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DESCRIPCION
Particulas poliméricas preparadas a partir de monémeros de (met)acrilato de alquilenglicol polimerizables

La presente invencion se refiere a particulas poliméricas estabilizadas, y a su uso en aplicaciones de liberacion
controlada. Las particulas poliméricas pueden usarse en suministro de células, por ejemplo, las particulas poliméricas
pueden usarse como matrices de soporte celular. Las particulas poliméricas estables se preparan usando polimeros
LCST. Se describen también estos polimeros LCST (polimeros que muestran una temperatura critica inferior en
solucion (LCST) en medios acuosos que esta entre 10 y 90 °C) y los procesos para su produccion.

El campo emergente de la medicina regenerativa depende de materiales que combinan la capacidad de suministrar
células a un sitio diana y de respaldar el crecimiento celular mientras se mantiene la facilidad de uso en un escenario
clinico. La inyeccion directa de suspensiones celulares al cuerpo sin un vehiculo es ineficaz, compromete la viabilidad
de las células y genera pobres condiciones de partida para la regeneracion de tejido.

Se requieren materiales de suministro de células que puedan formularse con células a temperatura ambiente pero que,
cuando se inyectan conjuntamente con las células al cuerpo, puedan agregarse in situ en un gel poroso que protegera
las células y posteriormente promovera el crecimiento de tejido.

Los polimeros termosensibles (es decir, materiales que experimentan cambios conformacionales de fase como
respuesta a un estimulo térmico) han suscitado una atencion particular para aplicaciones de modificacion técnica de
tejido, porque estan ahora disponibles muchos de estos polimeros que experimentan una transicion de fase cerca de
37 °C. La poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAm) ha sido el polimero de esta clase mas estudiado, pero actualmente no
esta aprobado por la FDA para aplicaciones clinicas.

Ciertos copolimeros de poli(6xido de etileno)-copoli(6xido de propileno) (PEO-PPO) presentan comportamiento de
gelificacion térmica inversa en agua, formando geles semisodlidos cuando se calienta por encima de su temperatura
critica inferior en solucion (LCST) y se usan en la industria farmacéutica porque los polimeros base PEO y PPO son
biocompatibles. Otros materiales que presentan este comportamiento incluyen poli(caprolactona) (PLC) y copolimeros
de bloques de poli(lactida)-(PLA) (por ejemplo, PEO-PLC-PEO).

Sin embargo, los geles formados mediante estos polimeros son demasiado mecanicamente inestables para usarlos
para andamiajes celulares, suministro de células o las concentraciones requeridas para formar geles estables tras su
introduccion en el cuerpo son demasiado altas para un uso practico.

Un intento para superar estos problemas es preparando polimeros formadores de micelas con un nucleo o carcasa
reticulable, como en Joralemon et al., Journal of the American Chemical Society, 127, 16892-16899 (2005).

También es posible generar particulas estables con una superficie sensible, pero estas son exigentes sintéticamente,
o requieren mondmeros o reticulantes que no se consideran toxicoldgicamente aceptables. Véase, por ejemplo, Hales
et al., Langmuir 20, 10809-10817 (2004); Fuijii et al., Journal of the American Chemical Society 127, 7304-7305 (2005);
y Pilon et al., Langmuir 21, 3808-3813 (2005).

Los agregados de autoensamblaje con polimeros termosensibles en la superficie se han preparado a partir de silice y
a partir de particulas de oro. Véase Zhang et al., Macromolecules 38, 9813-9820 (2005); y Kim, D. J. et al,,
Macromolecular Chemistry and Physics 206, 1941-1946 (2005).

Sin embargo, hasta la fecha, no ha habido informes en los que los polimeros termosensibles biocompatibles se hayan
modificado técnicamente en superficie para formacion de particulas biodegradables para generar geles compuestos
porosos célula-polimero.

En Langmuir, vol. 24, 21 de junio de 2008, paginas 7761-7768, los autores estudian dispersiones de PGLA que
contienen copolimeros de PEG-PPG. Dichas dispersiones son totalmente biocompatibles y presentan una agregacion
estimulada. Las particulas se preparan de acuerdo con un método de deposiciéon interfacial en el que PLGA se
disuelve en acetona y la solucién se afiade a agua que contiene un polimero sensible a la temperatura, induciendo una
precipitacion inmediata de las particulas poliméricas.

En la presente invencidbn se proporcionan nuevas microparticulas ‘inteligentes" con superficie modificada
técnicamente, que pueden prepararse de una manera facil, que se dispersan con las células a temperaturas por
debajo de 37 °C para formar suspensiones fluidas y que forman geles que llenan espacios a la temperatura corporal
que respaldan el crecimiento de las células. Las microparticulas incluyen polimeros termosensibles biocompatibles.
Estos polimeros se disefian de manera que pueden dividirse en la superficie de esferas poliméricas biodegradables
durante la preparacion de la particula, generando asi microparticulas que tienen una estabilidad coloidal y propiedades
de biomaterial altamente controlables en un procedimiento sencillo de una sola etapa.
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En el presente documento se describe la sintesis de la invencion de polimeros termosensibles biocompatibles;
especificamente, la sintesis de copolimeros anfifilos biocompatibles que tienen cadena prolongada y que presentan
una alta solubilidad en agua, justo por debajo de la temperatura corporal, pero que son solubles a 37 °C. Como
consecuencia de estas caracteristicas, estos polimeros pueden actuar para estabilizar particulas coloidales en un
primer conjunto de condiciones, pero agregan las particulas en un segundo conjunto de condiciones.

Las microparticulas con superficie modificada técnicamente con un nucleo de polimero biodegradable, y una corona
de copolimero biocompatible termosensible disefiada especificamente, pueden producirse en un procedimiento simple
de una sola etapa. Las particulas pueden forman suspensiones fluidas por debajo de 37 °C, pero a la inversa pueden
formar geles porosos para llenar espacios por encima de esta temperatura, como resultado del colapso de la cadena
de la corona de copolimero. Estas particulas, por lo tanto, pueden mezclarse con materiales biolégicos a menos de
37 °C y después pueden formarse en geles de encapsulacion estables a la temperatura corporal; estos geles de
encapsulacion estables pueden respaldar el crecimiento celular dentro del gel.

La combinacién de la facilidad de preparacion, potencial para aumento de escala y las amplias variaciones posibles en
la capa de corona del copolimero debido a la sintesis controlada, indica que estos sistemas son prometedores como
una nueva clase de agente de suministro biolégico y soporte para el crecimiento de tejidos.

La presente invencion proporciona, entre otras, las particulas inteligentes, los procesos mediante los cuales estos
materiales pueden producirse y su uso como matrices de soporte de células.

Sumario de la invencién

Se describe en el presente documento un método para la preparacion de un polimero que presenta una temperatura
critica inferior en solucién, en medio acuoso, que esta entre 10 y 90 °C, comprendiendo el método: el uso de uno o mas
monomeros seleccionados de mondmeros de acrilato de alquilenglicol polimerizables y monémeros de metacrilato de
alquilenglicol polimerizables como mondmeros en una reaccién de polimerizacion.

Una temperatura critica inferior en solucién puede denominarse también como LCST o como una relacion
temperatura-solubilidad inversa. Una LCST puede determinarse calentando a 1,0 °C.min™ en un espectrofotometro
Beckman DU-640, tomandose la LCST como la temperatura donde comienza un aumento brusco en la absorbancia a
550 nm.

El método puede implicar las etapas de:

- proporcionar uno o0 mas monémeros seleccionados de monémeros de acrilato de alquilenglicol polimerizables y
monomeros de metacrilato de alquilenglicol polimerizables; y

- llevar a cabo la polimerizacién de los monémeros para generar polimeros con temperaturas criticas inferiores en
solucion, en medios acuosos, de entre 10 y 90 °C.

Por consiguiente, es significativo que la etapa inventiva de la invencion es el uso de mondémeros de acrilato y
metacrilato de alquilenglicol polimerizables, ya sea individualmente o en diversas combinaciones, para generar
polimeros, de manera que las temperaturas criticas inferiores en solucién en medio acuoso varian entre 10-90 °C.

Los mondémeros de acrilato de alquilenglicol polimerizables y los mondémeros de metacrilato de alquilenglicol
polimerizables pueden seleccionarse de: di(etilenglicol)-acrilato, oligo(etilenglicol)-acrilato, poli(etilenglicol)-acrilato,
di(etilenglicol)-metacrilato, oligo(etilenglicol)-metacrilato, poli(etilenglicol)-metacrilato, poli(propilenglicol)-acrilato y
poli(propilenglicol)-metacrilato, ya sea individualmente o en diversas combinaciones.

En una realizacién, se usan dos monémeros en combinacion, es decir, el polimero obtenido es un copolimero. Puede
ser, por ejemplo, que el método implique la polimerizacion de poli(etilenglicol)metacrilato (PEGMA) y
poli(propilenglicol)metacrilato (PPGMA). En una realizacion el PEGMA puede tener un Mn de 475 y el PPGMA puede
tener un Mn de 430.

Puede usarse cualquier técnica de polimerizacion para generar los materiales poliméricos. Son especialmente
preferibles los métodos por radicales libre y métodos por radicales libres controlados, incluyendo, aunque no
exclusivamente, polimerizacion por radicales con transferencia atémica (ATRP).

Las combinaciones de las unidades monomeéricas en el polimero generado pueden ser aleatorias o pueden controlarse
de manera que los copolimeros de bloques especificos para la secuencia se produzcan en cualquier combinacion de
monomeros.

La eleccion de monémeros de partida (en particular su masa molar) y las condiciones de polimerizacién pueden
controlarse para variar la masa molar del polimero generado. Las masas molares de los polimeros generados pueden
variarse para que sean de 1 kDa hasta por encima de 1000 kDa. Preferentemente, para aplicaciones biomédicas, las
masas molares de los polimeros son entre 25-75 kDa con indices de polidispersidad (Pm/Mn) entre 1-2,5.
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Un polimero descrito en el presente documento muestra una temperatura critica inferior en solucion, en medio acuoso,
que esta entre 10 y 90 °C, pudiendo obtenerse el polimero por el método descrito anteriormente.

Por consiguiente, el polimero muestra una temperatura critica inferior en solucion, en medio acuoso, que esta entre 10
y 90 °C, siendo el polimero el producto de polimerizacién de uno o mas mondmeros seleccionados de monémeros de
acrilato de alquilenglicol polimerizables y monémeros de metacrilato de alquilenglicol polimerizables.

Los polimeros pueden ser aleatorios o pueden ser copolimeros de bloques de secuencia especifica controlados.

Los polimeros pueden tener masas molares de 1 kDa hasta por encima de 1000 kDa. Preferentemente, para
aplicaciones biomédicas, las masas molares de los polimeros son entre 25-75 kDa, con indices de polidispersidad
(Pm/Mn) entre 1-2,5.

El polimero puede ser el producto de polimerizacion de uno o mas mondmeros seleccionados de:
di(etilenglicol)-acrilato, oligo(etilenglicol)-acrilato, poli(etilenglicol)-acrilato, di(etilenglicol)-metacrilato,
oligo(etilenglicol)-metacrilato, poli(etilenglicol)-metacrilato, poli(propilenglicol)-acrilato y poli(propilenglicol)-metacrilato,
ya sea individualmente o en diversas combinaciones.

En una realizacion, el polimero es el producto de polimerizacién de dos mondmeros, es decir, es un copolimero. Puede
ser, por ejemplo, que el copolimero sea el producto de polimerizacién de poli(etilenglicol)metacrilato (PGMA) y
poli(propilenglicol)metacrilato (PPGMA). En una realizacion el PEGMA puede tener un Mn de aproximadamente 475 y
el PPGMA puede tener un Mn de 430. Puede ser que el copolimero de PEGAM-PPGMA tenga un Mn de 15.500.

Los polimeros como se han descrito anteriormente pueden denominarse, en lo sucesivo en el presente documento,
como polimeros LCST.

Los polimeros son adecuadamente copolimeros anfifilos biocompatibles que son de cadena prolongada y que
presentan una alta solubilidad en agua justo por debajo de la temperatura corporal, pero que son insolubles a 37 °C.
De esta manera, estos polimeros pueden actuar para estabilizar particulas coloidales en un primer conjunto de
condiciones, pero para agregar las particulas en un segundo conjunto de condiciones.

Por consiguiente, estos polimeros pueden usarse, ya sea individualmente o en combinacién, como tensioactivos con
superficie modificada técnicamente durante la preparacion de particulas de polimero por un método seleccionado de
métodos de emulsion, métodos de difusion y métodos de evaporacion.

Por consiguiente, la invencidon proporciona también un método para la preparacion de particulas poliméricas,
comprendiendo el método:

- la provision de uno o mas polimeros como se ha descrito anteriormente; y

- la adicion del polimero, como un tensioactivo con superficie modificada técnicamente, a una mezcla de reacciéon
para la preparacion de una particula polimérica por un método seleccionado de métodos de emulsion, métodos de
difusion y métodos de evaporacion.

La invencion proporciona también particulas poliméricas obtenibles por este método.

Por consiguiente, la invencién proporciona particulas poliméricas que pueden obtenerse por un método seleccionado
de métodos de emulsion, métodos de difusién y métodos de evaporacion llevados a cabo en presencia de un
tensioactivo con superficie modificada técnicamente que es uno o mas polimeros como se ha descrito anteriormente.

La invencion proporciona particulas poliméricas que tienen un nucleo de polimero biodegradable y una corona de
copolimero biocompatible termosensible, en el que el copolimero es un polimero como se ha descrito anteriormente.

Las particulas poliméricas de la invencion pueden tener una fase masica/nucleo de cualquier composicion organica,
pero especialmente preferentemente son polimeros biodegradables tales como poli(acido lactico-co-glicolico) PLGA o
sus homopolimeros constituyentes. Por consiguiente, se prefiere que las particulas poliméricas tengan una fase
masica/nucleo de poli(acido lactico-co-glicdlico), poli(acido lactico) o poli(acido glicélico).

El uso de los polimeros LCST durante los procedimientos de sintesis en emulsion/difusién/evaporacién con PLGA da
como resultado la formacién de particulas poliméricas estables que varian entre 100 nm y 100 ym de diametro, siendo
los mas preferibles de 500 nm a 5 ym para aplicaciones biomédicas.

Por consiguiente, en una realizacién se proporcionan particulas poliméricas que tienen una fase masica/nacleo de
PLGA y que pueden obtenerse por un método seleccionado de métodos de emulsion, métodos de difusion y métodos
de evaporacion, llevados a cabo en presencia de un tensioactivo con superficie modificada técnicamente que es uno o
mas polimeros como se han descrito anteriormente.
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En una realizacion, la invencién proporciona particulas poliméricas que tienen un nucleo de polimero biodegradable y
una corona de copolimero biocompatible termosensible, en las que el nucleo de polimero biodegradable es de PLGA y
el copolimero es el producto de polimerizacion de PEGMA y PPGMA.

Un aspecto crucial para la etapa inventiva es la capacidad de los polimeros LCST de estabilizar estéricamente las
particulas de polimero masico en medio acuoso por debajo de su LCST, pero presentando una estabilidad reducida
por encima de la LCST.

Por consiguiente, las particulas poliméricas como se han descrito anteriormente son sorprendentemente beneficiosas
en tanto que son estables a una temperatura por debajo de la LCST del polimero como se ha descrito anteriormente,
pero tienen una estabilidad reducida a temperaturas por encima de la LCST de dicho polimero. Este cambio puede
usarse como un desencadenante para asociar/disociar los polimeros LCST y sus combinaciones con las particulas
poliméricas masicas.

Aungue la invencién se describe principalmente con relacion al uso de un cambio de temperatura para suscitar un
cambio en las propiedades de estabilizacién estérica de los polimeros LCST, la LCST de un polimero LCST puede
variar con otras propiedades de la solucion en la que residen las particulas. Por ejemplo, la LCST puede verse
afectada por la fuerza idnica, el campo eléctrico, el pH, la composicién de disolvente y cualquier agente usado como
codisolvente. Cualquier factor que cambie la temperatura critica inferior en soluciéon de los polimeros LCST puede
variarse para provocar un cambio en las propiedades de estabilizacion estérica de los polimeros LCST y, por lo tanto,
provocar un cambio en la estabilidad de las particulas poliméricas como se ha descrito anteriormente.

De esta manera, puede preverse que cualquier cambio en las propiedades del disolvente, es decir, la capacidad de un
liqguido o una mezcla liquida de disolver un soluto, que afecte a la temperatura critica inferior en solucién, puede usarse
como un desencadenante para asociar/disociar los polimeros LCST y sus combinaciones con particulas.

De esta manera, la invencién se refiere a particulas poliméricas que pueden asociarse reversiblemente en
solucién/suspension y a su aplicacion en el campo biomédico.

Las aplicaciones clave para la invencion son en liberacion controlada, incluyendo liberacion de sabor/fragancia y
especialmente en el campo biomédico. La masa de las particulas poliméricas puede incorporar principios activos, que
para aplicaciones biomédicas seran farmacos y productos biofarmacéuticos de molécula pequefia para suministro de
farmacos convencional, o factores de crecimiento de liberacion lenta u otras moléculas solubles para crecimiento de
tejidos, reparacion de 6rganos y medicina regenerativa.

Las particulas poliméricas de la invencion, por lo tanto, pueden comprender ingredientes activos seleccionados de:
sabores, fragancias, farmacos y productos biofarmacéuticos de molécula pequefia, y factores de crecimiento de
liberacion lenta y otras moléculas solubles para crecimiento de tejidos, reparacion de 6rganos y medicina regenerativa.
Estos ingredientes activos se incorporan adecuadamente en la masa de las particulas poliméricas.

En los ejemplos practicos, los principios activos incorporados en la masa de las particulas se ejemplifican mediante
marcadores fluorescentes, pero para aplicaciones biomédicas estos serian farmacos y productos biofarmacéuticos de
molécula pequefia para suministro de farmaco convencional o factores de crecimiento de liberacion lenta y otras
moléculas solubles para crecimiento de tejidos.

Por consiguiente, la invencion proporciona el uso de las particulas poliméricas como se ha descrito anteriormente en
aplicaciones de liberacién controlada.

Las aplicaciones, por ejemplo, pueden seleccionarse de aplicaciones de liberacion de sabor, aplicaciones de liberacion
de fragancia y aplicaciones biomédicas, tal como aplicaciones de administracion convencional de farmacos. En
particular, las aplicaciones pueden implicar la liberacion de farmacos o productos biofarmacéuticos de molécula
pequefia para administracion de farmacos convencional, o liberacion de factores de crecimiento de liberacion lenta y
otras moléculas solubles para crecimiento de tejidos, reparacion de érganos y medicina regenerativa.

Las particulas pueden dispersarse con células u otros materiales bioldgicos, a temperaturas por debajo de 37 °C, para
formar suspensiones fluidas, y formar geles de llenado de espacios a la temperatura corporal, que respaldan el
crecimiento de las células.

Por lo tanto, la invencion proporciona también un producto que comprende las particulas poliméricas como se ha
descrito anteriormente y un material biolégico, tal como células.

Tal producto sera una dispersion por debajo de la temperatura critica inferior en solucion del polimero, como se ha
descrito anteriormente. Por lo tanto, puede proporcionarse inicialmente como una suspension fluida.
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Tal producto puede usarse para encapsular las células u otro material biolégico por encima de la temperatura critica
inferior en solucién del polimero LCST, como se ha descrito anteriormente. A tal temperatura este forma un gel de
llenado de espacios que respalda el crecimiento de las células u otro material biolégico.

Preferentemente, la temperatura critica inferior en solucion del polimero LCST, como se ha descrito anteriormente,
esta justo por debajo de la temperatura corporal, de manera que el producto es una dispersion a temperatura ambiente
y un gel a la temperatura corporal.

Esencialmente, cuando las células se proporcionan junto con las particulas, las particulas pueden formar una envuelta
porosa para las células durante el crecimiento celular; esto permitira la generacion de arquitecturas de matriz que
pueden promover el contacto célula-célula y fomentar una generacion de tejidos potenciada.

Las particulas poliméricas de la invencién, por tanto, pueden verse como un sistema de administracion de células
coloidales.

La invencion proporciona también el uso de las particulas poliméricas como se ha descrito anteriormente como
matrices de soporte celular.

La invencion proporciona también una matriz de soporte celular que comprende las particulas poliméricas como se ha
descrito anteriormente.

La invencion proporciona también una suspension fluida que comprende (i) células vy (ii) las particulas poliméricas
como se ha descrito anteriormente, a una temperatura por debajo de 37 °C.

La invencién proporciona también un gel para llenar espacios que respalda el crecimiento celular que comprende (i)
células y (i) las particulas poliméricas como se ha descrito anteriormente, a la temperatura corporal.

La invencion proporciona también el uso de polimeros como se ha descrito anteriormente, ya sea individualmente o en
combinacion, para preparar microparticulas que se dispersan con las células a temperaturas por debajo de 37 °C, para
formar suspensiones fluidas y que forman geles de llenado de espacios a la temperatura corporal, que respaldan el
crecimiento celular.

Estos polimeros, ya sea individualmente o en combinacion, pueden dividirse en la superficie de esferas poliméricas
biodegradables durante la preparacién de particulas, generando asi microparticulas que tienen una estabilidad
coloidal y propiedades de biomaterial altamente controlables.

La Figura 1 proporciona una ilustracion de los conceptos de la invencion.

La Figura 1(a) muestra el concepto subyacente a la estabilizacion estérica de las microparticulas; la prolongacion de la
cadena de una corona de PEGMA-co-PPGMA hidratada evita las fuerzas de atraccion entre particulas dominantes. En
la Figura 1(b) puede verse que el colapso de la capa de PEGMA-co-PPGMA por encima de la LCST reduce la
estabilidad coloidal; las interacciones atractivas entre las particulas provocan agregacion.

En la Figura 1(c) se muestra la extension de este concepto para dispersiones de particulas y células por debajo de la
LCST,; la encapsulacion de las células ocurre por encima de la LCST, como se muestra en la Figura 1(d).

En la presente invencién, se proporcionan particulas inteligentes con superficie modificada técnicamente que son
sencillas de preparar, presentan un comportamiento termosensible bien controlado y son biocompatibles y
biodegradables. Estos materiales ofrecen un numero de posibilidades en aplicaciones de suministro de células y de
modificacion técnica de tejidos.

Por ejemplo, la quimica superficial del polimero LCST podria controlarse mediante modificaciones de comonémeros
en la polimerizacion inicial para dar funcionalidades adicionales y respuestas que son de naturaleza biomiméticas.
Estas podrian ser respuestas basadas en acido para ayudar a regular la degradacion de PLGA o funcionalidades
bioadhesivas para elementos miméticos clave de la matriz extracelular.

Descripcion de las figuras

Las figuras no limitativas, que ilustran la invencion, son las siguientes:

La Figura 1 es un esquema de las particulas poliméricas de la invenciéon, que actian como un sistema de
suministro coloidal de células.

La Figura 2 ilustra la sintesis y propiedades de las particulas poliméricas de la invencion, que son microparticulas
biodegradables termosensibles.
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La Figura 3 muestra el analisis con sonda de textura de suspensiones coloidales y geles termorreversibles
formados a partir de las particulas poliméricas de la invencion.

La Figura 4 muestra la encapsulacion in situ de células mediante particulas poliméricas de la invencion y la
formacion de un andamiaje de tejido a partir de las particulas poliméricas.

La Figura 5 muestra un espectro de RMN H del copolimero PEGMA-co-PPGMA (25/75), que es un polimero LCST
de la invencion.

La Figura 6 ilustra el tamafio de particula tipico de las microparticulas de PLGA de acuerdo con la invencion.
La Figura 7 muestra el equipo usado para ensayos de compresion uniaxial.

La Figura 8 muestra A) exploracion rotatoria de MicroCT, B) exploraciéon reconstructiva de MicroCT para las
particulas poliméricas de la invencion.

La Figura 9 muestra caracteristicas de los polimeros LCST de la invencion en diferentes entornos.

La Figura 10 muestra la transicion de fase, como se observa por DLS, para una solucidon acuosa de un copolimero
PEGMA-PPGMA (25/75), que es un polimero LCST de la invencion.

La Figura 11 muestra datos reoldgicos para microparticulas de PLGA de acuerdo con la invencion, de 20 °C a
45 °C.

Descripcion detallada de la invencion

Los ejemplos de la invencion se prepararon de la siguiente manera.
Materiales

Los materiales usados fueron:

- PLGA (relacion molar lactida/glicolida de 75/25, peso molecular Mn= 12000, PDI = 1,50) se adquiri6 de
AstraZeneca y se uso tal cual se suministro.

- El polimero (tensioactivo-copolimero o polimero LCST) PEGMA-co-PPGMA (PEGMA/PPGMA=25:75, peso
molecular Mn = 15.500, PDI = 1,61) se prepar6 por copolimerizacion de metacrilato de poli(etilenglicol) (PEGMA,
Mn = 475, Aldrich) y metacrilato de poli(propilenglicol) (PPGMA, Mn = 430, Aldrich), como se describe
adicionalmente mas adelante.

- Acetato de etilo, azobisisobutironitrilo (AIBN) y 1-dodecanotiol eran de calidad analitica de Aldrich y se usaron tal
cual se suministraron.

- Bromuro de cobre (I) (Aldrich, 98 %) y cloruro de cobre (I) (Acros, 95 %) se lavaron con &cido acético glacial para
retirar cualquier especie oxidada soluble, se filtraron, se lavaron con etanol y se secaron.

Métodos

1. Preparacién del copolimero LCST: PEGMA-co-PPGMA

a) Polimerizacién por radicales libres convencional.

Un matraz de fondo redondo equipado con una llave de paso tridireccional se cargd con AIBN (0,957 g, 6,1 milimoles),
PEGMA (5,532 g, 11,6 milimoles), PPGMA (15 g, 34,9 milimoles) y 1-dodecanetiol (0,38 g, 1,86 milimoles) en
butanona desoxigenada (30 ml). La solucidon se agité durante 10 minutos hasta que los contenidos se disolvieron
completamente, después los contenidos se desoxigenaron mediante ciclos de congelacion-descongelacion (x 3)
seguido de purga con nitrogeno. El matraz se sumergié en un bafio de aceite y la polimerizacion se realizé a 70 °C
durante 8 horas. La solucion se diluyé con acetona y se precipitd en un gran exceso de hexano. Tras la retirada de la
capa de disolvente superior, el polimero precipitado se secé al vacio para deshacerse del disolvente residual.
Después, el polimero se disolvid en agua desionizada y posteriormente se purificé por didlisis (corte de peso
molecular: 6000) frente a agua desionizada reciente. Finalmente, el agua se retir6 por destilacion azeotropica con
etanol para dejar el copolimero anfifilo.

b) Polimerizacién por radicales con transferencia atémica.

Un matraz de fondo redondo equipado con una llave de paso tridireccional se cargé con CuBr (64,5 mg, 0,448
milimoles), bipiridina (139 mg, 0,891 milimoles), y después se conecté a una linea de nitrégeno o una bomba de vacio.
El oxigeno se retir6 mediante ciclos de vacio-nitrégeno repetidos. Una vez cargado con nitrégeno, el matraz se llené
con PEGMA desgasificado (5,532 g, 11,6 milimoles), PPGMA (15 g, 34,9 milimoles) y butanona (30 ml). Después de
agitar durante una hora a temperatura ambiente, se afiadié una solucion de 2-bromopropionato de metilo (1,1 ml) en
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butanona (0,42 M), y la polimerizacién se realizd a la temperatura deseada (tipicamente 60 °C) durante 10 horas.
Después de la polimerizacion, la solucion se diluyé con acetona y se hizo pasar a través de una columna de silice para
retirar el catalizador de cobre y se precipitdé en un gran exceso de hexano. La purificacion adicional fue mediante
reprecipitaciones y didlisis, seguido de liofilizacién como se ha descrito anteriormente.

2. Preparacién de dansilo-copolimero PEGMA-co-PPGMA

Se disolvi6 1 g de PEGMA-co-PPGMA (Mn=15.500) en THF (15 ml). Se afadieron ftrietilamina (0,0139 g,
0,137 milimoles) y cloruro de dansilo (0,037 g, 0,137 milimoles) a la solucion. La reaccion después se puso en la
oscuridad con agitacion durante una noche a temperatura ambiente. La solucion de reaccion se filtré y después se
afadio gota en hexano con agitacion vigorosa. La solucion después se mantuvo estacionaria durante 30 minutos y se
recogio la muestra de polimeros precipitados. El polimero se purificod por precipitacion tres veces y finalmente se seco
en un horno de vacio a temperatura ambiente.

3. Preparacién de microparticulas de PLGA revestidas con copolimero de PEGMA-co-PPGMA

Se prepararon microparticulas de PLGA usando un método de emulsién-evaporacion-difusion (ilustrado en la
Figura 2). Tipicamente, se disolvié PLGA (200 mg? en acetato de etilo (5 ml) y se afiadio a una solucién de copolimero
de PEGMA-co- PPGMA en agua (10 ml, 2 mg.ml™). La emulsién resultante se homogeneiz6 a 11000 rpm durante 45
segundos y se afadié a una segunda solucién de PEGMA-co-PPGMA (15 ml, 2 mg.ml™") con homogeneizacion
adicional a 1.100 rpm durante 45 segundos. El disolvente organico a partir de los nucleos de las particulas se retir6 al
vacio. Las microparticulas se separaron por centrifugacion (2500 rpm) de la fase acuosa y se resuspendieron en agua
antes de la liofilizacion.

Descripcion de las técnicas analiticas

i. Determinacion de las temperaturas criticas inferiores en solucién (LCST)

Se calentaron soluciones de polimero de PEGMA-co-PPGMA en PBS (pH 7,4, 3 mg.ml'1) a1,0 °C.min” en un
espectrofotometro Beckman DU-640. Las LCST de los sistemas de copolimero se consideraron como el comienzo de
un brusco aumento en la absorbancia a 550 nm.

ii. Cromatografia de permeacién en gel

El peso molecular promedio en numero (Mn), el peso molecular promedio en peso (Pm) y la polidispersidad (Pm/Mn)
se obtuvieron por cromatografia de permeacion en gel (PL-120 y PL-50 Polymer Labs) con triple deteccion. Las
columnas (PLgel Mixed-C de 30 cm, 2 en serie) se eluyeron con THF y se calibraron con patrones de poliestireno.
Toda la calibracion y el analisis se realizaron a 40 °C y un caudal de 1 ml/min: en estas condiciones, todos los
productos se disolvieron completamente en THF y se hicieron pasar a través de un filtro de 0,2 um antes de la
inyeccion, observandose poca o ninguna contrapresion.

iii. Mediciones del tamano de particula

Los tamanios y distribuciones de micelas y microparticulas se midieron usando instrumentos Malvern Zetasizer Nano y
Coulter LS 230 (Beckman Coulter). Para los experimentos de dispersion dinamica de luz, se prepararon soluciones de
PEGMA-co-PPGMA (1mg.ml-') en agua DI y se filtraron antes de la medicién usando un filtro desechable de 0,45 um
(PTPE Acrodisc CR) en una cubeta desechable de poliestireno de 12,5 x 12,5 mm. Para mediciones del tamafio de
microparticulas con el Coulter LS230, las muestras se resuspendieron en agua DI a un valor de oscurecimiento de
entre el 8 %-12 %.

iv. Ensayos de compresién uniaxial

Los ensayos de compresion uniaxial se realizaron en condiciones ambiente con un analizador TA HDPlus suministrado
por Stable Micro Systems. La inyectabilidad se determiné a 2 mm/s a través de una boquilla de jeringa PlastipakTM BD
de 1 ml. La fuerza de compresion del andamiaje (en humedo y en seco) se determindé a 0,01 mm/s seguido de
formacion de gel en un cilindro de jeringa de 4,5 mm de diametro a 37 °C durante 30 minutos.

La Figura 7 muestra el aparato usado para los ensayos de compresion uniaxial.

v. Microscopia de exploracién electrénica

Se registraron micrografias de exploracion electronica usando un instrumento JEOL JSM-6060LV. Se pusieron
microparticulas poliméricas sobre tocones de platino y se revistieron por bombardeo durante 4 minutos, usando un
movimiento planetario rotatorio complejo para permitir que las superficies irregulares se revistieran uniformemente.
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vi. Cultivo celular

Las células de la linea C2C12 se cultivaron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado con
suero bovino fetal al 10 % (FBS), 1 % de glutamina y 2,5 mg/ml de anfotericina B (solucién antibiética/antimicética), en
un incubador humidificado a 37 °C y 5 % de CO.. Las células se hicieron pasar cada 2-3 dias usando 0,25 % de
tripsina/0,02 % de EDTA en PBS y se volvieron a sembrar antes de su uso. Para experimentos de microscopia, se
pusieron microparticulas de PLGA en viales de Eppendorf y se esterilizaron por UV durante 2 horas. Las células
C2C12 se tripsinizaron y resuspendieron en DMEM, después se centrifugaron y volvieron a suspender en DMEM que
contenia un tinte fluorescente (C34551 Rastreador celular naranja CMRA) durante 45 minutos. Después, las células
marcadas se centrifugaron y se les afiadid solucion salina tamponada de Hank (HBSS). Después se mezclaron
aproximadamente 500.000 células (en 0,25 ml de tampon HBSS) con microparticulas de PLGA (150 mg). La mezcla se
incubd en seis pocillos de cultivo sin tejido en placas a 37 °C durante 30 minutos para formar un andamiaje y fue
seguido de la adicion de DMEM para incubacion adicional. Se tomaron imagenes de fluorescencia después de que las
células se lavaran con PBS estéril y se transfirieran a placas de seis pocillos sin cultivo tisular nuevas. La viabilidad de
las células se evalud usando el ensayo Alamar azul (Biosource Europe).

Analisis

A. Caracteristicas para copolimeros de PEGMA y PPGMA

En la Tabla 1 se muestran los nuevos polimeros sensibles biocompatibles sintetizados por polimerizaciéon de
poli(etilenglicol)metacrilato (PEGMA) y poli(propilenglicol)metacrilato (PPGMA) en diversas relaciones de monémero,
por los métodos descritos anteriormente.

Tabla 1 - Polimerizacion de PEGMA y PPGMA por polimerizacion con radicales con transferencia atémica (ATRP) y
polimerizacién por radicales libres convencional (FRP)

[PEGMA]:[PPGMA][IF o CTA® Mn PDI Rendimiento LCST (°C)
(relacion en moles)

70:30:1 a 33.500 1,43 80 % 70
50:50:1 a 32.700 1,37 81 % 59
25:75:1a 31.700 1,33 79 % 36
25:75:2 a 16.700 1,39 83 % 35
25:75:2 b 30.300 1,69 99 % 34
25:75:14 b 15.500 1,61 93 % 36

Para ATRP: I = Iniciador, [I)/[Cu(1))/[Bipi] = 2:1:2, Iniciador: 2-bromopropionato de metilo, Monémero/Disolvente (v/v)
= 1:1. Disolvente: butanona. Condiciones de reaccion: 60 °C durante 10 horas.
Para FRP: Se usé AIBN como iniciador, AIBN/mondmero (relacion en peso) = 0,5 %, Mondémero/Disolvente (v/v)

=1:1. Disolvente: butanona. Condiciones de reaccién: 70 °C durante 8 horas.

Para polimerizacién por radicales libres convencional (FRP) y polimerizacion por radicales con transferencia atomica
(ATRP) pueden usarse rutas para generar copolimeros de peine que presentan temperaturas criticas inferiores en
solucion (LCST), en solucion salina tamponada con fosfato (PBS), a pH 7,4.

Hay interés en polimeros que presentarian LCST a la temperatura corporal. Se prepararon satisfactoriamente
copolimeros de PEGMA25-PPGMA75 de masa molar y polidispersidad variables con una LCST de aproximadamente
37 °C.

El control de la relacién de iniciador:mondmero en las rutas ATRP de la relacion de agente de transferencia de cadena
(CTA):mondmero permite el control sobre la masa molar, mientras que la relacion de comondmero posibilita el ajuste
de la LCST sobre un amplio intervalo de temperatura.

Se llevo acabo RMN 'H en el copolimero de PEGMA-co-PPGMA (25/75), y el espectro se muestra en la Figura 5.

Se evaluo el efecto del peso molecular sobre la LCST de los polimeros (usando copolimeros con los mismos
componentes monoméricos) y los resultados se muestran en la Figura 9A. La Figura 9B muestra la LCST para el
copolimero de PEGMA-co-PPGMA tanto con calentamiento como con enfriamiento. La Figura 9C muestra la influencia
del pH sobre la LCST del copolimero. La Figura 9D muestra el efecto de la concentracion de NaCl sobre la LCST. En
todas las figuras, se us6 PEGMA-co-PPGMA (25/75) y la concentracién del copolimero era de 3 mg/ml en cada caso.

La transicion de fase de bobina a glébulo para copolimeros PEGMAPPGMA, se muestra mediante un aumento de la
dispersion de luz en la Figura 2(iii). Las transiciones de fase de los polimeros sintetizados se ven como un
estrechamiento.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2573941 T3

El aumento en las proporciones de componentes PEGMA hidréfilos a monémero de PPGMA hidréfobo aumento la
LCST como se esperaba (véase tanto la Tabla 1 como la Figura 2(jii)). Sin embargo, y de manera importante para esta
solicitud, la LCST era similar a través de un amplio intervalo de masas molares para una relacion molar
PEGMA:PPGMA dada.

La Figura 2(iv) representa la transicion de sol a gel para los polimeros LCST. Se formaron soluciones de baja
viscosidad con copolimeros PEGMA25sPPGMA7s de masas molares de bajas a intermedias (< 30 kDa), por debajo de la
LCST,; estos polimeros precipitaban en solucién por encima de la LCST.

Aumentar la masa molar de PEGMA2sPPGMA7s a 160 kDa dio como resultado un gel estable en agua por encima de la
LCST. La muestra por debajo de la LCST esta a la izquierda y la muestra por encima de la LCST esta a la derecha.

A concentraciones de ~1 mg.ml'1 en agua, los polimeros de PEGMA2sPPGMA7s formaban micelas, como se pone de
manifiesto por la dispersion de luz dinamica, que cambia en el radio hidrodinamico de ~ 100 nm a 350 nm a medida que
la temperatura aumentaba desde por debajo de la LCST (~ 35 °C) hasta por encima de la LCST, respectivamente.

La Figura 10 muestra una representacion del radio hidrodinamico Rh (eje y) como una funcién de la temperatura (eje x,
en °C) segun se mide por DLS para una solucién acuosa (1 mg/ml) del copolimero de PEGMA-PPGMA (25/75).

B. Sintesis y propiedades de microparticulas biodegradables termosensibles

En la Figura 2(i) hay una ilustracion de los monémeros de PEGMA y PPGMA que se copolimerizan por técnicas de
radicales libres o de radicales controlados (ATRP), para generar los copolimeros de peine mostrados en la Figura 2(ii).

En las Figuras 2 (v-viii) se muestra la preparacion de las particulas inteligentes con modificacion técnica en la
superficie. La preparacion de particulas de poli(acido lactico-co-acido glicolico) (PLGA) estabilizadas con los
copolimeros de PEGMA-PPGMA se llevo a cabo por el método de emulsion/difusidn/evaporacion. Especificamente, se
afade una solucién de PLGA en acetato de etilo a un polimero de PEGMA-co-PPGMA en agua y se agita para generar
una emulsién como se muestra en la Figura 2(v). El copolimero anfifilo estabiliza las gotas de disolvente que contiene
PLGA durante la agitacion rapida, como se muestra en la Figura 2(vi). La evaporacion de disolvente de la fase organica
deja particulas de PLGA revestidas de PEGMA-coPPGMA, como se muestran en la Figura 2(vii). Estas se recubren
por centrifugacion y se resuspenden en agua, como se muestra en la Figura 2(viii).

En las Figuras 2(ix) y 2(x) se muestra un esquema de la respuesta de la superficie de la capa de PEGMA-co-PPGMA.
Puede verse que las microparticulas producidas tienen un diametro de 2-4 um con una "corona" superficial del
polimero LCST sensible.

Las particulas formaron dispersiones estables en agua y PBS, pero precipitaron a concentraciones bajas, como se
muestra mediante dispersion de luz. La Figura 2(xi) muestra la reduccion en la dispersion de la luz que ocurre cuando
las particulas precipitan por encima de la LCST.

Cuando estaban presentes en mayores concentraciones, las particulas formaban un gel autbnomo hidratado. En la
Figura 2(xii) se muestra la formacién del gel de llenado de espacios (derecha) a partir de una solucion fluida de las
particulas (izquierda) tras un cambio en la temperatura, por encima de la LCST.

La Microscopia Electrénica de Barrido confirmd la morfologia de particula. En la Figura 2(xiii) se muestra el analisis
SEM de las particulas. Esto indica particulas esféricas de baja polidispersidad.

La encapsulacion de rojo Nilo como un "principio activo" hidréfobo representativo en el nicleo de PLGA posibilitd una
deteccion simple de los componentes de PLGA vy filtros selectivos en microscopia demostraron la presencia tanto del
tinte encapsulado como de la capa de PEGMA-PPGMA atrapada en la superficie.

Las estructuras multi-capa de las particulas revestidas se confirmaron por microscopia de fluorescencia (filtro de
emision Texas Red), con rojo Nilo encapsulado en los nucleos de PLGA, como se muestra en la Figura 2(xiv).

El uso del copolimero de PEGMA-PPGMA marcado con dansilo permitié la deteccién de la corona superficial por
microscopia de fluorescencia. E| PEGMA-co-PPGMA marcado con dansilo reveld el revestimiento superficial, como se
muestra en la Figura 2(xv) (filiro de emisién DAPI), que estaba co-localizado con el rojo Nilo encapsulado en los
nucleos de PLGA, como se muestra en la Figura 2(xvi) (filtro de emision rojo Texas).

La Figura 6 muestra tamafios de particulas tipicos para las microparticulas de PLGA de la invencion.

La Figura 11 muestra los datos de reologia para las microparticulas de PLGA (concentracion de las microparticulas de
PLGA, 25 % p/v) de 20 °C a 45 °C.
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El control del tamario de particula fue posible por variacion de la relacion PEGMA-co-PPGMA:PLGA con perlas mas
pequefias y menores polidispersidades, dando como resultado mayores relaciones de PEGMA-co-PPGMA a PLGA.
Las preparaciones tipicas utilizaban una relacion PLGA:PEGMA-PPGMA (p/p) de 2:1, produciendo particulas de
2,4 um de diametro, con un coeficiente de varianza del 63 % y >90 % de las particulas con un didametro < 5 um. Podian
obtenerse tamafos de particulas similares a una relacion PLGA:PEGMA-PPGMA de 0,4:1, pero aumentos en la
relacion de PLGA:PEGMA-co-PPGMA mas alla de 4:1 aumentaban el tamafio de particula por encima de 6 um y
conducian a la posterior agregacion.

La estabilidad coloidal de las particulas depende de la carcasa de hidratacion del revestimiento PEGMA-co-PPGMA,
que a su vez varia con la masa molar.

De esta manera, los polimeros de mayor masa molar son capaces de mantener la estabilidad coloidal de particulas
mas grandes a través de una extension mayor de la capa de proteccion estérica, como se ilustra en la Figura 1.

C. Inyectabilidad y propiedades mecanicas de suspensiones coloidales y geles termorreversibles

La inyectabilidad y las propiedades mecanicas de las suspensiones coloidales y geles termorreversibles formados a
partir de las particulas poliméricas se investigaron con un analizador de textura (Figura 3).

Se muestra que la fuerza requerida para inyectar suspensiones de particulas (60 % p/v en PBS) varia solo ligeramente
en comparacion con un tampoén y el movimiento del cilindro de la jeringa. Esto puede verse en la Figura 3a. La linea
superior son las suspensiones de particulas, la linea media es el movimiento del cilindro de la jeringa y la linea inferior
es el tampon.

El grafico muestra la fuerza pico de la inyeccion a través de una boquilla de salida ahusada de 1,6 mm para la jeringa
vacia en comparacion con un tampoén y una suspension de andamiaje al 60 % p/p de sélidos. La jeringa vacia requiere
una fuerza de pico de 1,17 + 0,15 N, 1,125+ 0,18 N con tampén y 2 + 0,03 N con la suspension de particulas. La fuerza
de inyectabilidad pico de la dispersion esta bastante dentro de las tolerancias de la operacion manual del piston. Los
resultados para los sélidos al 60 % p/p muestran una buena repetibilidad dentro de las escalas de tiempo necesarias
por un profesional médico.

En la Figura 3b las curvas fuerza-distancia de las particulas agregadas en hiumedo y en seco indican un gel de alta
resistencia.

La comparacion de la resistencia del gel en himedo y en seco después de la incubacién a 37 °C durante 30 minutos
mostro valores similares a 17 y 19 N, respectivamente. Esto indica que la formacién de la estructura ocurre dentro de la
incubacién en un corto periodo desde la incubacion.

D. Encapsulacion in situ de células y formacién del andamiaje de tejido

Las microparticulas con superficie modificada técnicamente de acuerdo con la invencién, preparadas por el método de
emulsion/difusion/evaporacion como se ha descrito anteriormente en la seccién 3 del método, se mezclaron con
mioblastos C2C12 como una linea celular modelo, y se formaron suspensiones fluidas por debajo de la LCST de
PEGMA2sPPGMA75.

Después de la dispersion de las células a temperatura ambiente con particulas, la encapsulacion de las células tuvo
lugar a 37 °C produciendo geles estables. La Figura 4a muestra estas suspendidas en medio de crecimiento. Por
consiguiente, la incubacioén de la suspension mixta de particulas poliméricas y células a 37 °C (es decir, por encima de
la temperatura critica inferior en solucién para el polimero LCST) generaba geles, igual que para las particulas
poliméricas en solitario.

En las Figuras 4b y 4c se muestran micrografias de geles después de 1 semana de incubacion en DMEM. La
naturaleza porosa de los geles fue evidente en estas imagenes SEM y también a partir de tomografia
micro-computacional (uCT).

La Figura 8 muestra las imagenes puCT para los geles formados a partir de las microparticulas de PLGA. La Figura 8A
muestra una exploracion rotatoria uCT y la Figura 8B muestra una reconstruccion 3D. Estas muestran macroporos y
cavidades después de la encapsulacion de las células y el secado.

La visualizacion de las células dentro de la matriz porosa se llevd a cabo usando marcado con Cell Tracker™; la
microscopia de fluorescencia indicaba una distribucion homogénea de las células por todo el gel, en comparacion con
los experimentos de control en un plastico de cultivo sin tejido (Figura 4d). Esta tincion de las células C2C12 con el Cell
Tracker™ en el gel de PLGA revestido con PEGMA-PPGMA seccionado indica una viabilidad celular potenciada en el

gel.
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El uso de la tincién Live/Dead™ indicaba una viabilidad celular profunda en el gel (Figura 4e). Las células C2C12
marcadas con la tincién Live/Dead™ muestran fluorescencia verde mientras que las particulas de la matriz estan
tefiidas de rojo.

La viabilidad y el metabolismo se evaluaron mediante el ensayo Alamar Azul. Los datos indicaban que la
encapsulacion de las células a través del proceso de gelificacion térmica in situ tuvo lugar con retencién completa de la
viabilidad después de 24 h, y que las células aun estaban creciendo en este punto temporal. Los datos del ensayo
Alamar Azul se muestran en la Figura 4f, confirmando una viabilidad similar para células en y sobre la matriz de gel, en
comparacion con las células C2C12 en un plastico de cultivo sin tejido (Blanco). La muestra de control es fluorescente
a partir del gel de PLGA revestido con PEGMA-PPGMA en solitario.

Significativamente, la viabilidad global de las células C2C12 fue tan buena en los geles como lo era para las mismas

células fijadas a la superficie de la matriz preformada de PEGMA-co-PPGMA-PLGA, indicando asi que el crecimiento
celular puede tener lugar dentro del soporte, sin impedir el acceso de nutrientes durante el periodo de tiempo inicial.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para la preparacion de particulas poliméricas, comprendiendo el método:

- la provision de uno o mas polimeros que es un polimero que muestra una temperatura critica inferior en solucién, en
medio acuoso, que esta entre 10 y 90 °C, siendo el polimero el producto de polimerizacion de uno o mas monémeros
seleccionados de mondémeros de acrilato de alquilenglicol polimerizables y monémeros de metacrilato de alquilenglicol
polimerizables; y

- la adicién del polimero, como un tensioactivo con superficie modificada técnicamente, a una mezcla de reaccién para
la preparacién de una particula polimérica por un método seleccionado de métodos de emulsion, métodos de difusion
y métodos de evaporacion.

2. Particulas poliméricas, en las que las particulas son particulas poliméricas estables que tienen un tamafio entre
500 nmy 100 um de diametro, segun se mide por dispersion dinamica de luz y en las que las particulas:

(a) se forman por un método que implica el uso de un polimero LCST durante los procedimientos de sintesis por
emulsion/difusién/evaporacion con poli(acido lactico-co-glicélico), siendo el polimero LCST un polimero que muestra
una temperatura critica inferior en solucién, en medio acuoso, que esta entre 10 y 90 °C, siendo este polimero el
producto de polimerizacién de uno o mas mondémeros seleccionados de monémeros de acrilato de alquilenglicol
polimerizables y monédmeros de metacrilato de alquilenglicol polimerizables; o

(b) tienen un nucleo de polimero biodegradable que es poli(acido lactico-co-glicélico), y una corona copolimérica
biocompatible termosensible, en las que el copolimero es un polimero que muestra una temperatura critica inferior en
solucion, en medio acuoso, que esta entre 10 y 90 °C, siendo este polimero el producto de polimerizacion de uno o
mas monomeros seleccionados de mondémeros de acrilato de alquilenglicol polimerizables y mondmeros de
metacrilato de alquilenglicol polimerizables.

3. Las particulas de la reivindicacién 2, en las que las particulas poliméricas:

(a) tienen una fase masica o nucleo de polimeros biodegradables seleccionadas de poli(acido lactico-co-glicélico),
poli(acido lactico) y poli(acido glicdlico); y/o

(b) comprenden, en su fase masica o nucleo, ingredientes activos seleccionados de: sabores, fragancias, farmacos y
productos biofarmacéuticos de molécula pequefa y factores de crecimiento de liberacion lenta y otras moléculas
solubles para el crecimiento de tejidos, reparacion de 6érganos y medicina regenerativa.

4. Las particulas de la reivindicacion 2(a) en las que las particulas poliméricas son particulas poliméricas estables que
tienen un tamafio entre 500 nm y 5 um de diametro.

5. Las particulas de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en las que los monédmeros de acrilato de alquilenglicol
polimerizables y los monomeros de metacrilato de alquilenglicol polimerizables se seleccionan de:
di(etilenglicol)-acrilato, oligo(etilenglicol)-acrilato, poli(etilenglicol)-acrilato, di(etilenglicol)-metacrilato,
oligo(etilenglicol)-metacrilato, poli(etilenglicol)-metacrilato, poli(propilenglicol)-acrilato y poli(propilenglicol)-metacrilato.

6. Las particulas de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en las que el polimero que muestra una temperatura
critica inferior en solucion:

(a) es el producto de polimerizacion de dos monémeros o

(b) es el producto de polimerizacion de poli(etilenglicol)metacrilato (PEGMA) y poli(propilenglicol)metacrilato (PPGMA)
o}

(c) es un polimero que tiene una masa molar de 25-75 kDa con un indice de polidispersidad (Pm/Mn) de 1-2,5, segun
se mide por GPC.

7. El uso de las particulas poliméricas como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6

(a) en aplicaciones de liberacién controlada,

en las que las aplicaciones se seleccionan opcionalmente de aplicaciones de liberacion de sabor, aplicaciones de
liberacién de fragancia y aplicaciones biomédicas

y en las que las aplicaciones pueden implicar, opcionalmente, la liberacion de farmacos o productos biofarmacéuticos
de molécula pequefa para administracién convencional de farmacos o liberacion de factores de crecimiento de
liberacion lenta y otras moléculas solubles para crecimiento de tejidos, reparacion de 6rganos y medicina regenerativa;
o]

(b) como matrices de soporte celular,

en las que las particulas poliméricas opcionalmente respaldan el crecimiento celular.
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8. Un producto que comprende las particulas poliméricas como se han definido en cualquiera de las reivindicaciones 2
a 6, y material bioldgico, en el que opcionalmente el material biolégico son células.

9. Una matriz de soporte celular que comprende las particulas poliméricas como se han definido en cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 6, en la que opcionalmente las particulas poliméricas respaldan el crecimiento celular.

10. Una suspension fluida que comprende (i) células y (ii) las particulas poliméricas como se han definido en
cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, a una temperatura por debajo de 37 °C.

11. Un gel de llenado de espacios que respalda el crecimiento celular que comprende (i) células vy (i) las particulas
poliméricas como se han definido en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, a la temperatura corporal.

12. El método de la reivindicacion 1 en el que los mondmeros de acrilato de alquilenglicol polimerizables y los
monoémeros de metacrilato de alquilenglicol polimerizables se seleccionan de: di(etilenglicol)-acrilato,
oligo(etilenglicol)-acrilato,  poli(etilenglicol)-acrilato,  di(etilenglicol)-metacrilato,  oligo(etilenglicol)-metacrilato,
poli(etilenglicol)-metacrilato, poli(propilenglicol)-acrilato y poli(propilenglicol)-metacrilato.

13. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 12 en el que el polimero que muestra una temperatura critica
inferior en solucion:

(a) es el producto de polimerizacion de dos monémeros o

(b) es el producto de polimerizacion de poli(etilenglicol)metacrilato (PEGMA) y poli(propilenglicol)metacrilato (PPGMA)
o}

(c) es un polimero que tiene una masa molar de 25-75 kDa con un indice de polidispersidad (Pm/Mn) de 1-2,5, segun
se mide por GPC.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 12 y 13, en el que las particulas poliméricas:

(a) tienen una fase masica o nucleo de polimeros biodegradables seleccionadas de poli(acido lactico-co-glicélico),
poli(acido lactico) y poli(acido glicdlico); y/o

(b) comprenden, en la fase masica o nucleo, ingredientes activos seleccionados de: sabores, fragancias, farmacos y
productos biofarmacéuticos de molécula pequefa y factores de crecimiento de liberacion lenta y otras moléculas
solubles para el crecimiento de tejidos, reparacion de 6rganos y medicina regenerativa.
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