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DESCRIPCION
Microfibras de multiples capas y uso de las mismas
Campo de la invencién
La presente invencién se dirige a, entre otros, microfibras y/o microtubos electrohilados de miltiples capas, que
comprenden células y/o sustancias biolégicas. La invencién se dirige ademas a métodos para producir una
microfibra de tres capas concéntricas.
Antecedentes de la invencién
Publicacién de solicitud internacional nim. WO 2008/041183 proporciona microtubos electrohilados y un método
para producir un microtubo, que comprende el electrohilado conjunto de dos soluciones poliméricas a través de
capilares coaxiales para producir de esta manera el microtubo, en donde una primera solucién polimérica de las dos
soluciones poliméricas es para formar una carcasa del microtubo y una segunda solucién polimérica de las dos
soluciones poliméricas es para formar un recubrimiento sobre una superficie interna de la carcasa, la primera
solucion polimérica se selecciona solidificando mas rapido que la segunda solucién polimérica y un solvente de la
segunda solucién polimérica se selecciona incapaz de disolver la primera solucién polimérica.
La publicacién de solicitud internacional nium. WO 2009/104174 proporciona un método para unir una célula o una
particula recubierta con membrana de interés a un microtubo. La publicacion de solicitud internacional nim. WO
2009/104176 proporciona un método para unir una célula o una molécula de interés a un microtubo.
El documento CN 103668485 proporciona una membrana nanofibrosa electrohilada altamente activa de 3 capas
coaxial atrapada por electrohilado de nanofibras, en donde: la nanofibra electrohilada es una estructura coaxial de 3
capas, de dentro hacia fuera es secuencialmente activada la capa de liberacion inmovilizada, la capa de enzima y
una capa de polimero porosa.
Existe la necesidad de mejorar los microtubos y/o microfibras portadoras de células electrohilados con mayor
viabilidad y densidad celular.
Resumen de la invencion
De acuerdo con un aspecto, la presente invencion proporciona una microfibra de multiples capas concéntricas
electrohilada de acuerdo con la reivindicacion 1.
De acuerdo con otra modalidad, se proporciona una microfibra de tres capas.
De acuerdo con otra modalidad, dicha microfibra es hueca.
De acuerdo con otra modalidad, dicha capa interna, capa intermedia y/o capa interna son capas sustancialmente
porosas.
Los polimeros solubles en agua de dicha capa intermedia se seleccionan de polimeros naturales, polimeros
sintéticos o sus combinaciones.
De acuerdo con otra modalidad, dicha capa externa comprende uno o mas polimeros organosolubles. De acuerdo
con otra modalidad, dicho polimero organosoluble de dicha capa externa se selecciona del grupo que consiste en:
poli(fluoruro de vinilideno), poli (e-caprolactona) (PCL), poliamida, poli(siloxano), poli(silicona), poli(etileno),
polilmetacrilato de 2-hidroxietilo}, poli(metacrilato de metilo), poli(acetato de vinilo), poliacrilamida, poli(etileno-co-
acetato de vinilo), poli(acido metacrilico), polilactida, poliglicolida, poli(lactida-co-glicolida), polianhidrido,
poliortoéster, poli(carbonato), poli(acrilonitrilo), polianilina, polivinilcarbazol, poliestireno, poli(vinilfenol), hidroxiacido,
poli(caprolactona), polianhidrido, polihidroxialcanoato, poliuretano, colageno, celulosa, y sus
combinaciones/copolimeros.
De acuerdo con otra modalidad, dicho polimero organosoluble es poli(fluoruro de vinilideno-co-hexafluoropropileno)
(PVDF-HFP).
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De acuerdo con otra modalidad, dicha capa externa comprende polimeros solubles en agua. De acuerdo con otra
modalidad, dicha capa externa comprende polimeros solubles en agua seleccionados del grupo que consiste en:
poli(vinilpirrolidona), poli(N-vinilpirrolidona), poli(vinil alcohol), poli(acido acrilico), poli(etilenglicol), poli(éxido de
etileno), albumina, alginato, quitosano, almidén, acido hialurénico, albumina, alginato, quitosano, almidén,
polipéptidos y sus combinaciones/copolimeros.

De acuerdo con otra modalidad, dicha capa externa comprende ademas agentes antiincrustantes.

Los polimeros solubles en agua de dicha capa intermedia se seleccionan del grupo que consiste en poli(acido
acrilico), poli(vinilpirrolidona), poli(N-vinilpirrolidona), poli(vinil alcohol), poli(acido acrilico) poli(etilenglicol}, poli(acido
metacrilico), poli(dxido de etileno), polihidroxiacido, alginato, almidén, quitosano, dextrano, albimina, quitosano,
acido hialurénico, polipéptidos y sus combinaciones/copolimeros.

De acuerdo con otra modalidad, dicho polimero sintético soluble en agua se selecciona del grupo que consiste en
PVA, PVP, PEQ, PAA, sulfonato de poliestireno y sus combinaciones o copolimeros.

El polimero natural soluble en agua se selecciona del grupo que consiste en polisacaridos (por ejemplo, alginato),
almidén, acido hialurénico, alginato, dextrano, quitosano y sus combinaciones o copolimeros.

El oligémero se selecciona del grupo que consiste en derivados oligoméricos de quitosano y oligbmeros de
sacaridos.

De acuerdo con otra modalidad, la concentracién de células dentro de dicha capa interna o nucleo es de al menos
10 OD.

De acuerdo con otra modalidad, dicha capa interna comprende ademas un medio para mantener y/o soportar dicha
viabilidad y/o actividad celular.

De acuerdo con otra modalidad, dichas sustancias bioloégicas se seleccionan de hormonas, factores de crecimiento,
enzimas, nutrientes y moléculas de resistencia a choques.

De acuerdo con otra modalidad, dicha capa externa tiene un grosor de aproximadamente 5 nm a 10 micrémetros.

De acuerdo con otra modalidad, dicha capa intermedia tiene un grosor de aproximadamente 5 nm a 10 micrémetros.
De acuerdo con otra modalidad, dicha capa interna tiene un grosor de aproximadamente 5 nm a 10 micrometros.

De acuerdo con otra modalidad, dicha capa interna tiene un diametro de a lo maximo 50 micrometros.

De acuerdo con otro aspecto, se proporciona un método para producir una microfibra de tres capas concéntricas de
acuerdo con la reivindicacién 14.

De acuerdo con otra modalidad, la primera solucién polimérica se solidifica mas rapido que la segunda solucién
polimérica.

De acuerdo con otra modalidad, la segunda solucion polimérica se solidifica mas rapido que la tercera solucion.

De acuerdo con otra modalidad, la segunda solucion polimérica y dicha tercera solucién comprenden el mismo
solvente.

De acuerdo con otra modalidad, la segunda solucién polimérica comprende un solvente que es incapaz de disolver
la primera solucién polimérica.

Otras modalidades y el alcance completo de la aplicabilidad de la presente invencién se haran evidentes a partir de
la descripcion detallada que se dara a continuacién. Sin embargo, debe entenderse que la descripcién detallada y
los ejemplos especificos, aunque indican las modalidades preferidas de la invencion, se dan a modo de ilustracion
solamente, ya que diversos cambios y modificaciones dentro del alcance de la invencion seran evidentes para los
expertos en la técnica a partir de esta descripcion detallada.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 ilustra una hilera con tres capilares coaxiales.
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Las Figuras 2A-C ilustran microfibras y/o microtubos de tres capas de acuerdo con algunas modalidades de la
invencion.

Descripcién detallada de la invencion

La presente invencidén proporciona, en una modalidad, microfibras o microtubos electrohilados de mdltiples capas
concéntricos que comprenden células y/o cualesquiera elementos biolégicos.

En otra modalidad, se proporciona un método para fabricar dichas microfibras.

La presente invencién se basa, en parte, en el sorprendente hallazgo de que una microfibra electrohilada de
multiples capas concéntricas permite la incorporaciéon de una concentracién extremadamente alta de células viables
en la capa interna o nlcleo de la microfibra. En una modalidad ilustrativa, se mostré que las microfibras descritas en
la presente descripcién incorporan células viables a una concentracién extremadamente alta de aproximadamente
50 OD (equivalente a aproximadamente 10" células/ml).

Las microfibras electrohiladas de la invencién comprenden una capa intermedia que actiia como una barrera entre la
capa externa (que comprende, en alguna modalidad, un solvente nocivo para las células u otras sustancias
biolégicas) y la capa interna que comprende dichas células. La incorporacion de una capa intermedia entre la capa
externa y la capa interna permite ventajosamente la incorporacién de una alta concentracion de células viables y/o
sustancias biolégicas. En algunas modalidades, el solvente seleccionado para formar la capa externa de la
microfibra es un solvente a base de organico y el solvente seleccionado para formar la capa intermedia y/o interna
de la microfibra es un solvente compatible para el crecimiento y la viabilidad de las células.

De acuerdo con otra modalidad, la presente invencién proporciona una microfiora o microtubo electrohilado
concéntrico de multiples capas que comprende: (i) una capa externa que comprende uno o mas polimeros, (ii) una
capa interna o un nucleo, y (iii) una capa intermedia (es decir, media) situada entre la capa externa y la capa interna,
dicha capa intermedia comprende uno o mas polimeros solubles en agua. En una modalidad, la capa interna
comprende una suspension celular, y/o una suspensién de sustancias biologicas. En otra modalidad, la capa interna
comprende uno o mas polimeros y/u oligbmeros solubles en agua y células y/o sustancias biologicas.

Como se usa en la presente descripcion, el término "concéntrico” significa que todas las capas de la microfibra de
multiples capas tienen un centro sustancialmente comin, que comparte una orientaciéon coaxial. Como tal,
concéntrico indica que los canales intermedios rodean el canal principal y, a su vez, el canal externo rodea los
canales intermedios. En una modalidad, todos los canales pueden compartir el mismo centro o eje geométrico.
Como se usa en la presente descripcion, "intermedia” indica que una capa se dispone entre la regién central y la
capa externa. La capa externa abarcara tipicamente la totalidad de la region central, al menos en una seccién
transversal del cuerpo, y la capa o capas intermedias se dispondran entre la capa externa y la regién central.

Se hace referencia ahora a las Figuras. 2A, 2B, y 2C, que ilustra una ilustracion simplificada y esquematica de una
vista en seccion transversal de una porcién de una microfibra de multiples capas de la invencién. En otra modalidad,
la microfibra es una fibra no hueca, que comprende (0 que se compone de) una capa externa 20 (por ejemplo, que
comprende polimeros organosolubles), una capa intermedia 20 que comprende opcionalmente polimeros solubles
en agua, y una capa interna 40 que encapsula células y/o moléculas de interés 10. La capa interna 40 comprende
opcionalmente polimeros solubles en agua, como se describe en la presente descripcion.

Se hace referencia a la Figura 2A, que ilustra una ilustracién esquematica simplificada de una vista en seccion
transversal de una porcién de una microfibra de tres capas 200, construida y operativa de acuerdo con otra
modalidad no limitante de la presente invencion.

El término "no hueco", como se usa en la presente, se refiere a una capa interna que llena sustancialmente el
diametro interno de la fibra (es decir, el nicleo de la microfibra). En otra modalidad, dicha microfibra es al menos una
microfibra de tres capas. En otra modalidad, dicha microfibra es una microfibra de tres capas.
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En alguna modalidad, dichas microfibras son sustancialmente huecas, por ejemplo, que forman microtubos. En una
modalidad, se proporciona un microtubo electrohilado concéntrico de multiples capas. Como se usa en la presente
descripcion, el término "microtubo” se refiere a un tubo hueco que tiene un diametro interno de, por ejemplo, a lo
maximo 50 pm, que carece de un polimero electrohilado. En otra modalidad, dicho microtubo es al menos un
microtubo de tres capas.

En una modalidad, dicho microtubo de miiltiples capas comprende una capa externa (por ejemplo, que comprende
polimeros organosolubles), una capa intermedia que comprende polimeros solubles en agua y una capa interna que
comprende polimeros solubles en agua y células y/o moléculas encapsuladas de interés. Se hace referencia a la
Figura 2B, que ilustra una ilustracién esquematica simplificada de una vista en seccién transversal de una porcién de
una microfibra de multiples capas 300, construida y operativa de acuerdo con otra modalidad no limitante de la
presente invencién. Debe entenderse que, dentro de tal microtubo de multiples capas, las células pueden quedar
atrapadas en la capa interna del microtubo y/o en el lumen interno del tubo.

En una modalidad, dicho microtubo de miiltiples capas comprende una capa externa (por ejemplo, que comprende
polimeros organosolubles), una capa intermedia que comprende polimeros solubles en agua y una capa interna que
comprende células y/o moléculas de interés. Se hace referencia a la Figura 2C, que ilustra una ilustracién
esquematica simplificada de una vista en seccion transversal de una porcién de una capa de microfibra de multiples
capas 400, construida y operativa de acuerdo con otra modalidad no limitante de la presente invencién. La microfibra
de multiples capas 400 un microtubo hueco de doble capa de la invencion que comprende una capa externa 20, y
una capa intermedia 30 y una tercera solucion interna 40 que comprende células 10 y/o moléculas de interés
suspendidas en un liquido 10 (por ejemplo, agua, medio celular, solucién salina, etc.), que llena el lumen del tubo sin
depositar una capa.

De acuerdo con una modalidad, dicha capa interna comprende células se forma a partir de una solucién no hilable.
Como se usa en la presente descripcion, el término "solucién no hilable" se refiere a una solucién que no se somete
a estiramiento y elongacién bajo un proceso de electrohilado. La hilabilidad de una solucién puede determinarse por
un experto en la técnica, tal como por la viscoelasticidad de la solucién (por ejemplo, de acuerdo con la
concentracion polimérica y/o el peso molecular dentro de la solucién).

De acuerdo con algunas modalidades, dicha capa intermedia se forma a partir de una solucién no hilable para
formar una capa viscosa (es decir, una capa que no experimenté estiramiento y elongacion bajo un proceso de
electrohilado tipico. En otra modalidad, la capa intermedia de la microfibra descrita en la presente descripcion esta
sustancialmente desprovista de células. Una capa intermedia sustancialmente sin células se refiere a, en algunas
modalidades, una capa que se hila electrostaticamente mediante el uso de una solucién polimérica que no tiene
células.

La microfibra de miltiples capas y/o microtubo de la invencion se procesan tipicamente bajo un proceso de una sola
etapa, es decir, una Unica etapa de electrohilado. En otra modalidad, la microfibra y/o microtubo de multiples capas
de la invencion se procesan mediante el electrohilado conjunto de tres o mas soluciones a través de capilares
triaxiales o multiaxiales, respectivamente. Los métodos de electrohilado de las microfibras de la invencién se
detallan adicionalmente en la presente descripcion.

En una modalidad, dicha capa intermedia permite la difusion de las células a través de ella. En otra modalidad, dicha
capa intermedia evita sustancialmente la difusion de las células a través de ella.

En otra modalidad, dicha capa intermedia es sustancialmente porosa y/o no continua. En otra modalidad, dicha capa
porosa comprende poros adecuados para la difusién de nutrientes y gases (por ejemplo, oxigeno) hacia y desde las
células encapsuladas dentro de la capa interna de dicha microfibra y/o microtubo. En una modalidad, dicha capa

porosa comprende poros de aproximadamente 1 nm o mas.
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Los polimeros de dicha capa intermedia se seleccionan de polimeros naturales, polimeros sintéticos o sus
combinaciones. La capa intermedia comprende uno o mas polimeros solubles en agua. En otra modalidad, dicha
capa intermedia esté sustancialmente desprovista de células.

En una modalidad, dichos polimeros de dicha capa externa son sustancialmente biodegradables. En otra modalidad,
dichos polimeros de dicha capa externa no son sustancialmente biodegradables.

En otra modalidad, dicha capa externa comprende uno o mas polimeros organosolubles. Ejemplos no limitantes de
polimeros organosolubles de dicha capa externa incluyen fluoruro de polivinilideno (PVDF), poli (e-caprolactona)
(PCL), poliamida, poli(siloxano), poli(silicona), poli(etileno), poli(metacrilato de 2-hidroxietilo), poli(metacrilato de
metilo), poli(acetato de vinilo), poliacrilamida, poli(etileno-co-acetato de vinilo), poli(acido metacrilico), polilactida,
poliglicolida, poli(lactida-coglicolida), polianhidrido, poliortoéster, poli(carbonato), poli(acrilonitrilo), polianilina,
polivinilcarbazol, poliestireno, poli(vinilfenol), polihidroxiacido, poli(caprolactona), polianhidrido, polihidroxialcanoato,
poliuretano, colageno, celulosa y sus combinaciones/copolimeros. Un experto en la técnica apreciara que pueden
usarse otros polimeros organosolubles para formar los microtubos y/o microfibras de la invencién.

En algunas modalidades, se proporciona un polimero seleccionado del grupo que consiste en un polivinilideno de
fldor, un copolimero, o un terpolimero de este que contiene una porcién principal de vinilideno de fldor. En algunas
modalidades, el polimero comprende polivinilideno de fllor y al menos un mondmero copolimerizable seleccionado
del grupo que consiste en hexafluoropropileno, trifluoroetileno, clorotrifluoroetileno, fluoruro de vinilo vy
tetrafluoroetileno y cualquier mezcla del homopolimero, copolimero y terpolimero. En algunas modalidades, dicho
polimero organosoluble es poli(fluoruro de vinilideno-co-hexafluoropropileno) (PVDF-HFP).

En otra modalidad, dicha capa externa comprende ademas agentes antiincrustantes.

En otra modalidad, dicha capa externa comprende uno o mas polimeros solubles en agua. En otra modalidad, dicha
capa interna comprende uno o mas polimeros solubles en agua. En otra modalidad, dicha capa intermedia
comprende uno o mas polimeros solubles en agua.

Ejemplos no limitantes de dichos polimeros solubles en agua incluyen poli(acido acrilico), poli(vinilpirrolidona),
poli(N-vinilpirrolidona), poli(vinil alcohol), poli(acido acrilico) poli(etilenglicol), poli(acido metacrilico), poli(éxido de
etileno), polihidroxiacido, alginato, almidén, quitosano, dextrano, albUimina, acido hialurénico, polipéptidos y sus
combinaciones y/o copolimeros. Un experto en la técnica apreciara que pueden usarse otros polimeros solubles en
agua para formar los microtubos y/o microfibras de la invencién.

Los polimeros u oligbmeros solubles en agua de dicha capa interna se seleccionan de polimeros naturales,
polimeros sintéticos o sus combinaciones.

En otra modalidad, dicho polimero sintético soluble en agua se selecciona del grupo que consiste en poli(vinil
alcohol) (PVA), polivinilpirrolidona (PVP), poli(éxido de etileno) (PEQ), y poli(acido acrilico) (PAA).

El polimero natural soluble en agua se selecciona del grupo que consiste en polisacaridos (por ejemplo, alginato,
dextrano, almidén, acido hialuronico}, proteinas (por ejemplo, albimina).

Los oligbmeros se seleccionan del grupo que consiste en derivados oligoméricos de quitosano.

En otra modalidad, dicha capa interna comprende suspensién de células y/o particulas recubiertas con membrana
(por ejemplo, liposomas) y/o elementos biolégicos que incluyen, pero no se limitan a, enzimas, hormonas, factores
de crecimiento, sales, nutrientes, moléculas conservantes, medios y/o nutrientes para mantener y/o soportar dicha
viabilidad celular.

En otra modalidad, dicha capa interna y/o dicha capa intermedia comprende ademas uno o mas agentes
seleccionados de nutrientes, moléculas de resistencia a choques (por ejemplo, glicerol, trehalosa, P, N, sales).

En otra modalidad, dicha capa externa tiene un grosor de aproximadamente 5 nm a uno o mas (por ejemplo, 10)
micrometros. En otra modalidad, dicha capa intermedia tiene un grosor de aproximadamente 5 nm a 10 micras. En
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otra modalidad, dicha capa interna tiene un grosor de aproximadamente 5 nm a 50 micrometros. En otra modalidad,
dicha capa interna tiene un diametro de a lo maximo 50 micrometros.

Células

Como se usa en la presente descripcion, el término "célula" se refiere a una célula eucariota o procariota. De
acuerdo con algunas modalidades de la invencion, la célula comprende una pared celular. Los ejemplos no
limitantes de células que comprenden una pared celular y que pueden unirse a la microfibra de la invencién incluyen
células vegetales, bacterias (por ejemplo, bacterias grampositivas y gramnegativas), arqueas, protozoos, hongos
(levadura) y algas. En otra modalidad, dicha célula es una célula animal tal como las células humanas.

De acuerdo con algunas modalidades, dicha segunda solucién comprende células en una concentraciéon de al
menos 15 de densidad 6ptica, al menos 20 de densidad Optica, al menos 25 de densidad dptica, al menos 30 de
densidad 6ptica, al menos 35 de densidad o6ptica, al menos 40 de densidad éptica, al menos 45 de densidad optica o
al menos 50 de densidad 6ptica. De acuerdo con algunas modalidades, dicha tercera solucién comprende células en
una concentracién de al menos 3 * 10710 células/ml.

De acuerdo con algunas modalidades de la invencion, la célula y/o sustancia biologica es una particula recubierta de
membrana de interés tal como un liposoma o micelas.

De acuerdo con algunas modalidades de la invencién, la célula comprende una dermis (por ejemplo, células de
insectos).

De acuerdo con algunas modalidades de la invencién, la célula tiene un didmetro de aproximadamente 500
nanémetros a aproximadamente 50 micras, por ejemplo, de aproximadamente 1-10 micras.

Ejemplos no limitantes de células incluyen Chromobacterium violaceum, Pseudomonas maltophila, Pseudomonas
aeruginosa, Spirulina planensis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis y Escherichia coli.
Tipicamente, las células pueden unirse al(a los) polimero(s) comprendido(s) en la microfibra mediante unién
covalente o no covalente (por ejemplo, mediante un enlace electrostatico, un enlace de hidrégeno, una interaccién
de van der Waals) para obtener una célula absorbida, incorporada o inmovilizada en la capa interna de la microfibra
de la invencion.

De acuerdo con algunas modalidades de la invencién, la unién covalente de la célula puede ser a través de grupos
funcionales tales como grupos SH, grupos amino, grupos carboxilo que se afiaden al(a los) polimero(s) que forma(n)
la microfibra.

De acuerdo con algunas modalidades de la invencion, las células se adhieren a la capa interna de la microfibra
mediante el uso de promotores de adhesion celular tales como la fibronectina.

Uso de las microfibras

En una modalidad, las microfibras y microtubos o0 composiciones que los comprenden se usan en diversas
aplicaciones que incluyen, pero no se limitan a, la purificacion del agua, la desintoxicacién, las fermentaciones de
bioquimicos, el enriquecimiento mineral, los injertos de tejido y la terapia basada en células.

De acuerdo con un aspecto de algunas modalidades que no estan de acuerdo con la invencién, se proporciona un
método de biorremediacion, el método comprende poner en contacto una solucién que contiene un contaminante
con la microfibra o microtubo de algunas modalidades de la invencién, en donde la célula, una porcién de la célula o
es capaz de degradar o asimilar el contaminante.

De acuerdo con un aspecto de algunas modalidades que no estan de acuerdo con la invencién se proporciona un
método para agotar una molécula de una solucién, que comprende poner en contacto la solucién con el microfibra o
microtubo de algunas modalidades de la invencién, en donde la molécula es capaz de unirse a o0 procesarse por la
célula, de esta manera agotar la molécula de la solucién.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2998 023 T3

De acuerdo con un aspecto de algunas modalidades no de acuerdo con la invencién se proporciona un método para
aislar una molécula de una solucién, que comprende: (a) poner en contacto la solucién con la microfibra o el
microtubo de algunas modalidades de la invencion en condiciones que permiten la unién de la molécula a la célula,
y; (b} eluir la molécula de la microfibra o el microtubo; aislar de esta manera la molécula de la solucién.

De acuerdo con un aspecto de algunas modalidades no de acuerdo con la invencién se proporciona un método para
detectar una presencia de una molécula en una muestra, que comprende: (a) poner en contacto la muestra con la
microfibra o microtubo de algunas modalidades de la invencién, en donde la célula es capaz de unirse a o procesar
la molécula, y; (b) detectar la unién o el procesamiento; de esta manera detectar la presencia de la molécula en la
muestra.

La purificacién del agua generalmente implica la eliminacién de quimicos toxicos tales como mercurio, compuestos
mercuriales y cadmio o elementos tales como tolueno, cloroformo, benceno, pesticidas y herbicidas. En una
modalidad, dicha célula es Pseudomonas. En otra modalidad, dichos Pseudomonas se usan para degradar tolueno,
benceno, fenol, naftaleno, atrazina y/o ciertos hidrocarburos del petréleo.

En otra modalidad, las microfibras 0 composiciones que las comprenden se usan en sistemas de agua para la
eliminaciéon de metales pesados toxicos tales como cadmio y mercurio. Los ejemplos no limitantes de cepas
bacterianas Utiles para tal aplicacion incluyen Chromobacterium violaceum, Pseudomonas maltophila, Pseudomonas
aeruginosa, Spirulina planensis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis y Escherichia coli.

De acuerdo con un aspecto de algunas modalidades que no estan de acuerdo con la invencién se proporciona un
mecanismo de liberacién controlada, tal como que cada capa de dicho microfibra o microtubo proporciona una fase
separada de liberacion sostenida.

En otra modalidad, las microfibras o composiciones que las comprenden se usan en métodos de fermentacién.
Métodos de produccién

De acuerdo con otro aspecto, se proporciona un método para producir las microfibras o microtubos de la invencion,
el método comprende el electrohilado conjunto de tres soluciones a través de capilares triaxiales.

Se hace referencia a la Figura 1, que ilustra un capilar triaxial (por ejemplo, una hilera con tres capilares coaxiales)
usado para el procedimiento de electrohilado conjunto triaxial para formar una microfibra o microtubo electrohilado
de tres capas concéntricas de la invencién.

De acuerdo con algunas modalidades, se proporciona un método para producir una microfibra de tres capas
concéntricas, el método que comprende proporcionar una primera solucién polimérica para formar una capa externa
de la microfibra, una segunda solucién polimérica para formar una capa intermedia de la microfibra, y una tercera
solucién para formar una capa interna o un nicleo de la microfibra, dicha tercera solucion comprende células; y
electrohilar conjuntamente la primera solucién polimérica, la segunda solucién polimérica y la tercera solucion a
través de unos capilares triaxiales, de esta manera se produce la microfibra de tres capas concéntricas.

De acuerdo con algunas modalidades de la invencién, la microfibra o microtubo de multiples capas comprende una
capa externa que se forma de una primera solucién polimérica, una capa intermedia que se forma de una segunda
solucion polimérica, y/o una capa interna que se forma de una tercera solucién (una solucién polimérica o una
solucién desprovista de polimeros).

En otra modalidad, dicha primera solucién polimérica se solidifica mas rapido que dicha segunda solucién
polimérica. En otra modalidad, dicha segunda solucién polimérica se solidifica mas rapido que dicha tercera solucion
polimérica.

En algunas modalidades, el solvente seleccionado para formar la capa externa de la microfibra es un solvente a
base de organico y el solvente seleccionado para formar la capa intermedia y/o interna de la microfibra es un
solvente compatible para el crecimiento y la viabilidad de las células.
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Como se usa en la presente descripcién, un "solvente organico” se refiere a una clase quimica de compuestos que
se usan rutinariamente en las industrias comerciales, que tipicamente comparten una estructura comun (al menos 1
atomo de carbono y 1 atomo de hidrégeno), peso molecular bajo, lipofilia y volatilidad, y que existen en forma liquida
a temperatura ambiente. En algunas modalidades, los solventes organicos son compuestos de cadena alifatica, tales
como n-hexano. En otras modalidades, los solventes organicos son compuestos aromaticos con un anillo de 6
carbonos, tales como benceno o xileno. Los alifaticos y aromaticos pueden contener un elemento halégeno
sustituido y pueden denominarse hidrocarburos halogenados, tales como percloroetileno (PCE o PER), triclorotileno
(TCE) y tetracloruro de carbono. Los alcoholes, cetonas, glicoles, ésteres, éteres, aldehidos y piridinas son
sustituciones para un grupo de hidrégeno.

Como se usa en la presente descripcion, un "solvente compatible para el crecimiento y la viabilidad de las células”
se refiere a un solvente que es sustancialmente no téxico para una célula. Los ejemplos no limitantes de tales
solventes incluyen agua, soluciones a base de glicerol y medios de cultivo celular.

En otra modalidad, un solvente de dicha segunda solucién polimérica es incapaz de disolver dicha primera solucién
polimérica. En otra modalidad, un solvente de dicha tercera solucién polimérica es incapaz de disolver dicha
segunda solucion polimérica. En otra modalidad, la segunda solucién polimérica y dicha tercera solucién
comprenden el mismo solvente.

Como se usa en la presente descripcion, la frase "electrohilado conjunto” se refiere a un proceso en el que al menos
tres soluciones (de las cuales al menos dos son soluciones poliméricas) se electrohilan a partir de capilares
coaxiales (es decir, al menos tres dispensadores capilares en donde un capilar se coloca dentro de un capilar
intermedio que se coloca dentro de un tercer capilar mientras se comparte una orientacién coaxial) que forma la
hilera. El capilar puede ser, por ejemplo, una jeringa con una aguja metdlica o un bafio que se proporciona con una o
mas aberturas capilares desde las cuales las soluciones poliméricas pueden extrudirse, por ejemplo, bajo la accién
de presion hidrostatica, presidon mecanica, presion de aire y/o alta tensioén.

El recolector sirve para recoger el elemento electrohilado (por ejemplo, la microfibra electrohilada) en el mismo. Tal
recolector puede ser un recolector giratorio o un recolector estatico (no giratorio). Cuando se usa un colector
giratorio, tal colector puede tener una forma cilindrica (por ejemplo, un tambor), sin embargo, el colector giratorio
también puede tener una geometria plana (por ejemplo, un disco horizontal). La hilera se conecta tipicamente a una
fuente de alta tension, tal como de polaridad positiva, mientras que el recolector se conecta a tierra, formando asi un
campo electrostatico entre el capilar de dispensado (dispensador) y el recolector. Alternativamente, la hilera puede
estar conectada a tierra mientras el colector estd conectado a una fuente de alta tensién, tal como con polaridad
negativa. Como apreciard un experto en la técnica, cualquiera de las configuraciones anteriores establece el
movimiento de un chorro con carga positiva desde la hilera a la recolectora. También se contempla la polaridad
inversa para establecer los movimientos de un chorro cargado negativamente desde |a hilera hasta el colector.

Para el electrohilado, la primera solucion polimérica se inyecta en el capilar externo de los capilares coaxiales, la
segunda solucién polimérica se inyecta en el capilar intermedio de los capilares coaxiales, mientras que la tercera
solucion se inyecta en el capilar interno de los capilares coaxiales. En una modalidad, tal como para formar un
microtubo (es decir, una estructura hueca), la primera solucion polimérica (que es para formar la capa externa de la
microfibra) se solidifica mas rapido que la segunda solucién polimérica (para formar la capa media/intermedia de la
microfibra), que, a su vez, se solidifica mas rapido que la tercera solucidén polimérica (para formar la capa interna de
la microfibra). En otra modalidad, la tercera soluciéon polimérica (para formar la capa interna) no es una solucién
polimérica. En una modalidad, la capa interna se forma al electrohilado de una suspension de células y/o moléculas
de interés.
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En otra modalidad, la formacién de una microfibra también requiere que el solvente de la segunda solucién
polimérica sea incapaz de disolver la primera solucion polimérica. En otra modalidad, el solvente de la tercera
solucion polimérica es similar o idéntico al solvente de la segunda solucién polimérica. En otra modalidad, el
solvente de la tercera solucién polimérica es incapaz de disolver la segunda solucién polimérica. Las tasas de
solidificacion de la primera, segunda y tercera soluciones poliméricas pueden ser criticas para formar la microfibra.
Por ejemplo, para un microtubo de aproximadamente 100 pm, la solidificacion del primer polimero (de la primera
solucion polimérica) puede ser dentro de aproximadamente 30 milisegundos (ms), la solidificacién del segundo
polimero (de la segunda solucién polimérica) puede ser dentro de aproximadamente 10-20 segundos, mientras que
la solidificacion del tercer polimero (de la tercera solucion polimérica) puede ser sustancialmente mas larga que €l
segundo polimero. La solidificacién puede ser el resultado de la velocidad de polimerizacién y/o la velocidad de
evaporacion.

Como se usa en la presente descripcion, la frase "solucién polimérica” se refiere a un polimero soluble, es decir, un
medio liquido que contiene uno o mas polimeros, copolimeros o mezclas de polimeros disueltos en un solvente o
mezcla de solventes. El polimero usado por la invencién puede ser un polimero natural, sintético, biocompatible y/o
biodegradable.

La frase "polimero sintético" se refiere a polimeros que no se encuentran en la naturaleza, incluso si los polimeros se
fabrican a partir de materiales de biomasa de origen natural. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, poliésteres
alifaticos, poli(aminoacidos), copoli(éter-ésteres), polialquilenos, oxalatos, poliamidas, policarbonatos derivados de
tirosina, poli(iminocarbonatos), poliortoésteres, polioxaésteres, poliamidoésteres, polioxaésteres que contienen
grupos amina, poli(anhidridos), polifosfacenos, y sus combinaciones.

Los polimeros sintéticos adecuados para su uso por la invencién también pueden incluir polimeros biosintéticos
basados en secuencias que se encuentran en proteinas de origen natural tales como las de colageno, elastina,
trombina, fibronectina, o derivados mutantes o sintéticos de las mismas o, almidones, poli(aminoacidos),
poli(fumarato de propileno), gelatina, alginato, pectina, fibrina, celulosa oxidada, quitina, quitosano, tropoelastina,
acido hialurénico, polietileno, tereftalato de polietileno, poli(tetrafluoroetileno), policarbonato, polipropileno y poli(vinil
alcohol), acidos ribonucleicos, acidos desoxirribonucleicos, polipéptidos, proteinas, polisacaridos, polinucleétidos y
sus combinaciones.

La frase "polimero natural" se refiere a polimeros de origen natural. Los ejemplos no limitantes de tales polimeros
incluyen, seda, materiales a base de colageno, quitosano, acido hialurénico, albimina, fibrindgeno y alginato.

Como se usa en la presente descripcion, la frase "copolimero” se refiere a un polimero de al menos dos monémeros
quimicamente distintos. Los ejemplos no limitantes de copolimeros incluyen, acido polilactico (PLA)-polietilenglicol
(PEG), tereftalato de polietileno (PEGT) / tereftalato de polibutileno (PBT), acido poliglicélico (PGA)-PLA, PEG-
policaprolactona (PCL) y PCL-PLA.

Como se usa en la presente descripcion, la frase "mezclas de polimeros" se refiere al resultado de mezclar dos o
mas polimeros entre si para crear una nueva solucién/composicién con diferentes propiedades fisicas.

La frase "polimero biocompatible" se refiere a cualquier polimero (sintético o natural) que cuando esta en contacto
con células, tejidos o fluidos corporales de un organismo no induce efectos adversos tales como reacciones
inmunolégicas y/o rechazos, muerte celular, y similares. Un polimero biocompatible también puede ser un polimero
biodegradable.

De acuerdo con algunas modalidades de la invencion, la primera, la segunda y/o la tercera solucién poliméricas son
biocompatibles.

Ejemplos no limitantes de polimeros biocompatibles incluyen poliésteres (PE), PCL, PLA, PGA, PEG, alcohol
polivinilico, polivinilpirrolidona, politetrafluoroetileno (PTFE, teflén), polipropileno (PP), cloruro de polivinilo (PVC),
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polimetilmetacrilato (PMMA), poliamidas, poliuretano segmentado, policarbonato-uretano y poliéter uretano
termoplastico, silicona-poliéter-uretano, silicona-policarbonato-uretano colageno, PEG-DMA, alginato, hidroxiapatita
y quitosano, sus mezclas y copolimeros.

La frase "polimero biodegradable" se refiere a un polimero sintético o natural que puede degradarse (es decir,
descomponerse) en un entorno fisioldgico tal como por proteasas u otras enzimas producidas por organismos vivos
tales como bacterias, hongos, plantas y animales. La biodegradabilidad depende de la disponibilidad de sustratos de
degradacion (es decir, materiales bioldégicos o porcién de los mismos que son parte del polimero), la presencia de
materiales biodegradables (por ejemplo, microorganismos, enzimas, proteinas) y la disponibilidad de oxigeno (para
organismos aerbbicos, microorganismos o porcién de los mismos), la falta de oxigeno (para organismos
anaerobicos, microorganismos o porcion de los mismos) y/u otros nutrientes.

Ejemplos de polimeros/materiales biodegradables incluyen, pero no se limitan a, colageno (por ejemplo, colageno | o
IV), fibrina, acido hialurénico, acido polilactico (PLA), acido poliglicélico (PGA), policaprolactona (PCL), polidioxanona
(PDQ), carbonato de trimetileno (TMC), polietilenglicol (PEG), colageno, PEG-DMA, alginato, copolimeros de
quitosano o sus mezclas.

De acuerdo con algunas modalidades, la solucién polimérica puede estar hecha de uno o més polimeros, cada uno
puede ser un polimero o un copolimero tal como se describié anteriormente en la presente descripcion.

De acuerdo con algunas modalidades de la invencién, la solucién polimérica es una mezcla de al menos un polimero
biocompatible y un copolimero (biodegradable o no biodegradable).

Para ciertas aplicaciones, una o mas capas de la microfibra pueden comprender poros, lo que crea un tubo “de
respiraciéon”. Los métodos para formar microtubos "de respiracién” (es decir, microtubos con poros en la cubierta de
los mismos) se describen en el documento PCT/IB2007/054001 de Zussman E., y otros. Brevemente, las fibras y/o
tubos "de respiracion” pueden formarse mediante la inclusién de un alto por ciento (por ejemplo, al menos 80 %) de
un componente volatil tal como tetrahidrofurano (THF), cloroformo, acetona o trifluoroetanol (TFE) en la primera
solucién polimérica, y/o mediante la inclusién de un polimero soluble en agua tal como polietilenglicol (PEG) en la
primera solucién polimérica de manera que la primera solucion polimérica comprende una mezcla de polimeros en la
que uno es soluble en agua y el otro es insoluble en agua (por ejemplo, una mezcla de PEG y PCL).
Alternativamente, los microtubos "de respiracion” pueden formarse al inducir poros en una o mas capas de la
microfibra, después de la terminacion del proceso de electrohilado, esencialmente como se describié en el
documento PCT WO 2006/1065086, tal como al pasar una chispa eléctrica o un elemento de perforacion calentado a
través de la microfibra electrohilada, o al usar un haz de laser pulsado o continuo a través de la microfibra
electrohilada.

De acuerdo con algunas modalidades de la invencion, la primera solucién polimérica comprende PEG para inducir
poros en la capa externa de la microfibra. Por ejemplo, para generar poros mayores (>) que 150 nm de diametro, la
primera solucién polimérica puede incluir aproximadamente 4 % de PEG MW 35 kDa. De manera similar, para
generar poros mas pequefios (<) 150 nm de diametro, la primera solucion polimérica puede incluir aproximadamente
2 % de PEG MW 6 kDa o menos.

La microfibra puede disefiarse para el paso selectivo de ciertas moléculas o particulas. El paso a través de los poros
de la capa externa depende del tamafio y/o la carga eléctrica de las moléculas/particulas con respecto a la
geometria (longitud y radio), la energia superficial, la carga eléctrica de los poros de la cubierta, y la viscosidad y la
tension superficial del liquido que contiene las moléculas/particulas.

De acuerdo con algunas modalidades de la invencion, la porosidad (es decir, la relacién del volumen de los poros al
volumen de la masa) y el tamafio de los poros pueden controlar la liberacién de la célula/moléculas de la microfibra.
Por ejemplo, una capa con poros de mas de 1 um de diametro (por ejemplo, aproximadamente 1-2 um) puede
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permitir la liberaciéon de una célula a través de ella. Ademas, una mayor porosidad puede resultar en una mayor
velocidad de liberacion a través de los poros.

Alternativamente, la microfibra puede fabricarse de manera que impida la difusion o el paso de la célula, o cualquier
molécula a través de ella (por ejemplo, sustancialmente sin poros, o con poros que tienen un didmetro que es menor
que la célula, o que exhiben una geometria que impide el paso de células o particulas recubiertas con membrana a
través de ella).

Ejemplos

Generalmente, la nomenclatura usada en la presente descripcion y los procedimientos de laboratorio utilizados en la
presente invencion incluyen técnicas moleculares, bioquimicas, microbiolégicas y de ADN recombinante. Tales
técnicas se explican a fondo en la bibliografia. Ver, por ejemplo, "Clonaciéon Molecular: A laboratory Manual”
Sambrook y otros, (1989); "Current Protocols in Molecular Biology" Volumenes I-lll Ausubel, R. M., ed. (1994);
Ausubel y otros, "Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal,
"A Practical Guide to Molecular Cloning", John Wiley & Sons, Nueva York (1988); Watson y otros, "Recombinant
DNA", Scientific American Books, Nueva York; Birren y otros (eds) "Genome Analysis: A Laboratory Manual Series",
Vols. 1-4, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998); metodologias como se establece en Patente de
Estados Unidos. nims. 4,666,828; 4,683,202; 4,801,531; 5,192,659 y 5,272,057; "Cell Biology: A Laboratory
Handbook", Volimenes I-1ll Cellis, J. E., ed. (1994); "Culture of Animal Cells - A Manual of Basic Technique" de
Freshney, Wiley-Liss, N. Y. (1994), tercera edicién; "Current Protocols in Immunology” volimenes I-1ll Coligan J. E.,
ed. (1994); Stites y otros (eds), "Basic and Clinical Immunology" (8va Edicién), Appleton & Lange, Norwalk, CT
(1994); Mishell and Shiigi (eds), "Selected Methods in Cellular Immunology”, W. H. Freeman and Co., Nueva York
(1980); los inmunoensayos disponibles se describen extensamente en la bibliografia de patentes y cientifica, ver, por
ejemplo, las patentes de Estados Unidos. num. 3,791,932; 3,839,153; 3,850,752; 3,850,578; 3,853,987; 3,867,517;
3,879,262; 3,901,654; 3,935,074; 3,984,533; 3,996,345; 4,034,074; 4,098,876; 4,879,219; 5,011,771 y 5,281,521;
"Oligonucleotide Synthesis" Gait, M. J., ed. (1.984); "Nucleic Acid Hybridization" Hames, B. D., and Higgins S. J.,
eds. (1.985); "Transcription and Translation" Hames, B. D., and Higgins S. J., eds. (1.984); "Animal Cell Culture"
Freshney, R. I., ed. (1986); "“Immobilized Cells and Enzymes” IRL Press, (1986); "A Practical Guide to Molecular
Cloning" Perbal, B., (1984) y "Methods in Enzymology" Vol. 1-317, Academic Press; "PCR Protocols: A Guide To
Methods And Applications”, Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak y otros, "Strategies for Protein
Purification and Characterization - A Laboratory Course Manual" CSHL Press (1996).

Materiales y métodos:

Los polimeros PVDF-HFP (Mw=400 000 Da), PVP (Mw= 1 300 000 Da) y PEG (Mw=6000 Da) y los solventes
dimetilformamida (DMF) y tetrahidrofurano (THF) se adquirieron de Sigma y se usaron sin purificacion adicional. El
glicerol se adquirié de BioLab y se esterilizé antes de su uso. Se us0 agua desionizada con una conductividad de <
19 uS para las soluciones acuosas. Las soluciones para el electrohilado se prepararon mediante una simple mezcla
durante varias horas. Todos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente y con una humedad relativa del
50-60 %. Las tasas de flujo de todas las soluciones se controlaron mediante bombas de jeringa.

La Tabla 1, representa diferentes composiciones usadas para fabricar las fibras electrohiladas mediante el uso de
hileras triaxiales.

Tabla 1. Composiciones de fibras

Carcasa Capa intermedia Capa interna / nlcleo

PVDF-HFP al 15 % en DMF: THF en DMF: THF

(1:2viv) + PEGal 2 % PVP al 15 % en agua Levadura en agua (150 mg/ml)

PVDF-HFP al 15 % en DMF: THF en DMF: THF | PVP al 15 % en agua Levadura en agua (150 mg/ml)

(1:2viv) + PEG al 4 %

PVDF-HFP al 15 % en DMF: THF en DMF: THF | PVP al 15 % en agua Levadura en agua (150 mg/ml)
12
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(1:2viv) + PEGal 6 %
PVDF-HFP al 15 % en DMF: THF en DMF: THF | PVP al 15 % en agua Levadura en agua (150 mg/ml)
(1:2v/iv) + PEG al 8 %

La encapsulacién con éxito de la levadura en fibras mediante el uso de todas las composiciones y parametros de
hilado dados en la tabla anterior. La levadura encapsulada permanecié viva, activa y se proliferé dentro de las fibras
utilizando el espacio interno de la fibra/tubo y se expandié hasta que todo el espacio se ocupd con células
densamente empaquetadas.

El uso de la hilera triaxial permitid introducir una mayor cantidad de células (aproximadamente 10 veces mas)
durante el proceso de electrohilado. Esto acortd el periodo de recuperacién posterior al hilado y las fibras se
sometieron al medio real antes.

Las descripciones de las modalidades de la invencion en la presente solicitud se proporcionan a manera de ejemplo
y no pretenden limitar el alcance de la invencién. Las modalidades descritas comprenden diferentes caracteristicas,
no todas las cuales se requieren en todas las modalidades de la invencién. Algunas modalidades utilizan solo
algunas de las caracteristicas o posibles combinaciones de las caracteristicas. Las variaciones de las modalidades
de la invencién descritas, y las modalidades de la invencién que comprenden diferentes combinaciones de
caracteristicas indicadas en las modalidades descritas, seran evidentes para los expertos en la técnica. El alcance

de la invencién se limita solo por las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

Una microfibra electrohilada de mdltiples capas concéntricas que comprende una capa externa, una capa
interna, y una capa intermedia que reside entre la capa externa y la capa interna, dicha capa intermedia
comprende uno o mas polimeros solubles en agua seleccionados de polimeros naturales, polimeros
sintéticos o sus combinaciones, y dicha capa interna comprende (i) polimeros u oligbmeros solubles en agua,
los polimeros solubles en agua se seleccionan de poli(acido acrilico), poli(vinilpirrolidona), poli(N-
vinilpirrolidonay), poli(vinil alcohol), poli(acido acrilico), poli(etilenglicol), poli(acido metacrilico), poli(6xido de
etileno), polihidroxiacido, alginato, almidén, quitosano, dextrano, alblmina, acido hialurénico, polipéptidos y
sus combinaciones y/o copolimeros, y el oligbmero se selecciona del grupo que consiste en derivados
oligoméricos de quitosano y oligbmeros de sacaridos, y (ii} células y/o sustancias biolégicas.

La microfibra electrohilada de multiples capas concéntricas de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde una
cualquiera de la capa intermedia y la capa interna se forma a partir de una solucién no hilable.

La microfibra de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, que es una microfibra de tres capas.

La microfibra de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en donde dicha microfibra se selecciona de una
cualquiera de (i) una microfibra hueca, o (ii) una microfibra en donde dicha capa interna, capa intermedia y/o
capa interna son capas porosas que comprenden poros de 1 nm o mas.

La microfibra de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde dicha capa externa comprende uno o mas

polimeros organosolubles.

La microfibra de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde dicho polimero organosoluble de dicha capa
externa se selecciona del grupo que consiste en: poli(fluoruro de vinilideno), poli (e-caprolactona) (PCL),
poliamida, poli(siloxano), poli(silicona), poli(etileno), poli(metacrilato de 2-hidroxietilo), poli(metacrilato de
metilo), poli(acetato de vinilo), poliacrilamida, poli(etileno-co-acetato de vinilo), poli(acido metacrilico),
polilactida, poliglicolida, poli(lactida-co-glicolida), polianhidrido, poliortoéster, poli(carbonato), poli(acrilonitrilo),
polianilina, polivinilcarbazol, poliestireno, poli(vinilfenol), polihidroxiacido, poli(caprolactona), polianhidrido,

polihidroxialcanoato, poliuretano, colageno, celulosa, y sus combinaciones/copolimeros.

La microfibra de acuerdo con la reivindicaciéon 5, en donde dicho polimero organosoluble es poli(fluoruro de
vinilideno-co-hexafluoropropileno) (PVDF-HFP).

La microfibra de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde dicha capa externa comprende uno cualquiera

de polimeros solubles en agua y agentes antiincrustantes.

La microfibra de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde dicha capa externa comprende polimeros solubles
en agua seleccionados del grupo que consiste en: poli(vinilpirrolidona), poli(vinil alcohol), poli(acido acrilico),
poli(etilenglicol), poli(6xido de etileno), albumina, alginato, quitosano, almidén, acido hialurénico, polipéptidos
y sus combinaciones/copolimeros.
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La microfibra de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde dichos polimeros solubles en agua de dicha
capa intermedia se seleccionan del grupo que consiste en poli(acido acrilico), poli(vinilpirrolidona), poli(vinil
alcohol), poli(etilenglicol), poli(acido metacrilico), poli(6xido de etileno), polihidroxiacido, alginato, almidén,
quitosano, dextrano, albimina, acido hialurénico, polipéptidos y sus combinaciones/copolimeros.

La microfibra de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde uno cualquiera de: (i) dicho polimero sintético
soluble en agua se selecciona del grupo que consiste en PVA, PVP, PEQ, PAA, sulfonato de poliestireno y
sus combinaciones o copolimeros; y (ii) dicho polimero natural soluble en agua se selecciona del grupo que
consiste en polisacaridos (por ejemplo, alginato), almidén, acido hialuronico, alginato, dextrano, quitosano y

sus combinaciones o copolimeros.

La microfibra de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde uno cualquiera de: (i) la concentraciéon de
células dentro de dicha capa interna es de al menos 10 OD, (ii) dicha capa interna comprende ademas
medios para mantener y/o soportar dicha viabilidad y/o actividad celular, o (i) dichas sustancias biologicas se

seleccionan de hormonas, factores de crecimiento, enzimas, nutrientes y moléculas de resistencia a choques.

La microfibra de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde una cualquiera de dicha capa externa, capa
intermedia, o capa interna tiene un grosor de aproximadamente 5 nm a 10 micrometros, opcionalmente en

donde dicha capa interna tiene un diametro de a lo maximo 50 micrémetros.

Un método para producir una microfibra de tres capas concéntricas, el método comprende:

proporcionar una primera solucién polimérica para formar una capa externa de la microfibra, una segunda
solucion polimérica para formar una capa intermedia de la microfibra, y una tercera solucién para formar una
capa interna o un nicleo de la microfibra, dicha tercera solucién comprende (i) polimeros u oligémeros
solubles en agua, los polimeros solubles en agua se seleccionan de poli(acido acrilico), poli(vinilpirrolidona),
poli(N-vinilpirrolidona), poli(vinil alcohol), poli(acido acrilico), poli(etilenglicol), poli(acido metacrilico), poli(oxido
de etileno), polihidroxiacido, alginato, almidén, quitosano, dextrano, albimina, acido hialurénico, polipéptidos
y sus combinaciones y/o copolimeros, y €l oligdmero se selecciona del grupo que consiste en derivados
oligoméricos de quitosano, y oligémeros de sacaridos, y (i} células y/o sustancias biolégicas; y

electrohilar conjuntamente la primera solucion polimérica, la segunda solucion polimérica y la tercera solucion
a través de unos capilares triaxiales,

para producir de esta manera la microfibra de tres capas concéntricas, opcionalmente

en donde una cualquiera de (i) la primera solucién polimérica se solidifica mas rapido que la segunda solucion
polimérica; (ii) la segunda solucién polimérica se solidifica mas rapido que la tercera solucién; (iii} la segunda
solucién polimérica y dicha tercera solucion comprenden el mismo solvente; (iv) la segunda solucion

polimérica comprende un solvente que es incapaz de disolver la primera solucién polimérica.
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