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DESCRIPCION
Recubrimientos tisulares poliméricos multifuncionales.
Antecedentes de la invencién

Esta solicitud se enmarca en general en el 4rea de
los materiales poliméricos biocompatibles que se pueden
aplicar a superficies bioldégicas y no bioldgicas para
minimizar las interacciones célula-célula y la adhesién
de células o tejidos a las superficies.

Existe la necesidad de materiales, y métodos de
uso de éstos, que se puedan utilizar para encapsular
células y tejidos o moléculas bioldégicamente activas
que sean biocompatibles y que no provoquen respuestas
inmunitarias especificas ni inespecificas. Un aspecto
importante del uso de estos materiales in vivo es que
se deben aplicar en el transcurso de un procedimiento
quirtrgico breve o antes de que el material a encapsular
se disperse, se dafile o muera.

A menudo es deseable implantar células exdgenas en
un paciente, por ejemplo, para producir diversos
productos que el paciente es incapaz de preparar. Un
ejemplo de esto es la implantacidén de células de
islotes de Langerhans para producir insulina en un
paciente diabético. Sin embargo, a menos que se las
proteja, las células exdbdgenas son inmediatamente
destruidas luego del trasplante. Se han realizado
numerosos intentos de encapsulacidén de células para
minimizar los esfuerzos del organismo por destruirlas.

Las células han sido encapsuladas usando el
entrecruzamiento idénico de alginato (un polianidn) con
polilisina o poliornitina (policatidén) (Goosen, et al.,
Biotechnology and Bioengineering, 27:146 (1985)). Esta

técnica ofrece condiciones de encapsulaciédn



10

15

20

25

30

ES 2353840 T3

relativamente suaves. Las microcédpsulas formadas por
coacervacién de alginato y poli(L-lisina) han
demostrado ser immunoprotectoras. No obstante, las
cépsulas no permanecen intactas mucho tiempo luego de
la implantacidén, o son rodeadas réapidamente por tejido
fibroso.

Se ha informado que la biocompatibilidad de las
microcapsulas de alginato-poli(lisina) es mejorada
sustancialmente mediante incorporacidén de un copolimero
de injerto de PLL y PEO (6xido de polietileno, por sus
siglas en inglés) en la superficie de la microcapsula
(Sawhney, et al., Biomaterials, 13, 863-870 (1991)). La
cadena de PEO es muy soluble en agua y altamente
flexible. Las cadenas de PEO tienen una motilidad
extremadamente alta en agua y una estructura
esencialmente no ibénica. La inmovilizacidén del PEO en
una superficie se ha llevado a cabo en gran parte
mediante sintesis de copolimeros de injerto que tienen
cadenas laterales de PEO.

Las patentes de los EE.UU. N° 5,573,934 y
5,626,863 para Hubbell et al. dan a conocer materiales
tipo hidrogel que comprenden una regidén soluble en agua
como polietilenglicol y una regidén biodegradable, que
contienen varios polimeros biodegradables como
polilactido y poliglicdélido, terminados en grupos
fotopolimerizables como acrilatos. Estos materiales se
pueden aplicar a la superficie de un tejido y
polimerizar, por ejemplo, para formar recubrimientos
tisulares. Estos materiales se adhieren a las
superficies de los tejidos mediante polimerizacidn de
los grupos fotopolimerizables en los materiales, luego
de que han sido aplicados a la superficie del tejido.

La patente de los Estados Unidos N° 5,627,233
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para Hubbell et al. da a conocer materiales
poliméricos multifuncionales para usar en la inhibicién
de la adhesién y el reconocimiento inmunitario entre
células y tejidos. Estos materiales comprenden un
componente de unidén al tejido (policatiédn) y un
componente que no es de unién al tejido (poli no-idn).
En particular, Hubbell divulga varios copolimeros de
PEG/PLL, con pesos moleculares superiores a 300, con
estructuras que comprenden copolimeros AB, copolimeros
ABA, y copolimeros tipo cepillo. Estos polimeros fueron
desarrollados comercialmente para usar como selladores
tisulares y para evitar adhesiones quirurgicas.

Es por lo tanto un objetivo de la presente
invencidén el proporcionar un material polimérico que se
pueda aplicar a células y tejidos vivientes, en un
lapso muy breve, para proteger las células y los
tejidos de las interacciones célula a célula, como la
adhesién.

Es otro objetivo de la presente invencidén el
proporcionar un material polimérico que sea
biocompatible y resistente a la degradacidén durante un
determinado lapso de tiempo.

Es otro objetivo de la presente invencidén el
proporcionar composiciones para inhibir la adhesién de
los tejidos y el contacto entre células dentro del
organismo, asi como métodos para preparar y usar dichas

composiciones.

Resumen de la invencién
La invencién proporciona implantes o dispositivos
médicos segun se especifican en las reivindicaciones.
Ademas se proporcionan métodos para dar forma a dichos

implantes o dispositivos. Dichos implantes o
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dispositivos contienen un copolimero de blogques segun
se especifica en las reivindicaciones. En este
documento se dan a conocer copolimeros de blogues
o tipo peine de polietilenglicol/polilisina
(PEG/PLL) con PLL de alto peso molecular (superior a
1000, més preferentemente superior a 100000);
copolimeros de PEG/PLL en los cuales la PLL es un
dendrimero que esta unido a un extremo del PEG; y
composiciones multicapa que comprenden capas
alternantes de materiales policatidnicos y
polianidénicos. En los dendrimeros PEG/PLL, el peso
molecular de la PLL es entre 1000 y 1000000,
preferentemente mayor de 100000, méas
preferentemente, entre 300000 y 800000, y el peso
molecular del PEG es entre 500 y 2000000, méas
preferentemente entre 5000 y 100000. Para el PEG de
PM 5000, la proporcidédn oéptima es entre 1 cadena de
PEG por cada 3 a 10, preferentemente por cada 5 a 7,
subunidades de lisina. La proporcidén oéptima para un
PEG de un peso molecular distinto de 5000 se puede
determinar usando experimentacidén de rutina, por
ejemplo, usando los procedimientos indicados en el
ejemplo 1. En general, se sintetizan injertos de
PEG/PLL en diversas proporciones, por ejemplo, variando
las cantidades estequiométricas relativas de cada
componente utilizado en una reaccién de acoplamiento
adecuada, y después puede determinarse su eficacia
relativa para evitar un modelo de interaccidén tipo
unién. Un método para hacer esto implica determinar en
qué medida proliferan las células sobre una superficie
de poliestireno aniébnico, ya sea recubierta o sin

recubrir con polimeros.
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El dendrimero estd injertado covalentemente a un
extremo de un blogue de PEG. El dendrimero es un
dendrimero de lisina que contiene preferentemente
entre 16 y 128 grupos amina reactivos, gque se
correlaciona con un dendrimero de una generacidn
entre generacidédn 4 y generacidédn 7. E1l peso
molecular del PEG es entre 500 y 2000000

preferentemente entre 5000 y 100000.

El material polimérico multicapa se forma mediante
interacciones idénicas de un policatidén y un polianidn.
Preferentemente hay més de cinco capas alternantes, més
preferentemente més de diez capas alternantes, y muy
preferentemente, mas de quince capas alternantes de los
materiales policatidénico y polianidénico. En una
realizacién preferida, las capas superior y/o inferior
se preparan a partir de materiales que contienen un
dominio policatidénico de unidén al tejido y un dominio
no iénico que no es de unidén al tejido, como los
copolimeros de PEG/PLL.

El polimero se aplica en una fase ligquida a los
tejidos o células que se van a proteger, después de lo
cual el tejido adsorbe el material polimérico a través
de los dominios de unién. La fase ligquida se puede
aplicar a tejidos aislados o a tejidos durante una
cirugia o mediante un catéter u otro dispositivo menos
invasivo.

Los copolimeros de PEG/PLL se pueden usar para
inhibir el contacto célula-célula y la adhesidén del
tejido. El1l polimero PLL es absorbido por las células o
el tejido, y el polimero PEG no es adsorbido por el
tejido. Cuando el material polimérico de dos dominios

se pone en contacto con una superficie tisular, el o
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los dominios de unidén al tejido se unen e inmovilizan
el o los dominios adjuntos que no son de unidn, los
cuales generalmente se extienden hacia afuera de la
superficie del tejido y blogquean estéricamente la unidn
de otros tejidos.

Los materiales se pueden aplicar a tejidos
aislados o a tejidos durante una cirugia o mediante un
catéter u otro dispositivo  menos invasivo. Las
composiciones son Utiles para bloquear la adhesidén y el
reconocimiento inmunitario y por lo tanto pueden ser
utiles en el tratamiento de muchas enfermedades vy
trastornos fisioldgicos, inclusive la prevencidén de
adhesiones ©posoperatorias, la proteccidén de vasos
sanguineos dafiados contra la trombosis y el
engrosamiento de la intima relacionado con restenosis,
y la reduccién de la diseminacidén de metéstasis de
células tumorales en los tejidos. Los materiales se
pueden usar, por ejemplo, como membranas
semipermeables, como adhesivos, como soportes
tisulares, como obturadores, como barreras para evitar
la interaccién de un tejido celular con otras célula o
tejido y como portadores para especies biocactivas. Una
amplia variedad de superficies biolégicas y no
biolégicas, con diferentes geometrias, se pueden

recubrir con estos materiales poliméricos.

Breve descripcién de las figuras
Las figuras 1 A-D son graficas de la proliferacidn de
fibroblastos de prepucio humano (HFF, por sus siglas
en inglés ) (células por mm?) en diversos sustratos
recubiertos, en funcidén del numero de bicapas de
polielectroliticas. En la figura 1 A, el sustrato es

placas de poliestireno para cultivo tisular
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transformado en anidénico mediante tratamiento de
superficie (TCPS) vy los electrolitos son polilisina
(PLL) y alginato. En la figura 1 B, el sustrato es
TCPS recubierto con gelatina y los electrolitos son
PLL y alginato. En la figura 1 C, el sustrato es matriz
extracelular de fibroblastos de prepucio humano (HFF
ECM, por sus siglas en inglés) y los electrolitos son
PLL y alginato. En la figura 1 D, y los electrolitos
son polietilenimina (PEI) y &acido poliacrilico

(PAA) . Los cuadrados representan células proliferadas

y los circulos representan células adheridas.

La figura 2 es una grafica del espesor (Angstroms) de
las bicapas polielectroliticas (PLL/alginato) en
funcidén del nUmero de bicapas aplicadas sobre un
sustrato de Si/Si0, (circulos) y obleas de Si/SiO,

recubiertas con gelatina (cuadrados).

La figura 3 es una grafica del numero de células
proliferadas/mm® después de cuatro horas de incubacién
en funcién de la proporcidén entre lisina y PEG en
diversos copolimeros de injerto. Los cuadrados
representan copolimeros de mPEG con un peso molecular
de 5000 y PLL con un peso molecular de 20000. Los
circulos representan copolimeros de mPEG con un peso
molecular de 5000 y PLL con un peso molecular de
375000.

Descripcién detallada de la invencién
La invencidén proporciona implantes o dispositivos
médicos segun se especifican en las reivindicaciones.
Ademés se proporcionan métodos para dar forma a dichos
implantes o dispositivos. Dichos implantes o

dispositivos contienen un copolimero de blogques segun
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se especifica en las reivindicaciones. La invencidn
proporciona ademds el uso del copolimero de bloques

para recubrimiento de una superficie no bioldgica.

1. Composiciones

Los materiales son biocompatibles. Los materiales se
consideran biocompatibles si el material o bien provoca
una respuesta inmunitaria celular o humoral especifica
reducida o bien no provoca una respuesta inespecifica a
un organismo extrafio que evite que el material realice
la funcidén a la que estd destinado, y el material no es
téxico luego de la ingestidédn o implantacidn. E1l material
tampoco debe provocar una reaccidn especifica como
trombosis en contacto con la sangre.

A. Copolimeros de PEG/PLL.

1. Composicidén del polimero

Las definiciones siguientes se aplican a 1los
copolimeros de PEG/PLL descritos en este documento. Los
copolimeros de bloques se definen como copolimeros en
los cuales un blogque polimérico estd unido a uno o més
de otros bloques poliméricos. Estos se diferencian de
los copolimeros aleatorios, en que dos o més unidades
monoméricas se unen en un orden aleatorio para formar
un copolimero. Los copolimeros en cepillo (como en un
cepillo para frasco) son copolimeros que tienen un
esqueleto de una composicién y cerdas de otra. Estos
copolimeros también se conocen como copolimeros en
peine. Los términos cepillo % peine se usan
indistintamente. Los polimeros dendriticos, también
conocidos como dendrimeros o copolimeros starburst, son
polimeros que contienen una molécula central que se
hace reaccionar secuencialmente con monbémeros con tres

0 mas grupos reactivos, de modo que en cada paso de
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acoplamiento secuencial, el numero de grupos reactivos
en los extremos del polimero aumenta, habitualmente de
manera exponencial. Un dendrén es una subunidad de un
dendrimero, la estructura en forma de cono resultante
de las reacciones secuenciales qgue comienzan con un
nicleo que contiene sbélo un grupo reactivo. Segln se
usa en este documento, el peso molecular se refiere al
peso molecular promedio, a menos que se 1indique 1lo
contrario. Segln se usa en este documento, PEG es una
abreviatura de polietilenglicol, también conocido como
6xido de polietileno o polioxietileno. La
frase" (met)acrilico" se refiere a grupos acrilicos o

metacrilicos.

a. Copolimeros de injerto de PEG/PLL de tipo
cepillo o peine.

Los copolimeros de PEG/PLL pueden ser copolimeros
en cepillo (como el cepillo de un frasco, con un
esqueleto de una composicidén y cerdas de otra) con un
esqueleto de polilisina (PLL) y cerdas de
polietilenglicol (PEG). El peso molecular de la PLL es
entre 1000 y 1000000, preferentemente mayor de 100000,
més preferentemente entre 300000 y 800000. El peso
molecular del PEG es entre 500 y 2000000, més
preferentemente entre 5000 y 100 000.

Para el PEG con un PM de 5000, la proporcidén de
injerto éptima es entre 1 cadena de PEG por cada 3 a
10, preferentemente por cada 5 a 7, subunidades de
lisina para modelos in vitro, y se puede ajustar
basidndose en la propiedades deseadas para aplicaciones
in vivo. No obstante, se espera que para un PEG con un
peso molecular diferente, la proporcidn optima cambie.

La optimizacidén de los polimeros se trata, por ejemplo,

10
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en los ejemplos 1 y 2.

Varios polimeros policatiénicos de unidn al tejido
pueden ser sustituidos por PLL, y varios polimeros que
no son de unidén al tejido pueden ser sustituidos por
PEG.

Los bloques policatidénicos adecuados incluyen
poliaminodcidos naturales y no naturales con una carga
positiva neta a pH neutro, polisacaridos cargados
positivamente y polimeros sintéticos cargados
positivamente. Los bloques policatidnicos
representativos incluyen unidades monoméricas
seleccionadas del grupo que consiste en lisina,
histidina, arginina y ornitina. Los polisacaridos
cargados positivamente representativos incluyen
quitosana, quitina parcialmente desacetilada y derivados
de polisacaridos neutros que contienen amina. Los
polimeros sintéticos cargados positivamente
representativos comprenden polietilenimina,
poliamino (met)acrilato, poliaminoestireno,
poliaminocetileno, poli(amincetil)etileno,
poliaminocetilestireno y sus derivados N-alquilicos. Los
polimeros que no son de unién al tejido adecuados,
incluyen 6xidos de polialquileno mezclados, que tienen
una solubilidad de al menos un gramo/litro en soluciones
acuosas, polisacidridos neutros solubles en agua, alcohol
polivinilico, poli-N-vinilpirrolidona,
poli(met)acrilatos no catidénicos y sus combinaciones
pueden ser sustituidas por PEG.

Por ejemplo, un PEG que se hizo reaccionar con una
polietilenimina de peso molecular mayor de 10000 tendra
aproximadamente las mismas propiedades fisicas que los
copolimeros de PEG/PLL descritos en este documento. Se

puede hacer reaccionar polihidroxietil metacrilato con una
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proporcidédn estequiométrica adecuada de un reactivo como
cloruro de tresilo o tosilo (un activador), que convierte
algunos de los grupos hidroxi en grupos salientes. Estos
grupos salientes se pueden hacer reaccionar con
polimeros policatidénicos, por ejemplo, poliaminoetil
metacrilato con un peso molecular mayor de 10000, para
obtener un polimero con un alto peso molecular. Una
proporcidén estequiométrica adecuada es un mol de
activador por mol de polihidroxietil metacrilato, y un
mol de polihidroxietil metacrilato activado por cada 3 a
9, preferentemente por cada 5 a 7 moles de grupos
reactivos en el poliaminoetil metacrilato. Los
polimeros catidénicos adecuados son los que, cuando se
combinan con un polimero adecuado que no es de unidn al
tejido, tienen aproximadamente las mismas propiedades
fisicas que los copolimeros de PEG/PLL que se describen
en este documento.

b. Dendrimeros PEG/PLL.

Los dendrimeros PEG/PLL son copolimeros en los que
uno o mas bloques poliméricos de PEG estén
covalentemente unidos al punto focal de un dendrimero
catiénico, por ejemplo, polilisina dendriméricamente
polimerizada, de modo que el dendrimero se propaga
desde el PEG. Preferentemente, el PEG estd unido al
punto central del dendrimero, que crece a partir del
PEG segln se describe en detalle mas adelante. La
utilidad particular de la construccién dendritica es la
capacidad para controlar con precisidén la masa del
copolimero resultante, la relacidn geométrica entre los
blogues poliméricos y el grado de sustitucidén. Por
ejemplo, en los ejemplos que se muestran, existe
exactamente un PEG para un numero definido de cargas

positivas. En contraposicidén, moléculas injertadas
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preformadas de PEG en un esqueleto policatidénico
generalmente dan lugar a un posicionamiento aleatorio
de los grupos PEG en el esqueleto.

El dendrimero contiene preferentemente entre 16
y 128 grupos amina reactivos, el cual se
correlaciona con un dendrimero de una generacidn
entre generaciédn 4 y generacidn 7. E1 peso
molecular del PEG es entre 500 y 2000000
preferentemente entre 5000 y 100000.

Los grupos amina en los copolimeros indicados en
los ejemplos son las aminas primarias de los residuos
de lisina, pero se pueden usar otros grupos. Por
ejemplo, la UGltima "generacidén" del polimero se puede
preparar usando arginina o histidina, que dan lugar a
grupo catidénicos guanidino o imidazoilo,
respectivamente. Asimismo, se puede proporcionar mas
de un grupo PEG, por ejemplo, usando como material de
partida una molécula pequefia con al menos dos grupos
carboxilo y al menos dos grupos amino, por ejemplo, el
dipéptido Glu-Lys.

Para todas las realizaciones, el peso molecular y
el numero de bloques de PEG por bloque de lisina se
determina de modo que el copolimero resultante tenga
las propiedades tanto de PLL como de PEG. Si la
proporcidén de PEG es demasiado alta, la bioadhesidn
del polimero se reduce. Si la proporcidédn de PLL es
demasiado alta, la capacidad del PEG para minimizar las
interacciones célula-célula y la adhesidén de los
tejidos se reduce. Los polimeros deben tener
suficiente caracter de PEG para minimizar las
interacciones célula-célula y de tejidos. Los polimeros
con muy pocos PEG por PLL son menos adecuados para

minimizar estas interacciones. Los polimeros también
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deben tener suficiente caracter de PLL para unirse
adecuadamente a la superficie de un tejido o una
célula. Los polimeros con insuficiente caracter de PLL
no se unen adecuadamente a la superficie de un tejido
o una célula.

Aunque los copolimeros se describen antes con
respecto a PEG y PLL, las mismas actividades se pueden
obtener a partir de variantes de estos polimeros. Se
pueden usar varios polimeros que no son de unidn al
tejido en lugar de o ademas de PEG, por ejemplo, déxidos
de polialquileno con una solubilidad de al menos un
gramo/litro en soluciones acuosas, como surfactantes no
idénicos poloxamer, muchos polisacaridos neutros,
comprendidos dextrano, ficoll, y celulosas
derivatizadas, alcohol polivinilico, poliacrilatos no
catidénicos, como acido poli(met)acrilico, y sus éster-
amidas e hidroxialquilamidas, y combinaciones de éstos.
El polimero policatiénico puede ser cualqguier
policatién bioldégicamente aceptable que proporcione una
cantidad y una densidad de cargas catidnicas
suficientes para que se adhieran eficazmente a células
y tejidos. Una cantidad de compuestos adecuados se
listan a continuacidén en la seccidédn B(1l).

La PLL dendrimérica permite la formacién de una
estructura compacta, con una elevada densidad de carga.
Estos dendrones PEG-lisina son eficaces para evitar la
proliferacién de células cuando son adsorbidos por una
superficie anidénica simple y el polimero contiene
aproximadamente 8 o méds cargas positivas (dendrén de
generacidédn 3).

El copolimero puede evitar la hemaglutinacidén de
los gldbébulos rojos humanos por una lectina, si, en

presencia de un dendrén PEG-lisina a una concentracidn

14



10

15

20

25

30

ES 2353840 T3

en solucidén acuosa de 1% o mayor, el polimero contiene
aproximadamente 32 o m&s cargas positivas (dendrdn de
generacién 5).

Otros han supuesto que no podria usarse PLL de un
peso molecular mayor de 40 000 para sintetizar
copolimeros de injerto PLL-PEG (PLL-g-PEG), debido a la
toxicidad de la PLL de mayor PM. No obstante, PLL-g-PEG
es extremadamente bien tolerado por las células en
cultivo, en contraposicidédn a PLL. Los copolimeros PLL-
g-PEG con un esqueleto de PLL de PM 375000 evidencian
mayor eficacia en algunos modelos in vitro,
presumiblemente debido a que son méds adsorbidos por las
superficies bioldgicas en comparacidn con los
copolimeros PLL-g-PEG de menor PM. Los copolimeros PLL-
g-PEG con esqueletos de PLL de peso molecular 375000
fueron capaces de evitar la proliferacidén de
fibroblastos sobre superficies gque contenian proteinas
séricas adsorbidas previamente, y ademéds pueden evitar
el reconocimiento de la superficie de los gldbulos
rojos por las lectinas. El esqueleto de PLL de PM
relativamente alto (mayor de 1000, preferentemente
mayor de 100000) es necesario para obtener estos
resultados.

Se pueden preparar otros dendrimeros que no sean a
base de lisina y se pretende que estén comprendidos por
los dendrimeros PEG/PLL descritos en este documento.
Por ejemplo, los dendrimeros pueden incluir grupos
policatidénicos que no sean aminas, por ejemplo, sales
de amonio cuaternario. Ademas, se pueden incluir
cationes sintéticos que no sean a base de aminoacidos.
También se pueden incorporar en los dendrimeros

aminodcidos catidnicos como ornitina.
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2. Componentes poliméricos adicionales

Se pueden agregar mas dominios, grupos ligantes, y
materiales bioactivos a esta estructura basica de dos
dominios. Los ejemplos de dominios adecuados incluyen
moléculas bioadhesivas, dominios que pueden convertirse
de un dominio de unién en un dominio que no es de unién
in vivo, y dominios que pueden convertirse de un
dominio de no unidén en un dominio de unidén in vivo. Los
ejemplos de grupos ligantes adecuados incluyen
ligamientos biodegradables como ligamientos anhidrido,
éster, amida y carbonato. Los ejemplos de materiales
bioactivos adecuados incluyen proteinas, polisacéaridos,
compuestos organicos con actividad farmacoldgica y
dcidos nucleicos. Los dominios y/o ligamientos pueden
conferir adhesidén a tipos particulares de células o
moléculas o degradacidén mediante medios enziméticos o
no enzimdticos. Los dominios pueden ser un tercer tipo
de polimero, por ejemplo, un polimero biodegradable
como un polianhidrido, un polihidroxiacido o un
policarbonato. Cuando sirve para la unidén directa, un
péptido como RGD, o incluso un aminodcido individual,
gue se use para marcar un poliaminodcido para la
escisidén mediante una enzima, se puede incorporar en la
estructura del polimero.

Los sustituyentes fotopolimerizables, entre ellos
acrilatos, diacrilatos, oligoacrilatos, dimetacrilatos u
oligometacrilatos, y otros grupos fotopolimerizables
bioldégicamente aceptables, también se pueden agregar a
los materiales poliméricos. Estos se pueden usar para
polimerizar aun mas el polimero una vez que entra en
contacto con el tejido u otras superficies, lo que
puede mejorar la adherencia a la superficie.

B. Complejos de polimeros policatidénicos
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polianidnicos

1. Polimeros policatidbnicos

El material policatidénico puede ser cualquier
polimero policatidénico biocompatible soluble en agua,
por ejemplo, cualquier polimero que tenga heterociclos
protonados unidos como grupos colgantes. Segln se usa
en este documento, "soluble en agua" significa que todo
el polimero debe ser soluble en soluciones acuosas,
como solucidédn salina amortiguada o solucidn salina
amortiguada con pequefilas cantidades de solventes
organicos agregados como co-solventes, a una
temperatura entre 20 y 37 °C. En algunas
realizaciones, el material no serd suficientemente
soluble (definido en este documentos como soluble si se
disuelve al menos un gramo por litro) en soluciones
acuosas per se pero se puede disolver injertando el
polimero policatidénico con materiales poli no idénicos
solubles en agua como polietilenglicol.

Los materiales policatidnicos representativos
comprenden poliaminoadcidos naturales y no naturales con
una carga positiva neta a pH neutro, polisacéridos
cargados positivamente y polimeros sintéticos cargados
positivamente. Los ejemplos de materiales
policatidénicos adecuados abarcan poliaminas gque tienen
grupos amina en el esqueleto del polimero o en las
cadenas laterales del polimero, como poli-L-lisina y
otros poliaminodcidos cargados positivamente de
aminodcidos naturales o sintéticos o mezclas de
aminoacidos, por ejemplo poli(D-lisina), poli(ornitina),
poli(arginina) y poli(histidina), y poliaminas no
peptidicas como poli(amincestireno),
poli (aminocacrilato), poli (N-metil aminocacrilato),
poli (N-etilaminoacrilato), poli(N,N-dimetil
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aminoacrilato), poli(N,N-dietilaminocacrilato),

poli (aminometacrilato), poli(N-metil amino-
metacrilato), poli(N-etil aminometacrilato), poli (N,N-
dimetil aminometacrilato), poli (N,N-dietil
aminometacrilato), poli(etilenimina), polimeros de aminas
cuaternarias, como poli(cloruro de N,N,N-
trimetilaminoacrilato), poli(cloruro de
metilacrilamidopropiltrimetil amonio), y polisacaridos
naturales o sintéticos como quitosana. Un material
preferido es polilisina. En algunas realizaciones, el
material policatidnico estd injertado covalentemente en
un polimero que no es de unidén al tejido, y este
material se usa para formar al menos una de las
multicapas, preferentemente la capa superior o la capa
inferior.

En general, los polimeros deben tener al menos cinco
cargas, y el peso molecular del material policatidénico
debe ser suficiente para producir el grado deseado de
unién a un tejido u otra superficie, tener un peso
molecular de al menos 1000 g/mol.

2. Polimeros polianidénicos

El material polianidénico puede ser cualquier
polimero polianidénico biocompatible soluble en agua,
por ejemplo, cualquier polimero que tenga grupos acido
carboxilico unidos como grupos colgantes. Los
materiales adecuados abarcan alginato, carragenina,
furcellaran, pectina, xantano, &4cido hialurdnico,
heparina, sulfato de heparan, sulfato de condroitina,
sulfato de dermatan, sulfato de dextrano, &cido
poli(met)acrilico, celulosa oxidada, carboximetil
celulosa y croscarmelosa, polimeros y copolimeros
sintéticos gue contengan grupos carboxilo colgantes,

como los que contienen &cido maleico o &cido fumarico
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en el esqueleto. Los poliaminodcidos de carga
predominantemente negativa también son adecuados. Los
ejemplos de estos materiales incluyen &cido
poliaspéartico, &acido poliglutédmico y copolimeros de
éstos con otros aminodcidos naturales y no naturales.
Los materiales polifendlicos como los taninos y las
ligninas se pueden usar si son suficientemente
biocompatibles. Los materiales preferidos comprenden
alginato, pectina, carboximetilcelulosa, heparina y
acido hialurdnico.

En general, el peso molecular del material
polianidénico debe ser suficiente para producir una
fuerte adhesidén al material policatidnico. Las
longitudes de los materiales policatidnicos y
polianidénicos que produciran un buen bloqueo de las
interacciones adhesivas se pueden determinar mediante
experimentacidén de rutina. Se debe comprender que
"buen (o) (a)" es una palabra gue debe ser definida por

los requisitos de la circunstancia particular

disponible, por ejemplo, cuan larga es requerida la unién

y cuan completa es requerida una repulsidén por la
aplicacién médica particular.

3. Unibén de especies bioactivas

Las especies biocactivas se pueden unir a los

extremos de los polimeros, ya sea covalentemente o

iénicamente, o mezclando las especies bioactivas con el

material polimérico, preferentemente antes de que se
aplique a las células o al tejido.

Una amplia variedad de materiales bioldgicamente
activos puede ser encapsulada o incorporada, por
ejemplo proteinas como anticuerpos, ligandos de
receptores y enzimas, péptidos como péptidos de

adhesidén, azlcares, oligosacaridos y polisacéaridos,
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farmacos orgédnicos o inorganicos, &cido nucleicos vy
células, tejidos, organelos subcelulares u otros
componentes subcelulares.

Las especies bioactivas se pueden usar para marcar
la adhesidén del material polimérico, para realizar una
actividad bioldgica en la interfase material polimérico-
tejido, o para efectuar una actividad cuando la especie
bicactiva es liberada durante la degradacién del
material polimérico.

Un ejemplo de un ligando adecuado es el
pentapéptido Tyr-Ile-Gly-Ser-Arg (YIGSR), que soporta
la adhesién de células endoteliales, células del
misculo liso y fibroblastos, pero no la adhesidn de las
plaquetas; o el tetrapéptido Arg-Glu-Asp-Val (REDV),
que se ha observado que soporta la adhesidén de células
endoteliales pero no de las células del mUsculo liso,
los fibroblastos o las plaquetas, segun se describe en

Hubbell, et al., BioTechnology 9:568-572 (1991).

YIGSR, de la laminina, se une a los receptores de las
células endoteliales, pero no de las plaquetas. Por
consiguiente, se esperaria que la conjugacidédn del
oligopéptido YIGSR al extremo del (A)x y la adsorcién
del material polimérico por la pared de un vaso dafiado
bloqueara la trombosis en la pared del vaso pero no
bloqueara la reendotelizacidén de las paredes de los
vasos no dafiados circundantes. Esta realizacién hace
posible cubrir la pared de un vaso lesionado para
evitar la trombosis pero, a través de un ligando de
adhesidén en el extremo de uno o mas de los componentes
poliméricos, permitir que vuelvan a multiplicarse las
células endoteliales sobre el polimero. Este método
también permite la reendotelizacidédn de la pared del

vaso manteniéndose la no adhesividad a las plaquetas,
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permitiendo de este modo la cicatrizacidén y evitando
simultaneamente la activacidén de las plaquetas y la
formacidén de trombos.

4. Formacidén de multicapas poliméricas

Las multicapas poliméricas se pueden formar
alternando la aplicacidén de polianiones y policationes
a superficies para formar recubrimientos coacervados.
Las capas se pueden usar para encapsular, obturar,
sellar o soportar una superficie macroscdpica. La
aplicacidén de un recubrimiento multicapa se puede usar
para minimizar o evitar la adhesién tisular, minimizar
o evitar las adhesiones posoperatorias, evitar la
trombosis, evitar la implantacidén de células cancerosas
0 mejorar la administracidédn local de agentes
bicactivos. Preferentemente, se usan al menos cuatro
capas, y mas preferentemente, al menos seis capas para
formar los recubrimientos.

5. Ensamblaje de complejos con acoplamiento anidn-

catiodn

Se pueden producir estructuras microscodpicas
mediante incubacidén sucesiva de una superficie con
soluciones de compuestos poliidénicos. En esta
realizacidén, se aplica a una superficie una solucidn
que contiene un policatidén, el exceso de solucidn se
elimina por lavado de la superficie, y después se
aplica a la superficie una solucidén gque contiene un
polianidén. Este proceso se repite hasta que se obtiene
el espesor deseado. Este proceso se denomina en este
documento "técnicas multicapa". Si en cada incubacidén se
adsorbe solamente una monocapa de cada polielectrolito,
después se pueden fabricar materiales tipo hidrogel
electrostaticamente reticulados en una superficie unos

pocos micrones a la vez. En otra realizacidn, la
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superficie no se enjuaga a fondo entre la aplicacidn
del policatidén y el polianidn. Esto da lugar a la
formacidédn de estructuras tipo hidrogel més gruesas. Las
multicapas tienden a ser relativamente bioinertes sin
mas tratamiento, y son eficaces para prevenir la
proliferacién celular sobre la superficie de una matriz
extracelular. Se puede usar un aparato equipado con una
boquilla de pulverizacidn, por ejemplo, para pulverizar
de golpe una capa de un policatidén seguida de una capa
de un polianidén. Alternativamente, se pueden pulverizar
ambos polielectrolitos simultaneamente para crear capas
relativamente mds gruesas.

6. Espesor y conformacidén de la capa de polimero

El espesor de la membrana afecta a diversos
pardmetros, como la permeabilidad selectiva, la rigidez
y el tamafio de la membrana. El espesor se puede variar
mediante seleccidén de los componentes de la reacciédn
y/0 las condiciones de reaccidén. Cuando se usan capas
alternantes de materiales policatidénicos y
polianidénicos, el espesor de la capa puede ser
controlado ajustando el nUmero de capas y también el
grado de enjuague entre capas. Al pulverizar capas, el
control del tamafio de la gota y la densidad puede
proporcionar recubrimientos del espesor deseado sin
requerir necesariamente enjuague entre capas.
Adicionalmente, el exceso de material (sin unir) se
puede eliminar por otros medios por ejemplo por chorro
de aire.

Si el polielectrolito residual de la capa previa
es eliminado sustancialmente antes de agregar la capa
siguiente, el espesor por capa disminuye. En
consecuencia, en una realizacidén preferida, primero se

recubre la superficie con un policatidén, se elimina el
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exceso de policatidén enjuagando la superficie, se
agrega el polianidén, se elimina el exceso y el proceso
Se repite seguin sea necesario.

Aumentando el numero de ciclos, por ejemplo, a 50
o0 mas, se pueden usar sistemas poliméricos para generar
peliculas gruesas, no adhesivas.

s Sintesis de materiales poliméricos

A. Sintesis de copolimeros de PEG/PLL

El PEG puede ser unido a las oa-aminas de los
residuos de lisina de la poli(L-lisina) de la manera
siguiente. Se puede hacer reaccionar la poli(L-lisina)
(PLL) con un PEG con un extremo protegido (es decir,
un monometoxi PEG protegido), el hidroxilo terminal
del cual ha sido previamente activado con
carbonildiimidazol (CDI). La PLL y el PEG activado se
pueden mezclar en una solucidén acuosa amortiguada a pH
9 y dejar que reaccionen durante 48 horas a
temperatura ambiente. La cantidad de cadenas de PEG
injertadas por cadena de PLL se puede controlar
ajustando la proporcién de moles de PEG activado
agregado por mol de PLL agregada. La reaccidédn puede
no completarse, es decir, la relacidén molar entre PEG
y PLL en la mezcla de reaccidén puede no ser idéntica a
la del producto PEG-b-PLL, pero relaciones mayores
entre PEG y PLL producirdn cantidades mayores de PEG
en el producto PEG-b-PLL.

Los dominios catidénicos tienden a ser muy
reactivos, y se deben hacer esfuerzos para controlar el
grado de adicidén de PEG a PLL. Ejecutar la reaccidn en
ausencia de agua reduce la desactivacién del PEG y
permite un mejor control estequiométrico. Por ejemplo, la
poli-L-lisina desprotegida se puede disolver en agua y

después agregar a dimetilformamida (DMF) para preparar una
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solucidén que sea 5% acuosa. La poli-L-lisina se puede
hacer reaccionar con PEG mono activado con CDI en
cantidades estequiométricas, seguido de la evaporaciédn
del solvente al vacio para producir un copolimero de
PEG/PLL. Alternativamente, la poli-L-lisina desprotegida
se puede disolver en agua y precipitar agregando NaOH. El
polimero precipitado se puede después agregar a DMF
anhidra y hacer reaccionar con PEG mono activado con CDI
en cantidades estequiométricas, para producir un
copolimero (A)x-b-(B)y. Cuando la reaccidén se realiza en
ausencia de agua, las reacciones laterales que involucran
al grupo activado se pueden reducir (es decir, se reduce
la desactivacién), y a tiempos de reaccidn prolongados la
proporcidén molar entre PLL y PEG en el polimero producto
se asemeja mas que en la mezcla de reactantes.

La polimerizacidén de la solucidn de PLL se puede
llevar a cabo usando monémeros que contengan diferentes
grupos protectores épsilon, los cuales permiten un control
estricto del grado de sustitucién de PEG en PLL. Los
anhidridos N-carboxi de diversos amincacidos se pueden
sintetizar y polimerizar como copolimeros, como en el
ejemplo siguiente. Se pueda hacer reaccionar N,N'-
dicarbobenzoxi-L-1lisina (Z,Z-lisina) con pentacloruro de
fésforo para producir anhidrido o,N-carbobenzoxi-o, N-
carboxi-L-lisina. Se puede hacer reaccionar o,N-
carbobenzoxi-o,N-tert-butiloxicarbonil-L-lisina (Z,boc-
lisina) con metdéxido de sodio para producir la sal de
sodio de Z,boc-lisina. La sal de sodio de Z,boc-lisina
se puede hace reaccionar con pentacloruro de fésforo
para producir anhidrido o,N-tert-butiloxicarbonil-o,N-
carboxi-L-1lisina. Se puede agregar anhidrido Z,Z-lisina
al anhidrido Z,boc-lisina, y los dos mondmeros se pueden

polimerizar mediante adicidén de metdxido de sodio como un
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iniciador. Se produce un copolimero, poli (o boc-lisina)-
co-(a Z-lisina). Los grupos boc se pueden eliminar
mediante adicidén del polimero a acido trifluoroacético
durante quince minutos.

La forma salina se puede convertir en la base libre
mediante reaccién con un reactante como piridina. Las
aminas libres del polimero se pueden hacer reaccionar
después con PEG activado con CDI en DMF. Después los
grupos Z se pueden desproteger agregando el polimero
a HBr en &cido acético durante quince minutos,
produciendo un copolimero (PEG)x-b-(PLL)y, en el que
la proporcidén entre PEG y PLL en el producto final
puede ser controlada mediante la proporcidén inicial de
las lisina protegidas con boc.

Puede ser deseable producir versiones del polimero
gque no tengan estructura en cepillo. No desproteger las
aminas épsilon de PLL puede facilitar esto, de modo que
los Unicos grupos reactivos sean la amina y el carboxilo
terminales. Por ejemplo, la reaccidédn de PEG mono
activado con CDI con poli o,N-carbobenzoxi-L-lisina en
DMF produce un copolimero (A)x-(B)y. La activacién del
carboxilo terminal del copolimero (A)x-(B)y con TSU
seguido de la reaccidén con mono-amino PEG en DMF
produce un copolimero (A)x-(B)y-(A)z.

En algunas realizaciones, puede ser deseable
incorporar polimeros biodegradables como poliléctidos,
polianhidridos o policarbonatos. Por ejemplo,
monometoxi PEG reacciona con d,l-lactido (relacidn
molar 1:3) en xileno en presencia de octato estannoso,
a reflujo, durante dieciséis horas para producir un PEG
con un grupo terminal gque se degrada en agua con el
tiempo. El hidroxilo en el extremo del grupo terminal

trildctido se puede activar con CDI, el cual después se
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puede hacer reaccionar con PLL mediante los métodos
indicados antes para producir un copolimero (A)xC-b-
(B)y, un (A)xC-(B)y o un (A)xC-(B)y-C(A)z. Se pueden
usar reacciones gquimicas de desplazamiento nucleofilico
similares para acoplar otros polimeros biodegradables
al esqueleto del PEG.

En algunas realizaciones, puede ser deseable
incorporar un material polimérico con un esqueleto de
no unién el cual se convierte en un esqueleto de unidn
a través de ligamientos degradables. Por ejemplo, la
amina terminal del acido poliglutédmico se puede hacer
reaccionar con PEG activado con CDI para producir un
copolimero (A)x(D)y-b-(B)y. El copolimero se puede
disolver en agua a pH 2 y liofilizar para convertir la
sal del &cido carboxilico en acido libre. El polimero
se puede disolver en DMF, y los residuos de &cido
glutdmico activar con TSU. El polimero activado se puede
hacer reaccionar con aminoetanol protegido con boc en
DMF durante toda la noche a temperatura ambiente y
después desproteger y desalinizar. El producto
resultante es inicialmente policatidénico y de uniédn,
pero se hidroliza a un polianidén que no es de uniédn.

En otras realizaciones puede ser deseable
incorporar un material que se convierta en el tiempo de
un material que repele las células en otro gue no
repele las células. Por ejemplo, se puede hacer
reaccionar un polipéptido con un hidroxiécido
(desprotegido) usando técnicas de sintesis de péptidos
para producir un polimero no iénico. Con el paso del
tiempo, a medida que el ligamiento amida se degrada, el
no ié6n se convierte de repelente en no repelente.

B. Optimizacién del material polimérico para

aplicaciones individuales.
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El comportamiento bioldégico de estos materiales se
puede optimizar alterando la estructura de los
polimeros, la proporcidén entre el numero de polimeros
de unidén al tejido y los polimeros que no son de unidn
al tejido, y la relacidén entre la masa de los
polimeros de unidén al tejido y la de los polimeros qgue
no son de unién.

En algunos casos, 1los materiales poliméricos que
presentan mas de una manera de degradarse pueden ser
necesarios para lograr resultados diferentes. Por
ejemplo, la degradacidén por hidrdlisis no enzimatica
dependera fundamentalmente de lo accesible que esté el
material polimérico al agua y al pH local. Dado que el
pH v la concentracidén acuosa son similares en muchas
partes del organismo, dicho modo de degradacién
produciria una pérdida en la fuerza repulsiva del
polimero que depende principalmente del tiempo. Como
otro ejemplo, si la regidn degradable es sensible a una
enzima, cuya actividad no estd altamente regulada sino
que estaba presente en los liquidos corporales a un
nivel mads o menos constante, la velocidad de pérdida de
la fuerza repulsiva depende fundamentalmente del
tiempo. Como otro ejemplo, si la regidén degradable es
sensible a una enzima, cuya actividad estd més
altamente regulada, la velocidad de pérdida de 1la
fuerza repulsiva dependerd méds de la expresidn de esa
actividad enzimdtica particular. Por ejemplo, muchos
tipos de células expresan las proteasas plasmina o
colagenasa durante la migracién. La sensibilidad del
polimero a la plasmina permite que el polimero sea
degradado por células que migran a la superficie, de
modo que puedan unirse para recolonizar la superficie.

Esto es particularmente Gtil en la prevencidén o el
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tratamiento de la restenosis.

El comportamiento bioldégico de estos materiales
poliméricos depende de su estructura. Las
caracteristicas especificas del comportamiento bioldgico
abarcan la unidén al tejido, la repulsidn de tejidos
opuestos, la duracidn de la unidn al tejido, la
duracidén de la repulsidén de los tejidos opuestos y el
modo de pérdida de la unidén o la repulsidn. Las
caracteristicas especificas de la estructura del
material polimérico incluyen el tipo (composicidn
quimica) del dominio de unidén al tejido, el tipo de
dominio que no es de unidn, la relacidn entre la masa
de los dominios de unidén y los dominios que no son de
unidén, el ntmero de dominios de unidén y de dominios que
no son de unidén, la inclusidén de sitios que son
particularmente susceptibles a la hidrdélisis no
enzimdtica, la inclusién de sitios que son
particularmente susceptibles a la hidrdélisis enzimatica
y las inclusiones de sitios con afinidad biolégica
particular.

C. Método para dar forma a materiales poliméricos.

A los objetos poliméricos se les puede dar una
forma deseada mediante técnicas estandar conocidas por
los expertos, por ejemplo, utilizando vaciado, moldeado
o técnicas de forma sbélida libre como técnicas de
impresidén tridimensional. Por ejemplo se puede usar una
mascara para cubrir un 4rea especifica de una capa en
la cual no se debe agregar un polielectrolito. La forma
del objeto puede ser controlada a medida gque se agregan
las capas subsiguientes.

A los materiales también se les puede dar forma en
relacidén con una estructura de soporte interna o

externa. Las estructuras de soporte internas comprenden
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redes de cribado de polimeros estables o degradables o
metales atdéxicos. Las estructuras externas comprenden,
por ejemplo, moldear el gel dentro de un cilindro de
modo que la superficie interna del cilindro sea
revestida con el gel gque contiene los materiales
bioldgicos.

IITI Métodos de uso

Los materiales tienen diversas aplicaciones. Entre
ellas el recubrimiento de implantes protésicos como
valvulas cardiacas.

Segun se define en este documento, "tejido" abarca
los tejidos eliminados del organismo y los tejidos
presentes en el organismo, pero excluye especificamente
las células y los agregados celulares, porque estos
pueden ser afectados adversamente por el recubrimiento
con materiales poliméricos. Este término también se
puede aplicar al tejido tratado, como el tejido de las
vadlvulas cardiacas, vasos sanguineos y membranas, donde
el tejido ya no estéd vivo y fue fijado gquimicamente, o
un vaso sanguineo u otros tejidos criopreservados.

Los materiales poliméricos se pueden aplicar
directamente mediante aplicacién localizada, la
aplicacién localizada se puede obtener mediante
pulverizacidén o inyeccidn de una capa muy fina
(generalmente del orden de monocapas de material
polimérico) sobre la superficie que se va a recubrir.
Los métodos para aplicar los materiales poliméricos de
esta manera son conocidos por los expertos.

A. Recubrimiento de superficies no biolébégicas

Los materiales poliméricos se aplican a
superficies no bioldgicas, preferentemente anidbnicas,
destinadas a ser colocadas en contacto con un ambiente

bioldgico. Dichas superficies comprenden, por ejemplo,
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catéteres, proétesis, implantes, injertos vasculares,
lentes de contacto, lentes intraoculares, membranas de
ultrafiltracidén y recipientes para materiales
bioldébgicos. Ademads, se pueden tratar placas de cultivo
celular o porciones de éstas para minimizar la adhesidn
de las células a la placa. Las placas de cultivo
celular tratadas de esta manera sdélo permiten la
proliferacién de las células en 1 areas que no estéan
tratadas, cuando las células son células dependientes
de anclaje (células que deben ser ancladas a un soporte
s6lido para proliferar).

Los materiales poliméricos se pueden aplicar al
tratamiento de superficies macrocapsulares, como las
utilizadas para ultrafiltracidén, hemodidlisis e
inmunoaislamiento no microencapsulado de tejidos
animales. La superficie puede estar en forma de una
fibra hueca, un médulo en espiral, una lamina plana u
otra configuracidn.

B. Recubrimiento de superficies metdlicas y

ceramicas

Las superficies metdlicas en contacto con liquidos
bioldégicos pueden ser recubiertas con los materiales
poliméricos. En ausencia de dicho recubrimiento, esas
superficies pueden contaminarse rédpidamente por
adsorcién de una capa de proteina al entrar en contacto
con liquidos biolégicos. El depdsito de material
bioldégico es minimizado por el recubrimiento de
superficies con los materiales poliméricos.

Los ejemplos de polimeros solubles en agua que
repelen las proteinas incluyen, pero no exclusivamente,
polietilenglicol, éxido de polietileno, poli-N-
vinilpirrolidona, polihidroxietil metacrilato y &acido

poliacrilico. Los polimeros policatidénicos incluyen,
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pero no exclusivamente, polilisina, poliarginina vy
polietilenimina.

Los metales que son pasivados son los que
presentan una superficie inerte de un metal anidénico u
6xido metadlico en agua a pH fisioldgico, y se usan para
formar conductos para el flujo de liquidos bioldgicos,
o son los gue se usan para formar dispositivos que
estdn en contacto con liquidos bioldégicos, incluso los
dispositivos que se implantan en los seres humanos o
los animales. Los metales incluyen acero inoxidable y
titanio, o superficies con 6xidos metalicos como oxido
de hierro, 6xido de titanio y 6xido de silicio. Los
metales se tratan con el polimero como una parte de
la fabricacidén del conducto o dispositivo, o se
tratan in situ, luego del ensamblaje del conducto o
dispositivo, o como parte de la operacidn normal del
dispositivo.

El tratamiento se puede aplicar por adsorcidn de
los materiales poliméricos desde una solucién liquida o
mediante pulverizacidén. También se puede usar la
eliminacién del polimero del metal a través de un
cambio en el pH, u otros medios, como un paso de
limpieza como parte de la operacidén normal del
dispositivo que usa esta tecnologia, asi como la
reaplicacién de una capa de polimero al metal, que
produce una reanudacidén de las propiedades de
repelencia de las proteinas en la superficie metédlica
tratada.

Las composiciones y métodos descritos en este
documento se comprenderdn mejor por referencia a los

ejemplos no limitantes siguientes.

EJEMPLO 1: EFECTO DE LOS MATERIALES SOBRE LA
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PROLIFERACION CELULAR

Se pueden usar diversos métodos para optimizar las
propiedades deseadas. Por ejemplo, cuando se usa un
copolimero en cepillo PEG-b-PLL para proteger la
superficie de un tejido dafiado contra la adhesidn de
células provenientes de la fase liquida en contacto
con dicha superficie tisular, el material polimérico
se puede optimizar llevando a cabo estudios gque usen
un modelo de cultivo tisular.

Se pueden sembrar fibroblastos en una placa
multipocillo tratada con proteinas adsorbidas de un
medio de cultivo celular que contenga 10% de suero.
Algunos de los pocillos se pueden recubrir con los
copolimeros y otros se pueden dejar sin recubrir.
Luego, la superficie se puede sembrar con fibroblastos
en medio de cultivo que contenga 10% de suero y

controlar la adhesidén y la proliferacidn.

Se puede hacer una medicidén de la fraccidn de
células que se adhieren (Fa) y de la fraccién de
células que proliferan (Fs) basadndose en criterios
morfoldégicos usando microscopia 6ptica. Dichas
mediciones realizadas 4 horas después de la siembra
pueden proporcionar medidas uUtiles de la adhesidén y la
repulsién.

El efecto de la proliferacién celular se
localiza en una superficie. Por ejemplo, cuando
PEG/PLL prolifera sobre una porcidédn de una
superficie, sblo esa porcidn de la superficie resiste la
adhesién celular. Una solucidédn de PEG/PLL se hizo
proliferar en aproximadamente medio pocillo de
poliestireno para cultivo celular. Después de sembrar

el pocillo con fibroblastos, las células proliferaron
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en el 4rea sin tratar del pocillo, pero no proliferaron
sobre la mitad tratada del mismo. Se observd una
transicién tajante entre la regidn tratada y la regidn
sin tratar.

Cuando se agregaron fibroblastos de prepucio
humano (células HFF) a un pocillo para cultivo tisular
recubierto con PEG/PLL, éstos no proliferaron. No
obstante, cuando las células se transfirieron a un
pocillo sin tratar, la proliferacidén celular tuvo lugar
normalmente sobre la superficie sin tratar.

Los gldbébulos rojos se pueden agregar con aglutinina
de germen de trigo (AGT). Se evalud la capacidad de
diversos tipos de polimeros de PEG/PLL para minimizar
la aglutinacidén. Se prepararon y evaluaron copolimeros
de PEG/PLL con una cadena de PEG de 5 Kd y una cadena de
PLL de 375 Kd, con proporciones de injerto de 14,
10.5, 7.5, 7, 5.6, 3.5, 1.75 y 1.25. El polimero de
PEG/PLL con una proporcién de injerto de 14 aglutina
los GR (incluso sin agregado de aglutinina de germen
de trigo), el de 10.5 aglutina algunos de los gldébulos
rojos, y protege algunos de los glébulos rojos de la
hemaglutinacién inducida por la aglutinina de germen de
trigo, el de 7.5 forma un complejo, el de 7 impide la
aglutinacién, el de 5.6 impide la aglutinacidén, el de
3.5 impide ligeramente la aglutinacidén, y los de 1.75
y 1.25 no tienen efecto sobre la aglutinacidén. En
consecuencia, un rango Util de proporciones de injerto
para que estos polimeros minimicen la aglutinacién de
los gldébulos rojos es entre 3.5 y 10.5.

En contraposicidén, el PEG/PLL con una cadena de
PEG de 5 K y una cadena de PLL de 20 KD o bien no tuvo
efecto sobre la aglutinacidén (proporciones de injerto

entre 1.75 y 7) o causdé aglutinacidédn (proporciones de
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injerto de 10.5 y 14). Los resultados se resumen en la
tabla 1.
Tabla 1: Efecto de PEG/PLL sobre la aglutinacién de los

glébulos rojos

Polimero La mayor | La mayor | La mayor | Comentarios
conc. de | conc. de | conc. de
AGT con | AGT sin | AGT sin
formacién agregados agregados
de pelet grandes pequefios
PBS 1.54 0.514 0.514 Sin efecto
mPEG 5 K 1.54 0.514 0.514 Sin efecto
PLL 20 K Aglut. Aglut. Aglut. Aglut. GR
PLL 418 K Aglut. Aglut. Aglut. Aglut. GR
Plu F-68 1.54 0.514 0.514 Sin efecto
5/20-1.75 1.54 0.514 0.514 Sin efecto
5/20-3.5 1.54 0.514 0.514 Sin efecto
5/20-7 1.54 0.514 0.514 Sin efecto
5/20-10.5 0.514 0.171 Aglut. Aglut. GR
5/20-14 Aglut. Aglut. Aglut. Aglut. GR
5/375-1.25 1.54 0.514 0.514 Sin efecto
5/375-1.75 1.54 0.514 0.514 Sin efecto
5/375-3.5 1.54 0.514 0.514 Sin efecto
5/375-5.6 125 125 125 Inhibe
ligeramente
la aglut. por
AGT
5/375-17 125 125 13.9 Inhibe la
aglut.
5/375-7.5 125 125 Aglut. Complejo
5/375-10 125 125 125 Inhibe la
aglut.
5/375-10.5 125 1.54 1.54 Complejo
5/375-14 Aglut. Aglut. Aglut. Aglut GR

En la tabla 1, PBS indica solucidén salina

amortiguada con fosfato. mPEG 5 K indica monometoxi PEG
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con un peso molecular de 5 K. PLL 20 K indica una
polilisina con un peso molecular de 20 K, en tanto PLL
418 K especifica que el peso molecular de la PLL es

418 K. Plu F-68 es un surfactante no idénico plurdnico
especifico. 5/20 indica que el polimero contiene un PEG
con un peso molecular de 5 K y una PLL con un peso
molecular de 20 K. 5/375 indica que el polimero contiene
un PEG con un peso molecular de 5 K y una PLL con un
peso molecular de 375 K. Los numeros que siguen a 5/20
o 5/375 especifican la proporcidén de injerto entre PEG y
PLL.

Un sustrato de proteina sérica adsorbida se incubd
con PEG/PLL 5/20 y PEG/PLL 5/375. Los polimeros con PLL
de peso molecular relativamente bajo no produjeron
ningtn cambio en la respuesta de las células a la
superficie. No obstante, la serie de copolimeros con la
PLL de mayor peso molecular produjo una reducciédn
significativa en la proliferacién celular en el sustrato
de proteina sérica adsorbido a medida que se agregaron
las moléculas de PEG al esqueleto de PLL. La
proliferacién celular se elimindé cuando la proporciodn
de injerto fue de 7 o 3.5 y fue significativamente méas
baja en relacidén con la PLL de bajo peso molecular
cuando la proporcién de injerto fue de 10.5. Los
resultados se ilustran en la figura 3.

Los datos muestran que los polimeros PLL-g-PEG con
un esqueleto de PLL de peso molecular relativamente bajo
permiten la proliferacién celular y aquellos con un
esqueleto de PLL de peso molecular relativamente alto

evitan la proliferacibén celular.

EJEMPLO 2: EVALUACION DE DENDRIMEROS PEG/PLL

Varias superficies modelo se trataron con los
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PEG/PLL, en los que la PLL estd en forma de
dendrimeros, y después se lavaron con PBS. Después se
sembraron fibroblastos en medio que contenia suero, y
se contd el numero de células proliferadas por
milimetro cuadrado a las cuatro horas. Los resultados
se muestran en las tablas 2 (a-c). Los resultados
muestran que a medida que el numero de grupos amina
aumenta a 4 o mas, el numero de células proliferadas

disminuye significativamente.

Tabla 2: Proliferacién celular en TCPS recubierto con

dendrimeros de PEG/PLL

Generacidén del dendrédn

(N° de aminas) PEG 20 K PEG 100 K PEG 5 K
-OH (0) 144+ 13 83 + 33 150 + 18
Y (1) 125+ 22 147 + 21 118 + 37
1 (2) 137+ 33 92 + 39 132 +/- 8
2 (4) 0£ 0 33 £ 7 -
3 (8) 0f 0 0 £ 0 1 +£1
4 (lo) 0f 0 3 +3
5 (32) 0+ 0 _

En la tabla 2, -OH indica que el polimero es PEG,
donde 20 K, 100 K y 5 K representan el peso molecular de
los polimeros. Y indica un dendrimero de generacidn cero,
en el cual hay un grupo amino presente.

Los resultados demuestran que, al menos con
respecto a las superficies de TCPS, los dendrimeros que
tienen entre 4 y 32 grupos amina reducen
significativamente la proliferacidén celular. En todos los
casos, la proliferacidén se redujo a medida que aumentd

la generacidn del dendrimero de PLL.
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Se usaron los polimeros para evaluar la
inmovilizacién del PEG en las superficies bioldgicas a
través de la adsorcién del Dbloque policatidbnico. Los
dendrones de PEG fueron capaces de evitar la
proliferacién celular sobre wuna superficie anidnica
simple, lo que 1indica que habia PEG presente en la
superficie, sin embargo, los copolimeros no tuvieron
efecto sobre 1la proliferacidén celular en superficies
proteinicas. El tratamiento de los gldébulos rojos con PEG
20 K con un dendrdén de lisina de quinta generacidn (32
aminas) fue capaz de impedir la hemaglutinacién por una
lectina, sin embargo, se encontrd que el polimero por si

mismo aglutinaba los gldébulos rojos en ausencia de mezcla.

Ejemplo 3: PROLIFERACION CELULAR SOBRE MULTICAPAS DE
POLIELECTROLITOS
Células HFF en TCPS

Para establecer una linea de base para la
proliferacién celular en multicapas
polielectroliticas, se formaron multicapas sobre
poliestireno para cultivo de tejidos (TCPS) usando 0.1%
de PLL (PM 50000) y 0.15% de alginato, con 4 lavados de
PBS luego de cada paso de adsorcidédn, hasta 15 bicapas.
En esta superficie, el numero de células proliferadas
caybd a cero luego de agregar la segunda capa (véase la
figura 1 A). Sin embargo, se observaron proliferaciones
celulares bastante pobres en los sustratos con 2 a 15
capas, permaneciendo no obstante su numero algo
constante hasta 15 capas.

Células HFF en gelatina

La gelatina se produce desnaturalizando coldgeno y
a menudo se recubren sustratos para cultivo tisular con

gelatina para mejorar la unidén de las células a un
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sustrato. Como una proteina desnaturalizada, se expone
una mezcla de residuos hidrdéfobos e hidrédéfilos y
deberia generarse una superficie muy heterogénea en el
momento de la adsorcidén a una superficie.

Utilizando 0.1% de PLL y 0.15% de alginato, se
formaron estructuras multicapa en los sustratos de
poliestireno para cultivo tisular recubiertos con
gelatina, con 4 lavados de agua desionizada entre los
pasos de adsorcidén. La adhesidn de HFF disminuyd en los
sustratos con mas capas y se inhibidé luego de 1la
formacidén de diez capas en el sustrato (véase Figura 1
B) .

Cuando se usaron una polietilenimina vy &cido
poliacrilico (PEI y PAA) (PM 50 000 para ambos
polimeros) en vez de PLL y alginato, el nuUmero de
células proliferadas disminuyé a medida que el nUmero
de capas aumentd. Sin embargo, el grado de disminucidn
de la proliferacién celular fue menor que el observado
cuando se usaron PLL vy alginato. Los resultados se
ilustran en la figura 1 D.

Células HFF en HFF ECM

Una matriz extracelular de fibroblastos en una
superficie es un buen modelo para la superficie de un
tejido dafiado. Los fibroblastos depositan fibronectina y
coldgeno, y muchas otras proteinas, mientras se
multiplican en una superficie, creando superficies muy
adhesivas para las células, luego que las células son
eliminadas con hidréxido de amonio 0.1 N. La presencia
de colédgeno fibrilar en la superficie aumentaria mucho
la rugosidad de la superficie de la capa adsorbida,
puesto que la red de fibrillas es suficientemente
grande como para ser observada a un aumento de 100x por

microscopia de contraste de fases.
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Se recubridé una superficie con matriz extracelular
de fibroblastos de prepucio humano (HFF ECM). Se
prepard un recubrimiento agregando secuencialmente
capas alternantes de PLL y alginato, utilizando
soluciones de 0.1% de PLL y 0.15% de alginato, vy
lavando la superficie con 4 lavados de agua desionizada
entre pasos de adsorcién. La proliferacién de células
de HFF fue inhibida en gran medida después de la
aplicacidén de 5 capas a la superficie, sin embargo, se
encontraron células que habian proliferado poco incluso
después de la aplicacidén de 15 capas. Estos resultados
son similares a los resultados obtenidos con TCPS
(véase la Figura 1 C).

Toxicidad

La inhibicién de la proliferacidén celular en las
superficies de hidrogel se puede explicar en términos
de interaccidén limitada de las proteinas con la
superficie del hidrogel. Idealmente, ninguna otra
actividad metabdlica de las células deberia ser
afectada por la superficie, y por lo tanto las células
en contacto con la superficie deberian permanecer
viables y competentes para la proliferacidén celular por
hasta 24 h. Se sabe gque los policationes son téxicos
para las células a bajas concentraciones, y por lo
tanto los efectos podrian ser un resultado de la
toxicidad celular. Por consiguiente, se evaluaron la
viabilidad y la proliferacién celular para células HFF
en el sustrato TCPS con 15 bicapas de PLL/alginato
luego de una hora. Agregando diacetato de fluoresceina
al medio de cultivo celular, las células
metabdélicamente activas quedaron marcadas con
fluoresceina por la funcidén de las esterasas de las

células. Se contaron las células marcadas
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fluorescentemente y se encontrd que 96.3% eran
fluorescentes, lo que indica viabilidad y actividad
metabdlica después de 1 h en la superficie de la
multicapa. En ese momento, la proliferacidén celular
habia comenzado en las superficies sin tratar y en las
superficies con sbélo unas pocas bicapas, pero no
proliferaron células en la superficie con 15 bicapas.

Después de una hora en un pocillo de TCPS con 15
bicapas de PLL/alginato, las células se pasaron a un
nuevo pocillo que era de TCPS sin tratar. Las células
se pasaron transfiriendo con pipeta el medio del primer
pocillo al segundo pocillo, sin agregado de nuevo
medio. Se observd proliferacidédn celular normal y sélo
se encontraron células bien proliferadas a las 24
horas.

Ademéds, se formdé un ensamblaje multicapa
utilizando 1% de PLL y 1.5% de alginato, con tiempos de
incubacién de 15 min y sélo un lavado con PBS, en un
pocillo para cultivo tisular inclinado, de modo que
sb6lo se tratd la mitad del pocillo. Se formaron dos
bicapas y se sembraron células en el pocillo. Las
células proliferaron normalmente en el lado sin tratar
y proliferaron y migraron hacia arriba hacia el borde
de la multicapa. Las células en el lado de la multicapa
no proliferaron. Las multicapas formadas utilizando
estas condiciones son muy gruesas y por consiguiente la
toxicidad debida a la lixiviacién del polimero seria
mas destacable en este sistema. La proliferacién de
células en el lado sin tratar indicd que la
proliferacién celular no es inhibida en presencia de
multicapas polielectroliticas por la liberacidén de un
factor téxico soluble

La presencia de rojo fenol en el medio de cultivo
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tisular permite controlar el pH durante un experimento.
No se detectd ninguin cambio en el color del medio de
cultivo tisular en comparacidédn con los sustratos de

control.

Ejemplo 4: RECUBRIMIENTO DE OBLEAS DE Si/SiO, CON
POLIELECTROLITOS

Se usaron soluciones que contenian 0.1% de PLL
(PM?) yv 0.15% de alginato, ambos en PBS a pH 7 en
técnicas multicapa para producir estructuras
autoensambladas en obleas de Si/Si0O, y obleas de Si/SiO;
con gelatina adsorbida. A medida que el numero de
bicapas aumentd también lo hizo el espesor de la capa.
El espesor de las bicapas (medido por elipsometria)
como un resultado del numero de bicapas se muestra en
la figura 2. Los datos elipsométricos con el sistema
de PLL y alginato sugieren que el espesor de las capas
poliméricas no aumenta linealmente.

Como otra prueba de la formacidén de estructuras
multicapa en un sustrato recubierto con gelatina, se
midieron los angulos de contacto dinadmicos a medida que
se formaron multicapas en una superficie de vidrio
limpia recubierta con gelatina, como un método para
detectar cambios en las propiedades quimicas de la
superficie. Los &ngulos de contacto de avance y
retroceso para la superficie de vidrio limpia fueron de
13.4 y 11 grados, respectivamente. Después de la
adsorcién de la gelatina, los angulos de contacto de
avance y retroceso fueron de 46.4 * 7.0 grados y 17.3
+* 4 grados, respectivamente. Utilizando 0.1% de PLL y
0.15% de alginato en PBS a pH 7, con cuatro lavados de
agua desionizada luego de la adsorcidén de cada capa

polielectrolitica, el angulo de contacto de retroceso
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disminuydé gradualmente hasta por debajo de 10 grados,
pero el angulo de contacto de avance cambid de
aproximadamente 60 grados luego del depdsito de una capa
de polilisina a aproximadamente 40 grados luego del
depdsito de una capa de alginato. En el estado seco, se
esperaria que la polilisina fuera algo hidrdéfoba puesto
gue la hidrofilicidad de la polilisina proviene
principalmente de sus aminas cargadas, que en el estado
seco serian neutras o existirian como una sal. Se
esperaria que el alginato, que tiene varios grupos
hidroxilo fuera mas hidréfilo en el estado seco. Estos
datos indicaron que la superficie de un sustrato
recubierto de gelatina estaba siendo cambiada con cada
paso de adsorcidén de polielectrolito. Después del
agregado de cuatro bicapas de polimero, las muestras se
tornaron muy humectables, de modo que el agua no se
retraeria féacilmente de la superficie luego de la
eliminacién del agua. Se elabordé una muestra con hasta
15 bicapas. En ese punto, para la capa de polilisina,
los angulos de contacto fueron de 80 grados y 7.6
grados, de avance y retroceso, respectivamente, y para
la capa de alginato, los angulos de contacto fueron de
64.2 y 6.98 grados.

Los datos indicaron apareamiento en la progresidn
del a&ngulo de contacto de avance de cada sustrato de
gelatina, y por consiguiente se analizdé el cambio en el
angulo de contacto de avance entre un paso y el
siguiente para cada sustrato. Se juzgd la significancia
estadistica para cada paso de adsorcidédn en comparacidn
con el paso de adsorcidn previo usando técnicas ANOVA.
Después de agregar la tercera capa de alginato, el
cambio en el angulo de contacto entre una capa y la

siguiente fue significativo a un nivel de confianza

42



10

15

20

25

30

ES 2353840 T3

superior al 99.9%.

Para correlacionar el comportamiento de
proliferacidén celular con el espesor de la multicapa,
se elaboraron multicapas de PEI y PAA sobre sustratos
de Si/Si0,, y se midieron los espesores por
elipsometria. Se observd un cambio muy pequefio en el
espesor entre las capas 1 y 10, sin embargo, se observd
un espesor de 120 Angstroms a las 15 capas, con un
espesor por capa de 6.7 Angstroms. El espesor a las 15
capas con el sistema de PEI/PAA fue similar al
observado con 5 capas en el sistema de PLL/alginato. En
ambos casos, el numero de células bien proliferadas
disminuydé hasta aproximadamente un tercio de la
proliferacién encontrada en el sustrato de gelatina
solo. En consecuencia, existe una correlacidén entre la
proliferacién en la superficie y el espesor del
recubrimiento polielectrolitico.

Las peliculas superficiales preparadas utilizando
los copolimeros de PEG/PLL y capas alternantes de
policationes y polianiones son muy eficaces para
recubrir y evitar la proliferacién celular incluso
sobre las superficies méds adhesivas como coldgeno tipo
1, gelatina, matriz extracelular de fibroblastos y
fibronectina. La eleccidén de polielectrolitos es
importante -polilisina/alginato presenta un crecimiento
exponencial del espesor, y es eficaz en estos modelos
cuando los espesores de las peliculas son mayores de
aproximadamente 100 nm. En contraposicién, cuando las
capas se prepararon a partir de polietilenimina/&cido
poliacrilico, el espesor de la capa crecid linealmente
en vez de exponencialmente, originando peliculas mas
finas por ciclo de agregado de policatidén/polianidén. E1

espesor de la capa se correlaciond con el grado de
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minimizacién de la proliferacidén celular, de modo que
fueron necesarias mas capas para lograr el mismo

resultado visto con las capas de PLL/alginato.

Ejemplo 5: EL ESPESOR DE LAS PELICULAS MULTICAPA ES
AFECTADO POR LAS CONDICIONES DEL
PROCESAMIENTO

Las multicapas de PLL y alginato tienden a crecer
de manera exponencial en vez de lineal. Otras capas
poliméricas tienden a crecer de manera mas lineal. Se
llevaron a cabo una serie de estudios para explicar el
comportamiento de los sistemas de PLL/alginato, y para
determinar si el fendmeno se podria generalizar a otros
polimeros.

En la preparacién de microcédpsulas de PLL y
alginato, se pueden generar espesores de pared en el
orden de las micras con sélo tres capas de polimero. En
ese caso, primero se gelifica el alginato en una
microesfera usando Ca++, y las microesferas se colocan
en una solucién de PLL. Después de lavar, la
microesfera se agrega a una solucidédn que contiene
alginato, seguido nuevamente de lavado. Después un
quelante del calcio disuelve el interior de alginato de
la microcédpsula y se producen microcapsulas con
espesores de pared del orden de micrémetros. Un simple
equilibrio de masas conduce a la conclusién de que una
masa significativa de PLL debe localizarse en la
superficie de la microesfera durante el paso de
adsorcidén, si se asume que los copolimeros no se
autoasocian. Esta cantidad de PLL podria localizarse en
la superficie de la microesfera de alginato si la PLL o
bien difundiera una cierta distancia dentro de la

microesfera de alginato durante el paso de adsorcidn, o
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si se formara una capa superficial viscosa rica en PLL
que resistiera el lavado, y que después gelificara una
vez agregado el alginato.

Con las multicapas de PLL y alginato, se encontrd
que el espesor de las estructuras multicapa formadas
era una funcién de cuédn bien se lavaba la superficie
durante la formacidén de la multicapa, y de la
concentracién del polimero. Se midid el espesor de un
polimero en un sustrato de Si/Si0, luego de la formacidn
de una multicapa usando elipsometria. E1 lavado
exhaustivo de los sustratos condujo a un crecimiento
por capa en el orden de decenas de angstroms. Sin
embargo, en el caso especifico de 1% de PLL y 1.5% de
alginato, el lavado menos vigoroso condujo al
crecimiento de hidrogeles macroscépicos, con espesores
de polimero seco en el orden de cientos de angstroms
por capa (véase la Tabla 3). Todos los sustratos
tratados se tornaron mucho més hidréfilos luego de 1la
adsorcién de la segunda capa de polimero y
permanecieron transparentes después del secado.

Se usé elipsometria para medir el efecto de las
condiciones de lavado sobre el espesor Ultimo de los
ensamblajes de multicapas polielectroliticas. El1 lavado
menos vigoroso usando los polielectrolitos de
PLL/alginato produjo un aumento de un orden de magnitud

en el espesor del polimero sobre el sustrato.

Tabla 3: Espesor de las capas de PLL/Alginato

Espesor (A) + desv.

Tratamiento est.
Capa de 6xido 22.9 £ 1.6
1% de PLL, 1.5% de alg (15 min de 801.6 + 223.4

tratamiento, 1 min de lavado PBS) x 2
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1% de PLL, 1.5% de alg (15 min de 43.9+ 1.4
tratamiento, 30 s de lavado en agua

corriente) x 2

0,1% de PLL, 0,15% de alg (5 min de 80.6

+
(00]
N

tratamiento, 1 min de lavado PBS) x 2

2% de PEI, 2% de PAA (15 min, 1 min 89.8+ 11.5
de lavado PBS) x 2
2% de PEI, 2% de PAA (2 min, 3 x 1 59.9+ 8.8

min de lavado PBS) x 2

Se pueden preparar estructuras multicapa "gruesas"
que sean claras y transparentes. Cuando se coloca 1.4% de
alginato en un pocillo pequefio, y se coloca por encima
una capa de 1% de PLL, se forma un gel complejo claro en
la interfase, que se puede retirar del pocillo con una
espatula. Sin embargo, colocar una capa de 0.1% de PLL
sobre 1.4% de alginato no produce un gel, solamente un
precipitado. La sustitucidén de PEI por PLL también
produce Unicamente la formacidén de un precipitado con 1.4%
de alginato. Formar capas de 2% de PEI sobre 2% de PAA de
50 K no produce la formacién de un gel complejo, sin
embargo, formar capas de 2% de PEI sobre 25% de PAA de 50
K a pH 3, produce la formacién de un gel claro. Por lo
tanto, mediante la eleccidén adecuada de viscosidades y
densidades de carga, se pueden formar geles
tridimensionales después de mezclar polielectrolitos,
por oposicidén a la formacidn de un precipitado o
floculado simple. Los resultados se resumen en la tabla
4.

Tabla 4: Efecto de diversos tratamientos sobre la

formacién de capas de PLL/alginato

Tratamiento Polimeros Resultado:
Mezcla directa 1.4% alg, 1% PLL S6lo precipitado
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Sé6lo precipitado
1.4% alg, 0.05% PLL

2% PAA, 2% PEI S6lo precipitado
25% PAA, 2% PEI S6lo precipitado
Disponer en capas 1.4% alg, 1% PLL Gel claro
una solucién de un [1.4% alg, 0,1% PLL S6lo precipitado
policatién sobre una
solucién de un 1.4% alg, 2% PEI S6lo precipitado
polianion 1.4% alg, 1% PEI S6lo precipitado
2% PAA, 2% PEI Sé6lo precipitado
2% PAA, 1% PLL S6lo precipitado

Gel claro con bordes
25% PAA (pH 3), 2% PEI
turbios

Gel turbio
25% PAA (pH 7), 2% PEI

25% PAA, 50% PEI Gel ligeramente

turbio

HFF ECM, tratada con "multicapas gruesas"

Las condiciones que conducen a la formacidn de
multicapas "gruesas", a juicio de la elipsometria, producen
peliculas superficiales transparentes, claras y muy
delgadas en los sustratos, que se pueden observar
microscdpicamente, y que se pueden retirar del sustrato
con una espatula (lo que demuestra una integridad mecanica
horizontal significativa), pero que se pliegan sobre si
mismas como sSi se apartaran de la superficie, formando
una masa opaca.

Utilizando 1% de PLL y 1.5% de alginato, con tiempos
de incubacidén de 15 min y un lavado con PBS luego de cada
paso de adsorcidén, se formaron multicapas sobre la
superficie de la HFF ECM, y adhesidén celular a los
sustratos.

Tabla 5: Numero de células proliferadas en capas
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polielectroliticas

Nimero de células
proliferadas/mm” (+
Tratamiento D.E.)
% PLL/1,5% alg, 0 capa Monocapa
1 capa 0x£0
2 capas 0 £ O
% PEI/2% PAA 0 capa Monocapa
1 capa Monocapa
2 capas Monocapa

Ejemplo 6: PROLIFERACION CELULAR EN UNA SUPERFICIE DE
DIOXIDO DE SILICIO

La proliferacidn celular es indicativa de
adsorcidén de proteinas en una superficie. Se aplicaron
varios copolimeros en peine a una superficie de 6xido
de silicio y se evalud la proliferacidn celular en las
superficies recubiertas. Los polimeros fueron
copolimeros en peine PLL-g-PEG, con proporciones entre
PEG y unidades de lisina segun se muestra mas adelante
en la tabla 1. Segin se muestra en la tabla 1, recubrir
la superficie con varios materiales poliméricos es
capaz de evitar la proliferacidn celular, y por lo

tanto puede evitar la adsorcidn de proteinas.

Tabla 6: Proliferacién celular en una superficie de SiO;

Numero de células

copolimero proliferadas (célula/mm?)
PLL 98 = 27
PLL-g-PEG (PM de PEG 5000, PM 11

de PLL 20000, 1 PEG por 14

unidades de lisina)
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PLL-g-PEG (PM de PEG 5000, PM 0.4 £ 0.7
de PLL 20000, 1 PEG por 10,5

unidades de lisina)

PLL-g-PEG (PM de PEG 5000, PM 35
de PLL 20000, 1 PEG por 7

unidades de lisina)

PLL-g-PEG (PM de PEG 5000, PM 0 + 0
de PLL 20000, 1 PEG por 3,5

unidades de lisina)

PLL-g-PEG (PM de PEG 5000, PM 190 + 156
de PLL 20000, 1 PEG por 1,75

unidades de lisina)

PEG 157 £ 70

Como se muestra en la tabla 6, los polimeros de
PEG/PLL con proporciones de injerto especificas de PEG
por subunidades de lisina fueron capaces de evitar la
proliferacidén celular, en tanto que otros polimeros de
PEG/PLL con diferentes proporciones de injerto fueron

ineficaces.

Ejemplo 7: PROLIFERACION CELULAR EN PELICULAS
MULTICAPA

Se unieron péptidos a través de sus aminas N-
terminales a las cadenas laterales carboxilo del &acido
poliacrilico (PM 250000) (PAA) con tetrafluoroborato de
N,N,N',N'-tetrametiluronio (TSTU). Se prepard PAA
activado combinando 200 pl de 20 mg/ml de PAA en DMF
anhidra con 40 pl de 50 mg/ml de TSTU y 20 pl de
diisopropiletilamina (DIPEA) para obtener una mezcla con
61 pmol de residuos de PAA COOH, 6.7 pmol de TSTU y 121
umol de DIPEA. Se agregd gota a gota una solucidn de
péptido en tampdédn al PAA activado. La mezcla cruda
péptido-PAA se purificd de péptidos sin unir mediante
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didlisis. Se liofilizaron las muestras. Este proceso se
llevd a cabo segun se describe con los péptidos que
contienen Arg-Gly-Asp (RGD-), Arg-Asp-Gly (RDG-), Tyr-
Ile-Gly-Ser-Arg (YIGSR-), y His-Ala-Val (HAV-).

Se elaboraron multicapas polielectroliticas dentro
de pocillos de placas de poliestireno para cultivo
tisular de 24 pocillos, adsorbiendo capas alternantes
de polietilenimina (PEI) (PM 50000) y PAA o péptido-
PAA. La primera capa de PEI se depositd agregando 0.4
ml de PEI (20 mg/ml) en tampdén HEPES de pH 10.0 a un
pocillo. Después de 2 minutos, el pocillo se enjuagd
tres veces con 0.5 ml de PBS durante 2 minutos cada
enjuague. La segunda capa se depositd agregando 0.4 ml
de PAA (20 mg/ml) en PBS de pH 10.0. Se enjuagd el
pocillo y se depositdé una segunda capa de PEI y se
enjuagd segln se describe antes. La capa final se
depositd agregando 200 pl de PBS mas 0.1 upmol de
péptido-PAA (donde las concentraciones de péptido-PAA se
describen en términos de la cantidad de péptido) o PAA en
30 pl de agua desionizada. Después de 30 minutos, se
agregaron 0.4 ml de PAA (20 mg/ml) y los pocillos se
enjuagaron después de 5 minutos.

Se sembraron fibroblastos sobre multicapas
polielectroliticas a una densidad de 1000 células/ml”.
Después de 14 horas de incubacién, la multicapas con la
capa superior de PAA unida al péptido RGD produjo 12 500
+ 1500 células proliferadas/cm2, en tanto que el control
(péptido antisentido péptido RGD unido al PAA produjo
2500 + 500 células proliferadas/cm?. Los datos
demuestran que se pueden colocar péptidos en la
superficie de un ensamblaje de multicapas

polielectroliticas.
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REIVINDICACIONES

1. Un implante o dispositivo médico que comprende una
superficie no bioldgica destinada a ser colocada en
contacto con un ambiente bioldgico, que comprende un
recubrimiento superficial adsorbido en éste, que
comprende

un copolimero de bloques que contiene un bloque
policatidénico que comprende o un bloque policatidnico
lineal o un bloque policatidénico dendritico con un peso
molecular suficiente para proporcionar al menos ocho
cargas catidnicas, y al menos un bloque que no es de
unién al tejido, donde la superficie no bioldbgica es de
material metdalico o cerdmico o es una superficie de un
catéter, proétesis, implante, injerto vascular, lente de
contacto, lente intraocular o membrana de
ultrafiltracién y donde el blogque policatidénico lineal
tiene al menos cinco cargas y un peso molecular de al

menos 1000 g/mol.

2. El implante o dispositivo de la reivindicacidén 1,
donde el bloque gque no es de unidén al tejido tiene un

peso molecular en exceso de 5000 dalton.

3. El implante o dispositivo de la reivindicacién 1,
donde el blogue gque no es de unidén al tejido tiene un

peso molecular en exceso de 50000 dalton.

4. El implante o dispositivo de la reivindicacién 1,
donde el blogue gque no es de unidén al tejido se

selecciona del grupo que consiste en polietilenglicol,
6xidos de polialquileno mezclados, con una solubilidad

de al menos un gramo/litro en soluciones acuosas,
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polisacaridos neutros solubles en agua, alcohol
polivinilico, poli-N-vinilpirrolidona,

poli(met)acrilatos no catidnicos y sus combinaciones.

5. El implante o dispositivo de la reivindicacién 1,
donde el bloque que no es de unidén al tejido comprende

polietilenglicol.

6. El implante o dispositivo de la reivindicacién
1, donde el bloque policatidénico se selecciona del
grupo que consiste en poliaminodcidos naturales y no
naturales con carga positiva neta a pH neutro,
polisacdridos cargados positivamente y polimeros

sintéticos cargados positivamente.

7. El implante o dispositivo de la reivindicacién
1, donde el blogue policatidénico comprende unidades
monoméricas seleccionadas del grupo que consiste en

lisina, histidina, arginina y ornitina.

8. El implante o dispositivo de la reivindicacidn
6, donde el polisacéadrido cargado positivamente se
selecciona del grupo que consiste en quitosana,
guitina parcialmente desacetilada y derivados de

polisacédridos neutros que contienen amina.

9. El implante o dispositivo de la reivindicacidn 6,
donde el polimero sintético cargado positivamente se
selecciona del grupo que consiste en polietilenimina,
poliamino (met)acrilato, poliaminoestireno,
poliaminoetileno, poli(aminocetil)etileno,

poliaminoetilestireno y sus derivados N-alquilicos.
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10. E1l implante o dispositivo de la reivindicacién 1,
donde el copolimero comprende ademas un agente

biocactivo.

11. El implante o dispositivo de la reivindicacién
10, donde el agente bioactivo estd acoplado

quimicamente al copolimero.

12. El implante o dispositivo de la reivindicacién 10,
donde el agente bicactivo se adhiere a tipos

particulares de células o moléculas.

13. El implante o dispositivo de la reivindicacidn

1, donde la superficie es cerémica.

14. E1l implante o dispositivo de la reivindicacién 1,
donde la superficie es anidnica, cuando se la coloca

en un ambiente bioldgico.

15. Un método para fabricar el dispositivo o implante
médico de la reivindicacién 1 que comprende que el
copolimero de bloques sea adsorbido por la superficie del

dispositivo o implante médico.

16. El método de la reivindicacién 15, donde 1la
superficie es anidénica, cuando se la coloca en un

ambiente bioldgico.

17. El método de la reivindicacidén 15, donde el
copolimero se aplica a la superficie mediante adsorcidn

del copolimero desde una solucidén que lo contiene.
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18. El uso de un copolimero de bloques como el
definido en la reivindicacidédn 1 para recubrir una

superficie no bioldgica.
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