 600 segundos, Rp = 0,83 ml/s, Ry =4,7 s, y Re = 0,0067 s™'. Después de la emulsificacién y la polimerizacion, las
muestras que contenian hidroxiapatito se impregnaron con NaOH 1 M para precipitar el hidroxiapatito. Después de
la precipitacién, las muestras se lavaron en agua para retener pH = 7 e IPA y se examinaron respecto a su
estructura.

Tabla 3 - El efecto del hidroxiapatito sobre el tamafio de poros e interconexiones

Descripcion Composiciones de las Fases de Aceite y Acuosa
A1B1 (PHP | A1: B2 (PHP/HA A2:B1 (PHP | A2: B2 (PHP/HA
Rigido) Rigido) Elastico) Elastico):
Tamafio de Poro D (um) 22 38 9 17
Tamafio de 2 11 1,5 6
Interconexion d (um)
d/D 0,09 0,29 0,17 0,35

Las muestras con las composiciones (A1; B1) y (A1; B2) se examinan bajo SEM y el andlisis elemental de su
superficie indicaba una distribucion uniforme del hidroxiapatito (Ca1o(PO4)s(OH)2) como se muestra en la Tabla 4.

Se hace referencia a la fase de aceite que contiene solamente estireno como PHP rigido, y cuando la fase de aceite
contiene acrilato de 2-metilhexilo, se hace referencia a la composicién resultante como PHP elastico.

Tabla 4 - Analisis elemental de la superficie de fractura de dos polimeros Polyhipe con composiciones (A1; B1) y (As;

B>).
Componente PHP sin modificar (A1:B1) - %p PHP recubierto con hidroxiapatito (A1:Bz2) %p
Carbono 82 74
Oxigeno 12 21,4
Calcio - 3,2
Fésforo - 1,4
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Se prefiere este recubrimiento in situ de Polyhipe con hidroxiapatito, dado que la impregnacion posterior a la
polimerizacion del material en solucién de hidroxiapatito y la precipitacién subsiguiente parecian formar cristales de
hidroxiapatito grandes pero localizados en el interior de los poros del Polyhipe.

Ejiemplo A4 - Efecto de la composicién de la fase de aceite sobre el tamafio de poros e interconexiones

Se preparé una emulsion como se ha descrito arriba, que incluia 0,5% de iniciador de la fase de aceite, 1,1'-
azobis(ciclohexanocarbonitrilo). El volumen total y la viscosidad se mantuvieron sustancialmente inalterados. La
emulsién se proceso y se polimerizé como se ha descrito arriba pero utilizando tiempos y velocidades de mezcladura
convencionales como se conocen en la técnica (velocidad de dosificacion Rp = 0,71 ml/s, velocidad de mezcladura,
Ru=4,7s", tiempo de mezcladura tp =ty = 600 s), y se evaluaron las propiedades de los materiales. Los resultados
se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5
Muestra Tamario de Poro, D (um) | Tamafio de Hueco, d(um) | d/D
Polyhipe de Control 15,8 2,3 0,15
Polyhipe con iniciador | 22,7 4 0,18

Ejemplo A5 - Efecto del iniciador soluble en la fase de aceite sobre el Polyhipe modificado con
hidroxilapatito

Se prepard una emulsion utilizando solucién de hidroxilapatito al 0,5% en peso (pH = 2,5 ajustado con acido
fosférico) sin iniciador de fase acuosa alguno. La fase de aceite contenia 77,5% de estireno, 8% de DVB, 14% de
Span 80 y 0,5% de azobisisobutironitrilo (AIBN) como iniciador de la fase de aceite.

Todas las condiciones experimentales restantes eran las mismas que en el Ejemplo 3. En la Tabla 6, se compara el
Polyhipe modificado con hidroxilapatito con el material correspondiente del Ejemplo 3 (es decir, PHP/HA rigido).

Tabla 6
Muestra Tamafio de Poro D Tamafo de Interconexion d Ratio
(Mm) (Hm) d/D
HA Rigido 38 11 0,29
HA Rigido iniciado con AIBN 30 12 0,40

La tabla anterior indica que la presencia de iniciador de la fase de aceite no afecta sustancialmente a los tamarios de
poros e interconexiones. Sin embargo, el andlisis elemental de las superficies del Polyhipe utilizando EDAX (analisis
de energia dispersiva con rayos X) muestra que la presencia de HA es mas pronunciada si se utiliza iniciador de la
fase de aceite. Estos resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7
Componente Analisis global de Polyhipe modificado con Anéljgis global de Polyhipe
HA con AIBN modificado con HA
Carbono 63,09 74
Oxigeno 22,49 21
Fosforo 2,98
Calcio 9,70 3

La concentracion de iones <calcio es mayor que para el control que no contenia AIBN.
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Ejemplo A6 - Efecto de las particulas de silice en las fases acuosay aceitosa

Se incorpord silice hidrofila (Aerosil 380, tamafio de particula 7 nm) en la fase acuosa mientras que se incorpord
silice hidrofoba (Aerosil R812, tamafio de particula 20 nm) en la fase de aceite. Estas muestras de silice se
obtuvieron de Degussa, Alemania. En cada caso, la carga de silice era 0,5, 1,0, 2,0, 6 5,0% en peso. El volumen de
fase de la fase acuosa era 90% y las condiciones de procesamiento eran: velocidad de dosificacion Rp = 0,375 ml/s;
velocidad de mezcladura Ry = 4,7 s7, tiempo de mezcladura tp = 600 s, t4 = 1200 s. La fase de aceite contenia
inicialmente 15% de estireno, 62% de acrilato de 2-etilhexilo, 8% de DVB, y 15% de Span 80. Se afadié silice
hidréfoba a esta mixtura a varios niveles. La fase acuosa contenia 1% de persulfato de potasio. Cuando se utilizd
silice hidrofila en la fase acuosa, no existia silice alguna en la fase de aceite y la composicién original de la fase de
aceite se utiliz6 como anteriormente. Los resultados se muestran en las Tablas 8 y 9.

Tabla 8. Efecto de la silice sobre el tamafio de poros e interconexiones del polimero Polyhipe cuando la silice esta
presente Unicamente en la fase de aceite.

Silice en la fase de aceite (% p) |9 0,5 1,0 2,0 5,0

Tamafio de poro, D (um) 10,7 14,3 21,9 37,2 60,7
Tamafio de interconexién , d (um) | 4,0 3,2 2,9 3,2 3,43
d/D 0,37 6,22 0,13 0,09 0,06

Tabla 9. Efecto de la silice sobre el tamafio de poros e interconexiones del polimero Polyhipe cuando la silice esta
presente Unicamente en la fase acuosa.

Silice en la fase acuosa (% p) 0 0,5 1,0 2,0 5,0

Tamario de poro, D (um) 10,7 17,6 28,9 36,2 Formacién de
_ - — poros de

Tamafio de interconexion, d (um) 4,0 3,6 23,4 1,9 coalescencia

d/D 0,37 0,21 0,12 0,05

Ejemplo B7 - Crecimiento de células multiples en Polyhipe

Se obtuvieron condrocitos (obtenidos de la articulacion metacarpofalangica de bovino), de células osteoblastos
humanas (HOB) y células fibroblastos 3T3de rata. Se cortaron en discos dos muestras de Polyhipe, sin y con HA, se
lavaron y se esterilizaron concienzudamente. Se utilizaron como control discos Thermanox. Los discos se
impregnaron en el medio de cultivo de células respectivo durante 24 horas y se pusieron en placas de pocillos. Se
sembraron cada una de las células 3T3, HOB y condrocitos en los discos a densidades de 100.000, 100.000 y
500.000 células por ml respectivamente. Las placas se incubaron luego a 37°C en 5% CO, durante hasta 3
semanas. Las muestras se examinaron después de 1, 7, 14 y 21 dias por SEM y por histologia.

Resultados

Puede verse que las células 3T3 que se cultivaron en el Polyhipe rigido se han multiplicado rapidamente, estando
presente el dia 1 una capa confluente en ambos tipos de Polyhipe. Esta capa se mantenia durante toda la duracion
del experimento. Por histologia pudo verse que no habia penetraciéon alguna, en algunas muestras el dia 7 y en
todas las muestras el dia 14, la capa de células habia comenzado a abandonar la superficie del Polyhipe.

Las células HOB exhibian una morfologia muy esparcida el dia 1 bajo SEM, puenteando las células las
interconexiones en la superficie del Polyhipe, opuestamente al crecimiento en el interior de las interconexiones. El
dia 7, todas las muestras tenian una capa confluente en la superficie. En la histologia se observd que habia una
ligera penetracion, Unicamente hasta la profundidad de un poro en las muestras que contenian HA. La capa se
mantenia fijada con seguridad a la superficie durante toda la duracién del experimento.

Los condrocitos en los momentos de 1 y 7 dias se adherian a los discos de Polyhipe y exhibian una morfologia
redondeada en ambos tipos de Polyhipe, comparada al control de Thermanox® en el que las células se habian
esparcido y habian adquirido apariencia de fibroblastos. El dia 14, habia signos de células mas planas, y el dia 21
habia capas confluentes sobre algunas muestras. Podia observarse que las células en el Polyhipe HA se aplanaban
en los momentos iniciales comparadas con el Polyhipe sin modificar. En la histologia se observé que del dia 5 en
adelante se registraba penetracion en ambos Polyhipes, y estaban presentes células dentro de la estructura 3D; sin
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embargo, el Polyhipe HA tenia mayor penetracion y visualmente parecia que contenia mas células. Las células que
habian penetrado en el Polyhipe sin modificar eran menores en nimero, pero retenian su forma redondeada.

Por los resultados de la tinciéon con Safinin O puede verse que estaban presentes condrocitos sanos tanto en el
centro como en la periferia de la matriz de polimero. Habia células viables que secretaban GAG tanto en el polimero
como en la periferia.

Los estudios de la velocidad de crecimiento de los condrocitos (obtenidos por analisis de DNA) indican que los
Polyhipes modificados con hidroxilapatito da lugar a un crecimiento significativamente mas rapido comparados con
los Polyhipes sin modificar, como se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10
Tipo de Ensayo | Lisis celular (mg DNA/mI)
Tiempo (dia) PHP HA-PHP
3,1 3,2
5 3,6 4.4
10 3,6 9,5

Ejemplo B8 - Efecto del Tamarfo de Poro sobre el Crecimiento Celular

Se produjeron 6 tipos de Polimeros Polyhipe estireno/acrilato de 2-etilhexilo (que contenian recubrimiento de
hidroxiapatito) con tamafio medio de poro de 8, 17, 24, 31, 34 y 89 ym. El tamafio de las interconexiones era similar
en todos los casos. Estas muestras se sembraron luego con condrocitos y se observé el efecto del tamafio de poro.
Los resultados se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Efecto del tamarfio de poro de los PHP sobre la penetracion de células y la produccion de colageno |l
después de 21 dias de cultivo de las células

Tamaiio de poro, D (um) 8 17 24 31 45 89
Tamafo de interconexiéon, d (um) 3 5 6 6 7 7
Profundidad de penetracion (um) 17 508 570 367 67 45
Produccién relativa de colageno I 23 48 52 42 12 9

La produccion de colageno tipo Il es una indicacién de la funcidn celular fisioldgica correcta. Este ejemplo indica que,
para los condrocitos que tienen tamafio de célula de aproximadamente 10 uym, el tamafio 6ptimo de poro es
aproximadamente 25 uym. Si el tamafo de poro es demasiado pequefio, las células no pueden penetrar en el
polimero, y si el tamafio de poro es demasiado grande, la morfologia de las células cambia de redondeada a plana y
con aspecto de fibroblastos. Estas células fibroblasticas proliferan rapidamente y forman una capa en la superficie
en lugar de penetrar en el polimero.

Otra medida de la produccion de matriz extracelular es el rendimiento de glucosaminoglucano (GAG). La
concentracion de GAG se determind por un ensayo colorimétrico. El efecto del tamafio de poro y en la produccién de
GAG se evalué utilizando los estudios de cultivo de células resumidos en la Tabla 10. Los estudios de produccién de
GAG se compararon también con el Plastico de Cultivo de Tejidos (TCP). Los resultados se muestran en la Tabla
12.

Tabla 12. Efectos del tamaio de poro sobre la produccién de GAG después de 21 dias de cultivo de células. Los
resultados se comparan también con los estudios de cultivo de células utilizando plastico de cultivo de tejidos (TCP).

Tamano de poro, D 8 17 24 31 45 89 TCP
(um)
Tamario de 3 5 6 6 7 7 0

interconexion, d (um)

Produccion 192 720 784 528 384 400 352

relativa de GAG
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Eiemplo B9 - Actividad de Macréfagos en el Polimero Polyhipe Sulfonado

La biocompatibilidad de los materiales puede testarse por exposicién de los mismos a macrofagos. La respuesta de
los macréfagos a un material se evalta por: a) cambios morfolégicos a macréfagos, b) produccion de perdxido de
hidrégeno por los macrofagos y c¢) produccion de beta-glucuronidasa por los macrofagos. Los macréfagos son
esféricos in vitro y cualquier desviacion de esta respuesta es una respuesta negativa. La produccién excesiva de
peroxido de hidrogeno y beta-glucuronidasa son también respuestas negativas.

Se produce un Polimero Polyhipe estireno/acrilato de 2-etilhexilo. Algo de este material esta sulfonado (el grado de
sulfonacién es 12%) y se neutraliza subsiguientemente utilizando hidréxido de sodio. Se siembran macréfagos sobre
estos polimeros y se evaluan su morfologia y sus capacidades de produccion de peréxido de hidrégeno y beta-
glucuronidasa al cabo de 6 horas. Los resultados se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Efecto del sustrato sobre la actividad de los macrofagos

Tipo de Sustrato | Morfologia | Produccién relativa de perdxido de | Produccion relativa de glucuronidasa
hidrégeno

PHP Redonda 370 47

PHPsulfonado Plana 975 684

TCP* Redonda 295 93

* TCP = Plastico de Cultivo de Tejidos

La Tabla 13 indica que el PHP sulfonado produce un nivel muy alto de actividad negativa y por consiguiente tales
polimeros pueden utilizarse como estandar negativo en el cual la actividad se reduce a medida que disminuye el
grado de sulfonacion.

Ejemplo C - Fabricacién de un Sistema de Soporte de Organos

Las Figuras 1a-2b ilustran configuraciones de capilares y canales en micro- y macroescala en mdédulos Polyhipe
obtenidos por el método del Ejemplo C.

En un sistema de soporte de células, puede suponerse que Unicamente estan presentes poros Tipo-1 (poros
basicos), probablemente con un conjunto de micro-capilares que proporcionan una siembra de células efectiva y
actian subsiguientemente como canales de nutrientes. En este caso, estos canales micro-capilares no precisan ser
muy compactos y pueden tener grandes diametros que se aproximan a 500 micrometros. Tales sistemas de soporte
de células pueden tener el tipo de configuraciéon de camisa y tubo, y pueden construirse de modo que tengan una
seccion transversal cilindrica o cuadrada o rectangular. Esta configuraciéon es similar a los haces de fibras huecas,
excepto que el lado de la envoltura constituye el PHP en masa y la interfase micro-capilar/PHP en masa es muy fina
(0,5-5 micrémetros).

En un sistema de soporte de drganos existe mas de un tipo de micro-capilar presente. En un cartucho de soporte de
érganos cubico o poliédrico, las caras opuestas pueden estar conectadas unas a otras con micro-capilares. En el
caso mas simple, se ilustra un cartucho de soporte de érganos cubico o cuboidal con tres tipos de microcanales en
las Figuras 1a, b. En la Figura 1a, se muestra una representacién en 3D de los micro-capilares (Unicamente se
ilustran 3 tipos de capilares), mientras que en la Figura 1b se ilustra la seccion transversal mostrando todos los
capilares y PHP en la masa. En este caso, los canales se designan como canales A, canales B, y canales C.

Se utiliza el procedimiento siguiente para obtener un reticulo en 3D de fibras en un molde que se llena
subsiguientemente con la emulsién de PHP y se polimeriza posteriormente. Sin embargo, este procedimiento no es
unico sino que tiene por objeto ilustrar la técnica de fabricacion de los sistemas de soporte de érganos in vitro.

1. Hebras de varillas o fibras metalicas del didmetro deseado se intercalan de dos hojas de polimero
utilizando una prensa caliente o dos laminadores (calandrias). Las fibras o varillas metalicas son paralelas
unas a otras y crearan finalmente los canales A. Estos paneles intercalados se cortan a un tamafo deseado y
se estampan opcionalmente con una matriz para formar huecos que alojaran finalmente las varillas metalicas
que conducen a la formacién de los canales B. De este modo se producen varios de estos paneles
intercalados.

2. Se repite el procedimiento anterior utilizando varillas o fibras metalicas del diametro deseado a fin de
obtener los canales C. Si los diametros de los canales A y C tuvieran que ser iguales, no hay necesidad
alguna de tener paneles intercalados fibras/varillas separados.

3. Estos paneles se extienden en un molde unos encima de otros con dos tipos de espaciadores metalicos
delgados entre ellos. El primer tipo de espaciador asegura las fibras en su lugar, mientras que el segundo tipo
puede retirarse cuando el ensamblaje de fibras se comprime en la direccion de los canales B. La orientacion
de las fibras que formaran los canales A y C son perpendiculares unas a otras. El molde contiene ya varillas
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metdlicas que formaran los canales B. El grosor de los espaciadores metdlicos delgados determina la
separacion de los canales Ay C.

4. Estos paneles se tensan de manera segura y se introducen en un horno que permite el tensado de las
capas fibra/varilla a medida que la temperatura del horno se eleva gradualmente por encima del punto de
fusion del polimero utilizado en los paneles intercalados. La temperatura se eleva ulteriormente a fin de
eliminar completamente por combustion el polimero dejando un reticulo 3D de fibras/varillas.

5. Estas fibras/varillas pueden requerir recubrimiento superficial con polimero a fin de crear una interfase
deseada capilar/masa. Por ejemplo, estas fibras/varillas de plantilla pueden recubrirse con polimeros
hidréfobos para obtener estructura de poros cerrados en la interfase cuando se producen polimeros PHP
basados en estireno. Si las fibras/varillas de la plantilla estan recubiertas con polimeros solubles en agua
tales como poli(éxido de etileno), pueden obtenerse poros de Tipo-2 en la interfase. Cuando los metales no
estan recubiertos, se obtiene en la interfase estructura de poros abiertos.

6. El molde se llena con la emulsidn lentamente bajo vibracién a fin de conseguir un llenado completo. El
molde se comprime ulteriormente en la direccion de los canales B por eliminacién de los espaciadores
metalicos Tipo-2, permitiendo asi el escape del exceso de emulsion. La viscosidad de la emulsion deberia ser
lo mas baja posible, y la emulsion deberia recircularse durante el llenado.

7. Después del llenado del molde y la polimerizacion, se retiran las varillas de la plantilla y las fibras se
disuelven en acido, dejando asi al descubierto los canales micro-capilares.

Después de la fabricacion del cartucho de soporte de drganos, se lava el mismo en agua y se neutraliza, y
subsiguientemente se lava con etanol para eliminar cualquier monémero residual, lavandose de nuevo con agua y
secandose antes de ser esterilizado listo para uso como soporte de 6rganos in vitro.

En los moédulos cuboidales de las Figuras 1a-2b, existen tres tipos de canales A, B, C. Estos se muestran en las
Figuras 2a y 2b, que conectan las caras de un cubo, indicadas en la Figura 2a como A-A', B-B' y C-C',
respectivamente. Los canales A pueden ser portadores de sangre (o plasma, o nutrientes); los canales B pueden
utilizarse para transportar los productos de la célula (expresion de la célula, productos metabdlicos), mientras que
los canales C pueden utilizarse para cultivar células anisoétropas tales como células nerviosas o musculares.
Utilizando un modulo cuboidal con 8 caras y por consiguiente 4 tipos de micro-canales, pueden cultivarse también
células musculares junto con células nerviosas, proporcionando todavia la recogida de sangre y productos de la
célula. El espacio entre los micro-canales estara ocupado con una célula de érgano especifico o tejido conectivo o
tejido o estimulante.

Cada canal puede ser de un diametro diferente y densidad de compactacion diferente, y los mismos pueden estar
modificados independientemente en la superficie (por ejemplo pueden hacerse eléctricamente conductores, o tener
porosidad interfacial o tamafio de poro diferente, o estructura quimica diferente). En lugar de cultivar células
nerviosas, podria ser suficiente tener, por ejemplo, fibras de carbono presentes en estos canales a fin de
proporcionar conductividad eléctrica.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de fabricacion de un entramado de polimero Polyhipe microcelular, comprendiendo el método los
pasos de preparar una emulsion de fase interna alta, comprendiendo la emulsién una fase dispersa que comprende
estireno, divinilbenceno y un agente tensioactivo, y caracterizado porque la fase continua comprende un iniciador y
un polimero soluble en agua.

2. Un método de fabricacion de un entramado de acuerdo con la reivindicacién 1, en el cual el polimero soluble se
selecciona de carboximetilcelulosa o poli(6xido de etileno).

3. Un método de fabricacion de un entramado de acuerdo con la reivindicacion 2, en el cual la carboximetilcelulosa
tiene una masa molecular de 90.000.

4. Un método de fabricacion de un entramado de acuerdo con la reivindicacion 2, en el cual la carboximetilcelulosa
tiene un peso molecular de 250.000.

5. Un método de fabricacion de un entramado de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el cual el
poli(6xido de etileno) tiene una masa molecular de 200.000.

6. Un método de fabricacion de un entramado de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el cual el
poli(dxido de etileno) tiene una masa molecular de 400.000.

7. Un método de fabricacién de un entramado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el
cual la fase dispersa incluye acrilato de dietilhexilo.

8. Un método de fabricacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en el cual el polimero soluble
esta presente en una proporciéon de 1% p/p.

9. Un método de fabricacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el cual el agente
tensioactivo es Span 80™.

10. Un entramado de polimero microcelular Polyhipe que puede obtenerse por el proceso de las reivindicaciones 1-
9.
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Fig. 1b
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