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DESCRIPCION
Fibra biodegradable liberadora de farmaco para el aporte de agentes terapéuticos
Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencién

Esta invencion se refiere al campo de la medicina y la ingenieria tisular, y en particular a fibras biodegradables
liberadoras de farmaco usadas en el aporte de agentes terapéuticos.

2. Descripcion de la técnica relacionada

La ingenieria tisular es una disciplina en la que se usan células vivas para reemplazar células perdidas como
resultado de una lesion, una enfermedad o un defecto de nacimiento en un animal o un ser humano. Estas células
de reemplazo pueden ser autélogas, alogénicas o xenogénicas. El campo de la ingenieria tisular es una nueva area
de la medicina y todavia se tienen que dilucidar procedimientos 6ptimos.

En la actualidad, existen varios caminos para manipular tejidos mediante ingenieria. Un camino es recoger células
de un donante sano, preferiblemente del mismo individuo, o al menos de un donante apropiado de la misma
especies, y hacer crecer esas células sobre un armazon in vitro. Este armazoén es tipicamente una red polimérica
tridimensional, a menudo compuesta por fibras biodegradables. A continuacién, células adherentes a la red
polimérica pueden ser inducidas tipicamente a la multiplicacion. Este armazén cargado con células se puede
implantar en el hospedador dafiado con el objetivo de que las células realicen su funcion fisioloégica y evitar la
destrucciéon por el sistema inmunitario del hospedador. A este fin, es importante que se usen lineas celulares
purificadas, ya que la introduccién de células no autoinmunitarias puede regular al alza un fuerte ataque inmunitario
del hospedador. La dificultad con este enfoque es que el armazdn debe ser pequefio, ya que ninguna célula puede
sobrevivir alejada mas de un par de milimetros de una fuente de oxigeno y nutrientes. Por lo tanto, no se pueden
usar armazones grandes, ya que el armazén no se vascularizara adecuadamente a tiempo de proteger a las células
en las regiones interiores.

En otro enfoque, un armazén polimérico biodegradable tridimensional vacio se implanta directamente en el paciente,
con el objetivo de inducir la migracién del tipo correcto de células del cuerpo del hospedador al interior del armazén
polimérico. El beneficio es que la vascularizacion puede ocurrir simultaneamente con la migracion de las células al
interior de la matriz. Un problema importante es que actualmente no hay modo de asegurar que los tipos de célula
apropiados migren al interior del armazon, y que las propiedades mecanicas y biolégicas se mantengan para cubrir
la necesidad fisiologica del paciente.

En ambos enfoques anteriores, el armazon puede ser biodegradable, lo que significa que a lo largo del tiempo se
descompondra tanto quimicamente como mecanicamente. A medida que se produce esta descomposicion, las
células secretan su propia matriz extracelular, que representa un papel critico en la supervivencia y la funciéon
celulares. En tejido normal, hay un intercambio reciproco activo y dinamico entre las células constitutivas del tejido y
la matriz extracelular circundante. La matriz extracelular proporciona sefiales quimicas que regulan las propiedades
morfolégicas y los rasgos fenotipicos de células y pueden inducir la division, la diferenciacion o incluso la muerte
celular. Ademas, las células también estan reordenando constantemente la matriz extracelular. Las células tanto
degradar como reconstruyen la matriz extracelular y secretan productos quimicos al interior de la matriz para ser
usados mas tarde por si mismos u otras células que pueden migrar a la zona. También se ha descubierto que la
matriz extracelular es uno de los componentes mas importantes en el desarrollo embrionario. Las células pioneras
secretan sefiales quimicas que ayudan a las siguientes células a diferenciar en el fenotipo final apropiado. Por
ejemplo, tales sefiales quimicas provocan la diferenciacion de células de la cresta neural en axones, células del
musculo liso 0 neuronas.

La relacion integrada entre la matriz extracelular y las células del tejido establece la matriz extracelular como un
parametro importante en la ingenieria tisular. Si se desea que las células se comporten de un modo especifico.
entonces la matriz extracelular debe proporcionar el ambiente apropiado y las sefiales quimicas/biolégicas
apropiadas para inducir ese comportamiento para ese tipo de célula. Actualmente, no es posible reproducir fielmente
una matriz extracelular biolégicamente activa. Por consiguiente, algunos investigadores usan una matriz
biodegradable que permite que las células creen su propia matriz extracelular a medida que la matriz exdgena se
degrada.

En los enfoques descritos anteriormente para manipular tejidos mediante ingenieria, un armazoén polimérico
proporciona no solo el soporte mecanico sino también la conformacién tridimensional que se desea para el nuevo
tejido u érgano. Debido a que las células deben estar cerca de una fuente de oxigeno y nutrientes a fin de sobrevivir
y funcionar, una importante limitacién actual es la del suministro de sangre. La mayoria de las metodologias actuales
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no proporcionan medios especificos para ayudar activamente a la incorporacion de vasos sanguineos dentro y a
través de la matriz polimérica. Esto plantea limitaciones sobre el tamafio fisico y la conformacion de la matriz
polimérica. El tinico tejido actual que se ha elaborado con un amplio uso clinico es la piel artificial, que por definicion
es de grosor limitado. La presente invencidon proporciona composiciones y métodos que promueven la migracion
dirigida de tipos de célula apropiados al interior de la matriz extracelular manipulada mediante ingenieria. Al dirigir la
migracion celular tridimensional y los patrones funcionales especificos, se puede inducir la vascularizacion dirigida,
que vence las limitaciones actuales sobre la conformacién y el tamafio de los implantes poliméricos. También
asegura que tipos de células apropiados se sitden fisicamente en localizaciones especificas dentro de la matriz. Se
proporcionan métodos y composiciones para modular la expresion fenotipica como una funcion tanto del tiempo
como del espacio.

La mayoria del aporte de farmacos desde vehiculos cargados con farmaco poliméricos se basa en los siguientes
formatos: microesferas, nanoparticulas, espumas, peliculas, liposomas, micelas poliméricas o empaquetamientos
virales. Existe un numero de desventajas inherentes con respecto a los formatos mencionados anteriormente. Varios
de los formatos de aporte de farmacos mencionados anteriormente no permanecen en su lugar después de que se
hayan implantado. Como resultado, no es posible la retirada del implante en el caso de una reacciéon adversa al
implante. Adicionalmente, estos formatos exhiben una gran superficie especifica por unidad de volumen, lo que
conduce a tiempos de liberacion de farmaco rapidos, una caracteristica que es antitética con el objetivo del aporte
del farmaco. Por otra parte, la cantidad de farmaco que se puede cargar en los formatos mencionados anteriormente
esta algo limitada. Algunos de estos formatos no se pueden usar en condiciones que ademas del aporte del
farmaco, también requieren soporte mecanico.

El documento WO 01/10421 describe composiciones de ingenieria tisular, armazones y métodos que comprenden
fibras poliméricas biodegradables para el aporte controlado de agentes terapéuticos. Particularmente, se describen
fibras poliméricas degradables que comprenden nanoesferas de hidrogel (cargadas con moléculas bioldgicas).
Ejemplos de agentes terapéuticos que pueden ser aportados por las fibras son factores de crecimiento (tales como
promotores de la angiogénesis/la regeneracion nerviosa), citocinas y virus. El documento WO 01/10421 divulga un
gradiente de agente activo a lo largo del eje. La presente invenciéon proporciona una composicion fibrosa que no
posee las desventajas de los formatos de aporte de farmacos conocidos en la técnica anterior.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a composiciones fibrosas que comprenden geles o hidrogeles. La invencion se
refiere ademas a la composicion de una fibra biodegradable cargada con gel o hidrogel y a métodos para fabricar
tales fibras. La presente invencién proporciona ademas composiciones de ingenieria tisular y aporte de farmacos y
métodos en los que se preparan matrices tridimensionales para hacer crecer células para uso in vitro e in vivo. La
invencion también se refiere a métodos para manipular la velocidad de liberaciéon del agente terapéutico tanto al
cambiar las propiedades del polimero biodegradable como alterar las propiedades del gel o hidrogel incorporado.

Una realizacién de la invencion proporciona una composicién de aporte de farmaco que comprende al menos una
fibra, en donde dicha fibra comprende una primera capa integrante y una segunda capa integrante, y en donde dicha
primera capa integrante es un polimero biodegradable y dicha segunda capa integrante se selecciona del grupo que
consiste en un gel y un hidrogel, en donde la primera capa integrante esta presente en la pared externa de la fibra y
la segunda capa integrante esta presente en el alma de la fibra, y en la que un agente terapéutico esta cargado en el
gel o el hidrogel, y en donde la concentracion del gel o el hidrogel varia como una funcién de la distancia a lo largo
del eje largo de la fibra. Una realizacion adicional de la invencion proporciona una composicion de armazén que
comprende una o mas fibras, en donde dichas fibras comprenden una primera capa integrante y una segunda capa
integrante, y en donde dicha primera capa integrante es un polimero biodegradable y dicha segunda capa integrante
se selecciona del grupo que consiste en un gel y un hidrogel, en donde la primera capa integrante esta presente en
la pared externa de la fibra y la segunda capa integrante esta presente en el alma de la fibra, y en la que un agente
terapéutico esta cargado en el gel o el hidrogel, y en donde la concentracion del gel o el hidrogel varia como una
funcién de la distancia a lo largo del eje largo de la fibra. Realizaciones de la invencidon también proporcionan
métodos de fabricacion de las fibras de la presente invencion.

Breve descripcion de los dibujos

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
ciertos aspectos de la presente invencion. La invencion se puede entender mejor mediante referencia a uno o mas
de estos dibujos en combinacién con la descripcion detallada de realizaciones especificas presentadas en esta
memoria. Los dibujos no pretenden limitar el alcance de la invencion.

La Figura 2A representa una fibra de dos componentes con un alma (60) de gel o hidrogel y una pared que
comprende un polimero (20) hidréfobo.
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La Figura 2B representa una fibra de dos componentes con un alma (60) de gel o hidrogel, una pared que
comprende un polimero (20) hidréfobo, y una emulsion (30) acuosa.

La Figura 2C representa una fibra de dos componentes con un alma (60) de gel o hidrogel, una pared que
comprende un polimero (20) hidréfobo, y una emulsion (40) de gel o hidrogel.

La Figura 2D representa una fibra de dos componentes con un alma (60) de gel o hidrogel, una pared que
comprende un polimero (20) hidréfobo tanto emulsiones acuosas como emulsiones (50) de gel o hidrogel.

La Figura 4B representa una fibras de varios componentes con un alma (60) de gel o hidrogel rodeada por dos
paredes (20 y 100) de polimero hidréfobo, comprendiendo la pared de polimero externa una emulsion (30) acuosa y
comprendiendo la pared de polimero interna una emulsién (40) de gel o hidrogel.

La Figura 6A representa una fibra de dos componentes con un alma (90) de polimero hidr6fobo que comprende una
emulsion y una emulsion (50) de gel o hidrogel y una pared que comprende un polimero (20) hidréfobo que
comprende una emulsion (40) de gel o hidrogel.

La Figura 6B representa una fibra de dos componentes con un alma (90) de polimero hidr6fobo que comprende una
emulsion acuosa (30) y una pared que comprende un polimero (20) hidrofobo que comprende una emulsidon acuosa
y una emulsion (50) de gel o hidrogel.

La Figura 6C representa una fibra de dos componentes con un alma (90) de polimero hidréfobo que comprende una
emulsion (40) de gel o hidrogel y una pared que comprende un polimero (20) hidréfobo que comprende una
emulsién acuosa y una emulsion (50) de gel o hidrogel.

La Figura 6D representa una fibra de dos componentes con un alma (90) de polimero hidréfobo que comprende
emulsiones tanto acuosa como de gel o hidrogel (50) y una pared que comprende un polimero (20) hidréfobo que
comprende emulsiones tanto acuosa como de gel o hidrogel (50).

La Figura 7 representa un aparato de extrusion en himedo usado para extruir fibras la invencion.

La Figura 8 representa una hilera usada en la presente invencion.

La Figura 9 representa un aparato triple usado en la extrusion de fibras de la invencion.

La Figura 10 representa una hilera triple usada en la fabricacion de fibras de varios componentes.

La Figura 11 representa el flujo de un agente terapéutico a través de las paredes de una fibra cargada con emulsion.
Descripcion de realizaciones ilustrativas

Una realizacién de la invencion proporciona una composicién de aporte de farmaco que comprende al menos una
fibra, en donde dicha fibra comprende un primer componente y un segundo componente, y en donde dicho primer
componente es un polimero biodegradable y dicho segundo componente se selecciona del grupo que consiste en un
gel y un hidrogel. Una realizaciéon adicional de la invencién proporciona una composicion de armazén que
comprende una o mas fibras, en donde dichas fibras comprenden un primer componente y un segundo componente,
y en donde dicho primer componente es un polimero biodegradable y dicho segundo componente se selecciona del
grupo que consiste en un gel y un hidrogel. Realizaciones de la invencion también proporcionan métodos para
fabricar las fibras de la presente invencion.

Una realizacion de la invencion proporciona una fibra de dos componentes en la que el alma interior de la fibra, es
decir, el diametro interno de la fibra, comprende un gel o hidrogel y la pared exterior de la fibra comprende un
polimero biodegradable. Segun se usa en la presente, el término "gel" se refiere a un sistema coloidal con al menos
dos fases, una de las cuales forma una red tridimensional continua que actia como un solido elastico. Segun se usa
en la presente, el término "hidrogel" se refiere a un coloide en el que una fase dispersada (coloide) esta combinada
con una fase continua (agua) para producir un producto gelatinosos viscoso.

En una realizacion de la invencion, las fibras descritas anteriormente se combinan con fibras de composicion similar.
En otras realizaciones, se combinan fibras de tipo y composicion diferentes.
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En una realizacioén, se incorpora un agente terapéutico en una o mas de las fibras descritas anteriormente, presente
individualmente o en combinacién. En otras realizaciones, se incorpora un farmaco en una o mas de las fibras
descritas anteriormente, presente individualmente o en combinacion.

En ciertas realizaciones de la invencién, una capa de una fibra circunscribe una capa de una fibra interior adyacente.
La fibra interior esta aproximadamente centrada dentro de la fibra exterior. En ciertas realizaciones, una o mas de las
capas de las fibras circunscritas comprenden un hidrogel o un gel en la pared de la fibra o en el alma de la fibra. En
realizaciones adicionales, un gel o un hidrogel se incorpora como una fase dispersada dentro del polimero
biodegradable de una o mas capas de las fibras. Realizaciones adicionales de la invencién proporcionan fibras de
varias capas, donde cada capa comprende composiciones variables de geles, hidrogeles y agentes terapéuticos.
Ciertas realizaciones de la invencion proporcionan fibras que comprenden mas de un tipo de agente terapéutico
dentro de sus una o mas capas.

La invencion se refiere ademas a métodos para manipular la velocidad de liberaciéon del agente terapéutico tanto al
cambiar las propiedades del polimero biodegradable como al alterar las propiedades del gel o hidrogel incorporado.
Una fibra cargada con agente terapéutico es adecuada para la implantacién en animales, o mas preferiblemente en
seres humanos bien como hebras individuales para el uso como vehiculos de aporte de agente terapéutico, o bien
junto con oftras fibras (de tipo bien similar o bien diferente) para la formacion de un armazén basado en fibras para el
uso en ingenieria tisular, curacion de heridas, medicina regenerativa u otras aplicaciones médicamente relacionadas.
Estas fibras también se pueden usar fuera del cuerpo para crear armazones para cultivo celular, cultivo tisular u
organogénesis in vitro, en donde las estructuras tridimensionales especificas de estas fibras pueden estar tejidas,
tricotadas, trenzadas, ser usadas como una malla no tejida, o estar mantenidas como series paralelas, no paralelas,
retorcidas o aleatorias para la creacion de armazones tridimensionales complejos. Como cada fibra dentro de dicho
armazon fibroso podria estar cargada con diferentes agentes terapéuticos, y cada una con un perfil cinético de
liberacion diferente, es posible inducir un crecimiento celular especifico en regiones especificas del armazoén. Esto
proporciona la capacidad de crear una arquitectura biolégica tridimensional complicada mediante la colocacion
deliberada de fibras especificas en emplazamientos especificos dentro del armazén fibroso. Estas estructuras
biolégicas tridimensionales pueden ser de disefio biométrico o no. Por los mismos medios, es posible liberar
diferentes agentes terapéuticos hacia una seccion del cultivo celular, el cultivo tisular o el organoide que a otra
dentro de la misma muestra.

Este tipo de fibra tridimensional compleja también se puede implantar dentro de un animal o un ser humano para
inducir respuestas bioldgicas especificas en diferentes emplazamientos dentro de dicho armazon fibroso. Esto se
consigue al disefiar el armazon fibroso de modo que fibras con agentes terapéuticos especificos y perfiles de
liberacién especificos se sitien en emplazamientos especificos dentro del armazoén. Esto permite el control del
aporte tanto temporal como espacial del agente terapéutico desde el armazoén fibroso.

"Patrén heterogéneo definido" en el contexto de la presente solicitud significa la incorporacién de fibras especificas
en una matriz de armazén de modo que se alcance una distribucion tridimensional deseada de uno o mas agentes
terapéuticos dentro de la matriz de armazon. La distribucion de agentes terapéuticos dentro de las fibras, y
posiblemente dentro de sus centros, controla la distribucion espacial posterior dentro del medio intersticial del
armazon matricial después de la liberacion de los agentes desde las fibras poliméricas. De este modo, se pueden
crear contornos espaciales de gradientes de concentracion deseados dentro de la estructura del armazén
tridimensional y el los alrededores inmediatos de la matriz de armazdn. La distribucion temporal es controlada por la
composicion del polimero y la composicion del gel o hidrogel de la fibra y por el uso de varias capas dentro de una
fibra.

Un aspecto de la presente invencién es una composicion de implante biocompatible que comprende un armazoén de
fibras de polimero biodegradable. En diversas realizaciones de la presente invencion, la distancia entre las fibras
puede ser aproximadamente 20 micras, aproximadamente 70 micras, aproximadamente 90 micras,
aproximadamente 100 micras, aproximadamente 120 micras, aproximadamente 140 micras, aproximadamente 160
micras, aproximadamente 180 micras, aproximadamente 200 micras, aproximadamente 220 micras,
aproximadamente 240 micras, aproximadamente 260 micras, aproximadamente 280 micras, aproximadamente 300
micras, aproximadamente 320 micras, aproximadamente 340 micras, aproximadamente 360 micras,
aproximadamente 380 micras, aproximadamente 400 micras, aproximadamente 450 micras o aproximadamente 500
micras. En diversas realizaciones, la distancia entre las fibras puede ser menor de 50 micras o mayor de 500 micras.

Adicionalmente, se prevé que en diversas realizaciones de la invencion las fibras tengan un diametro de
aproximadamente 20 micras, aproximadamente 40 micras, aproximadamente 60 micras, aproximadamente 80
micras, aproximadamente 100 micras, aproximadamente 120 micras, aproximadamente 140 micras,
aproximadamente 160 micras, aproximadamente 180 micras, aproximadamente 200 micras, aproximadamente 220
micras, aproximadamente 240 micras, aproximadamente 260 micras, aproximadamente 280 micras,
aproximadamente 300 micras, aproximadamente 320 micras, aproximadamente 340 micras, aproximadamente 360
micras, aproximadamente 380 micras, aproximadamente 400 micras, aproximadamente 450 micras o
aproximadamente 500 micras (incluyendo las longitudes intermedias). En diversas realizaciones, el diametro de las
fibras puede ser menor de aproximadamente 20 micras o mayor de aproximadamente 500 micras. Adicionalmente,
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se prevén para ciertas realizaciones fibras grandes con diametros de hasta 3,5 cm. Preferiblemente, el diametro de
las fibras sera de aproximadamente 60 micras a aproximadamente 500 micras.

En otra realizacion de la presente invencion, las fibras o un subgrupo de fibras contienen uno o mas agentes
terapéuticos de modo que la concentracion del agente o los agentes terapéuticos varie a lo largo del eje longitudinal
de las fibras o el subgrupo de fibras. La concentracién del agente o los agentes activos puede variar linealmente,
exponencialmente o de cualquier modo deseado, como una funcién de la distancia a lo largo del eje longitudinal de
una fibra. La variacion puede ser monodireccional, esto es, el contenido de uno o mas agentes terapéuticos
disminuye desde el primer extremo de las fibras o el subgrupo de las fibras hasta el segundo extremo de las fibras o
el subgrupo de las fibras. El contenido también puede variar de modo bidireccional, esto es, el contenido del agente
o los agentes terapéuticos se incrementa desde los primeros extremos las fibras o el subgrupo de las fibras hasta un
maximo y a continuacién disminuye hacia los segundos extremos de las fibras o el subgrupo de las fibras.

En ciertas realizaciones de la presente invencién, un subgrupo de fibras que comprenden el armazén puede no
contener agente terapéutico. Para fibras que contienen uno o mas agentes terapéuticos, el agente o los agentes
pueden incluir: un factor de crecimiento, un inmunomodulador, un compuesto que promueve la angiogénesis, un
compuesto que inhibe la angiogénesis, un compuesto antiinflamatorio, un antibiético, una citocina, un agente
anticoagulante, un agente procoagulante, un agente quimiotactico, agentes que promueven la apoptosis, un agente
que inhibe la apoptosis, un agente mitogénico, un agente radiactivo, un agente de contraste para estudios de
diagndstico por imagen, un vector viral, un polinucleétido, genes terapéuticos, ADN, ARN, un polipéptido, un
glicosaminoglicano, un carbohidrato, una glicoproteina. Los agentes terapéuticos también pueden incluir los
farmacos que se van a administrar para el mantenimiento a largo plazo a los pacientes, tales como farmacos
cardiovasculares, incluyendo farmacos para la presion sanguinea, electroestimulantes cardiacos, antiarritmicos,
beta-bloqueantes y agentes basados en canales del calcio. Agentes terapéuticos de la presente invencién también
incluyen farmacos contra los temblores y otros para la epilepsia u otros trastornos del movimiento. Estos agentes
también pueden incluir medicaciones a largo plazo tales como anticonceptivos y farmacos contra la esterilidad.
Podrian comprender agentes neurolégicos tales como dopamina y farmacos relacionados asi como farmacos
psicoldgicos u otros farmacos conductuales. Los agentes terapéuticos también pueden incluir eliminadores quimicos
tales como quelantes, antioxidantes y agentes nutricionales. Cuando el agente terapéutico promueve la
angiogénesis, ese agente puede ser factor de crecimiento endotelial vascular. Los agentes terapéuticos pueden ser
farmacos sintéticos o naturales, proteinas, ADN, ARN o células (genéticamente alteradas o no). Segun se usa en la
memoria descriptiva y las reivindicaciones, siguiendo la practica de las leyes de patentes de hace mucho tiempo, los
términos "un(a)" y "uno", cuando se usan junto con las palabras "que comprende" o "que incluye" significan uno o
mas.

En general, la presente invencién contempla el uso de cualquier farmaco incorporado en las fibras de polimero
biodegradable de la invencion. La palabra "farmaco”, segun se usa en la presente, se define como un producto
quimico capaz de la administracion a un organismo, que modifica o altera la fisiologia del organismo. Mas
preferiblemente, la palabra "farmaco", segun se usa en la presente, se define como cualquier sustancia destinada al
uso en el tratamiento o la prevencion de una enfermedad. Farmaco incluye toxinas y sustancias bioinfluyentes
sintéticas y presentes en la naturaleza asi como productos farmacéuticos reconocidos, tales como los listados en
"The Physicians Desk Reference," 4712 edicion, 5 paginas 101-321; "Goodman and Gilman's The Pharmacological
Basis of Therapeutics" 82 Edicion (1990), paginas 84-1614 y 1655-1715; y "The United States Pharmacopeia, The
National Formulary", USP XXII NF XVII (1990), incorporandose los compuestos de estas referencias en la presente
mediante referencia. El término "farmaco" también incluye compuestos que tengan las propiedades indicadas que
todavia no se hayan descubierto o estén disponibles en los EE. UU. El término "farmaco" incluye formas de
farmacos proactivas, activadas y metabolizadas. También se incluyen factores de estimulacion tisular tales como:
dimeros de factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento insulinoide-1 (IGF-1), IGF-2,
factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), FGF acido, factor de crecimiento de células endoteliales
vasculares (VEGF), factor de crecimiento nervioso (NGF), factor neurotrofico 3 (NT-3), factor neurotrofico 4 (NT-4),
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), factor de crecimiento endotelial (EGF), insulina, interleucina 1 (lI-1),
factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), factor de crecimiento
transformante alfa (TGFa), y todos los otros factores de crecimiento y citocinas, asi como hormona paratiroidea
(PTH), una prostaglandina tal como prostaglandina E-1 y prostaglandina E-2, factor de estimulante de colonias de
macrofagos (MCSF), y corticosteroides tales como dexametasona, prednisolona y corticosterona.

La presente invencion también contempla el uso de material formador de hidrogel dentro del ndcleo de las fibras.
Los hidrogeles son matrices de polimero sintético o biopolimero estructuralmente estables que estan muy
hidratadas. Estos materiales pueden absorber hasta miles de veces su peso en agua (Hoffman, A.S., Advanced
Drug delivery Reviews, 43 (2000), 3-12). Los hidrogeles se pueden clasificar en dos amplias categorias: reversibles
o fisicos e irreversibles o quimicos. Las redes en los geles fisicos se mantienen unidas mediante enmarafiamientos
moleculares y/o fuerzas secundarias incluyendo fuerza iénicas, por enlace de H o hidréfobas. Los hidrogeles fisicos
se caracterizan por cambios significativos en las propiedades reoldégicas como una funcién de la temperatura, la
concentracion ionica y la dilucion. Los geles quimicos, también llamados geles permanentes, se caracterizan por
redes quimicamente reticuladas. Cuando estan reticulados, estos geles alcanzan un nivel de hinchamiento en
equilibrio en soluciones acuosas que depende principalmente de la densidad de reticulacion.
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La preparacion de hidrogeles se puede alcanzar mediante una variedad de métodos muy conocidos por los expertos
normales en la especialidad. Los geles fisicos se pueden formar mediante: calentamiento o enfriamiento de ciertas
soluciones de polimero (agarosa fria, por ejemplo), uso de ciclos de congelacion-descongelacion para formar
microcristales de polimero, reduccién del pH de la solucion para formar un gel unido por enlaces de H entre dos
polimeros diferentes en la misma solucién acuosa, mezcla de soluciones de un polianién y un polication para formar
un gel coacervado complejo, gelificacion de una solucion de polielectrolito con un ion multivalente de carga opuesta,
reticulacion de polimeros lineales, injerto de polimeros sintéticos en macromoléculas presentes en la naturaleza y
quelacion de policationes (Hoffman, A.S., Advanced Drug delivery Reviews, 43 (2000), 3-12). Los geles quimicos se
pueden crear mediante reticulacion de polimeros en estado sélido o en solucién con radiacién, reticuladores
quimicos como glutaraldehido, o compuestos reactivos multifuncionales. También se pueden elaborar mediante
copolimerizacion de un monémero y un reticulador en solucién, copolimerizacion de un monémero y un macrémero
multifuncional, polimerizacion de un monémero dentro de un polimero solido diferente para formar un gel de IPN o
conversion quimica de un polimero hidréfobo en un hidrogel (Hoffman, A.S., Advanced Drug delivery Reviews, 43
(2000), 3-12); Hennick, W.F. y van Nostrum, C.F., Advanced Drug Delivery Reviews, 54 (2002), 13-26.

La presente invencion contempla el uso de materiales precursores de hidrogel y proteinas y polisacaridos no
gelificantes dentro del alma de las fibras. Los materiales precursores de hidrogel son los mismos materiales que los
que forman hidrogeles, pero no estan expuestos a los agentes o las condiciones que normalmente gelifican los
materiales, o pueden ser otras proteinas y polisacaridos que forman geles pero no hidrogeles. Por ejemplo, las sales
de alginato, tales como alginato sédico, se gelifican en presencia de cationes divalentes, tales como calcio, mientras
que otros materiales crean hidrogeles a través de un cambio en el pH o la temperatura. Ciertas realizaciones de la
invencion comprenden el uso de materiales precursores que nunca se gelifican. Otras realizaciones de la invencion
comprenden el uso de materiales precursores en el procedimiento de fabricacion que mas tarde pueden formar
geles o hidrogeles. La formacién de geles o hidrogeles en la capa fibrosa puede tener lugar como parte del
procedimiento de fabricacion de fibras, después de que se haya fabricado la fibra o después de la aplicacién de un
tipo apropiado de estimulo externo, incluyendo la colocacion de la fibra in vitro o in vivo. Los términos "gel" o
"hidrogel", segun se usan en la presente, estan destinados a incluir el gel o hidrogel formado asi como las moléculas
precursoras apropiadas implicadas en la formacion de geles e hidrogeles.

El polimero biodegradable usado para la construccion de fibras puede ser un solo polimero o un copolimero o una
combinacion de polimeros y puede comprender poli(acido L-lactico), poli(acido DL-lactico), policaprolactona,
poli(acido glicolico), polianhidrido, o polimeros o polipéptidos natural, tales como colageno o seda de arafha y
polisacaridos reconstituidos.

Las fibras de la invencion reivindicada se fabrican usando hilado en himedo o en seco/hiimedo (chorro
seco/humedo). Cada método afecta a las propiedades finales de la fibra que esta siendo construida. El hilado en
himedo es un procedimiento en el que un material polimérico se extruye en un bafio liquido que contiene un
coagulante. El coagulante estd comprendido tipicamente por un no disolvente para el polimero que es miscible con
el disolvente en la solucién de polimero, pero también puede contener una mezcla de disolvente/no disolvente. En el
hilado en seco/hiimedo, la solucién de polimero se expone en primer lugar a un espacio con aire antes de entrar en
el bafio de coagulacion.

En una realizacién de la invencion, la fibora comprende una pluralidad de capas coaxiales de polimeros
biodegradables. La fibra para aporte de farmaco de la presente invencion se puede implantar en muchos lugares del
cuerpo incluyendo tejidos dérmicos, tejido cardiaco, tejidos blandos, nervios, huesos y el ojo. La implantacién ocular
tiene un uso particular para el tratamiento de las cataratas, la retinopatia proliferativa y la retinopatia no proliferativa
inducidas diabéticamente, el glaucoma y la degeneracién macular.

Un aspecto adicional de la presente invencion es un método para producir un armazoén fibroso para preparar un
implante capaz de controlar la concentracion espacial y temporal de uno o mas agentes terapéuticos. Este método
comprende generalmente formar fibras de polimero biodegradable como un armazon fibroso tridimensional. Las
fibras de polimero biodegradable contienen uno o mas agentes terapéuticos. El agente o los agentes terapéuticos se
distribuyen en el armazon fibrosos en un patron heterogéneo definido.

En ciertas realizaciones de la invencion, los geles e hidrogeles comprendidos en las capas fibrosas pueden existir en
concentraciones infinitamente diluidas, es decir, la concentracion de gel o hidrogel es cero, y se usa agua con o sin
otras sustancias y/o agentes activos, incluyendo agentes terapéuticos, en lugar del gel o hidrogel.

En una realizacion de esta invencioén, el material preferido para el hidrogel contenido en el alma de la fibra sera
alginato o un material de alginato modificado. Las moléculas de alginato estan comprendidas por mondmeros de
acido B-D-manurdnico (unidades M) y acido a-L-gulurénico (unidades G) conectados (1-4), que varian en proporcion
y distribucién secuencial a lo largo de la cadena de polimero. Los polisacaridos de alzginato son sistemas
polielectroliticos que tienen una fuerte afinidad por cationes divalentes (p. ej. Ca®*, Sr**, Ba*") y forman estables
cuando se exponen a estas moléculas. El polimero biodegradable es poli(acido L-lactico) (PLLA). En una realizacion,
el alginato esta contenido como el nucleo interior y el PLLA es la envuelta exterior. La concentracion de alginato esta
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en el intervalo de 0,25% p/v a 100% p/v (es decir, g/100 ml de agua), preferiblemente en el intervalo de 0,75% p/v a
20% plv, y lo mas preferiblemente en una concentracion de 1% p/v. La fuente y la composicion de alginato afecta
directamente a su concentracion utilizable.

En otra realizacion de esta invencion, la envuelta de PLLA que rodea el nucleo interior del gel o hidrogel comprende
un coctel de polimeros de PLLA de diferentes pesos moleculares como un medio para incrementar la velocidad de
degradacion. Las proporciones de polimeros de PLLA y el intervalo de los pesos moleculares del polimero pueden
variar. En una realizacion ejemplar, el coctel de polimeros comprende 80% en peso de un polimero de PLLA de
Mw=100.000 daltons; 15% en peso de un polimero de Mw=2.000 daltons; y 5% en peso de un polimero de
Mw=300.000 daltons.

En otra realizacién de la invencion, la envuelta de PLLA que rodea el nucleo interior del gel o hidrogel esta
comprendida por dos fases, una fase continua que comprende un polimero biodegradable y una fase dispersada que
comprende una fase acuosa estabilizada por un tensioactivo. Opcionalmente, la fase acuosa puede comprender
agentes terapéuticos. La cantidad de la fase dispersada varia de aproximadamente 0% a aproximadamente 85% en
peso con relacion al peso de la fibra. En una realizacion preferida, la cantidad de la fase dispersada varia de
aproximadamente 33% a aproximadamente 50% en peso con relacion al peso de la fibra. A medida que se
incrementa la relacion de la fase dispersada, lo hace la velocidad de degradacion del polimero. Esto conduce a
velocidades de liberacion incrementadas de los agentes terapéuticos cargados.

En una realizacion de esta invencion, agentes que estan disefiados para degradar el gel o hidrogel se cargan en la
fase acuosa dispersada del componente de polimero biodegradable de la fibra (segun se describe anteriormente).
Este agente se libera al gel o hidrogel lentamente a lo largo del tiempo para descomponer el gel o hidrogel. Esto
incrementa las velocidades de liberacion de agente terapéutico. Ademas, muchos de los geles e hidrogeles
potenciales no son directamente biodegradables dentro de los animales, o mas especialmente los seres humanos.
Por lo tanto, esta degradacion planeada ayuda al cuerpo a eliminar los geles o hidrogeles cuando ya no son
necesarios.

En una realizacién, el alginato se gelifica internamente mediante la adicion de gentes gelificantes afadidos
directamente a la solucion de alginato. Agentes gelificantes tipicos incluyen cloruro calcico, carbonato calcico, EDTA
(acido etilendiaminotetraacético) calcico u otros compuestos que contienen cationes bivalentes que son muy
conocidos por los expertos en la especialidad. La concentracion del agente de gelificacion varia de
aproximadamente 5 mM a aproximadamente 100 mM, mas preferiblemente de aproximadamente 12 mM a
aproximadamente 50 mM, y lo mas preferiblemente de aproximadamente 15 mM a 30 mM. El intervalo elegido esta
determinado por las propiedades del hidrogel deseado. Si no es facilmente soluble a pH neutro, el agente gelificante
tipicamente se activa mediante una disminucién en el pH de la solucién. Esta acidificacion se puede conseguir a
través de un numero de acidos o lactonas. Esta lista incluye, pero no se limita a, acido citrico, acido clorhidrico, D-
glucono-delta-lactona y acido acético glacial.

En otra realizacion, el gel o hidrogel se gelifica externamente al incorporar la fuente de agente gelificante en la fibra
biodegradable. Alternativamente, la fuente de agente gelificante se afiade a una fase acuosa que esta cargada en
una o mas capas del polimero biodegradable. De este modo, el agente gelificante se libera lentamente en el gel o
hidrogel a medida que la fibra se degrada. En ciertas realizaciones, a medida que la fibra se degrada y se hace mas
débil y mas porosa, el gel se reticula mas estrechamente. De este modo, es posible alterar continuamente la
velocidad de liberacion a medida que la fibra se degrada. Las velocidades de liberacion tienden a incrementarse a
medida que el polimero se hace mas poroso, en este caso, esta tendencia seria contrarrestada por que el gel se
reticula mas estrechamente, retardando de ese modo las velocidades de liberacion a través del gel o hidrogel a
medida que la fibra se degrada.

En otra realizacion, el agente gelificante es soluble en el disolvente del polimero y se mezcla con la solucién de
polimero en el momento de la fabricacion de la fibra. En esta realizacion, en lugar de que el agente gelificante se
mantenga en una fase acuosa, se mezcla molecularmente con el polimero. El mismo efecto neto de liberar el agente
gelificante en el gel o hidrogel lentamente a medida que la fibra se degrada. Esta realizacion permite el uso de
fuentes de agentes gelificantes organicamente solubles.

En otra realizacion, los agentes de gelificacion que son transportados dentro de la solucién de alginato son activados
a lo largo del tiempo, tal como dentro de lipoesferas, microesferas, nanoparticulas u otros encapsulantes que son
activados mas tarde. Estos se pueden activar lentamente a lo largo del tiempo, o activarse intencionadamente
mediante algun episodio externo. Esto dara como resultado que el gel se refuerce o se mantenga a lo largo del
tiempo.

La presente invencién proporciona composiciones y métodos para crear fibras de liberacion de farmaco individuales
asi como la composicion y métodos para crear un armazon fibroso tridimensional tejido, tricotado, trenzado, no
tejido, retorcido, de disposicion paralela o aleatorio para hacer crecer células en aplicaciones de ingenieria tisular.
Estos armazones se pueden usar in vitro e in vivo, y debido a su heterogeneidad pueden crear distribuciones tanto
espaciales como temporales de agentes terapéuticos. En esta invencion, los agentes terapéuticos pueden incluir
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farmacos, proteinas, péptidos, mono- y disacaridos, polisacaridos, glicoproteinas, ADN, ARN, virus, u otras
moléculas biolégicas de interés. El término agente terapéutico en esta invencién también incluye materiales
radiactivos usados para ayudar a destruir tejidos dafiinos tales como tumores en el area local, o para inhibir el
crecimiento de tejidos sanos, tales como en aplicaciones actuales de endoproétesis; o marcadores que se van a usar
en estudios de diagndstico por imagen.

A. Armazones fibrosos tridimensionales

Para crear los armazones heterogéneos de la presente invencion, los agentes terapéuticos se encapsulan en fibras
individuales de la matriz mediante métodos que se van a describir en la presente. Los agentes terapéuticos se
liberan de cada fibra individual lentamente, y de modo controlado. El formato de fibras tiene muchas ventajas como
una plataforma de liberacién de farmaco sobre otros agentes de liberacion de farmaco conocidos por los
familiarizados con la especialidad, tales como microesferas, bloques porosos o parches. La principal ventaja de las
fibras es que pueden proporcionar un armazon tridimensional tejido o no tejido, con o sin disefio, para permitir que
las células se liguen, se extiendan, se diferencien y maduren en células que funcionan apropiadamente. Debido a
que pueden formar disefios, se puede producir un "armazén inteligente" para inducir a células de tipos especificos a
migrar a regiones especificas del armazén debido a que se liberan factores quimiotacticos especificos. Este armazon
imita la funcién del material de la matriz extracelular tanto durante el desarrollo embrionario como en tejidos
posembrionarios. Adicionalmente, se podrian formar filamentos como un armazén Unico que proporciona un sustrato
de crecimiento para la reparacion o la reconstruccion de tejidos que no recuerde a una estructura de tipo natural.

Debido a la capacidad de coser disefios para inducir a tipos de células apropiados hacia regiones especificos, es
posible incorporar hebras que induciran la formacién de vasos sanguineos en la tela. Esto se puede conseguir al
proporcionar fibras que liberan factores de crecimiento tales como factor de crecimiento endotelial vascular factor
(VEGF). Mediante la separacion apropiada de las fibras que contienen VEGF en el disefio de costura, se pueden
manipular mediante ingenieria tejidos grandes, y las células de tales tejidos se pueden proveer de un suministro de
sangre suficiente y de ese modo recibir oxigeno y nutrientes para permitir la retirada de productos residuales.

Las fibras también tienen la ventaja de proveer al cuerpo de un soporte mecanico a corto plazo en aplicaciones tales
como endoprétesis, en donde la fibra de polimero puede mantener la luz de cualquier cuerpo tubular, tal como
arterias, venas, conductos (p. ej. conducto biliar, uréter, uretra, traquea, etc.), érganos del tracto digestivo tales como
el esofago, el intestino, el colon, y tejido conectivo tal como tendones, ligamentos, musculo y hueso. Las fibras
proporcionan una estructura Gtil para soportar fuerza mecanica o tensién durante el proceso de curacion. Las fibras
también pueden ser utiles para promover la regeneracion o reconstruccion neural de nervios o la médula espinal.

B. Formatos de fibras

Existe un gran nimero de combinaciones y variaciones dentro del alcance de esta invencién. Esta invencion cubre
combinaciones de gel o hidrogel con una fibra de polimero biodegradable en un formato de varias capas y varios
componentes, donde cada capa esta totalmente contenida dentro de la siguiente capa exterior, y la capa interior
generalmente esta centrada dentro de la capa exterior. Estas capas pueden estar comprendidas por diferentes geles
o hidrogeles, o diferentes polimeros biodegradables.

Esta invencion también incluye el uso de geles o hidrogeles como una fase dispersada dentro de una capa de
polimero biodegradable, en donde la fase continua es la fase de polimero biodegradable. La fase dispersada se
puede estabilizar mediante un tensioactivo bien interno o bien externo

Esto conduce a un tipo basico de fibra con un polimero biodegradable externo con gel o hidrogel interno. La capa de
polimero biodegradable puede tener o no una fase acuosa, de gel o hidrogel dispersada.

C. Cinética de liberacion de fibras individuales

Ademas, existen diversos medios para controlar la cinética de liberacién del agente terapéutico, controlando asi
temporalmente la liberacion del agente terapéutico. El siguiente analisis tratara solamente del formato de fibra en el
que la envuelta de polimero rodea un nucleo interior de gel o hidrogel. El primer punto de control para el polimero es
mezclar polimero de bajo peso molecular en los polimeros formadores de fibras de peso molecular superior. De este
modo, el componente de peso molecular inferior es capaz de degradarse y difundirse desde la fibra rapidamente,
haciendo a la fibra mas porosa. Esto hace mas accesibles los agentes terapéuticos interiores dentro del gel o
hidrogel. Un segundo medio para acelerar la velocidad de liberacion de la fibra es crear una fibra bifasica, en donde
la fase continua es el polimero biodegradable, y la fase dispersada son bolsas acuosas que son estabilizadas por un
tensioactivo. A medida que se incrementa la concentraciéon de la fase dispersada, se crea un camino desde el
exterior hasta el gel o hidrogel interior donde el unico polimero que se debe degradar esta entre las diversas bolsas
de la fase acuosa dispersada. Esto tiene el efecto de dejar que se degrade mucho menos polimero para conectar el
gel o hidrogel con el exterior, acelerando asi la liberacion del agente terapéutico. También es posible que esta fase

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 623486 T3

acuosa dispersada contenga un farmaco o agente terapéutico igual o diferente. En este caso, el farmaco o agente
terapéutico en la fase acuosa dispersada se liberara en primer lugar, seguido por la liberacion del agente terapéutico
en el gel o hidrogel. Para alterar la cinética de liberacion del farmaco o agente terapéutico en la pared de la fibra
polimérica, es posible adaptar ligeramente la descripcién anterior de modo que la fase dispersada sea ahora un gel o
hidrogel en oposicion a ser acuosa. En este caso, existe el acortamiento del camino hidraulico como en el caso de
una fase acuosa dispersada; sin embargo, el camino de conexién debe pasar ahora a través de bolsas de gel o
hidrogel, en donde la difusion del agente terapéutico se retarda en comparacién con un camino puramente acuoso.
El grado hasta el que se retarda la difusién es una funcién del tipo de gel o hidrogel, el tipo y el grado de reticulacion
y la concentracion del gel o hidrogel. Todos estos parametros estan dentro del control de la entidad que forma la
fibra. También es posible controlar la concentracion de la fase acuosa dispersada o la fase de gel dentro del
polimero biodegradable como una funcion de la distancia a lo largo del eje de la fibra. Por este medio, es posible
tener diferentes cinéticas de liberacion en un extremo de la cifra que en el otro, con un gradiente definido de cinética
de liberacién por la longitud de la fibra. Este cambio en la cinética de liberacién se puede o no combinar con un
gradiente de concentracion de agente terapéutico. Por el mismo medio, es posible que el contenido de la fase
dispersa varie como una funciéon de la distancia por la fibra polimérica de modo que un extremo de la fase
dispersada sea, por ejemplo, puramente acuoso y en el segundo extremo de la fibra, la fase dispersada pueda ser
un gel o hidrogel. También son posibles otros gradientes incluyendo concentraciones variables del gel dentro de la
fase dispersa. Asi, esta disponible una gran cantidad de control sobre la cinética de liberacion de la fibra. Aparte de
estos cambios en la pared polimérica de la fibra, también es posible controlar la cinética de liberacién desde esta
fibra al alterar el tipo, la concentracion y el grado de reticulacion dentro del gel o hidrogel en el nucleo de la fibra, que
contiene un agente terapéutico.

La capacidad para cambiar dinamicamente la cinética de liberacion del gel o hidrogel que esta cargado en el nucleo
o como una fase dispersadas dentro de una fibra de polimero biodegradable a lo largo del transcurso del periodo de
aporte de farmaco constituye un aspecto importante de la invencién. Esto proporciona oportunidades uUnicas que no
es posible que estén presentes en otras formas de aporte de farmacos de geles o hidrogeles. El primer medio de
control disponible debido al gel que se esta cargando en una fibra de polimero biodegradable es la capacidad de
esta fibra para liberar agentes que se sabe que reticulan el gel. De este modo, a lo largo del tiempo, se incrementa
realmente la densidad de reticulacion del gel, lo que retardara la liberacion del agente terapéutico. Esta liberacion del
agente de reticulacion desde la envuelta de fibra de polimero biodegradable es controlable por los medios
esbozados anteriormente, es decir usando un coctel de pesos moleculares, o cambiando la concentracion de la fase
acuosa dispersada. Como un caso especial de la envuelta de fibra de polimero biodegradable, esta una envuelta de
polimero biodegradable de varias capas y varios componentes. Esto permite la creacion de especificidad direccional,
asi como cambios en la cinética de liberacién desde cada capa de la envuelta de fibra de polimero biodegradable.
Por ejemplo, considérese el caso de dos capas de fibra de polimero biodegradable en la envuelta. La capa mas
interior puede contener agentes que actuan para reticular el nucleo de gel o hidrogel de la fibra, y esta capa podria
estar compuesta por un polimero biodegradable que tenga una velocidad de degradacion rapida. Ademas, esta capa
podria contener un alto grado de fase acuosa dispersada. En este mismo ejemplo, la capa mas exterior puede estar
compuesta por un polimero biodegradable diferente con una velocidad de degradacion diferente, y una
concentracion diferente de fase acuosa (o gel o hidrogel) dispersada, incluyendo cero. Este ejemplo crearia una
situacion en la que el agente de reticulacion se aportaria hacia el interior del gel o hidrogel en el nucleo de la fibra a
lo largo del tiempo, creando asi una situacion en la que el coeficiente de difusion del agente terapéutico cargado en
el gel o hidrogel en el nucleo de la fibra disminuye a lo largo del tiempo.

Otro caso especial es cuando la fibra polimérica contiene agentes que degradan el gel o hidrogel en el nucleo de la
fibra. Usando la misma légica que se explica anteriormente, esto crea ademas una situacion en la que el coeficiente
de difusion del agente terapéutico en el gel o hidrogel en el nucleo o dispersado dentro de las fibras cambia
continuamente a lo largo del tiempo. Sin embargo, en este caso, la velocidad de difusion se incrementa a lo largo del
tiempo. Este caso particular también tiene la ventaja de que el cuerpo del animal o preferiblemente el ser humano en
el que se implanta la fibra puede no tener las enzimas especificas u otras condiciones quimicas para degradar el gel
o hidrogel. En este caso, cargar agentes de degradacion apropiados en la pared de la fibra permite la degradacion
del gel o hidrogel, y asi ayuda a la depuracion del gel o hidrogel desde el hospedador. De nuevo, segun se describe
anteriormente, la liberacién de los agentes de degradacién es ampliamente controlable al cambiar las propiedades
de las capas de polimero biodegradable en la envuelta de la fibra.

Mediante estos métodos, se observa que la cinética de liberacion del agente terapéutico desde un nucleo de gel o
hidrogel o dispersado en una envuelta de fibra de polimero biodegradable se puede alterar en virtud de la presencia
de la envuelta de polimero biodegradable.

D. Polimeros biodegradables

Polimeros preferidos para el uso en la presente invencién incluyen un polimero individual, un copolimero o una
combinacién de polimeros de poli(L-acido lactico), poli(DL-acido lactico), policaprolactona, poli(acido glicolico) o
polianhidrido. También se pueden usar polimeros presentes en la naturaleza tales como colageno o sedas naturales
reconstituidos. Los expertos en la especialidad entenderan que estos polimeros son solo ejemplos de una clase de
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matrices de polimero biodegradable que se pueden usar en esta invencion. Matrices biodegradables adicionales
incluyen polianhidridos, poliortoésteres y poli(aminoacidos) (Peppas y Langer, 1994). Cualquiera de tales matrices
se puede utilizar para fabricar una matriz de polimero biodegradable con propiedades controladas para el uso en
esta invencion. Una lista no exhaustiva de polimeros biodegradables que producen productos de degradacion
atoxicos se lista en la Tabla 1.

Tabla 1
Polimeros biodegradables

1. Sintéticos
2.

Polipéptidos

Polidepsipéptidos

Copoliamidas nailon-2/nailon-6

Poliésteres alifaticos
Poli(acido glicolico) (PGA) y copolimeros
Poli(acido lactico) (PLA) y copolimero
Poli(succinatos de alquileno)
Poli(hidroxibutirato) (PHB)
Poli(diglicolato de butileno) Poli(e-caprolactona) y copolimeros

Polidihidropiranos

Polifosfacenos

Poli(ortoéster)

Poli(cianoacrilatos)

3. Naturales

Polisacaridos modificados
celulosa, almiddn, quitina

Proteinas modificadas
colageno, fibrina

Adaptada de Wong y Mooney, 1997.
E. Tipos de geles e hidrogeles

En términos simples, un gel es un sistema liquido que actia como un sélido. Mas técnicamente definido, un gel es
un sistema coloidal con al menos dos fases, una de las cuales forma una red tridimensional continua que actua
como un solido elastico. La formacién del gel a través de asociacion fisica, molecular o quimica da como resultado
un peso molecular infinito para el sistema. El material viscoelastico formado tiene un médulo de almacenamiento, G/,
que es mayor que el modulo de pérdida, G", y tanto G' como G" son casi independientes de la frecuencia. [E. R.
Morris, Polysaccharide solution properties: origin, rheological characterization and implications for food systems,
Frontiers in Carbohydrate Research 1: Food Applications (R. P. Millane, J. N. BeMiller y R. Chandrasekaran, eds.),
Elsevier, Londres, 1989, p. 132.] El médulo de almacenamiento caracteriza la rigidez de la muestra, mientras que el
modulo de pérdida caracteriza la resistencia de la muestra al flujo. [Damodaran, Srinivasan, Food Proteins and Their
Applications, Food Science and Technology (Marcel Dekker, Inc.); New York Marcel Dekker, Inc., 1997.] Ejemplos
son soluciones de polimero, soluciones micelares, microemulsiones y, en los ultimos afios, el campo se ha ampliado
con el gran numero de disolventes organicos que se gelifican mediante la presencia de moléculas organicas
pequefias a concentraciones muy bajas.

Un hidrogel se define como un coloide en el que la fase dispersa (el coloide) se ha combinado con la fase continua
(agua) para producir un producto gelatinoso viscoso. [Dictionary of Chemical Terms, 42 Ed., McGraw Hill (1989)]. Los
hidrogeles son capaces de hincharse rapidamente en agua en exceso y retener grandes volimenes de agua en sus
estructuras hinchadas. El material polimérico que comprende el hidrogel puede absorber mas de 20% de su peso en
agua, aunque los hidrogeles formados son insolubles en agua y mantienen redes tridimensionales. [Amidon, Gordon
L., Transport Processes in Pharmaceutical Systems, Drugs and the Pharmaceutical Sciences; v. 102 New York
Marcel Dekker, Inc., 2000]. Habitualmente, estan formados por moléculas de polimero hidréfilo reticuladas bien
mediante enlaces quimicos o bien mediante otras fuerzas de cohesién tales como interaccién iénica, enlaces de
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hidrégeno o interaccion hidréfoba. [J.l. Kroschwitz, Concise Encyclopedia of Polymer Science and Engineering,
Nueva York, Wiley, XXIX, p 1341, 1990.]

Los hidrogeles son solidos elasticos en el sentido de que existe una configuracion de referencia recordada a la que
el sistema vuelve incluso después de que se deforme durante un tiempo muy largo.

Un organogel se define como una fase organica con un componente polimérico entrelazado. Disolventes preferidos
incluyen disolventes organicos atéxicos incluyendo, pero no limitados a, dimetilsulféxido (DMSO), aceites minerales
y aceites vegetales. El término "organogel” se usé inicialmente para describir un concepto de gelificacion especifico,
mediante una solucién de gelatina, de una microemulsion inversa de agua en aceite (véase Luisi y cols. Colloid &
Polymer Science, 1990, vol. 268, p. 356-374). El término se ha extendido recientemente a sistemas gelificados que
comprenden dos fases inmiscibles (agua en aceite) estabilizadas en lecitina enriquecida con fosfatidilcolina y
habitualmente hidrogenadas (véase Williman y cols. Journal of Pharmaceutical Sciences, 1992, vol. 81, p. 871-874, y
Schchipunov y cols., Colloid Journal, 1995, vol. 57, p. 556-560). Estas emulsiones tienen una fase laminar y estan en
la forma de geles incluso en ausencia de agente gelificantes, de ahi el nombre de organogeles, que indica este tipo
de emulsion independientemente de la orientacion de la emulsién (agua en aceite o aceite en agua).

Los tipos de materiales de gel usados en la presente invencion incluyen polisacaridos, incluyendo, pero no limitados
a, amilosa, amilopectina, glucégeno, celulosa, hialuronato, condroitina, heparina, dextrina, inulina, manano, quitina,
galactosa, goma guar, carragenina, agar, furcelarano, goma de xantano, otras gomas hidrocoloidales, pectina, goma
de algarrobo, goma arabiga, goma ghatti, pentosano, arabinogalactano, derivados sintéticos de los mismos y mezcla
de los mismos.

Ejemplos de materiales que pueden formar hidrogeles incluyen polisacaridos naturales y sintéticos y otros polimeros
naturales y sintéticos y sus derivados, y combinaciones de estos. Polisacaridos y polimeros adecuados incluyen,
pero no se limitan a: amilosa, amilopectina, glucégeno, celulosa, acido hialurénico, sulfato de condroitina, heparina,
dextrina, inulina, manano, quitina, galactosa, goma guar, carragenina, agar, furcelarano, goma de xantano, otras
gomas hidrocoloidales, acido péctico y pectina, goma de algarrobo, goma arabiga, goma ghatti, pentosano,
arabinogalactano, alginatos y derivados de alginato, gelano, goma de gelano, glucosa, colageno (y gelatina),
celulosa, carboximetilcelulosa, hidroximetilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, metilcelulosa y metoxicelulosa, fibrina,
xantano y goma de xantano, agarosa, quitosano (polimeros polisacaricos polianionicos), albumina, human gamma
globulina, pululano, carragenina (polimeros polisacaricos polianiénicos), dextrina, dextrano, sulfato de dextrano,
queratina, inulina, dextrosa, amilosa, glucégeno, amilopectina, polilisina y otros poliaminoacidos, poliésteres tales
como polihidroxibutirato y polifosfacinas, poli(alcoholes vinilicos), poli(6xidos de alquileno) particularmente
poli(6xidos de etileno), polietilenglicol (incluyendo PEO-PPO-PEO y copolimeros de bloques similares como
Pluronics®), poli(alilaminas) (PAM), poli(acrilato), polimeros estirénicos modificados, polioles pluronic, poloxameros,
polipropilenos, poliuretanos, poli(acidos uroénicos), poli(cloruro de vinilo), poli(vinilpirrolidona) y copolimeros,
copolimeros de injerto, derivados sintéticos, combinaciones y otras mezclas de los anteriores. Los polisacaridos son
los polimeros preferidos para esta invencion. El alginato, por ejemplo, es biocompatible, no citotoxico, no
carcinégeno, no inflamatorio y no inmunogénico, y, por lo tanto, un buen candidato para el uso.

F. Tipos de materiales poliméricos

Polimeros naturales ejemplares incluyen polisacaridos presentes en la naturaleza, tales como, por ejemplo,
arabinanos, fructanos, fucanos, galactanos, galacturonanos, glucanos, mananos, xilanos (tales como, por ejemplo,
inulina), levano, fucoidano, carragenina, galatocarolosa, acido péctico, pectinas, incluyendo amilosa, pululano,
glucogeno, amilopectina, celulosa, dextrano, dextrina, dextrosa, glucosa, poliglucosa, polidextrosa, pustulano,
quitina, agarosa, queratina, condroitina, dermatano, acido hialurénico, acido alginico, goma de xantano, almidén y
varios otros homopolimeros o heteropolimeros naturales, tales como los que contienen uno o mas de las aldosas,
las cetosas, los acidos o las aminas siguientes: eritrosa, treosa, ribosa, arabinosa, xilosa, lixosa, alosa, altrosa,
glucosa, dextrosa, manosa, gulosa, idosa, galactosa, talosa, eritrulosa, ribulosa, xilulosa, psicosa, fructosa, sorbosa,
tagatosa, manitol, sorbitol, lactosa, sacarosa, trehalosa, maltosa, celobiosa, glicina, serina, treonina, cisteina,
tirosina, asparagina, glutamina, acido aspartico, acido glutamico, lisina, arginina, histidina, acido glucurénico, acido
glucénico, acido glucarico, acido galacturénico, acido manuroénico, glucosamina, galactosamina y acido neuraminico
y derivados de los mismos presentes en la naturaleza. Segun esto, polimeros adecuados incluyen, por ejemplo,
proteinas, tales como albumina.

Polimeros semisintéticos ejemplares incluyen carboximetilcelulosa, hidroximetilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
metilcelulosa y metoxicelulosa. Polimeros sintéticos ejemplares incluyen polifosfacenos, polietilenos (tales como, por
ejemplo, polietilenglicol (incluyendo la clase de compuestos denominados Pluronics®, disponible comercialmente de
BASF, Parsippany, N.J.), polioxietileno y poli(tereftalato de etileno), polipropilenos (tales como, por ejemplo,
polipropilenglicol), poliuretanos, poli(alcohol vinilico) (PVA), poli(cloruro de vinilo) y polivinilpirrolidona, poliamidas
incluyendo nailon, poliestireno, poli(acido lacticos), polimeros hidrocarbonados fluorados, polimeros carbonados
fluorados (tales como, por ejemplo, politetrafluoroetileno), acrilato, metacrilato y poli(metacrilato de metilo) y
derivados de los mismos.
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Los materiales poliméricos se seleccionan de los materiales que se pueden polimerizar o su viscosidad se puede
alterar in vivo mediante la aplicacion de medios exdgenos, por ejemplo, mediante la aplicacion de luz, ultrasonidos,
radiacion o quelacion, solos o en presencia de catalizador afiadido, o por medios enddgenos, por ejemplo, un
cambio en el pH fisiolégico, difusion de iones calcio (alginato) o iones borato (poli(alcohol vinilico)) en el polimero, o
cambio en la temperatura hasta temperatura corporal (37°C).

G. Agentes que promueven la angiogénesis

Una clase de agentes terapéuticos para ser encapsulados por las fibras poliméricas de la presente invencién son los
agentes terapéuticos que promueven la angiogénesis. La ingenieria satisfactoria de nuevo tejido requiere el
establecimiento de una red vascular. La induccién de la angiogénesis esta mediada por una variedad de factores,
cualquiera de los cuales se puede usar junto con la presente invencion (Folkman y Klagsbrun, 1987, y las
referencias citadas alli, cada una incorporada en la presente en su totalidad mediante referencia). Ejemplos de
factores angiogénicos incluyen, pero no se limitan a: factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) o factor de
permeabilidad vascular (VPF); miembros de la familia de factores de crecimiento de fibroblastos, incluyendo factor
de crecimiento de fibroblastos acido (aFGF) y factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF); interleucina-8 (IL-
8); factor de crecimiento epidérmico (EGF); factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) o factor de
crecimiento de células endoteliales derivado de plaquetas (PD-ECGF); factores de crecimiento transformantes alfa y
beta (TGF-a, TGF-B); factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a); factor de crecimiento de hepatocitos (HGF); factor
estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF); factor de crecimiento insulinico-1 (IGF-1);
angiogenina; angiotropina; angiotensina; fibrina y nicotinamida (Folkman, 1986, 1995; Auerbach y Auerbach, 1994;
Fidler y Ellis, 1994; Folkman y Klagsbrun, 1987; Nagy y cols., 1995).

H. Citocinas

En ciertas realizaciones, se contempla el uso de citocinas particulares incorporadas en las fibras poliméricas de la
presente invencion. La Tabla 2 posterior es una lista ejemplar, pero no limitativa, de citocinas y factores relacionados
contemplados para el uso en la presente invencion.

3.1.1.1. Tabla 2

Citocina Referencia

IL-1 humana March y cols., Nature, 315:641, 1985

IL-1 murina Lomedico y cols., Nature, 312:458, 1984

IL-1 humana March y cols., Nature, 315:641, 1985; Auron y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
81:7907,1984

IL-1 murina Gray, J Immunol., 137:3644, 1986; Telford, NAR, 14:9955, 1986

IL-Ira humana Eisenberg y cols., Nature, 343:341, 1990

IL-2 humana Taniguchi y cols., Nature, 302:305, 1983; Maeda y cols., Biochem. Biophys. Res.
Commun., 115:1040, 1983

IL-2 humana Taniguchi y cols., Nature, 302:305, 1983

IL-3 humana Yang y cols., Cell, 47:3, 1986

IL-3 murina Yomkota y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:1070, 1984; Fung y cols., Nature,
307:233, 1984; Miyatake y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:316, 1985

IL-4 humana Yomkota y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83:5894, 1986

IL-4 murina Norman y cols., Nature, 319:640, 1986; Lee y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
83:2061, 1986

IL-5 humana Azuma y cols., Nuc. Acids Res., 14:9149, 1986

IL-5 murina Kinashi y cols., Nature, 324:70, 1986; Mizuta y cols., Growth Factors, 1:51, 1988

IL-6 humana Hirano y cols., Nature, 324:73, 1986

IL-6 murina Van Snick y cols., Eur. J. Immunol., 18:193, 1988

IL-7 humana Goodwin y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:302, 1989

IL-7 murina Namen y cols., Nature, 333:571, 1988

IL-8 humana Schmid y cols., J. Immunol., 139:250, 1987; Matsushima y cols., J. Exp. Med.,

167:1883, 1988; Lindley y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:9199, 1988
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Citocina

IL-9 humana

IL-9 murina
Angiogenina humana
GRO humano

MIP-1 murina

MIP-1 murina

MIF humano

G-CSF humano
GM-CSF humano

GM-CSF murino
M-CSF humano

EGF humano
TGF- humano

FGF acido humano

-ECGF humano

FGF basico humano

IFN- murino

IFN- humano

IGF-I humano

IGF-Il humano

Cadena de NGF humano

NT-3 humana

Cadena A de PDGF

humano

Cadena B de PDGF

humano
TGF-1 humano
TNF- humano

Human TNF- humano
TNF- murino

E-selectina humana

ICAM-1 humana
PECAM humana
VCAM-1 humana

L-Selectina humana (unida

a la membrana)

L-Selectina humana (forma

soluble)

Calcitonina humana

ES 2 623486 T3

Referencia

Renauld y cols., J. Immunol., 144:4235, 1990

Renauld y cols., J. Immunol., 144:4235, 1990

Kurachi y cols., Biochemistry, 24:5494, 1985

Richmond y cols., EMBO J., 7:2025, 1988

Davatelis y cols., J. Exp. Med., 167:1939, 1988

Sherry y cols., J. Exp. Med., 168:251, 1988

Weiser y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:7522, 1989

Nagata y cols., Nature, 319:415, 1986; Souza y cols., Science, 232:61, 1986

Cantrell y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:6250, 1985; Lee y cols., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 82:4360, 1985; Wong y cols., Science, 228:810, 1985

Gough y cols., EMBO J., 4:645, 1985

Wong, Science, 235:1504, 1987; Kawasaki, Science, 230; 291, 1985; Ladner, EMBO J.,
6:2693, 1987

Smith y cols., Nuc. Acids Res., 10:4467, 1982; Bell y cols., NAR, 14:8427, 1986
Derynck y cols., Cell, 38:287, 1984

Jaye y cols., Science, 233:541, 1986; Giménez-Gallego y cols., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 138:611, 1986; Harper y cols., Biochem., 25:4097, 1986

Jaye y cols., Science, 233:541, 1986

Abraham vy cols., EMBO J., 5:2523, 1986; Sommer y cols., Biochem. Biophys. Res.
Comm., 144:543, 1987

Higashi y cols., J. Biol. Chem., 258:9522, 1983; Kuga, NAR, 17:3291, 1989

Gray y cols., Nature, 295:503, 1982; Devos y cols., NAR, 10:2487, 1982; Rinderknecht,
J. Biol. Chem., 259:6790, 1984

Jansen y cols., Nature, 306:609, 1983; Rotwein y cols., J. Biol. Chem., 261:4828, 1986
Bell y cols., Nature, 310:775, 1984

Ullrich y cols., Nature, 303:821, 1983

Huang EJ. Y cols., Development. 126(10): 2191-203, mayo 1999.

Betsholtz y cols., Nature, 320:695, 1986

Johnsson y cols., EMBO J., 3:921, 1984; Collins y cols., Nature, 316:748, 1985

Derynck y cols., Nature, 316:701, 1985

Pennica y cols., Nature, 312:724, 1984; Fransen y cols., Nuc. Acids Res., 13:4417,
1985

Gray y cols., Nature, 312:721, 1984
Gray et |., Nucl. Acids Res., 15:3937, 1987

Bevliacqua y cols., Science, 243:1160, 1989; Hensley y cols., J. Biol. Chem.,
269:23949, 1994

Simmons y cols., Nature, 331:624, 1988

Simmons y cols., J. Exp. Med., 171:2147, 1990

Hession y cols., J. Biol. Chem., 266:6682; Osborn y cols., Cell, 59:1203, 1989

Ord y cols., J. Biol. Chem., 265:7760, 1990; Tedder y cols., J. Exp. Med., 170:123, 1989

Ord y cols., J. Biol. Chem., 265:7760, 1990; Tedder y cols., J. Exp. Med., 170:123, 1989

Le Moullecy cols., FEBS Lett., 167:93, 1984
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Citocina Referencia

Hirudina humana |Dodt y cols., FEBS Lett., 165:180, 1984
(optimizada para E. coli)

|. Polinucledtidos

Los polinucleétidos que se van a incorporar dentro de las fibras poliméricas de la presente invencion se extienden a
una amplia variedad de moléculas de acido nucleico. Los acidos nucleicos incluyen asi ADN gendmico, ADNc, ADN
de una sola hebra, ADN de doble hebra, ADN de triple hebra, oligonucleétidos, Z-ADN, ARNm, ARNt y otros ARN.
Generalmente se prefieren las moléculas de ADN, incluso cuando el ADN se usa para expresar un ARN terapéutico,
tal como una ribozima o ARN antisentido.

Un "gen" o segmento de ADN que codifica una proteina o ARN seleccionados se refiere generalmente a un
segmento de ADN que contiene secuencias que codifican la proteina o el ARN seleccionados, pero se aisla de, o se
purifica libre de, ADN gendmico total de la especie de la que se obtiene el ADN. Se incluyen dentro de los términos
"gen" y "segmento de ADN" segmentos de ADN y fragmentos menores de tales segmentos, y también vectores
recombinantes, incluyendo, por ejemplo, plasmidos, césmidos, un fago, retrovirus, adenovirus, y similares.

El término "gen" se usa por simplicidad para referirse a una unidad que codifica un péptido o proteina funcional.
Como se entendera por los expertos en la especialidad, este término funcional incluye tanto secuencias genémicas
como secuencias de ADNc. "Aislado sustancialmente de otras secuencias codificantes" significa que el gen de
interés forma la parte significativa de la regién codificante del segmento de ADN, y que el segmento de ADN no
contiene porciones grandes de ADN codificante presente en la naturaleza, tales como fragmentos cromosomicos
grandes u otros genes funcionales o regiones codificantes de ADNc. Por supuesto, esto se refiere al segmento de
ADN segun se aisla originalmente, y no excluye genes o regiones codificantes, tales como secuencias que codifican
péptidos lider o secuencias dirigidas, afiadidos mas tarde por el hombre.

La presente invencion no requiere que se usen ADN o vectores muy purificados, con la condicion de que cualquier
segmento codificante empleado codifique una proteina o ARN seleccionados y no incluya ninguna secuencia
codificante o reguladora que tenga un efecto adverso significativo sobre las células diana. Por lo tanto, también se
entendera que secuencias de acido nucleico Utiles pueden incluir residuos adicionales, tales como secuencias no
codificantes adicionales que flanquean cualquiera de las porciones 5' o 3' de la region codificante o pueden incluir
diversas secuencias internas, es decir, intrones, que se sabe que se presenten dentro de los genes.

Muchos segmentos de ADN adecuados se pueden obtener a partir de fuentes existentes, incluyendo las
comerciales. También se puede obtener un nuevo segmento de ADN que codifica una proteina de interés usando
una cualquiera o mas de una variedad de técnicas bioldégicas moleculares generalmente conocidas por los expertos
en la especialidad. Por ejemplo, bibliotecas de ADNc o gendmicas se pueden cribar usando cebadores o sondas con
secuencias disefiadas. También se puede usar la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) para generar un
fragmento de ADN que codifica una proteina de interés.

Después de identificar un gen o molécula de ADN seleccionados apropiados, se puede insertar en uno cualquiera de
los muchos vectores actualmente conocidos en la especialidad, de modo que dirigira la expresion y la produccion de
la proteina seleccionada cuando se incorpore en una célula diana. En un vector de expresion recombinante, la
porcién codificante del segmento de ADN se situa bajo el control de un elemento promotor/potenciador. El promotor
puede estar en la forma del promotor que esta asociado naturalmente con un gen seleccionado, como se puede
obtener al aislar las secuencias no codificantes 5' situadas aguas arriba del segmento o exdén codificante, por
ejemplo, usando clonacion recombinante y/o tecnologia de PCR.

En otras realizaciones, se contempla que se obtendran ciertas ventajas al situar el segmento de ADN codificante
bajo el control de un promotor recombinante, o heterélogo. Segun se usa en la presente, un promotor recombinante
o heterdlogo esta destinado a referirse a un promotor que normalmente no esta asociado con un gen seleccionado
en su ambiente natural. Tales promotores pueden incluir los normalmente asociados con otros genes seleccionados,
y/o promotores aislados de cualquier otra célula bacteriana, viral, eucariotica o mamifera. Naturalmente, sera
importante emplear un promotor que dirija eficazmente la expresion del segmento de ADN en las células diana
elegidas.

El uso de promotores recombinantes para alcanzar la expresion de proteinas es conocidos generalmente por los
expertos en la especialidad de la biologia molecular, por ejemplo, véase Sambrook y cols. (1989; incorporado en la
presente mediante referencia). Los promotores empleados pueden ser constitutivos, o inducibles, y se pueden usar
bajo las condiciones apropiadas para dirigir una expresion de alto nivel o regulada del segmento de ADN introducido.
La expresion de genes bajo el control de promotores constitutivos no requiere la presencia de un sustrato especifico
para inducir la expresidon génica y se producira bajo todas las condiciones de crecimiento celular. En contraste, la
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expresion de genes controlada por promotores inducibles es sensible a la presencia o ausencia de un agente
inductor.

Se pueden usar con los mismos promotores aislados del genoma de virus que crecen en células mamiferas, p. €j.,
RSV, virus variolovacunal 7.5K, SV40, HSV, adenovirus MLP, MMTV LTR y promotores de CMV, asi como
promotores producidos mediante técnicas de ADN recombinante o sintéticas. Promotores actualmente preferidos
son aquellos tales como CMV, RSV LTR, el promotor de SV40 solo, y el promotor SV40 en combinaciéon con el
potenciador de SV40.

Elementos promotores/potenciadores especificos de tejidos y regiones de control de la transcripcion que exhiben
especificidad tisular ejemplares incluyen, pero no se limitan a: la region de control del gen de elastasa | que es activa
en células acinares pancreaticas; la region de control del gen de insulina que es activa en células pancreaticas; la
region de control del gen de inmunoglobulina que es activa en células linfoides; las regiones de control de los genes
de albumina, 1-antitripsina y —fetoproteina que son activas en el higado; la region de control del gen de —globina que
es activa e células mieloides; la regidon de control del gen de proteina basica de mielina que es activa en
oligodendrocitos del cerebro; la region de control del gen de la cadena ligera 2 de miosina que es activa en el
musculo esquelético; y la regiéon de control del gen de la hormona liberadora gonadotrépica que es activa en el
hipotalamo.

También se pueden requerir sefales de iniciacion especificas para la traduccién suficiente de secuencias
codificantes de proteina insertadas. Estas sefiales incluyen el codén de inicio ATG y secuencias adyacentes. En
casos en los que toda la secuencia codificante, incluyendo el codén de inicio y secuencias adyacentes, se inserta en
los vectores de expresion apropiados, pueden no ser necesarias sefales de control de la traduccién adicionales. Sin
embargo, en casos en los que solo se inserta una porciéon de la secuencia codificante, se deben proporcionar
sefiales de control de la traduccidon exdgenas, incluyendo el codén de inicio ATG. El codén de inicio debe estar en
fase con el marco de lectura de las secuencias codificantes de proteina para asegurar la traduccion de toda la
insercion. Estas sefiales de control de la traduccion exdgenas y codones de inicio pueden ser de una variedad de
origenes, tanto naturales como sintéticos. La eficacia y el control de la expresion se pueden potenciar mediante la
inclusion de secuencias de atenuacion de la transcripcion, elementos potenciadores, etc.

Se puede usar una variedad de vectores, incluyendo, pero no limitados a, los derivados de ADN bacteriofagico
recombinante, ADN plasmidico o ADN cosmidico. Por ejemplo, se pueden usar vectores plasmidicos tales como
pBR322, pUC 19/18, pUC 118, 119 y la serie de vectores M13 mp. Vectores bacteriofagicos pueden incluir gt10, gtl
1, gtl8-23, ZAP/R y la serie de vectores bacteriofagicos EMBL. Vectores cosmidicos que se pueden utilizar incluyen,
pero no se limitan a, pJB8, pCV 103, pCV 107, pCV 108, pTM, pMCS, pNNL, pHSG274, COS202, COS203, pWE15,
pWE16 y la serie de vectores caromido 9. También se pueden usar vectores que permiten la transcripcion in vitro de
ARN, tales como vectores SP6, para producir grandes cantidades de ARN que se puede incorporar en matrices.

Los genes y los segmentos de ADN seleccionados también pueden estar en la forma de una insercion de ADN
situada dentro del genoma de un virus recombinante, tal como, por ejemplo, un herpesvirus recombinante, retrovirus,
virus variolovacunales, adenovirus, virus adenoasociados o papilomavirus bovino. Aunque se pueden usar vectores
integradores, a menudo se preferiran sistemas no integradores, que no transmiten el producto génico a células hijas
durante muchas generaciones. De este modo, el producto génico se expresa durante un proceso biolégico definido,
p. €j., un proceso de curacion de heridas, y como el gen se diluye en generaciones descendientes, la cantidad de
producto génico expresado se disminuye.

En tales realizaciones, para poner el gen en contacto con una célula diana, se prepararan las particulas virales
recombinantes, cuyo genoma incluye la inserciéon génica, y entran en contacto con las células o los tejidos diana a
través de la liberacion desde la fibra polimérica de la presente invencion, con lo que el virus infecta las células y
transfiere el material genético.

También se contemplan para el uso en la invencién genes con secuencias que varian con respecto a las descritas
en la bibliografia, con tal de que el gen alterado o modificado todavia codifique una proteina que funcione para
afectar a las células diana del modo (directo o indirecto) deseado. Estas secuencias incluyen las provocadas por
mutaciones puntuales, las debidas a las degeneraciones del cédigo genético o variantes alélicas presentes en la
naturaleza, y modificaciones adicionales que se han introducido mediante ingenieria genética, es decir, por el
hombre.

Técnicas para introducir cambios en las secuencias nucleotidicas que estan disefiadas para alterar las propiedades
funcionales de las proteinas o los polipéptidos codificados son muy conocidas en la especialidad. Tales
modificaciones incluyen la supresion, insercion o sustitucion de bases, y asi cambios en la secuencia de
aminoacidos. Los cambios se pueden realizar para incrementar la actividad de una proteina, para incrementar su
estabilidad bioldégica o semivida, para cambiar su patrén de glicosilacion, conferir sensibilidad a la temperatura o
alterar el patrén de expresion de la proteina, y similares. Todas estas modificaciones de las secuencias nucleotidicas
estan abarcadas por esta invencion.
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Una ventaja de la presente invencion es que se puede usar uno o mas de un gen seleccionado en los métodos y las
composiciones de transferencia génica. Los métodos de aporte de acidos nucleicos pueden asi implicar la
administracion de uno, dos, tres o mas genes seleccionados. El nUmero maximo de genes que se puede aplicar esta
limitado solamente por consideraciones practicas, tales como el esfuerzo dedicado a preparar simultdneamente un
gran numero de construcciones génicas o incluso la posibilidad de provocar un efecto citotoxico adverso. La
combinacién de genes particular se puede elegir para alterar rutas bioquimicas iguales o diferentes. Por ejemplo, un
gen de factor de crecimiento se puede combinar con un gen de hormona; o un primer gen de hormona y/o factor de
crecimiento se puede combinar con un gen que codifica un receptor de la superficie celular capaz de interactuar con
el producto polipeptidico del primer gen.

Al usar multiples genes, se pueden combinar en una sola construccion genética bajo el control de uno o mas
promotores, o se pueden preparar como construcciones separadas de tipos iguales o diferentes. Asi, se puede
emplear una combinacion casi infinita de diferentes genes y construcciones genéticas. Ciertas combinaciones de
genes se pueden disefiar para, o su uso puede dar como resultado de otro, la consecucion de efectos sinérgicos
sobre la estimulacion celular y el crecimiento tisular, todas y cada una de estas combinaciones pretenden estar
dentro del alcance de la presente invencion. En efecto, se han descrito en la bibliografia cientifica muchos efectos
sinérgicos, de modo que un experto normal en la especialidad seria capaz de identificar facilmente combinaciones
de genes sinérgicas similares, o incluso combinaciones de genes-proteinas.

Se entendera que, si se desea, el segmento nucleico o gen se podria administrar en combinacién con agentes
adicionales, tales como, p. €j., proteinas o polipéptidos o diversos agentes farmacéuticamente activos. Con tal de
que el material genético forme parte de la composicion, virtualmente no hay limite para otros componentes que
también se puedan incluir, dado que los agentes adicionales no provocan ningun efecto adverso significativo al
entrar en contacto con las células o los tejidos diana. Los acidos nucleicos se pueden aportar asi junto con varios
otros agentes, por ejemplo, en ciertas realizaciones, se puede desear administrar un factor angiogénico como el
descrito en la Patente de EE. UU. 5.270.300 e incorporada en la presente mediante referencia.

Como la naturaleza quimica de los genes, es decir, como una cadena de nucleétidos, es esencialmente invariable, y
como el proceso de transferencia y expresion génica es fundamentalmente el mismo, se entendera que el tipo de
genes transferidos por las matrices fibrosas de la presente invencion es virtualmente ilimitado. Esto se extiende
desde la transferencia de una mezcla de material genético que expresa fragmentos antigénicos o inmunogénicos
para el uso en la vacunacién con ADN; hasta la estimulacion de la funcion celular, como en las curacion de heridas;
hasta aspectos de destruccion celular, tal como en la transferencia de genes supresores de tumores, oncogenes
antisentido o genes inductores de apoptosis a células cancerosas.

Solamente a modo de ejemplo, genes que van a ser suministrados por la invencion incluyen, pero no se limitan a,
los que codifican y expresan: hormonas, factores de crecimiento, receptores de factores de crecimiento, interferones,
interleucinas, quimiocinas, citocinas, factores estimulantes de colonias y factores quimiotacticos; factores de
transcripcion y elongacion, proteinas de control del ciclo celular, incluyendo cinasas y fosfatasas, proteinas de
reparacion de ADN, genes inductores de la apoptosis; genes inhibidores de la apoptosis, oncogenes, oncogenes
antisentido, genes supresores de tumores; proteinas angiogénicas y antiangiogénicas; proteinas estimulantes y
moduladoras de respuestas inmunitarias; receptores de la superficie celular, moléculas de sefializacién y proteinas
de transporte accesorias; enzimas; y proteinas antibacterianas y antivirales.

J. Estuches

Todos los materiales y reactivos esenciales requeridos para los diversos aspectos de la presente invencion se
pueden reunir en un estuche. Los estuches de la presente invenciéon también incluiran tipicamente medios para
contener los viales que comprenden los componentes deseados confinados para venta comercial tal como, p. €j.,
una inyeccion o recipientes de plastico moldeados por soplado en los que se retienen los viales deseados.
Independientemente del nimero o el tipo de recipientes, los estuches de la invencién tipicamente estan envasados
con instrucciones de uso de los componentes del estuche.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen para mostrar realizaciones preferidas de la invencion y no pretenden limitar de
ningun modo el alcance de la invencion. Se debe apreciar por los expertos en la especialidad que las técnicas
divulgadas en los ejemplos que siguen representan técnicas descubiertas por el inventor para funcionar bien el la
practica de la invencion, y asi se debe considerar que constituyen modos preferidos para su practica. Sin embargo,
los expertos en la especialidad deben apreciar, a la luz de la presente divulgacion, que se pueden realizar muchos
cambios en las realizaciones especificas que se divulgan y mantener sin embargo un resultado igual o similar sin
apartarse del alcance de la invencion.
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Ejemplo 1
Extrusion de fibras con alma de gel o hidrogel

En una realizacién de la presente invencion, se usa el siguiente procedimiento para crear fibras de liberacion de
farmaco con alma de gel o hidrogel. El aparato usado se representa en la Figura 7, que detalla una hilera para fibras
en la que se alimenta un fluido coagulante interno a través de un tubo hipodérmico de pequefio diametro, que esta
centrado en una aguja hipodérmica de extremo romo. Sin embargo, se incluye dentro del alcance de la invencioén
cualquier configuracion similar que incluya versiones aumentadas a escala y aparatos construidos especificamente.
Esta configuracion permite que un anillo de polimero fluya a través de la hilera, con un alma de gel o hidrogel
basado en agua. En primer lugar, un polimero biodegradable tal como poli(L-acido lactico) (PLLA), poli(DL-acido
lactico), policaprolactona, poli(acido glicolico), polianhidrido, o copolimeros o combinaciones de estos u otros
polimeros biodegradables se disuelve en algun disolvente (A) apropiado en concentraciones que varian de 5 a 30%
en peso dependiendo del tipo de polimero, prefiriéndose 10% en peso para PLLA con un peso molecular de 200 kD.
En esta realizacion, el disolvente (A) tiene baja miscibilidad con agua, y es muy miscible con el disolvente del bafio
de coagulacion (B), pero no con el agua del gel o hidrogel del alma. El agua no funciona como un disolvente o
codisolvente en esta aplicacion. Elecciones preferidas del disolvente (A) incluyen cloroformo y cloruro de metileno.
Una vez que el polimero se disuelve en el disolvente elegido, tipicamente se afiade un no disolvente (disolvente C) a
la solucién de polimero en una concentracién apropiada para reducir el poder de solvatacion del sistema disolvente,
y sin embargo no lleva a la solucion hasta su punto de turbidez. Este no disolvente es muy miscible con el disolvente
(A) y con el disolvente (B), y en algunos casos puede ser el mismo que el disolvente (B). Elecciones tipicas incluyen
isooctano, ciclohexano y hexano. Este no disolvente lleva al polimeros de la solucion cerca de su punto de turbidez,
de modo que la solucién precipitara mas rapidamente para formar una fibra cuando se extruya en el bafio
coagulante, disolvente (B).

El gel o hidrogel se prepara usando procedimientos estandar conocidos por los que tienen practica en la
especialidad. Como un ejemplo, para un fluido interno de alginato gelificado internamente, polvo de alginato sédico
se disuelve en primer lugar en agua destilada-desionizada para dar una concentracion en el intervalo de 0,5 a 50%
en peso, deseandose para este ejemplo 1% en peso. Una vez disuelto, la solucion se filtra estérilmente para
proporcionar una materia prima apropiada para el procedimiento de extrusion de gel. Para promover la gelificacion
interna del alginato, una cantidad apropiada de carbonato calcico, CaCOs;, se afiade a la solucidon y se mezcla a
fundo mediante turbidez, ultrasonidos u homogeneizacion. El carbonato calcico no es soluble en agua a pH neutro,
de modo que el polvo se suspende finalmente en la solucion de alginato. Se afiade a esta solucion una cantidad
apropiada de D-glucono-delta-lactona (GDL) para reducir lentamente el pH de la solucién, lo que inicia la liberacion
de Ca"" libre del CaCOj para reticular los residuos de acido gulurénico del alginato, formando asi un hidrogel. La
velocidad de gelificacion y las propiedades del gel se pueden controlar a través de la concentracion de CaCOs y la
relacién de GDL a CaCOs3 usada en la solucion.

A continuacion, la soluciéon de gel preparada y la solucion de polimero se extruyen inmediatamente en el bafio de
coagulacion que contiene el disolvente (B), a través del dispositivo de hilera representado en la Figura 7, de modo
que el polimero fluya alrededor de un tubo central que contiene el gel o hidrogel y, si se desea, un farmaco de
eleccion bien disuelto en el gel o bien encapsulado en nanoesferas o liposomas y suspendido en el gel. La soluciéon
de polimero y el nucleo de gel o hidrogel se extruyen en el bafio de coagulacién a través de una hilera segun el
tamafo de la fibra deseada, puesto que estas fibras tipicamente no se estiran, el tamafio final de la fibra esta cerca
del tamafio de la hilera. La relaciéon 6ptima de anillo externo a diametro del gel o hidrogel se necesita determinar
experimentalmente. Por ejemplo, para obtener fibras cuyo diametro externo es aproximadamente 500 um, el
laboratorio del inventor ha usado una luz exterior de calibre 18 con una luz interior de calibre 24 o 25 para el fluido
del alma. Cualquier gel basado en agua, componente de hidrogel precursor o hidrogel se puede aportar a través del
tubo central. Frecuentemente, el gel o hidrogel interior estd soportando un farmaco que es incompatible con
disolventes organicos, o el gel o hidrogel no tolera la presencia de disolventes organicos. Por lo tanto, generalmente
se prefiere que el disolvente para el gel o hidrogel (generalmente agua) sea inmiscible con los disolventes (A), (B) y
(C). El disolvente (B) debe ser altamente miscible con los disolventes (A) y (C), inmiscible con el componente acuoso
del fluido del alma y debe ser un no disolvente para el polimero; el hexano y el pentano son las elecciones mas
tipicas, pero tedricamente funcionara cualquier disolvente que cumpla los criterios anteriores y extraiga rapidamente
el disolvente de la solucién de polimero. Por eso, el cloroformo y el pentano constituyen una buena combinacién de
disolvente y bafio de coagulacion con isooctano como el no disolvente afiadido. Debido a que el disolvente (A) es
altamente miscible con el disolvente (B) del bafio de coagulacién, se difunde libremente desde la corriente de
solucion de polimero hacia el bafio de coagulacion, reduciendo el poder disolvente de la solucion de polimero por
debajo del punto de turbidez, lo que hace que el polimero empiece a precipitar para formar una envuelta polimérica
soélida. Ocasionalmente, la envuelta polimérica debe empezar a precipitarse y formarse antes de que se someta al
estrés de ser expuesta al gel o hidrogel que fluye en la luz interior. Esto requiere que las posiciones axiales de la luz
interior sobresalgan por debajo de la salida del anillo externo (0-2 mm tipicos en el laboratorio del inventor) para
asegurar que la solucién de polimero se exponga al bafio coagulante justo antes de que el fluido del alma de gel o
hidrogel entre en contacto con el polimero. El no disolvente (C), incorporado en la solucion de polimero, acelera el
proceso de precipitacion. Como ni el disolvente (A) ni el (B) se difunden libremente en el fluido del alma, solamente
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se crea un unico frente de coagulante a medida que el polimero sale de la hilera, encapsulando de ese modo el gel o
hidrogel del alma. La distancia que cae la fibra en el bafio de coagulacién es importante para la formacion de la fibra
y sus propiedades definitivas, y es tipicamente 10-30 cm. En el laboratorio del inventor, se ha dejado que la fibra
caiga libremente y se recoja en el fondo del recipiente del bafio de coagulacién; sin embargo, otros disefios,
incluyendo la fibra fuera del bafio de coagulacién, se incluyen como parte de esta invencion. La fibras extruida se
puede procesar posteriormente y almacenar de un nimero de modos, incluyendo liofilizada, congelada o secada al
horno, y ponerse en un desecador o congelador, dependiendo de las condiciones de almacenamiento
recomendadas de las biomoléculas cargadas y las propiedades del gel o hidrogel.

Ejemplo 2
Técnica de fabricacion alternativa para el ejemplo 1, para fibra hidrofila

La unica diferencia es usar como un bafio de coagulacién una molécula tal como poli(etilenglicol) (PEG) de bajo
peso molecular (en el intervalo de 200 a 600 daltons es tipico). Este polimero es miscible con cloroformo y cloruro de
metileno, y sin embargo un no disolvente para el polimero, tal como PLLA. Por lo tanto, se califica como un bafio de
coagulacion, sin embargo, este bafio de coagulacidon Unico crea un red interpenetrante de PEG en la pared de la
fibra, haciéndola hidréfila al exponer a un ambiente acuoso. Esto puede tener implicaciones interesantes para la
implantacion y puede alterar la respuesta celular a las fibras.

Ejemplo 3
Ingenieria de tejido neural

En este aspecto de la presente invencion, series paralelas de fibras se empaquetan en tubos 25 y se cargan con
neurotrofinas para el crecimiento axonal. El tubo puede ser una version muy grande de una fibra de la composicion
reivindicada en esta invencion, en la que el nucleo de gel o hidrogel puede tener una concentracion de cero, o
alternativamente se puede disefiar con una envuelta externa de gel o hidrogel, con un nucleo interior de gel o
hidrogel de varios componentes con una capa intermedia que consiste en polimero biodegradable. El gel o hidrogel
mas interior puede tener una concentracion de cero, y la capa de polimero biodegradable puede estar cargada con
agentes terapéuticos bien en una fase dispersada o bien directamente mezclada con el polimero. El gel o hidrogel
exterior también puede contener agentes terapéuticos como también el gel o hidrogel interior. Dentro del tubo hay
una serie paralela de fibras, cuya composicién puede estar descrita 0 no por esta invencién o la invencion previa de
los presente inventores. Para este ejemplo, al menos un componente, bien el tubo o bien al menos una fibra debe
ser de una composicion como la descrita en esta invencion. Esta serie de fibras dentro del tubo se coloca en varios
nervios periféricos o centrales. Los agentes terapéuticos se pueden cargar en un gradiente lineal o algun otro
apropiado en cada elemento del dispositivo en el que se carguen (el gel o hidrogel exterior del tubo, la capa de
polimero biodegradable intermedia o el nicleo mas interior del tubo, asi como las fibras individuales dentro del tubo
en todos y cada uno de los posibles constituyentes que se describen en la presente), pero el gradiente puede diferir
en cada presencia dentro del dispositivo segun se desee. Este dispositivo se implanta salvando el espacio entre los
extremos de los mufiones nerviosos. A medida que el dispositivo libera sus agentes terapéuticos, que pueden
consistir en neurotrofinas, agentes antiinflamatorios, factores angiogénicos, agentes quimiotacticos o
quimiorrepulsivos especificos, etc., los axones, la vasculatura y otras células y tejido de soporte empiezan a migrar a
través de la lesion. Una vez que los axones alcanzan el extremo distal, so proporcionadas indicaciones de guia por
células de Schwann o gliales existentes y a continuacion se pueden realizar reconexiones. Se ha encontrado
previamente que los axones reciben una guia de contacto mediante estos haces de fibras y son capaces de
atravesar al menos 1,8 cm en una reseccion de nervio ciatico de rata usando fibras no cargadas. La densidad dptima
de fibras no cargadas en el tubo es aproximadamente 32 fibras en un tubo de 1,5 mm de diametro para el
crecimiento de nervio ciatico de rata.

Ejemplo 4
Preparacion de uso de endoprétesis de fibra polimérica

En otra realizacion, las fibras se pueden cargar con un farmaco de interés y usar en endoprotesis u otros dispositivos
médicos en los que se requiera resistencia mecanica. Las endoprotesis pueden estar tejidas de tal modo que tengan
fibras cargadas entremezcladas con fibras no cargadas si es necesario para las propiedades mecanicas.

Las fibras también se pueden usar junto con endoproétesis disponibles comercialmente para aportar farmacos en la
zona de colocacién. En este caso, las fibras no deben proporcionan soporte mecanico, sino que solo serviran como
un depdsito para aporte de farmaco.
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Ejemplo 5
Preparacion y uso de apositos para heridas

En otra realizacion, una gasa o aposito se puede elaborar a partir de estas fibras. Este apésito puede tener dos
caras, una superficie superior que liberara moléculas para la reepitelializacion y proporcionara un sustrato para estas
células. La superficie inferior promovera la regeneracion de tejido dérmico. Este aposito esta disefiado para la
curacion de heridas dérmicas, incluyendo quemaduras, heridas dérmicas de profundidad total y heridas y escaras
cronicas o que no se curan. Cada fibra puede tener una configuracion de varios componentes y varias capas para
proporcionar liberacion temporal de farmacos o factores que corresponden aproximadamente a las tres fases de la
curacion de heridas dérmicas.

Como un ejemplo, en el caso de un aposito disefiado para pacientes con traumatismo, el primer producto quimico a
liberar podria ser un procoagulante para ayudar a detener la hemorragia. La siguiente capa podria liberar a
continuacion citocinas para ayudar a incorporar neutréfilos y macrofagos para la siguiente fase de la curacion de la
herida. Finalmente, una liberacion de factores ayuda a reducir el tejido cicatrizal excesivo y a inhibir las
contracciones, que son particularmente incapacitantes para pacientes quemados.

Ejemplo 6
Fabricacion de arterias artificiales

Es posible construir una arteria artificial usando técnicas descritas en la presente. Una serie de secciones cilindricas
concéntricas huecas se puede tricotar, coser, trenzar o fabricar usando tecnologia no tejida con fibras cargadas con
diversos agentes bioldgicos. El cilindro mas interior preferiblemente esta tejido apretadamente y contiene farmacos o
agentes para promover la migracion, la extension y el funcionamiento de una capa de células endoteliales intactas.
El siguiente cilindro esta compuesto por una arquitectura tejida o tricotada con fibras predominantemente arrolladas
circunferencialmente alrededor del cilindro interior. Esta capa inducira la migracion y la proliferacion de fibras del
musculo liso, y promovera la expresion de elastina para crear el medio elastico interno. El siguiente cilindro esta
compuesto por fibras tricotadas o no tejidas y contendra farmacos para promover el crecimiento infiltrante de
fibroblastos, macréfagos y la creacion de una matriz extracelular. La ultima capa estara compuesta por fibras
longitudinales que promoveran la vascularizacion de las células arteriales a través de vasos vasculares artificiales,
creados mediante fibras que liberan VEGF, u otros promotores de la angiogénesis.

Ejemplo 7
3.7. Armazon para aporte de farmaco

En ofra realizacion de aplicacion, estas fibras se pueden usar para armazones para aporte de farmacos en lugares
en los que es apropiado un formato fibroso. Por ejemplo, dentro del ojo, donde es mas probable que las
microesferas u otros formato interfieran con la vision del sujeto, una fibra se podria fijar y no flotar en el campo de
vision. Las fibras pueden ser capaces de permanecer en su lugar mejor que las microesferas u otros formatos tales
como nanoparticulas, hidrogeles, etc.

Ejemplo 8

Angiogénesis in situ dirigida

En esta realizacion, una o mas fibras que contienen uno o mas de la familia de factores angiogénicos tales como
VEGF, bFGF, angiotensina u otros que se sabe que inducen la angiogénesis se colocan dentro del cuerpo a lo largo
del camino en el que se desea la angiogénesis dirigida. Cuando la fibra empieza a liberar los factores angiogénicos,
células endoteliales procedentes de la vasculatura circundante seran inducidas a migrar hacia la fibra o las fibras
después de un proceso similar a la angiogénesis normal. La fibra o las fibras usadas pueden tener una o mas de las
composiciones descritas en esta invencion, o puede ser un tubo con VEGF o un factor de crecimiento similar que es
quimiotactico para células endoteliales sobre el interior, y un factor diferente para musculos lisos sobre el exterior.
De este modo, se puede determinar el tamafo del vaso creado. En esta aplicacion, las células son guiadas a
armazones inicialmente libres de células por factores de crecimiento especificos para las células.
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Ejemplo 9
Curacion de fracturas éseas

Eb otra realizacién de curacion de heridas, proteinas que se sabe que potencian la curaciéon de fracturas 6seas se
cargan en una fibra. Esta fibra se puede envolver a continuacién alrededor del hueso en la zona de la fractura,
liberando los factores de crecimiento y aumentando la velocidad de reparacion de la fractura.

Estas fibras bien pueden tener una estructura helicoidal (hélice simple o multiple) o bien pueden estar tejidas en una
tela abierta floja. En el formato bien helicoidal o bien tejido, las fibras se colocan alrededor de los fragmentos de
hueso, manteniéndolos en su lugar mientras liberan sus factores de crecimiento.

En el caso de una fractura que no se cura debido a suministro sanguineo perdido o pobre a la zona de la fractura, se
puede usar una fibra o un grupo de fibras que contienen VEGF o su equivalente pata potenciar el suministro de
sangre al area fracturada.

En esta realizacion, las fracturas éseas se pueden curar a velocidades aceleradas en comparacion con las fracturas
no tratadas, y en ciertos casos se pueden curar seudoarticulaciones.

En una tercera aplicacion mas de curacion de huesos, se pueden usar fibras que liberan analgésicos en el area local
de la fractura. En este caso, la fibra se puede usar en casos en los que se implantan placas, tornillos u otros
dispositivos ortopédicos o se realizan otras manipulaciones quirdrgicas del hueso. El alivio del dolor local puede
conducir al paciente a aplicar carga a la fractura mas pronto y puede conducir a una reparacion mas fuerte y mas
rapida, asi como hacer la vida mas cémoda al paciente.

Ejemplo 10
Curacion de ulceras cutaneas

De forma similar al ejemplo 5 que describia una forma de curacién de heridas dérmicas, otro ejemplo importante de
esta tecnologia es el potencial de curacion de Ulceras cutaneas crénicas de diversos origenes, tales como Ulceras
podales diabéticas, Ulceras venosas y escaras de decubito generales. Estas afecciones, y potencialmente otras
afecciones similares, se puede curar basandose en la creaciéon de una malla no tejida fibras que liberan factores que
se sabe que aceleran la curacion de heridas dérmicas, por ejemplo, factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), factor de crecimiento transformante-beta (TGF-beta) y VEGF o una proteina similar. Esta malla no tejida se
puede insertar o rellenar directamente en la Ulcera o herida, donde estos factores de crecimiento pueden ayudar a
acelerar el proceso de curacion de heridas. Estos apoésitos pueden estar disefiados para la curacion de escaras y
Ulceras dérmicas. En este caso, existe poca necesidad de reducir la hemorragia; en cambio, una de las mayores
necesidades de estos pacientes, particularmente aquellos con Ulceras diabéticas, es la falta de suministro de sangre
a la zona de la herida. Por lo tanto, los factores que inducen la angiogénesis pueden ser capaces de incrementar la
circulacién y ayudar a rejuvenecer el tejido en la zona de la escara o la Ulcera.

Cada apésito puede estar disefiado para las necesidades particulares de los diversos tipos de heridas o escaras al
alterar las biomoléculas que se liberan, y la cinética a la que se liberan.

Ejemplo 11
Injertos musculares

En otra realizacion, series paralelas de fibras se pueden cargar con células madre musculares. Estas células madre
pueden ser de origen de musculo cardiaco, liso o esquelético. Una vez que estas células madre musculares se
siembran sobre la serie de fibras, las fibras se pueden estirar mecanicamente in vitro para ayudar a que estas fibras
se alineen y se diferencien apropiadamente. El alineamiento también se puede conseguir al usar fibras de diametro
muy pequefio. La experiencia de los presentes inventores con axones indica que con fibras del orden de 50 ym de
diametro, tienden a ayudar a que las células se alineen paralelas al eje de las fibras. Otras fibras de este haz pueden
liberar factores angiogénicos para crear un suministro vascular para las células musculares. En el caso de tejido
muscular esquelético o liso, también se pueden incluir fibras para el crecimiento nervioso para inducir la formacién
de uniones neuromusculares. Diversas condiciones experimentales usadas para recoger, aislar, reproducir y
diferenciar estas células madre son conocidas por los expertos en la especialidad, y no es parte de esta patente.
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Ejemplo 12
Tratamiento del glaucoma

De forma similar al aporte de farmaco en el ojo, descrito en el ejemplo 7, y la endoprétesis neural descrita
brevemente en el ejemplo 3, el glaucoma se puede tratar al combinar un aporte de farmaco intraocular con un
tratamiento neural aplicado al nervio 6ptico. Las células ganglionares retinales sufren apoptosis que conduce a una
muerte de los axones del nervio éptico. Se establece como hipotesis que si las células se pudieran soportar tanto
dentro del ojo como a lo largo del camino del nervio optico, las células podrian ser capaces de sobrevivir. Un haz de
fibras que libera factores de crecimiento tales como NT-4, BDNF, CNTF se puede aplicar topicamente al exterior del
nervio optico. Simultaneamente, fibras que liberan inhibidores de la apoptosis o factores para soportar las células
ganglionares retinales se implantan dentro del ojo. Este esfuerzo combinado puede prolongar o salvar la vista de los
que sufren glaucoma.

Como se observa a partir de los ejemplos precedentes, es posible coser a otros tejidos, 6rganos o estructuras una
vez que se entienda la estructura fisiolégica basica. Esto se puede extender a érganos del sistema digestivo, el
sistema musculoesquelético, el sistema urologico, el sistema circulatorio y el sistema nervioso.

Ejemplo 13

Creacion de un nucleo de gel o hidrogel en una envuelta de polimero biodegradable que contiene una fase acuosa
dispersada.

En otra realizacion de la invencion, las fibras con alma de gel también pueden contener agentes terapéuticos en una
fase acuosa dispersada, de gel o hidrogel dentro de la pared de la fibra de polimero biodegradable. El aparato y las
condiciones de extrusion son similares al ejemplo 1 excepto cuando se apunte en la presente.

Una vez que el polimero se disuelve en el disolvente (A), una solucién acuosa o un gel o un hidrogel (incluyendo
precursores) que contiene tanto la biomolécula o biomoléculas de interés como un tensioactivo se afiade a la
solucion de polimero. Adicionalmente, se puede afiadir un tensioactivo al disolvente (A). La concentracion de la fase
acuosa esta tipicamente en el intervalo de 1 a 70% v/v de la solucién de polimero, siendo 4-20% lo mas tipico para
fibras de PLLA cargadas con gel o hidrogel. El tensioactivo puede ser uno o una combinacién de sustancias
familiares para los expertos en la especialidad, tales como albumina de suero bovino (BSA), poli(alcohol vinilico),
pluronics, o tensioactivos biolégicos tales como la familia de fosfolipidos. Otros tensioactivos no mencionados
especificamente en la presente, pero conocidos por los expertos en la especialidad, se incluyen por extension. En un
uso tipico, se usa BSA como el tensioactivo en concentraciones que varian de aproximadamente 10 veces a 100
veces superiores que la molécula bioldgica de interés variando las concentraciones tipicas de 2% en peso a 50% en
peso de la fase acuosa. Nétese que la experiencia de los inventores ha demostrado que las concentraciones altas
de proteina son dificiles en el caso de un gel o hidrogel, y, por lo tanto, el tensioactivo de eleccién puede depender
del tipo de la fase dispersada.

Usando alguna forma de energia mecanica tal como ultrasonidos, turbulencia o fuerzas de cizalladura generadas al
forzar el liquido a través de un orificio pequefio, se forma una emulsion de tipo de agua en aceite entre las fases
acuosa y organica. Dependiendo del volumen de soluciéon acuosa con relacién a la solucion de polimero, la
emulsificacion se puede efectuar por pasos, usando adiciones parciales de la fase acuosa hasta que el volumen total
se incorpore en la solucién de polimero. Esta emulsion debe ser estable durante periodos muy por encima del
tiempo requerido para la extrusion para asegurar la homogeneidad de la emulsion a través del procedimiento de
extrusion. El tamafio de las goticulas de la fase acuosa dispersada depende principalmente de la calidad del
tensioactivo y la cantidad total de energia mecanica impartida al sistema al formar la emulsion. El tamario de la fase
acuosa es una variable importante tanto en la cinética de liberacion como en las propiedades mecanicas de la fibra.
Esta emulsion se usa a continuacion como la solucion de polimero, y todos los otros detalles son los mismos que los
explicados en el ejemplo 1.

Ejemplo 14

Creacion de una fibra hueca con exterior de gel o hidrogel con una fase de gel o hidrogel dispersada dentro de la
pared de la fibra.

Este ejemplo es similar al ejemplo 3 en todos los detalles excepto que se afiade una fase dispersada a la solucion
de polimero que se describe en el ejemplo 13.

Todas las composiciones y los métodos divulgados y reivindicados en la presente se pueden elaborar y ejecutar sin
experimentacion excesiva a la luz de la presente divulgacion. Aunque las composiciones y los métodos de esta
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invencion se han descrito en cuanto a realizaciones preferidas, sera evidente para los expertos en la técnica que se
pueden aplicar variaciones a las composiciones y los métodos y en las etapas o en la secuencia de etapas del
método descrito en la presente sin apartarse del alcance de la invencion. Mas especificamente, sera evidente que
los agentes descritos en la presente se pueden sustituir por ciertos agentes que estan tanto quimicamente como
fisioldgicamente relacionados mientras se alcancen resultados iguales o similares. Se considera que todos estos
sustitutos y modificaciones similares evidentes para los expertos en la especialidad estan dentro del alcance de la
invencion segun se define por las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion de aporte de farmaco que comprende al menos una fibra, en donde dicha fibra comprende una
primera capa integrante y una segunda capa integrante, y en donde dicha primera capa integrante es un polimero
biodegradable y dicha segunda capa integrante se selecciona del grupo que consiste en un gel o un hidrogel, en
donde la primera capa integrante esta presente en la pared externa de la fibra y la segunda capa integrante esta
presente en el alma de la fibra, y en la que un agente terapéutico esta cargado en el gel o el hidrogel, y en donde la
concentracion del gel o el hidrogel varia como una funcién de la distancia a lo largo del eje largo de la fibra.

2. La composicion segun la reivindicacion 1, en la que la primera capa integrante comprende ademas agentes de
liberacién capaces de reticular el gel o hidrogel.

3. La composicién segun la reivindicaciéon 1, en la que la primera capa integrante comprende una envuelta de
polimero biodegradable de varias capas y varios componentes.

4. La composicion segun la reivindicacion 1, que comprende ademas al menos una fibra adicional, en donde dicha
fibra adicional circunscribe una fibra interior adyacente.

5. La composicion segun la reivindicacion 4, en la que dicha fibra interior adyacente esta aproximadamente centrada
dentro de la fibra exterior.

6. La composicion segun la reivindicacion 1, en la que el agente terapéutico es un factor de crecimiento.

7. La composicion segun la reivindicacion 6, en la que dicho factor de crecimiento es un promotor de la
angiogénesis.

8. La composicion segun la reivindicacion 6, en la que dicho factor de crecimiento promueve la regeneracion
nerviosa.

9. La composicién segun la reivindicacion 1, en la que el agente terapéutico es un virus.

10. La composicion segun la reivindicacion 1, en la que el agente terapéutico se selecciona del grupo que consiste
en una proteina, enzimas, factores de transcripcion, moléculas de sefializacion, mensajeros internos, segundos
mensajeros, cinasas, proteasas, citocinas, quimiocinas, proteinas estructurales, interleucinas, hormonas,
anticoagulantes, procoagulantes, agentes antiinflamatorios, antibidticos, agentes que promueven la angiogénesis,
agentes que inhiben la angiogénesis, factores de crecimiento, inmunomoduladores, agentes quimiotacticos, agentes
que promueven la apoptosis, agentes que inhiben la apoptosis y agentes mitogénicos.

11. La composicién segun la reivindicacion 1, en la que dicho gel o hidrogel es un gel precursor o hidrogel precursor.

12. La composicion segun la reivindicacion 1, en la que dicha fibra de polimero biodegradable comprende un
farmaco hidréfobo.

13. La composicién segun la reivindicacion 1, en la que dicho gel o hidrogel comprende un material radiactivo.

14. Una composicion de armazén que comprende una o mas fibras, en donde dichas fibras comprenden una primera
capa integrante y una segunda capa integrante, y en donde dicha primera capa integrante es un polimero
biodegradable y dicha segunda capa integrante se selecciona del grupo que consiste en un gel o un hidrogel, en
donde la primera capa integrante esta presente en la pared externa de la fibra y la segunda capa integrante esta
presente en el alma de la fibra, y en la que un agente terapéutico esta cargado en el gel o hidrogel, y en donde la
concentracion del gel o el hidrogel varia como una funcién de la distancia a lo largo del eje largo de la fibra.

15. La composicion segun la reivindicacion 14, en la que la primera capa integrante comprende ademas agentes de
liberacién capaces de reticular el gel o hidrogel.

16. La composicion segun la reivindicacion 14, en la que la primera capa integrante comprende una envuelta de
polimero biodegradable de varias capas y varios componentes.

17. La composicion segun la reivindicacion 14, que comprende ademas al menos una fibra adicional, en donde dicha
fibra adicional circunscribe una fibra interior adyacente.

18. La composicion segun la reivindicacion 17, en la que dicha fibra interior adyacente esta aproximadamente
centrada dentro de la fibra exterior.

19. La composicién segun la reivindicacion 14, en la que el agente terapéutico es un factor de crecimiento.
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20. La composicion segun la reivindicacion 19, en la que dicho factor de crecimiento es un promotor de la
angiogénesis.

21. La composicidon segun la reivindicacion 19, en la que dicho factor de crecimiento promueve la regeneracion
nerviosa.

22. La composicion segun la reivindicacion 14, en la que el agente terapéutico es un virus.

23. La composicion segun la reivindicacion 14, en la que el agente terapéutico se selecciona del grupo que consiste
en una proteina, enzimas, factores de transcripcion, moléculas de sefializacién, mensajeros internos, segundos
mensajeros, cinasas, proteasas, citocinas, quimiocinas, proteinas estructurales, interleucinas, hormonas,
anticoagulantes, procoagulantes, agentes antiinflamatorios, antibidticos, agentes que promueven la angiogénesis,
agentes que inhiben la angiogénesis, factores de crecimiento, inmunomoduladores, agentes quimiotacticos, agentes
que promueven la apoptosis, agentes que inhiben la apoptosis y agentes mitogénicos.

24. La composicion segun la reivindicacion 14, en la que dicho gel o hidrogel es un gel precursor o hidrogel
precursor.

25. La composicién segun la reivindicacion 14, en la que dicha fibra de polimero biodegradable comprende un
farmaco hidréfobo.

26. La composicion segun la reivindicacion 14, en la que dicho gel o hidrogel comprende un material radiactivo.

27. Un método para fabricar una fibra, en donde dicha fibra comprende una primera capa integrante y una segunda
capa integrante, y en donde dicha primera capa integrante es un polimero biodegradable y dicha segunda capa
integrante se selecciona del grupo que consiste en un gel o un hidrogel, en donde la primera capa integrante esta
presente en la pared externa de la fibra y la segunda capa integrante esta presente en el alma de la fibra, y en el que
un agente terapéutico se carga en el gel o hidrogel, y en donde la concentracion del gel o el hidrogel varia como una
funcion de la distancia a lo largo del eje largo de la fibra
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