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DESCRIPCION

Materiales en forma de redes poliméricas interpenetrantes que combinan un gel de fibrina y una red de
polietilenglicol.

Campo técnico

La presente invencién se refiere a un procedimiento de preparacién de un material en forma de red polimérica
interpenetrante (RPI) que combina un gel fisico de fibrina y una red de polietilenglicol (PEG).

También se refiere a materiales que pueden obtenerse por este procedimiento, asi como su uso como apésito para
heridas, apédsito quirtrgico, como un dispositivo para administrar agentes terapéuticos, como revestimiento para
dispositivos médicos como por ejemplo endoprotesis vasculares, valvulas cardiacas, catéteres, filtros protésicos
vasculares, etc. Dichos materiales pueden usarse ademas para cultivos de células eucariotas, o incluso como
soporte de moléculas activas como agentes de cicatrizacion, factores de crecimiento, antibiéticos, bactericidas,
bacterioestaticos o enzimas.

En la descripcion a continuacion, las referencias entre corchetes [] remiten a la lista de referencias al final del texto.
Estado de la técnica

La obtencion de un material que se presente bajo la forma de un sigue siendo una necesidad real, particularmente
en el campo médico. Los geles tienen la propiedad de ser sélidos elasticos muy ricos en disolvente. En particular,
para los biogeles o geles obtenidos a partir de moléculas de origen bioldgico, el disolvente es agua. Su volumen y su
forma pueden variar de manera reversible en funcién de estimulos ambientales como el pH, la temperatura, la
composicién del disolvente, la fuerza idnica, los campos eléctricos y magnéticos. Estos biogeles son redes hidréfilas
que retienen grandes cantidades de agua sin disolverse y tienen caracteristicas fisicas similares a las de los tejidos
bioldgicos blandos [1].

La importancia de los hidrogeles (polimeros reticulados o biogeles) en el campo de los biomateriales se justifica por
la naturaleza suave y elastémera de los hidrogeles que minimizan la irritacién mecanica y la friccion con los tejidos,
por lo tanto, los procesos inflamatorios. Los hidrogeles tienen una gran permeabilidad al oxigeno, a los nutrientes y a
otros metabolitos hidrosolubles que favorecen el crecimiento de estructuras tisulares mas gruesas [2]. Los hidrogeles
son atractivos para la dispensacion de medicamentos debido a su buena compatibilidad con compuestos
macromoleculares hidréfilos (proteinas, polisacaridos, oligonucleétidos), su biocompatibilidad y la facilidad para
regular la difusion de los medicamentos controlando su inflamacién, su densidad de reticulacién y su degradacion.
Estos materiales son interesantes para una difusion localizada ya que pueden formarse in situ y asi adherirse y
ajustarse a los tejidos diana. Este uso para una administracién local de principios activos parece actuar en sinergia
con el efecto de barrera de los hidrogeles [3]. Los hidrogeles se han estudiado como materiales potenciales para la
regeneracion de hueso, tendén, nervios y esencialmente cartilago.

Sin embargo, los geles formados a partir de moléculas biolégicas son materiales blandos, también sus principales
desventajas son que presenta baja resistencia mecanica, son muy deformable y dificiles de manipular.

Por lo tanto, existe una necesidad real de poder preparar un material que sea manipulable, que tenga las
propiedades de un gel de dimensiones estables y una mejor resistencia a la degradacién, por ejemplo, por la accion
del calor o enzimas, etc.

En el contexto de la presente invencion, una "red" es una asociacién de polimeros. Esta asociacion entre los
polimeros puede garantizarse por interacciones fuertes o débiles (enlaces covalentes, enlaces de hidrégeno, Van
der Waals, etc.). En el caso de enlaces covalentes, la asociacion es una reticulacion y el polimero se dice que esta
"reticulado”.

La definicion de un gel incluye tres criterios [4]:
- Los geles se componen de al menos dos componentes: uno muy mayoritario es el solvente y la otra
minoria, se denomina soélido.

- Los dos componentes son continuos a través de todo el medio. La denominada fase s6lida es una red que
atrapa la denominada fase liquida, correspondiente al disolvente, y evita que se escurra.
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- Todo el medio se comporta como un sélido facil de deformar.

Los geles pueden clasificarse segun el tipo de enlaces que forman la red. Por lo tanto, se distinguen dos importantes
mecanismos de gelificacién que conducen a geles "fisicos" o a geles "quimicos".

Un gel de fisico es una estructura supramolecular constituido por moléculas ligadas entre si por enlaces de baja
energia (Van der Waals, enlaces de hidrogeno, polares, etc.). La estabilidad de esta estructura se asocia a una
gama particular de condiciones fisicoquimicas (pH, concentracion en moléculas, temperatura, calidad del disolvente,
fuerza idnica, etc.). Fuera de esta gama, la mezcla es liquida. Por lo tanto, la transicion sol/gel es reversible para los
geles fisicos. Por lo tanto, una modificacion de los parametros del medio ambiente puede conducir a la destruccion
de la estructura e inducir una transicién gel-sol. Se conocen bien a partir de la técnica anterior composiciones para
obtener geles "fisicos". Los biogeles se obtienen basicamente a partir macromoléculas o polimeros de origen natural:
proteinas o polisacaridos. Se pueden citar, a modo de ejemplo de proteinas que pueden gelificarse, gelatina, fibrina,
colageno, actina, mioglobina, proteinas de suero, particularmente caseinas y lactoglobulina, proteinas de soja, de
trigo y particularmente gliadina y glutenina, la clara del huevo y particularmente la ovalbumina. Se pueden citar, a
modo de ejemplo polisacaridos que pueden gelificarse carragenanos, alginatos, pectinas, quitosano, celulosa,
quitina, glicégeno o incluso almidén.

Se conocen igualmente en la técnica anterior geles calificados de "quimicos". Un gel quimico corresponde
igualmente a una estructura macromolecular cuyos mondmeros estan asociados mediante enlaces de elevada
energia (covalentes). Por tanto, la estabilidad de este conjunto es muy elevada. Ademas, si estos geles quimicos
presentan una estabilidad mejorada, el Unico medio de efectuar una transicion gel/solucién consiste en destruir los
enlaces covalentes del polimero. Este es el motivo por el que la transicion solucion/gel de geles quimicos se dice
que es irreversible.

Una familia de geles quimicos corresponde a los geles enzimaticamente catalizados. Este modo de gelificacion se
observa sobre todo en los grandes procedimientos biolégicos. La coagulacion sanguinea, cicatrizacion, la formacién
de la piel, la agrupacion de matrices extracelulares son procedimientos biolégicos en los que el paso de las
proteinas solubles al estado de gel es indispensable. In vivo, un nimero limitado de enzimas, por ejemplo, las
lisiloxidasas, las transglutaminasas, catalizan estas reacciones. In vitro, la mas usada es la transglutaminasa que
crea puentes covalentes entre las cadenas laterales de los restos lisina y glutamina de las proteinas [5].

Las propiedades estructurales y bioquimicas de la fibrina la convierten en un candidato prometedor en ingenieria de
tejidos y en medicina regenerativa. La modificacion y la funcionalizacion del gel de fibrina se han usado para la
liberacion controlada de genes y factores de crecimiento. Ademas, la fibrina posee naturalmente sitios de enlace a
células y, por lo tanto, también se ha estudiado la adherencia, la dispersion, la migracién y proliferacion celular. A
causa de los efectos demostrados sobre varios tipos celulares, la fibrina es de particular interés como soporte en
ingenieria tisular vascular [6].

La fibrina se obtiene a partir de fibrindgeno, glicoproteina de 340 kDa de origen hepatico. El fibrinbgeno es un
polielectrolito aniénico en condiciones fisioldgicas y, por lo tanto, no puede combinarse o agregarse. La hidrdlisis del
fibrinégeno por la trombina, proteasa de origen sérico, condujo a la liberacion de pequefios fragmentos peptidicos y
a la obtencién de fibrina. Las interacciones intermoleculares se hacen posibles, autocombinandose las moléculas, a
través de enlaces de baja energia, creando asi una red de gel fisico de fibrina.

En los procesos de coagulacién o de cicatrizacién, la estabilizacion del gel fisico se obtiene gracias a una
transglutaminasa sérica (factor 13) creando enlaces isopeptidicos covalentes entre las cadenas de fibrina que
conducen a la formacién de una red quimica de fibrina insoluble.

Sin embargo, los geles quimicos de fibrina son materiales blandos, también sus principales desventajas son que
presentan baja resistencia mecanica, son muy deformable y dificiles de manipular.

Como se ha indicado previamente, existe la necesidad de un material en forma de gel denominado "fisico", que sea
estable y que mantenga su integridad estructural y, por lo tanto, sus propiedades durante toda la duracion del uso
que se hace, pero cuyos elementos de origen biolégico sean reversibles (o inestables), es decir, que puedan
desestructurarse y degradarse cuando se desee. Hoy en dia, la mayoria de los procedimientos conocidos permiten
la preparaciéon de material en forma de un gel denominado "quimico". Una posibilidad para obtener un gel
autosoportado que tenga estas propiedades es introducir este gel en una arquitectura de red polimérica
interpenetrante o semi-interpenetrante (RPI1 o semi-RPI).
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Por lo tanto, existe la necesidad real de un procedimiento que haga frente a las deficiencias, defectos, limitaciones,
inconvenientes y obstaculos del estado de la técnica, en particular de un procedimiento que implemente un material
en forma de red polimérica interpenetrante (RPI) que combine un gel fisico de fibrina y una red de polietilenglicol.

Este procedimiento permite la preparacion de dicha red polimérica interpenetrante (RPI) en una etapa ("one pot" en
ingles) en unas condiciones operativas que respeten la naturaleza de cada polimero evitando de este modo su
degradacién.

Por otra parte, este procedimiento permite controlar la formacién de dicha red in situ, proporcionando de este modo
un material "a medida", conveniente para la aplicacién a la que esté destinado.

Descripcion de la invencion

La presente invencion esta disefiada especificamente para satisfacer esta necesidad proporcionando un
procedimiento de preparacion de un material en forma de red polimérica interpenetrante (RPIl) que combina un gel
fisico de fibrina y una red de polietilenglicol (PEG), que comprende las siguientes etapas:

i) preparar una mezcla introducido en un tampén

- una solucion de fibrindgeno,
- mondémeros de formula (1):

X1-(CHz-CHz-0)n-Xo

en la que Xi y Xo, son grupos quimicos idénticos o diferentes, seleccionados entre el grupo que
comprende vinilo, acrilato, metacrilato o alilo y n es un ndmero entre 1 y 140, por ejemplo, de 1 a
50, preferiblemente de 2 a 20,

- opcionalmente mondmeros de formula (Il) seleccionados entre los derivados de polietilenglicol que
tienen un grupo seleccionado entre el grupo que comprende -CHs, -NHz, -OH, -CH>CHs, vinilo,
acrilato, metacrilato o alilo; derivados de acrilato, metacrilato y estireno seleccionados entre el
grupo que comprende hidroxietilmetacrilato, hidroxietilacrilato, acetato de vinilo, N-vinil pirrolidona,
N-vinil piridina, acrilonitrilo, acido acrilico, estireno sulfonato sddico, bromuro de (vinilbencil)trimetil-
amonio, cloruro de (vinilbencil)trimetil-amonio, cloruro de trimetil-viniloxicarbonilmetil-amonio,
bromuro de trimetil-viniloxicarbonilmetil-amonio, bromuro de ftrietil-2-viniloxicarbonil-etil)-amonio,
bromuro de aliloxicarbonilmetil-trimetil amonio, poli(etilenglicol)metacrilato, poli(etilenglicol)acrilato,

- un iniciador de la polimerizacion;

ii) preparar una mezcla de reaccion afadiendo una solucion de trombina a la mezcla preparada en i);

iii) incubar la mezcla de reaccion obtenida en ii) a una temperatura entre 20 °C y 40 °C;

iv) realizar una polimerizacion y reticulacion de los monémeros de férmula (l) opcionalmente con los
monoémeros de formula (I1).

El procedimiento de la invencion permite preparar un material en forma de red polimérica interpenetrante (RPI) que
es homogéneo, manipulable, estable en el tiempo y de dimensiones estables.

El procedimiento de acuerdo con la invencién, particularmente a través de la temperatura de incubacion y la
polimerizacién, permite controlar la gelificacién y la polimerizacion/reticulacion de los monémeros. La gelificacion y la
reticulacion pueden realizarse simultanea o secuencialmente.

Asimismo, cuando la polimerizacién es una fotopolimerizacion, el material obtenido después de la sintesis (al final de
la etapa (iv)) es ventajosamente un material estéril.

En el marco de la presente invencion, los términos polietilenglicol (PEG), poliéxido de etileno o polioxietileno (POE)
se usan indistintamente para designar la red de polietilenglicol obtenida por reticulacion de una mezcla de
monémeros de formula () o por polimerizacion/reticulacion de una mezcla de monémeros de formulas (1) y (I1).

Los monémeros de férmulas (I) pueden calificarse de disfuncionales (con dos funciones reactivas segun el
mecanismo de reticulacion propuesto). Los monémeros de féormula (ll) son monofuncionales (una Unica funcion
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reactiva seguin el mecanismo de polimerizacion propuesto).

En el marco de la presente invencion, por "tampdn" se entiende una solucion acuosa cuyo contenido en agua es de
al menos el 30% en peso pudiendo incluso llegar al 99 % en peso total del disolvente y que mantiene
aproximadamente el mismo pH a pesar de la adiciéon de pequefias cantidades de un acido, una base o una dilucién.
El contenido en agua del tampdn es en particular del 70 al 98 % en peso total del disolvente.

El tampén puede comprender adicionalmente otros disolventes seleccionados entre el grupo que comprende
metanol, etanol, piridina, acetona, acido acético, DMSO, benceno, diclorometano.

A modo de ejemplo del tampdn, pueden citarse tampones fosfato, Hepes, Tris, barbital s6dico, Tris-maleato.

Durante toda la duracion del procedimiento, el pH del medio acuoso se mantiene entre 6 y 8 por medio de una
solucién de tampédn, por ejemplo, una solucién de trihidroxiaminometano (Tris).

El fibrinbgeno puede ser, por ejemplo, fibrinbgeno humano, de cerdo o de res.

En el procedimiento de la invencion, los mondémeros de formulas (I) pueden usarse en solitario o0 en combinacién con
los mondmeros (ll) tales como se han definido previamente.

En el caso de mondmeros de férmula (), n puede definirse como el nimero medio de unidades de oxietileno (-
CH>CH>0-) contenido en dichos monémeros.

Preferiblemente, los monémeros de férmula (I) son aquellos en los que X1 y Xz, son funciones quimicas idénticas o
diferentes, que se seleccionan entre el grupo que comprende metacrilatos o acrilatos y n es un nimero entre 2 y 20.

Por ejemplo, los monémeros de formula (l) pueden usarse en solitario. Estos mondémeros son precursores de la red
de polietilenglicol (PEG).

La red (PEG) puede contener entre el 1y el 100 % en peso de mondmeros de formula (I) y entre el 99 y el 0 % en
peso de monoémeros de formula (Il). Por ejemplo, la red (PEG) puede contener entre el 10 y el 100 % en peso de
monomeros de formula (1) y entre el 90 y el 0 % en peso de monémeros de formula (11).

En un modo de realizacion particular de la invencién, cuando se desea tener un material que tenga propiedades
bactericidas o bacterioestaticas, el monémero de formula (Il) puede tener ventajosamente un grupo amonio.

Puede ser adecuado cualquier iniciador, generador de radicales libres conocido por el experto en la técnica, que
permita la polimerizacién.

Por ejemplo, el iniciador puede ser un iniciador térmico seleccionado entre el grupo que comprende peréxidos,
compuestos diazo o persulfatos, por ejemplo, persulfato de potasio, persulfato de amonio y peréxido acido.

Por ejemplo, el iniciador puede ser un iniciador de la fotopolimerizacion. Puede seleccionarse entre el grupo que
comprende los Irgacures (por ejemplo 2959, 184, 651, 819) [6], 2-hidroxi-4-(2-hidroxietoxi)-2-metilpropiofenona,
benzofenona, 2,4-dimetilbenzofenona, benzoina, benzofenonas idnicas seleccionadas entre el grupo que comprende
cloruro de 4-trimetilmetilamonio benzofenona, sal sédica de 4-sulfometilbencilo, cetonas aromaticas y aldehidos,
particularmente benzaldehido, acetofenona, biacetilo, paraclorobenzofenona, acido ferdlico, y todos los compuestos
que se producen bajo radiacion UV/visible de radicales. Se selecciona preferiblemente irgacure 2959.

Las concentraciones de los diferentes compuestos en la mezcla (etapa i) pueden ser, por ejemplo:

- para el fibrinbgeno de 1 a 50 mg/ml, preferiblemente entre 5y 25 mg/ml,

- para los monémeros de férmula (I) y opcionalmente (ll) de 1 a 400 mg/ml, preferiblemente 100 mg/mi
de 0,1 a 1 mg/ml, preferiblemente 0,42 mg/ml.

La trombina usada en la etapa (ii) puede proceder, por ejemplo, de plasma humano, de cerdo o de res.

La concentraciéon de la trombina en la mezcla de la etapa (ii) puede ser, por ejemplo, de 0,1 a 2,5 U/ml,
preferiblemente de 0,2 a 1 U/ml.
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En la etapa iii), la temperatura de incubacién puede ser, por ejemplo, entre 30 y 40 °C, preferiblemente 37 °C.

Es durante este paso cuando el gel fisico de fibrina se forma a partir de fibrindgeno por hidrélisis enzimatica. Esta
hidrélisis enzimatica se cataliza por la trombina. Inesperadamente, la formacién del gel, la actividad de la enzima y
las propiedades del gel no se alteran por la presencia de los monémeros de férmula (I) y opcionalmente monémeros
de férmula (l1), y su polimerizacién.

Cuando el iniciador es un iniciador térmico, la polimerizacion de los monémeros de las férmulas (1) y/o (ll) puede
ocurrir al mismo tiempo que la etapa (iii) o después de la etapa (iii). Cuando la polimerizacién tiene lugar después de
la etapa (iv), puede realizarse, por ejemplo, a una temperatura entre 25 °C y 60 °C. Preferiblemente, la temperatura
se selecciona de manera que el gel de fibrina no se desnaturalice.

La polimerizacion térmica puede realizarse entre 0,5 y 10 horas, preferiblemente entre 1y 3 horas.

En la etapa iv), cuando el iniciador es un iniciador de la fotopolimerizacién, por ejemplo los que se han mencionado
anteriormente, la polimerizacion puede realizarse bajo una radiacion UV/visible, a una longitud de onda entre 190 y
800 nm, preferiblemente bajo una radiacion UV de longitud de onda entre 300 y 380 nm.

La fotopolimerizacion en la etapa iv) puede realizarse durante 1 a 10 horas, preferiblemente de 1 hora y 30 minutes
a 3 horas.

Las diferentes soluciones se preparan en tampén Tris o HEPES, preferiblemente Tris-HCI, a una concentracion de
25 a 100 mM, preferiblemente 50 mM, a un pH de 7,2 a 7,5, preferiblemente 7,4 que contiene CaCl, de 10 a 50 mM,
preferiblemente 20 mM y NaCl de 50 a 250 mM, preferiblemente 150 mM.

Las concentraciones finales de los diferentes compuestos en la mezcla (etapa ii) pueden ser, por ejemplo:

- para el fibrin6geno de 1 a 50 mg/ml, preferiblemente entre 5y 25 mg/ml,

- para los monémeros de formula (1) y opcionalmente (Il) de 1 a 400 mg/ml, preferiblemente 100 mg/ml,
- para el iniciador de 0,1 a 1 mg/ml, preferiblemente 0,42 mg/ml, y

- para la trombina de 0,1 a 2,5 U/ml, preferiblemente de 0,2 a 1 U/ml.

Después de la etapa (iv), el procedimiento de la invencién puede comprender adicionalmente una etapa de
reticulacion enzimatica del gel fisico de fibrina. En esta etapa complementaria, se puede usar, por ejemplo,
transglutaminasa o lisiloxidasa como enzima.

La transglutaminasa es una enzima que puentea mediante enlaces covalentes (0 une) ciertos aminoacidos entre si
(basicamente el acido glutamico y la lisina) y que contribuye a la reticulacion de proteinas durante los procesos de
gelificacién. Esto puede conducir a un sistema mas resistente a la biodestruccion y que tiene mejores propiedades
mecanicas.

De acuerdo con esta realizacién, puede usarse una enzima, por ejemplo la transglutaminasa. La muestra de RPI
obtenida después de la etapa (iv) se sumerge entonces inmediatamente o posteriormente en una solucién de
transglutaminasa a una concentracion variante de 0,1 a 10 U/ml, preferiblemente entre 0,5 y 3 U/ml en tiempos
variables de 5 minutos a 6 horas, preferiblemente de 30 minutos a 3 horas.

El procedimiento de la invencion puede implementarse en cualquier recipiente, vaso de precipitados, cristalizador,
pastillero, etc. pudiendo cerrarse preferiblemente. El recipiente también se puede hacer a medida, por ejemplo, con
dos placas de vidrio o cualquier material transparente a los rayos UV e impermeable al agua. Estas placas pueden
separarse por un sello en Teflon™ o en polietileno de diferentes espesores de 100 um a 3 mm, preferiblemente de
1 mm.

La invencién se refiere también al material en forma de red polimérica interpenetrante (RPIl) que combina un gel
fisico de fibrina y una red de polietilenglicol (PEG) que puede obtenerse por el procedimiento de acuerdo con la
invencion.

El material que puede obtenerse por el procedimiento de acuerdo con la invencion tiene la ventaja de estar en forma
de un gel, homogéneo y manipulable teniendo ademas una estabilidad dimensional en el tiempo y capaz de resistir a
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la degradacion, por ejemplo, por la accién del calor. Ademas, la resistencia a la degradacién de dicho material bajo
la accion de las enzimas se mejora significativamente.

Como se ha indicado previamente, el material de la invencién estd bajo la forma de una red polimérica
interpenetrante (RPI) que combina un gel fisico de fibrina y una red de polietilenglicol (PEG) entre los que no hay
ningun enlace quimico, es decir, ningun enlace covalente. En esta red polimérica interpenetrante (RPI), cada
polimero forma una red quimica o fisica que tiene una existencia tridimensional o 3D. Por ejemplo, la red PEG puede
sintetizarse por reticulacion de poli(etilenglicol)di(met)acrilato (X1 = X2 = (meta)acrilato donde n puede variar de 2 a
140). La red PEG se hincha en el agua o en el tampén.

De acuerdo con una realizacion ventajosa de la invencion, en el material, la red polimérica interpenetrante (RPI)
combina un gel fisico de fibrina y una red de polietilenglicol elaborada con poli(etilenglicol)dimetacrilato (X1 = Xz =
metacrilatoyn=8a9on=13a 14).

De acuerdo con otra realizacion ventajosa de la invencion, es posible sintetizar la red de polietilenglicol con
poli(etilenglicol)diacrilato (X1 = X2 = acrilatoyn=8a9on =13 a 14).

En el material, la red de polietilenglicol (PEG) puede contener entre el 1 y el 100 % de mondémeros de formula (1) y
entre el 99 y el 0 % en peso de mondémeros de formula (Il) como se ha definido anteriormente.

Mas particularmente, los mondémeros de formula (l) son aquellos en los que X; y Xz, idénticos o diferentes, se usan
en solitario se seleccionan entre el grupo que comprende metacrilatos o acrilatos y n es un nimero entre 2 y 20.

El material de la invencidén puede estar constituido por:

a) del 1 al 50 % en peso seco de fibrina;
b) del 50 al 99 % en peso seco de una red de polietilenglicol (PEG).

El material de acuerdo con la invencion tiene unas mejores propiedades mecanicas con respecto a las de un gel
constituido unicamente por fibrina.

También posee propiedades (casi) reversibles de deshidratacion e hidratacién. Este no es el caso, por ejemplo, del
gel de fibrina en solitario. En efecto, después de un ciclo de deshidratacion, el gel de fibrina no se puede rehidratar a
mas del 25% del valor inicial.

El material de acuerdo con la invencion puede rehidratarse del 25 al 100 %, preferiblemente del 45 al 95 %.

Asimismo, el material de acuerdo con la invencién tiene una resistencia significativamente mejorada a la
degradacién, por ejemplo: por las proteasas, por la temperatura, etc. La fibrina se estabiliza en este material. De
hecho, cuando un gel de fibrina se sumerge en tampén Tris (50 mM pH 7,4) durante 48 h, se extrae el 25 % de la
proteina. En la RPI esta proporcién esta comprendida entre el 20 y el 0,1 % generalmente entre el 1 y el 0,1 %. La
red de polietilenglicol (PEG) parece proteger la fibrina de la degradacion.

El material de acuerdo con la invencion tiene una temperatura de transicion vitrea (Tg) entre -100 °C y +100 °C,
preferiblemente entre -50 y +20 °C. La temperatura de transicion vitrea Tg (glass transition temperature en inglés) de
un material polimérico se define como la temperatura por debajo de la cual las cadenas poliméricas tienen una baja
movilidad relativa. Por debajo de la Tg, el polimero esta en un estado vidrioso, por encima de la Tg, el polimero esta
en un estado parecido al caucho. La temperatura de transicién vitrea de un material puede medirse, por ejemplo,
mediante el andlisis térmico diferencial DSC.

El material de la invencién puede tener también un médulo de conservacion (medido en modo de cizalladura, G)
entre 100 Pa y 10 MPa, por ejemplo, entre 1000 Pa y 6 MPa, en el estado hidratado a 37 °C y un mddulo de
conservacion (medido en modo de tension E') entre 0,01 y 3000 MPa, por ejemplo, entre 1 y 3000 MPa, en el estado
seco.

El médulo X de un material sometido a una tensién sinusoidal se escribe en la forma compleja:

X=X +iX"
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De acuerdo con el modo de solicitacién usado, tensién o cizalladura, los médulos X se sefialan respectivamente E o
G, X' se sefalan E' 0 G'y X" se sefialan E" 0 G". i es un numero complejo, tal como (i)o=1 [7].

En el modo de tension, la parte real del médulo E', mddulo elastico o de conservacion, mide la capacidad del
material para almacenar energia mientras que la parte imaginaria E", mddulo viscoso o de pérdida, representa la
capacidad del material para disipar la energia. Segun el estado en el que se encuentra el material en funcién de la
temperatura, aparece un desfase entre la tension ejercida sobre el material y su deformacion. Este desfase es nulo
cuando material es meramente elastico, y de 90° cuando es perfectamente viscoso. Por lo tanto, la tangente del
angulo de desfase (tan o) refleja la capacidad de amortiguacién del material.

Para caracterizar un material, se registran los espectros de ATMD (andlisis termomecéanico dindmico) que
representan E' o tano en funcién de la temperatura.

En el modo cizalladura, el médulo de conservacion o de elasticidad en cizalladura (G') permite calcular la elasticidad
del gel. El médulo de pérdida o médulo viscoso (G") caracteriza la fase liquida del gel. Cuando G">G', la muestra se
considera como liquida y cuando G'>G", la muestra esta gelificada. Por lo tanto, los procesos de gelificacion se
caracterizan por un tiempo de gel que se traduce en una igualdad de médulos G'y G".

El material que puede obtenerse de acuerdo con el procedimiento de la invencién es ventajosamente biocompatible.
Cuando se desea obtener un material final estéril después de la sintesis (al final de la implementacion del
procedimiento de la invencion), el material se obtiene ventajosamente por fotopolimerizacion.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un material de acuerdo con la invencién o que puede obtenerse
segun el procedimiento de invencién, como:

- apésito para heridas,

- apésito quirurgico,

- un dispositivo para administrar agentes terapéuticos,

- revestimiento para dispositivos médicos seleccionados entre el grupo que comprende endoprétesis
vasculares, valvulas cardiacas, catéteres, filtros protésicos vasculares,

- soporte de moléculas activas seleccionadas entre el grupo que comprende factores de crecimiento,
antibioticos, bactericidas, bacterioestaticos o enzimas,

- o para cultivos de células eucariotas.

Otras ventajas pueden resultar evidentes para el experto en la técnica a partir de la lectura de los siguientes
ejemplos, ilustrados por las figuras adjuntas, hechos con fines ilustrativos.

Breve descripcion de las figuras

o La figura 1 muestra las fotos justo después de la etapa iv) de las RPI obtenidas a partir de mezclas de
mondmeros (a la concentracién final de 100 mg/ml) de la férmula Xi-(CH2-CH2-O)n-X2 en la que X1 y Xz son
grupos metacrilato y:

- donde n =8 a9y el fibrindgeno esta a la concentracion final de 5 mg/ml (RP1550-5)

- donde n = 13 a 14 y el fibrinbgeno esté a la concentracion final de 5 mg/ml (RP1750-5)

- donde n =8 a9y el fibrindgeno esta a la concentracién final de 25 mg/ml (RP1550-25)

- donde n = 13 a 14 y el fibrinbgeno esta a la concentracion final de 25 mg/ml (RP1750-25).

o La figura 2 muestra los espectros de absorcién medidos con un espectrometro de infrarrojos con
transformada de Fourier con un médulo de reflexién total atenuada (ATR) de RPI 550-5 (a) y de RPI 750/5
(b). En el eje de abscisas «NO» representa «Numero de Onda» y en el eje de ordenadas «TR» representa
«Transmitancia».

o La figura 3 representa la isotermia de deshidratacion de las diferentes RPl medida con un Analizador
Termogravimétrico (ATG) bajo una corriente de argén a 37 °C. (o: RPI 550-5; o: RPI 550-25; o: RPI 750-5;
o: RPI 750-25). En el eje de abscisas «t» representa «tiempo» y en el eje de ordenadas «PM» representa
«Pérdida de Masa».

o La figura 4 representa los ciclos de hidratacion-deshidratacion de RPI 550-5 (o), RPI 550-25 (o), RPI 750-
5 (o) y RP1 750-25 (o). En el eje de abscisas «CG-S» representa «Ciclos de Hinchazén-Secado» y en el eje
de ordenadas «VM» representa «Variacion de Masa».

o La figura 5 representa en analisis termomecanico dinamico (ATMD) en modo de tensién en funcion de la
temperatura de red simple POE 550 (sintetizada en las mismas condiciones sin fibrinégeno en la mezcla (i),
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de RPI1550-5 y de RPI 550-25 secas.

a- Modulos de conservacion (MC); de abajo a arriba: RPI 550-5, red simple POE 550, RPI 550-25.
En el eje de ordenadas «T» representa «Temperatura».

b- Tan Delta (TN); de arriba a abajo: red POE 550, RPI 550-5, RPI 550-25. En el eje de ordenadas
«T» representa «Temperatura».

o La figura 6 muestra los mddulos de conservacion en tensién (MC) en funcién de la temperatura (T) de RPI
550-25 (arriba) y de RPI 750-25 (abajo) - En la figura insertada: Tan Delta - de arriba a abajo: RPI 750-25,
RPI 550-25.

EJEMPLOS
I. Caracterizacion de materiales
I.A. Caracterizaciones de las propiedades mecanicas para el analisis termomecanico dinamico (ATMD)

Las caracterizaciones termomecanicas en modo de tensién de los diferentes materiales (previamente secados
durante 24 h a 37 °C en un horno) se miden por ATMD en un aparato Q800 (TA Instruments), con una solicitacion en
modo de tensidn. La deformacién impuesta es del 0,05 % (menor deformacion reversible), la fuerza de tension
previa del 120 %. Las muestras se solicitan a una frecuencia constante de 1 Hz con una rampa de temperatura de

=-80 °C a 100 °C con una velocidad de calentamiento de 5 °C/min. Las muestras rectangulares tienen anchuras y
longitudes variables pero un espesor medio de 0,1 mm.

I.B. Analisis térmicos

Las mediciones del analisis calorimétrico diferencial de barrido (DSC) se realizaron con un dispositivo DSC Q100
(TA Instruments) y el software de analisis es Universal Analysis. La muestra seca de una masa inferior a 10 mg se
deposita en una capsula de aluminio que se sella, y se coloca en el horno. La muestra se enfria 5 °C/min hasta -
80 °C y después se realiz6 una isotermia de un minuto. Después, se realiza un calentamiento a 5 °C/min hasta
200 °C (primer barrido), seguido de otra isotermia de un minuto. Se realiza un segundo paso sobre la misma
muestra. Los termogramas registrados en el segundo paso se analizan para determinar las temperaturas de
transicion vitrea.

I.C. Comportamiento hidrico de los materiales
I.C.1. Isotermias de deshidratacion

Los analisis termogravimétricos (ATG) se realizan en un modelo Q50 de la empresa TA Instruments y el software de
andlisis es Universal Analysis. El cambio en la masa de una muestra se mide segun la temperatura y el tiempo en
una atmosfera de argon.

Una masa m de la muestra hidratada se deposita en el balde y después el horno se cierra. Durante los registros de
las isotermias, la temperatura se equilibra a 37 °C y después se mantiene a esta temperatura durante 100 minutos,
en una atmosfera de argon (60 ml.min™).

I.C.2. Ciclos de hidratacion-deshidratacion

Las muestras justo después de la etapa (iv), se sumergen durante 2 horas en 25 ml de tampoén Tris-HCI pH 7,4 que
contiene azida sédica al 0,02 % (NaNs) con el fin de lograr la tasa maxima de hinchazén que corresponde a una
masa m; hasta el punto T1. Entonces, las muestras se someten a 3 ciclos alternos de deshidratacion-hidratacion.
Los experimentos de deshidratacion se realizan durante 24 horas a 37°C en un horno (masas mz, ms y me
correspondientes a los puntos T2, T4 y T6) y los de rehidratacion se realizan en tampén Tris durante 2 horas a la
misma temperatura (masas ms y ms correspondientes a los puntos T3 y T5). La ultima etapa hacia la masa m7 (punto
T7) es una rehidratacién en el tampo6n Tris-HCI de 24 h a 37 °C.

A partir de las masas obtenidas en cada etapa Ti, las curvas de hidratacién-deshidrataciéon se trazan representando
la variacion relativa de la masa
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_m Om;

Om
en funcion del nimero de la etapa realizada.
I.D. Andlisis espectroscopicos

Las medidas de absorbancia se realizan en un espectrofotometro UVIKON XS de doble haz de la compania
SECOMAM.

Los espectros de infrarrojos se registran en un espectrofotémetro IR Tensor 27 equipado con un médulo en reflexion
ATR (cono diamante de angulo 459).

I.E. Ensayos ELISA

Los ensayos ELISA, que permiten cuantificar la cantidad de proteina extraida de los materiales, se realizan como se
indica a continuacion: Las extracciones se hacen sumergiendo una muestra de 1 ml de gel de fibrina o de RPI en
4 ml de tampén de recuperacion durante una noche a 37 °C. La solucion que contiene las sustancias extraibles se
diluye 100 veces (con la excepcidon de polimerizaciones posteriores con la transglutaminasa) antes de la
recuperacion de pocillos. Para cada resultado, el experimento se realiza n = 3 y al menos 3 veces.

Los tampones usados son a base de tampdn TBS (tampédn salino Tris) compuesto por Tris 110 mM y NaCl 1,65 M a
pH 7.,4. El tampén de fijacién esta compuesto por 10 mM de Tris, 150 mM de NaCl y el 0,02% de NaNs. El tamp6n
de saturacion esta compuesto por TBS que contiene el 5% de leche en polvo y el 0,1 % de Tween-20. El tampén de
aclarado y de diluciéon esta compuesto por TBS que contiene el 0,05 % de Tween-20 y el 0,02 % de NaNs.
Finalmente, el pNPP se disuelve en 1 M de dietanolamina que contiene 0,5 mM de MgCl. a pH 9,8. La primera etapa
del ensayo ELISA consiste en fijar el antigeno incubando 100 pl del producto extraible en cada uno de los pocillos
durante 3 horas a 37 °C. Después de tres aclarados con 200 pl de tampén de aclarado, se afiaden 200 ul de tampdn
de saturacién en los pocillos, y la totalidad se incuba durante una noche a 4 °C. Después de cuatro aclarados con
200 pl de tamp6n de aclarado, se introducen 100 ul del anticuerpo primario diluido 1/200 (fibrinbgeno anti-humano
producido en conejo) en los pocillos y la totalidad se incuba durante 3 horas a 37 °C. Después del aclarado, se
anaden 100 pul de anticuerpo secundario diluido en 1/30000 (inmunoglobulina G anti-conejo producido en cabras y
acoplado a fosfatasa alcalina), la totalidad se incuba durante 3 horas a 37 °C. Después del aclarado, se anaden
200 pl de pNPP a 1 mg/ml (sustrato cromogénico). El desarrollo de la coloracion se hace en la oscuridad durante 15
minutos y se detiene por 50 ul de NaOH 3 M. La medicién del ensayo colorimétrico se realiza a 405 nm, y la
intensidad de sefal es directamente proporcional a la concentracion de fibrinogeno.

I.F. Extraccion solido-liquido

La extraccién con diclorometano en un soxhlet permite solubilizar los compuestos solubles en este disolvente (por lo
tanto, no reticulado) y cuantificar su proporcién en una muestra sélida.

La cantidad de material soluble contenido en las RPI corresponde a la proporcién de monémero PEGDM no
reticulado. Los materiales se extraen en soxhlet con CH2Cl> a reflujo durante 48 horas. Las tasas de producto
extraible se calculan segun la relacién de las masas:

. (m0Odm,y
Mat Ext % = ———"x100
m,
)

donde m; y m; son respectivamente las masas de materiales antes y después de la extraccion. Las extracciones se
han realizado sobre muestras que contienen 100 mg de red POE, es decir m; = 100 mg.

Il. Caracteristicas de los compuestos utilizados
El cloruro sédico (NaCl - CAS 27 800.291 Research organics), el dicloruro célcico (CaCly, 2H0 - CAS 22 317.297 -
Research organics), el acido clorhidrico (HCI al 37 % - CAS 20 252.290- Prolabo), la urea (CAS 28876.367 -

Prolabo), el dodecil sulfato sodico (SDS-CAS 16103.01 - Biorad), el o-Mercaptoetanol (CAS 16107.10 - Biorad), la
Dietanolamina (C4H11NO> - CAS 111-42-2), el Tween-20 Polioxietileno-Sorbitan Monolaurato (CAS 9005-64-5) y la
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azida sodica (NaNs; - CAS 26628-22-8) proceden de la compahiia Sigma. Los diferentes poli(oxido de
etileno)dimetacrilato (PEGDM - CAS 25852-47-5 - Aldrich) de masa molares 330 (PEGDM330), 550 (PEGDM550) y
750 (PEGDM750) g.mol”, poli(etilenglicol)metacrilato monofuncional (530 g.mol" - ALDRICH), 2-hidroxi-4-(2-
hidroxietoxi)-2-metilpropiofenona (lrgacure 2959 - CIBA), diclorometano (Carlo-Erba), trihidroxiaminometano (Tris,
Prolabo o Carlo Erba), se usan sin tratamiento previo.

El fosfato de p-nitrofenilo (pNPP) y la yodoacetamida (I-6185 - CAS 144-48-9) proceden de la compafia SIGMA.
Este sustrato cromogeno (EC 224-246-5) se encuentra en tabletas y en forma de comprimidos de 5 mg.

El fibrindgeno tipo IV (Fg, F-4753 - SIGMA) usado es de origen bovino. La proteina liofilizada se conserva a -20 °C y
se mantiene a esta misma temperatura después de la solubilizacién.

La trombina liofilizada (EC3.421.5 - 34,8 unidades por mg de sdlido-SIGMA) se conserva a -20 °C. Su solucién en el
tampon Tris-HCI puede almacenarse durante 2 a 3 dias a +4 °C y a -20 °C para una mayor duracion.

La transglutaminasa (Activa WM - empresa Ajinomoto distribuido por UNIPEX), envasada en polvo, tiene una
actividad de 100 unidades por gramo de sélido y se conserva a -20 °C.

La termolisina (SIGMA) posee 33 unidades por mg de sdlido y se conserva a -20 °C.

Para los experimentos ELISA, el anticuerpo primario fibrin6geno anti-humano producido en el conejo procede de la
compafia DAKO (CAS - A 0080). El anticuerpo secundario anti-IgG (Inmunoglobulina G - A 3687 - Sigma) de conejo
se produce en cabras y se acopla a la fosfatasa alcalina.

Todas las soluciones se preparan en tampén Tris-HCI 50 mM pH 7,4. Se preparan soluciones madre en CaCly 2 M,
NaCl 1,5 M, asi como 10 mg/ml y 50 mg/ml de fibrinégeno. Las soluciones madre de trombina y transglutaminasa se
preparan respectivamente en 20 unidades/ml y 10 unidades/ml en el tampon tris-HCI.

lll. Ejemplos de elaboraciones de materiales y caracterizacion
Ejemplo 1: Sintesis de RPI POE550/Fibrina (100/5) (RP1550-25)

Las soluciones madre de fibrinégeno (10 mg/ml), trombina (20 U/ml), NaCl (1,5 M), CaCl, (2 M) e Irgacure 2959
(6 mg/ml) preparadas en tampén Tris-HCI (50 mM, pH 7,4), asi como el monémero PEGDM550 puro se incuban por
separado durante 15 minutos a 37 °C en un bario de agua.

Se afiaden 210 ul de tampdn Tris-HCI, 10 ul de CaCl; (2 M), 100 ul de NaCl (1,5 M), 500 ul de fibrindbgeno
(10 mg/ml), 100 wl de monémero PEGDM 550 y 70 ul de Irgacure 2959 (6 mg/ml) en este orden en un tubo ependorff
de 1,5 ml. La reaccién de gelificacién de la fibrina se inicia mediante la adicion de 10 ul de una solucion de trombina
en el tampon Tris-HCI a la concentracion de 20 unidades/ml. La mezcla de reaccion de un volumen total de 1 ml se
homogeneiza con una pipeta y se introduce rapidamente entre dos laminas de vidrio separadas por un sello en
Teflon (marca registrada) de un espesor medio de 1 mm. Estas laminas sujetas por pinzas se depositan sobre un
soporte que se encuentra en un bafio de agua mantenido a 37 °C. La polimerizacién radicalaria se realiza durante
1 h 30 min protegida de la luz del dia con una lampara de tipo VL-6 que tiene una potencia de 205W que emite
radiaciones UV a o= 365 nm.

La RPI 550-5 es un material blando deformable que se presenta bajo la forma de un rectangulo de 6,5cm x2cm y
un espesor medio de 1 mm (figura 1).

La RPI 550-5 contiene una fraccion soluble en diclorometano del 36% en peso con respecto a la masa del
monomero PEGDM550 introducido inicialmente. El 10 % de la masa de proteina puede extraerse de este RPI. Se
indica el espectro infrarrojo de la RPI (figura 2). Se indica su comportamiento a la deshidratacion en una corriente de
argon a 37 °C (medida por ATG), por un lado, y a los ciclos de hidratacion-deshidratacion, por otro lado,
respectivamente (figura 3 y figura 4).

La RPI 550-5 tiene una temperatura de transicion vitrea (Tg) detectada a -37 °C por medicion DSC en el segundo
barrido.

La RPI 550-5 tiene un moédulo de conservacion en modo cizalladura del orden de 0,8 MPa en el estado hidratado
(medido en ATMD en modo cizalladura). Se indican las propiedades termomecanicas de esta RPI en el estado seco
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(figura 5).
Ejemplo 2: Sintesis de RPI POE550/Fibrina (100/25) (RPI 550-25)

La RPI 550-25 (figura 1) se sintetiza siguiendo el mismo procedimiento que se ha descrito en el Ejemplo 1.
Unicamente la concentracion de la solucién madre de fibrindgeno se fija a 25 mg/ml, todas las demas
concentraciones permanecen iguales. Los voliumenes introducidos son los mismos.

La RPI POE550/Fibrina (100/25) no contiene fraccién soluble en diclorometano (0 % de producto extraible en
diclorometano). Los ensayos ELISA muestran que el 1 % en peso de la proteina introducida se extrae de la RPI.
Esta RPI tiene una temperatura de transicion vitrea (Tg) detectada por DSC a -27 °C. Se indica su comportamiento a
la deshidratacion en una corriente de argén a 37 °C (medida por ATG), por un lado, y a los ciclos de hidratacion-
deshidratacién, por otro lado, respectivamente (figura 3 y figura 4).

La RPI 550-25 tiene un modulo de cizalladura del orden de 0,3 MPa en el estado hidratado (medido en ATMD en
modo cizalladura). Se indican propiedades termomecanicas de esta RPI en el estado seco (figura 5 y figura 6).

Ejemplo 3: Sintesis de RPI POE750/Fibrina (100/5) (RPI 750-5)

[0108] La RPI 750-5 se sintetiza siguiendo el mismo procedimiento que se ha descrito en el Ejemplo 1. Unicamente
el monémero PEGDM 550 se reemplaza por el monémero PEGDM 750. Las concentraciones y los volumenes
introducidos son iguales.

La RPI 750-5 es rigida y quebradiza: Es posible cortarla con una punta de pipeta (figura 1). Se quiebra durante el
secado. Contiene una fraccion soluble en diclorometano del 24% en peso con respecto a la masa del monémero
PEGDM750 introducido. El 25% de la masa de la proteina puede extraerse de esta RPI. Esta RPI tiene una
temperatura de transicion vitrea (Tg) detectada por DSC a -38 °C. Se indica el espectro infrarrojos de la RPI (figura
2). Se indica su comportamiento a la deshidratacién en una corriente de argoén a 37 °C (medida por ATG), por un
lado, y a los ciclos de hidratacién-deshidratacién, por otro lado, respectivamente (figura 3 y figura 4).

Ejemplo 4: Sintesis de RPI POE750/Fibrina (100/25) (RPI 750-25)

La RPI 750-25 (figura 1) se sintetiza siguiendo el mismo procedimiento que se ha descrito en el Ejemplo 2.
Unicamente el monémero PEGDM 550 se reemplaza por el monémero PEGDM 750. Las concentraciones y los
volumenes introducidos son iguales.

La RPI 750-25 contiene el 0 % de fraccion soluble en diclorometano. Los ensayos ELISA muestran que el 1 % en
peso de la proteina introducida se extrae de la RPI. Se indica su comportamiento a la deshidratacién en una
corriente de argén a 37 °C (medida por ATG), por un lado, y a los ciclos de hidratacién-deshidratacién, por otro lado,
respectivamente (figura 3 y figura 4).

La RPI 750-25 tiene un modulo de cizalladura del orden de 1,2 MPa en el estado hidratado (medido en ATMD en
modo cizalladura). Se indican las propiedades termomecanicas de esta RPI en el estado seco (figura 6).

Ejemplo 5: Post-reticulacion enzimatica de red de fibrina en la RPI POE550/Fibrina (100/5) (RPI 550-5)

La RPI 550-5 sintetizada siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 1 se sumerge durante 3 horas en 10 ml
de una solucion de transglutaminasa a 0,5 unidades/ml en el tampén Tris-HCI. Los ensayos ELISA muestran que
menos del 0,2 % de la masa de la proteina introducida puede extraerse de esta RPI.

Ejemplo 6: Post-reticulacion enzimatica de la red de fibrina en la RPI POE550/Fibrina (100/25) (RPI 550-25)

La RPI 550-25 sintetizada siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 2 se sumerge durante 3 horas en 10 ml
de una solucién de transglutaminasa a 0,5 unidades/ml en el tampdn Tris-HCI. Los ensayos ELISA muestran que el
0,2 % de la masa de la proteina introducida puede extraerse de esta RPI. Este material tiene un médulo de
cizalladura del orden de 1 MPa en el estado hidratado (medido en ATMD en modo cizalladura a 1 Hz).

Ejemplo 7: Post-reticulacion enzimatica de la red de fibrina en la RPI POE750/Fibrina (100/5) (RPI 750-5)

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2544763 T3

La RPI 750-5 sintetizada siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 3 se sumerge durante 3 horas en 10 ml
de una solucién de transglutaminasa a 0,5 unidades/ml en el tampdn Tris-HCI. Los ensayos ELISA muestran que el
0,2 % de la masa de la proteina introducida puede extraerse de esta RPI.

Ejemplo 8: Post-reticulacion enzimatica de la red de fibrina en la RPI POE750/Fibrina (100/25) (RPI 750-25)

La RPI 750-25 sintetizada siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 4 se sumerge durante 3 horas en 10 ml
de una solucién de transglutaminasa a 0,5 unidades/ml en el tampdn Tris-HCI. Los ensayos ELISA muestran que el
0,2 % de la masa de la proteina introducida puede extraerse de esta RPI. Este material tiene un médulo de
cizalladura del orden de 3 MPa en el estado hidratado (medido en ATMD en modo cizalladura a 1 Hz).

Ejemplo 9: Biocompatibilidad de RPI

Las células CHOK1 se han cultivado en la RPI 750-5 y la RPI 750/25 descritas, respectivamente en el ejemplo 3 y el
ejemplo 4. Para ambos materiales:

- Las células se adhieren a los materiales, en particular sobre la RPI 750/25.

- Un marcado de los nucleos con DAPI (4',6-diamino-2-fenil-indol) muestra que las células estan vivas
después de al menos 5 dias.

- Una observacion por microscopia de fluorescencia muestra que las células se dividen después de
adherirse en el material

- Un marcado fluorescente de la red de actina demuestra que las células se extienden sobre los
materiales.

- Se han observado una pluralidad de células en fase de mitosis. Las células se multiplican sobre los
materiales.

- Las células tienen a penetrar en el material, en particular para la RP1 750/25

Todas estas observaciones permiten concluir que la RPI 750-5 y la RPI 750/25 son biocompatibles.
Ejemplo 10: Capacidad de retencion/liberacion de moléculas

La RPI 750/25 descrita en el ejemplo 4 se ha aclarado abundantemente tras la sintesis, después se sumerge en un
medio de cultivo adaptado a CHOK1, se seca con papel absorbente y después se siembra en células eucariotas.
Las células se adhieren y tienen una actividad celular mayor sobre este material que sobre el mismo material no
"enriquecido” descrito en el ejemplo 10.

Ejemplo 11: Capacidad de retencion/liberacion de moléculas

La RPI 750/25 descrita en el ejemplo 4 se aclara con el tampén Tris-HCI tras la sintesis, se seca con papel
absorbente, después se sumerge en una solucion de antibiético y se seca con papel absorbente. Se han usado tres
antibiéticos diferentes: cloranfenicol, estreptomicina y ampicilina. Después, estos materiales se depositan sobre una
placa de Petri cubierta de bacterias. Después de 24 h, en cada caso, se observa una zona abiética (sin presencia de
vida) que muestra que el antibiético se ha liberado por el material. Todos los controles en los que el material esta
solo son negativos.

Por lo tanto, la RPI 750/25 tiene capacidades de retencion/liberacion de moléculas de principios activos.
Ejemplo 12: Comparacion con otros oligomeros

La viabilidad de otras RPI y sus propiedades mecanicas se han verificado en primer lugar variando las longitudes de
cadena del oligomero PEGDM, es decir, la densidad de reticulacion de la red POE sintetizada en la RPI.

Se selecciona el PEGDM 330 con una masa molar inferior (330 g.mol") que el PEGDM 550. Se conserva una
concentracién de monémero sintético de 100 mg/ml. EI PEGDM 330 no es lo suficientemente soluble en agua
(solubilidad: 65 mg/ml), por lo tanto, su solucion a 100 mg/ml en el tampon Tris-HCI no es homogénea y la sintesis
de RPI da como resultado I6gicamente un material no homogéneo.

Las redes POE sintetizadas a partir de mezclas 10/90 y 90/10 en masa de PEGDM 550 o PEGDM 750 con
poli(etilenglicol)metacrilato monofuncional de masa 530 g.mol™" se han relacionado también con un gel de fibrina con
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el fin de variar la densidad de reticulacion de la red POE. Se conserva una concentracion total en monémero
poli(éxido de etileno) de 100 mg/ml. Se han obtenido materiales de textura en gel suave que no tienen una
resistencia mecanica aceptable.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de preparacion de un material en forma de red polimérica interpenetrante (RPI) que
combina un gel fisico de fibrina y una red de polietilenglicol (PEG), que comprende las siguientes etapas:

i) preparar una mezcla introducido en un tampén

- una solucion de fibrinégeno,
- mondémeros de férmula (l):

X1-(CHz-CHz-0)p-X2

en la que Xi y Xz, son grupos quimicos idénticos o diferentes, seleccionados entre el grupo que
comprende vinilo, acrilato, metacrilato o alilo y n es un nimero entre 1y 140,

- opcionalmente mondmeros de formula (ll) seleccionados entre los derivados de polietilenglicol
que tienen un grupo seleccionado entre el grupo que comprende -CHs, -NHz, -OH, -CH>CHjs, le
vinilo, acrilato, metacrilato o alilo; derivados de acrilato, metacrilato y estireno seleccionados entre
el grupo que comprende hidroxietiimetacrilato, hidroxietilacrilato, acetato de vinilo, N-vinil
pirrolidona, N-vinil piridina, acrilonitrilo, &acido acrilico, estireno sulfonato sédico, bromuro de
(vinilbencil)trimetil-amonio, cloruro  de  (vinilbencil)trimetil-amonio, cloruro de trimetil-
viniloxicarbonilmetil-amonio, bromuro de trimetil-viniloxicarbonilmetil-amonio, bromuro de trietil-2-
viniloxicarbonil-etil)-amonio, bromuro de aliloxicarbonilmetil-trimetil amonio,
poli(etilenglicol)metacrilato, poli(etilenglicol)acrilato,

- un iniciador de la polimerizacién;

ii) preparar una mezcla de reaccion afadiendo una solucion de trombina a la mezcla preparada en i);

iii) incubar la mezcla de reaccion obtenida en ii) a una temperatura entre 20 °C y 40 °C;

iv) realizar una polimerizaciéon y reticulacién de los mondémeros de formula (I) opcionalmente con los
mondmeros de férmula (l1).

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el polimero de polietilenglicol (PEG)
contiene entre el 1 y el 100 % en peso de monémeros de férmula (1) y entre el 99 y el 0 % en peso de mondémeros
de formula (II).

3. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 0 2, en el que los monémeros de férmula
(I) son aquellos en los que X1 y Xz, idénticos o diferentes, se seleccionan entre el grupo que comprende metacrilatos
o acrilatos y n es un namero entre 2 y 20.

4. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el iniciador de la
polimerizacion es un iniciador de la fotopolimerizacion.

5. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el iniciador de la fotopolimerizacién se
selecciona entre el grupo que comprende Irgacure (2959, 184, 651, 819), 2-hidroxi-4-(2-hidroxietoxi)-2-
metilpropiofenona, benzofenona, 2, 4-dimetilbenzofenona, benzoina, benzofenonas idnicas seleccionadas entre el
grupo que comprende cloruro de 4-trimetilmetilamonio benzofenona, sal sddica de 4-sulfometilbencilo, cetonas
aromaticas y aldehidos, particularmente benzaldehido, acetofenona, biacetilo, paraclorobenzofenona, acido ferulico.

6. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el iniciador de la
polimerizacion es un iniciador térmico.

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el iniciador térmico se selecciona entre el
grupo que comprende peroxidos, compuestos diazo o persulfatos.

8. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que en la etapa iii),
la temperatura de incubacién es de 37 °C.

9. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5y 8, en el que en la etapa
iv), la polimerizacion se realiza bajo una radiacion UV/visible a una longitud de onda entre 190 y 800 nm.
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10. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que en la etapa iv), la polimerizacién se realiza
durante 1 a 10 horas.

11. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3y 6 a 8, en el que la
polimerizacion se realiza al mismo tiempo que la etapa (iii).

12. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3y 6 a 8, en el que la
polimerizacion tiene lugar después de la etapa (iv), a una temperatura entre 25 °C y 60 °C.

13. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que después de la
etapa (iv), el procedimiento de la invencion comprende adicionalmente una etapa de reticulacion enzimatica del gel
fisico de fibrina.

14. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 13, en el que la enzima utilizada es transglutaminasa.

15. Material en forma de red polimérica interpenetrante (RPI) que combina un gel fisico de fibrina y una
red de polietilenglicol (PEG) que puede obtenerse por el procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14.

16. Material de acuerdo con la reivindicacion 15, en el que la red de polietilenglicol (PEG) contiene entre el
1y el 100 % en peso de monémeros de formula (1) y entre el 99 y el 0 % de monémeros de formula (l1).

17. Material de acuerdo con una de las reivindicaciones 15 o 16, en el que los monémeros de férmula (I)
son aquellos en los que X; y Xz, son grupos quimicos idénticos o diferentes, seleccionados entre el grupo que
comprende metacrilatos o acrilatos y n es un nimero entre 2 y 20.

18. Material en forma de red polimérica interpenetrante (RPIl) de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 15 a 17, constituido por:

a) del 1 al 50 % en peso seco de fibrina;
b) del 50 al 99 % en peso seco de una red de polietilenglicol (PEG).

19. Material de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18, que tiene una temperatura de
transicion vitrea (Tg) entre -100 °C y +100 °C.

20. Material de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19, que tiene un moédulo de
cizalladura (medido en modo de cizalladura G') entre 100 Pa y 10 MPa en el estado hidratado a 37 °C y un médulo
de conservaciéon (medido en modo de tension E') entre 0,01 y 3000 MPa en el estado seco.

21. Uso de un material de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 20 o que puede
obtenerse de acuerdo con el procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, como:

- aposito para heridas,

- apésito quirurgico,

- un dispositivo para administrar agentes terapéuticos,

- revestimiento para dispositivos médicos seleccionados entre el grupo que comprende endoprotesis
vasculares, valvulas cardiacas, catéteres, filtros protésicos vasculares,

- soporte de moléculas activas seleccionadas entre el grupo que comprende factores de crecimiento,
antibioticos, bactericidas, bacterioestaticos o enzimas,

- 0 para cultivos de células eucariotas.
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