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MATRIZ POLIMERICA MULTICAPA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al campo general de los biomateriales, particularmente a
una matriz polimérica multicapa porosa, adherente y biocompatible que permite el
crecimiento de células adherentes y en suspension y el control de la movilizaciéon y
fijacidon de compuestos activos. La matriz polimérica de la invencién se puede emplear
en aplicaciones diversas, tales como sistemas de deteccion, sistemas para crecimiento
celular y modelos de 6rganos experimentales, entre otras. Adicionalmente, la invencion
se refiere al método de elaboracion de la matriz polimérica mediante deposicion capa a

capa.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

De acuerdo con la definicion dada por la Sociedad Europea de Biomateriales (European
Society for Biomaterials — ESB) en 1991, los biomateriales corresponden a aquellos
utilizados para evaluar, curar, corregir o reemplazar cualquier tejido, 6rgano o funcion
del cuerpo humano. Este campo ha tenido un avance vertiginoso en los tltimos tiempos,
debido a los grandes avances cientificos de materiales para aplicacion médica, en
particular por el desarrollo de nuevos biomateriales cuya estructura y morfologia tratan
de imitar a los tejidos biologicos y que se aproximan cada vez mas a tener las propiedades
caracteristicas tanto mecanicas como bioldgicas requeridas para una lograr la accion
biologica deseada. Este es ¢l caso de los biopolimeros, que son materiales versatiles, con
multiples configuraciones quimicas y que permiten generar materiales compuestos con
propiedades sinérgicas. Los biopolimeros ademas de tener caracteristicas biocompatibles
y alta afinidad por ambientes que simulan condiciones iz vivo, pueden ser modificados
para mejorar caracteristicas deseadas como la resistencia, la capacidad de hinchamiento,
adherencia a superficies, entre otras. Las modificaciones de los biopolimeros pueden
estar asociadas a la formacion de polimeros compuestos como combinaciones de dos de
ellos o ¢l entrecruzamiento de los mismos. Los biopolimeros entrecruzados cuentan con

nuevas propicdades atribuidas a diferentes interacciones intercadena. Esto esta
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directamente relacionado con una de las propiedades mas buscada para aplicaciones en
encapsulacion y biomateriales, la cual es la capacidad de hinchamiento, pues permite la
absorcion grandes cantidades de solvente que facilitan la migracion de moléculas hacia
¢l interior de los materiales y por lo tanto, posibilitan la encapsulacion de compuestos.
Por otra parte, caracteristicas asociadas a la resistencia y la adherencia a superficie estan
principalmente asociadas a composicién y conformacion molecular de los biopolimeros.
Una de las familias de polimeros mas versatiles por su composicion son los
polielectrolitos, los cuales son de gran interés por su biocompatibilidad y amplia variedad
de aplicaciones pues la diferencia entre cargas iénicas mejora las capacidades adherentes
sobre otros materiales ¢ incluso células. Estos biomateriales poliméricos son un area de
maximo interés, como s¢ refleja en ¢l nimero de articulos cientificos y de patentes

relacionados.

Por ejemplo, la patente US2009/0047517 describe un ensamblaje polimérico multicapa
que comprende capas poliméricas unidas covalentemente mediante entrecruzamiento. El
proceso de elaboracion del material polimérico multicapas se realiza mediante ensamblaje
capa por capa (LbL — del inglés layer by layer), que permite obtener una amplia variedad
de ensamblajes multicapa con diferentes composiciones y propiedades fisicas
controladas. El proceso también comprende modificar ¢l ensamblaje polimérico
multicapas, haciendo reaccionar al menos un grupo funcional de una de las capas con un
compuesto seleccionado entre agentes anti-incrustantes, antimicrobianos, compuestos
quelantes, compuestos fluorescentes, anticuerpos, sustancias de barrido v compuestos
fisiologicamente activos. El uso de diferentes materiales poliméricos en las diferentes
capas del ensamblaje permite ajustar las propiedades del mismo para aplicaciones
especificas, como por ejemplo para aplicaciones de liberacion controlada o sostenida de

farmacos.

Por otra parte, la patente US2005/0287111 se refiere a dispositivos comprendidos en una
pelicula LbL que recubre una superficie de un sustrato, en donde dicha pelicula
comprende agentes de union que interactuan con células. Una de las posibles aplicaciones
de dichos dispositivos es ¢l aislamiento y liberacidon de células en condiciones suaves.

Las peliculas LbL se ensamblan mediante la aplicacidon en serie de capas individuales,
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que se asocian entre si mediante uniones no covalentes. Esta tecnologia es aplicable a
una variedad de posibles polimeros, en particular polielectrolitos. Las peliculas se
presentan con diversas arquitecturas (numero de capas, espesor de las capas individuales,
posibilidad de que las capas se fundan, espesor total de la pelicula, etc.). Hay una
diversidad de agentes que pueden ser incorporados en la superficie o el interior de dichas
peliculas y la estructura molecular de las mismas permite visualizar, medir o monitorear
un agente in vivo o in vitro mediante técnicas de deteccion como espectroscopicas,

fotoquimicas, bioquimicas, inmunoquimicas, eléctricas, dpticas, quimicas y otras.

Adicionalmente, la patente GB2553074 describe un dispositivo para cultivo celular que
comprende un andamio tridimensional, el cual puede estar compuesto de polimeros
naturales o sintéticos o hibridos. El andamio tiene porosidad modificada y puede permitir
la difusion controlada de agentes desde el andamio hacia la poblacion celular que crece
en la superficic externa del mismo. Tales dispositivos pueden ser empleados en
aplicaciones que involucran el aislamiento de células. Entre algunas de sus ventajas, estos
permiten el aislamiento y la liberacion de las células (mediante la degradacién de las

capas), en condiciones suaves.

Si bien en el estado de la técnica se ensefian alternativas de matrices poliméricas
multicapas y debido a la complejidad de los sistemas bioldgicos atin persiste la necesidad
de materiales versatiles y biocompatibles, este ultimo en especial para ¢l uso sistemas

celulares en aplicaciones de investigacion y clinicas.

Aun es necesaria la integracion de las propiedades caracteristicas que ofrece el uso
combinado de diferentes polimeros para la obtencidn de materiales versatiles, que
permitan responder a las necesidades de maltiples aplicaciones asociadas a la integracion
de la encapsulacion de compuestos y propiedades biocompatibles. Como resultado, es

posible enfocar su uso tanto para aplicaciones in vitro como in vivo.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION
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La presente invencidn se refiere a una matriz polimérica multicapa porosa, adherente y
biocompatible, que comprende una capa superior y una capa inferior ambas de un

polimero poroso adherente y una capa intermedia de un polimero poroso hinchable.

En un aspecto de la invencion, el polimero poroso adherente (PPA) es un polimero natural
entrecruzado con una solucion alcalina. En otro aspecto de la invencién, el polimero
poroso hinchable (PPH) es un polimero natural modificado o no modificado, entrecruzado

con un polielectrolito acido.

En otro aspecto de la invencidn la matriz comprende compuestos activos, compuestos
terapéuticos o mezclas de los mismos inmovilizados en una o varias de las capas

poliméricas.

En otro aspecto, la invencion se refiere a la aplicacion de la matriz polimérica multicapa
porosa en sistemas de deteccion, sistemas para crecimiento celular y modelos de 6rganos

experimentales, entre otras.

En otro aspecto, la invencion se refiere al método para elaborar la matriz polimérica

multicapa porosa por deposicion capa a capa.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1 Esquema de la conformacion por capas de la matriz polimérica. Se

evidencia la composicion de cada una de las capas y como se distribuyen en la superficie.

FIG. 2 Propiedades de las capas superior ¢ inferior de polimero natural
entrecruzado con solucidn alcalina. A) Capacidad de hinchamiento. Se evidencian
diferentes proporciones entre los compuestos que corresponden a diferentes niveles de
entrecruzamiento que favorecen o reducen la capacidad de hinchamiento del PPA. B)
Resistencia a la degradacion hidrolitica. Para diferentes proporciones de polimero natural
/ solucién alcalina (clara de huevo (CH)/Base) se evidencia la resistencia al medio acuoso

hasta por 72 horas con una pérdida de peso menor al 10%. C) Porosidad / hinchamiento.
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El PPA fue sumergido en agua destilada para observar la porosidad por hinchamiento. Se
observa que a una pequeiia escala la superficie es altamente porosa permitiendo la
inmovilizacion de moléculas. D) Porosidad / secado. A una escala mayor con ¢l PPA
totalmente seco se observa que hay irregularidades en la superficie generadas por el
proceso de secado, esto implica que es necesaria la presencia de multiples capas que

permitan la correcta hidratacién de los PPA.

FIG. 3 Propiecdades de la capa intermedia de polimero modificado o no
modificado entrecruzado con policlectrolito. A) Capacidad de hinchamiento. Se
evidencian diferentes proporciones entre los compuestos que corresponden a diferentes
niveles de entrecruzamiento que favorecen o reducen la capacidad de hinchamiento del
PPH. B) Resistencia a la degradacion hidrolitica. Para diferentes proporciones de
polimero modificado / polielectrolito (carboximetil celulosa (CMC)/acido poliacrilico
(PAA)) se evidencia la resistencia al medio acuoso. C) Adsorcion. El PPH se sumergio
en una solucion de PBS con diferentes moléculas diluidas en concentracion conocida. Es
posible estimar la capacidad del PPH para interiorizar las moléculas y retenerlas en su
estructura polimérica. D) Porosidad. Se observa que la estructura del PPH después de
haberse sumergido en agua cuenta con aglomeraciones correspondientes a la presencia de
la celulosa v cuenta con espacios multiples v propicios para la inmovilizacién de
compuestos. E) Se observa la superficie del PPH totalmente seco a una mayor
magnificacion, en donde se evidencia que se reduce considerablemente la condicién
porosa, esta propiedad permite inmovilizar las moléculas de forma estable y mantenerlas

fijas por largos periodos de tiempo.

FIG. 4 Esquema de la conformacion por capas de la matriz polimérica de acuerdo
con ¢l Ejemplo 5. Se evidencia la composicion de cada una de las capas y como se

distribuyen en la superficie.

FIG. 5 Biocompatibilidad de la matriz. A) Grafico de viabilidad celular. La
matriz multicapa mantuvo una viabilidad mayor al 90% constante a lo largo del tiempo,
hasta un maximo de 72 horas. La alta tasa de degradacion de los polimeros por separado

en las condiciones de cultivo celular aument6 considerablemente la tasa de mortalidad de



WO 2022/058809 PCT/IB2021/057367

las células. B) Adhesion celular. Se sembraron en la superficie de la matriz multicapa
células VERO (mono verde africano), después de 24 horas se fijaron y se tifieron con dos
fluordforos diferentes tanto el nicleo como las proteinas de la pared celular como se
observa en la imagen. Es posible evidenciar que las células desarrollaron estructuras
adherentes, adquiriendo una forma alargada y manteniendo su viabilidad por mas de 24

horas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Para propositos de interpretar esta descripcion, se aplicaran las siguientes definiciones y
cuando sea apropiado, los t€rminos utilizados en forma singular también incluiran la

forma plural.

Los términos utilizados en la descripcion tienen los significados que normalmente se les
da en ¢l campo técnico a menos que esta descripeion o el contexto indiquen claramente

lo contrario.

La presente invencion esta dirigida a una matriz polimérica multicapa porosa que
comprende una capa superior y una capa inferior, ambas de un polimero poroso adherente
y una capa intermedia de un polimero poroso hinchable. Para efectos de la presente
invencion el término “matriz polimérica multicapa™ hace referencia a un biomaterial que

comprende 3 capas a partir de polimeros porosos adherentes e hinchables.

Capas superior e inferior

Las capas superior ¢ inferior de la matriz estan constituidas por un polimero poroso
adherente (PPA). Particularmente, el término “polimero poroso adherente” hace
referencia a un polimero natural termoestable entrecruzado con una solucién alcalina.
Las capas superior ¢ inferior de la matriz polimérica permiten que esta sea adherente y

biocompatible.
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Para efectos de la presente invencion el término “polimero natural termoestable” hace
referencia a un polimero de origen biologico con capacidad de formar enlaces no
covalentes intercadena cuando se somete a procesos de entrecruzamiento por cambios de
pH que estabilizan las interacciones intemas entre cadenas poliméricas. El polimero
natural termoestable puede seleccionarse de polimeros naturales sensibles a pH,
adherentes y entrecruzables que incluyen, sin limitarse a polisacaridos (por ejemplo,
celulosa, pectina, goma gellan, metilcelulosa, xiloglucano, curdlan, konjac glucomanan,
acido hialurénico, quitosano, alginato, quitina, dextrano y almidoén); proteinas (por
¢jemplo, colageno, ovalbumina, lactalbimina, y gelatina) y matrices extracelulares
nativas o modificadas de organos de cualquier vertebrado y mezclas de las mismas

(submucosa intestinal, placenta, miocardio vejiga, etc.).

En una modalidad, ¢l polimero natural se selecciona entre pectina, acido hialurdnico,
quitosano, alginato, quitina, dextrano, colageno, ovalbumina, gelatina, matrices
extracelulares de submucosa intestinal, placenta, miocardio, vejiga y mezclas de los
mismos. El polimero natural se encuentra en solucioén o suspension en concentraciones
entre 10 2 50 mg/mL, 15 a 30 mg/mL o 30 a 50 mg/mL. En una modalidad particular, el

polimero natural es clara de huevo.

El polimero natural termoestable esta entrecruzado con una solucion alcalina, lo cual hace
que ¢l PPA formado tenga un pH ajustable de acuerdo con la aplicacion deseada.
Particularmente, ¢l rango de pH ajustable se encuentra entre 9 y 10,5, lo que permite que
el PPA disminuya su capacidad de hinchamiento y por lo tanto aumente la estabilidad en
medios acuosos v con temperaturas superiores a los 30°C, condiciones comunes para
aplicaciones en las que se busca asemejar ¢l ambiente fisiologico como modelos de

organos y produccién de cultivos celulares.

Para efectos de la presente invencion, la solucion alcalina entrecruzante es del tipo
heterobifuncional por lo que permite multiples conjugaciones entre cadenas poliméricas
de diferente naturaleza. Asi, la solucidn alcalina corresponde a entrecruzantes de alta

reactividad y se selecciona entre, sin limitarse a, las siguientes:
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- bases fuertes, tales como hidréxido de sodio, hidroxido de potasio, hidroxido de
amonio ¢ hidréxido de calcio;

- carbodiimidas tales como N,N-diciclohexillcarbodiimida, 1-]3-
(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida y diisopropilcarbodiimida;

- imidoésteres tales como dimetil adipimidato, dimetil pimelimidato vy dimetil
suberimidato;

- maleimidas tales como sulfosuccinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-
carboxilato, N-[4-(p-maleimidofenil)-butiril | (MPB) o 4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (MCC);

- haloacetilos tales como cloruro de acetilo, cloruro de ethanoilo, cloruro de
propanoilo, cloruro de butanoilo y cloruro de malonil bromuro;

- hidrazidas tales como hidrazida formica, carbohidrazida, acetidrazida, metil
hidrazinocarboxilato, oxalildihidrazida, 1,2-diacetilhidrazina;

- alcoxiaminas tales como 2,2.5-trimetill-4-fenil-3-azahexano-3-nitroxido, N-tert-
butil-O-[ 1-[4-(clorometil)fenil|etil |-N-(2-metil-1-fenilpropil)hidroxilamina;  y
diazirinas como 3-(4-bromofenil)-3-(trifluorometill)-3H-diazirina, succinimidil
6-(4,4'-azipentanamido)hexanoato, succinimidil 4.4'-azipentanoato,
sulfosuccinimidil 4.4'-azipentanoato y sulfosuccinimidil 6-(4.4'-

azipentanamido)-hexanoato.

En una modalidad, la base fuerte es hidréxido de sodio, la carbodiimida es 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) y la hidrazida es carbohidrazida. En otra modalidad particular, la

solucion alcalina entrecruzante es hidréxido de sodio.

El polimero natural termoestable y la solucion alcalina entrecruzante se mezclan en una
proporcidn entre 20: 1y 200:1, entre 20:1 y 50:1, entre 50:1 y 200:1, hasta formar ¢l PPA
que conforma las capas superior ¢ inferior de la matriz. En una modalidad particular la
proporcién es de 50:1. Adicionalmente, la concentracion de la solucion alcalina esta entre
0,5y5M,entre 0,5y 25 M, entre 05y 1 Moentre ] My 5 M. En una modalidad

particular, la solucién alcalina esta en una concentracion de 1 M.
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De acuerdo con la presente invencion el PPA que conforma las capas superior ¢ inferior

de la matriz s caracteriza por los siguientes parametros:

- Porosidad: ¢l PPA se caracteriza por una porosidad que oscila entre el 70% y el
75% lo que permite la encapsulacion o atrapamiento de moléculas o compuestos
en su interior. Adicionalmente, la porosidad le otorga la capacidad de
hinchamiento que es de gran importancia para asemejar ambientes fisiologicos,
asi como una morfologia superficial Gnica, que permite el anclaje de estructuras
proteicas presentes en células adherentes.

- Hinchamiento: ¢l PPA s¢ caracteriza por una capacidad de retencién de agua no
superior al 300%, entre 100% a 300%, entre 150% a 200%, y entre 200% a 300%.
En una modalidad, la retencion de agua del PPA es de 150%. Estos valores de
retencion de agua permiten que el PAA se mantenga hidratado con una menor
posibilidad de degradacion hidrolitica. Adicionalmente, en cuanto a la
encapsulacion de moléculas, estos niveles de hinchamiento permiten que las
particulas  migren a través de la matriz y controlar su liberacion sostenida al
medio.

- Resistencia: el PPA se caracteriza por alta resistencia a la degradacion en medio
liquido debido al entrecruzamiento del polimero natural con la solucién alcalina
debidoa unaumento en el pH. El tiempo en que el material permanece estable
debe oscilar entre las 12 y las 48 horas, siendo 24 horas el optimo, con un
porcentaje de pérdida de peso entre el 5% v 10%. Una estabilidad durante 24
horas permite su uso en multiples aplicaciones de corto plazo asociadas a la
encapsulacion de compuestos, ¢l crecimiento de cultivos celulares y la
manufactura de modelos de 6rganos. Por otra parte, el porcentaje de pérdida de
peso asociado durante este periodo es aceptable va que no induce cambios
significativos al PPA y, en consecuencia, su capacidad en las aplicaciones de
interés.

- Propiedades reoldgicas: ¢l PPA se caracteriza por una viscosidad entre 0,1 a 1

Pa*s, entre 0,1 a 0,5 Pa*s y entre 0,5 a 1 Pa*s, lo que garantiza la correcta
deposicion de las capas. Debido al método propuesto para la elaboracion de la

matriz v la deposicién de las capas explicado mas adelante, los valores de
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viscosidad obtenidos son optimos para llevar a cabo el proceso de spin coating
con ¢l PPA y se da lugar a la formacion de una capa uniforme. Viscosidades
superiores a 2 Pa*s dificultan el proceso provocando la formacion de
irregularidades en la superficie de las capas.

- FLirmeza: ¢l PPA se caracteriza por una firmeza entre 2,5 N a 5,15 N, que varia
dependiendo del espesor de las capas. Estos valores aseguran que el PPA cuente
con caracteristicas de firmeza que le confieran estabilidad a lo largo del tiempo,
sobre todo después del proceso de secado, pues evita la formacion de grietas y el
quebrantamiento de la capa formada. Estos procesos se encuentran asociados con
las altas tasas de degradacion hidrolitica por €l quebrantamiento prematuro de las
redes poliméricas.

- Hidrofobicidad: ¢l PPA favorece la formacion de redes poliméricas
tridimensionales, lo que le da uniformidad y dureza, por esta razoén la interaccion
con moléculas como el agua se basa en repeler los efectos de hidrélisis que pueden
dafiar y colapsar lared. Particularmente, la disminucion de puentes de hidrogeno
por la presencia de la solucién alcalina como entrecruzante le otorgan a la
superficie del PPA caracteristicas hidrofobicas que favorecen la estabilidad en
medios acuosos. Esto permite que ¢l PPA se mantenga estable por periodos
prolongados de tiempo en la interaccion con medios acuosos. Esto lo hace ideal

para aplicaciones en las que se busca contacto permanente con medios acuosos.

El PPA tiene la capacidad de interactuar activamente con otras estructuras por su alto
contenido en proteinas y moléculas con radicales altamente reactivos junto con grupos
amino, hidroxilo, sulfhidrilo, grupos fenolicos y carboxilos en los extremos de las
cadenas, que pueden modificarse facilmente al interactuar con otras estructuras
inorganicas o proteinas organicas, formando enlaces estables. Esta capacidad hace que
¢l PPA le aporte versatilidad a la matriz y ésta pueda adherirse a multiples superficies en

diferentes condiciones.

El PPA de la matriz polimérica es apto para la interaccién molecular con las proteinas
adherentes de las células, mejorando su viabilidad. Por lo tanto, es biocompatible.

Adicionalmente, ¢l PPA se caracteriza por una citotoxicidad menor del 5%, indicando
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que es viable para células en suspension. Adicionalmente, la interaccion entre el material
y las células favorece la formacion de estructuras proteicas adherentes indispensables para
la supervivenciade células que requieren anclarse a la superficie. Por otra parte, ¢l PPA
le da estabilidad a la matriz polimérica, ya que permite ¢l control de las condiciones
propicias para el crecimiento celular en condiciones iz vitro e in vivo como por ejemplo
una alta humedad y temperatura entre 28°C y 40°C, garantizando que la matriz multicapa

no se degrade antes del tiempo necesario para el crecimiento celular.

Capa intermedia

La capa intermedia estd constituida por un polimero poroso hinchable (PPH).
Particularmente, el término “polimero poroso hinchable” hace referencia a un polimero
derivado de polisacaridos o de celulosa modificado o no modificado entrecruzado con
una solucién de un policlectrolito acido. La capa intermedia de la matriz polimérica

permite la movilizacién y fijacion de compuestos moleculares.

Para efectos de la presente invencion, el término “polimero derivado de polisacaridos o
de celulosa modificado o no modificado” es una sustancia que cuenta con una gran
capacidad de hinchamiento absorbiendo grandes cantidades de liquidos polares como ¢l
agua, asi como alta versatilidad para adsorber y retener compuestos. Lo anterior permite
la encapsulacion y movilizacion de moléculas en el interior de la capa intermedia,
permitiendo el paso de agua sin que los componentes inmovilizados se liberen con

rapidez.

Para efectos de la presente invencion, el término “polimero no modificado” hace
referencia a un polimero de origen natural o sintético sin modificaciones quimicas
adicionales a aquellas requeridas inicialmente para su sintesis y condensacion. Es decir,
estos polimeros no cuentan con grupos funcionales o modificaciones fisicas a nivel
molecular que cambien la forma base de las cadenas poliméricas originales. El término
“polimero modificado” hace referencia a un polimero de origen natural o sintético con

modificaciones fisicas o quimicas que alteran la estructura base de las cadenas
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poliméricas y, en ultimas, que le otorgan propiedades o caracteristicas adicionales a las

que presenta ¢l material base.

Para los efectos de la presente invencion, cuando el polimero es un derivado de
polisacaridos se selecciona entre, pero no se limita a, quitosano, alginato, goma xantana,
goma guar, acido hialurénico, almidon, goma acacia y carragenina. Cuando ¢l polimero
es un derivado de celulosa se selecciona entre, pero no se limita a, alquil celulosa,
hidroxialquil celulosa, éter de celulosa, éster de celulosa y nitrocelulosa. En una
modalidad, cuando el polimero es un derivado de celulosa se selecciona entre
metilcelulosa, ctilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
hidroxibutilmetilcelulosa, acetato de celulosa, propionato de celulosa, butirato de acetato
de celulosa, ftalato de acetato de celulosa, carboximetilcelulosa (CMC) y triacetato de

celulosa. En una modalidad particular, el polimero es CMC.

El polimero derivado de polisacaridos o de celulosa modificada o no modificada esta
entrecruzado con un polielectrolito que cuenta con grupos altamente reactivos en los
extremos de las cadenas. Para efectos de la presente invencidon el término
“polielectrolito” hace referencia a un polimero con grupos ionizables como polianiones
y policationes que le dan la capacidad de cambiar su conformacion espacial de acuerdo
con las condiciones que lo rodean. El policlectrolito se selecciona entre, pero no se limita
a, acido poliglicolico (PGA), acido polilactico (PLA), acido poliacrilico (PAA),
poliamidas, poli-2-hidroxi butirato (PHB), gelatina, (A, B)-policaprolactona (PCL), poli
(acido lactico-co-glicolico) (PLGA), poli (L-lisina) (PLL), poli (acido L-glutamico)

(PGA), y mezclas de los mismos. En una modalidad particular ¢l polielectrolito es PAA.

El polimero derivado de polisacaridos o de celulosa modificado o no modificado y el
polielectrolito se mezclan en una proporcion entre 10:4 y 2:0.5, entre 10:4 y 3:1, entre
10:1y 3:1, entre 10:1 y 2:0,5, hasta formar ¢l PPH que forma la capa intermedia. En una

modalidad particular la proporcion es de 5:1.

Para la mezcla del polimero derivado de polisacaridos o de celulosa modificado o no

modificado y ¢l polielectrolito, el polimero se encuentra en una concentracion entre 0,6 y
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1,5 % p/v, entre 0,6 y 1 % p/v oentre 1y 1,5 % p/v, y en una modalidad particular, se
encuentra en una concentracion de 1 % p/v. Adicionalmente, el polielectrolito se
encuentra en una concentracion entre 0,1 %y 0,4 % p/v, entre 0,2 % v 0.4 % p/v, entre

0,3 %y 0,4% p/v, y en una modalidad particular, en una concentracion de 0,3 % p/v.

De acuerdo con la presente invencion el PPH se caracteriza por diferentes conformaciones
cuando esta hinchado vy cuando esta seco. Particularmente, al secarse forma agregados
con las moléculas inmovilizadas, y una vez se¢ hincha, permite que se disuclvan estos
agregados y migren a través de la matriz, evitando que las moléculas migren al medio y
eventualmente se desprendan de lamatriz. Adicionalmente, el PPH permite la interaccion
con moléculas polares como ¢l agua, facilitando su entrada y salida de la capa con
minimas afectaciones, lo que permite que haya una hidratacién considerable en una de
las capas de la matriz. Esto permite que los agregados que contienen las moléculas
inmovilizadas migren a través de la matriz, y no se pierda la capacidad de absorber ¢l

agua y mantenerse estable en medios liquidos.

De acuerdo con la presente invencion el PPH se caracteriza por los siguientes parametros:

- Capacidad de adsorcion: ¢l PPH se¢ caracteriza por su capacidad de interactuar

con grupos carboxilo, carboxilato y nitrilo con sustratos en medios liquidos
polares, lo que le otorga una capacidad de adsorciéon entre 850-1000 mg/g. Lo
anterior facilita la inmovilizacion efectiva de compuestos activos dentro de la capa
intermedia.

- Hinchamiento: el PPH se caracteriza por tener una capacidad de hinchamiento
superior al 500% y mantenerse estable por un periodo entre 12 y 24 horas. Esta
capacidad permite mantener hidratada la matriz polimérica para evitar que las
demas capas se fracturen y pierdan sus propiedades.

- Morfologia de la superficie: el PPH s¢ caracteriza por poros grandes y muy

separados entre si. La porosidad del PPH oscila entre un 50% y 70% con poros
de un tamafio entre 2 um vy 6 um. Lo anterior facilita la inmovilizacion efectiva
de compuestos activos dentro de la capa intermedia desapareciendo los poros y

mostrando una superficie uniforme.
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Elaboracion de la matriz polimérica

La matriz polimérica multicapa de acuerdo con la presente invencion tiene la estructura
que se esquematiza en la Figura. 1, y se elabora mediante métodos conocidos en la técnica
tales como los comprendidos en los métodos de deposicion en superficies para la
formacion de recubrimientos delgados. Estos incluyen pero no se limitan a procesos de

deposicion interfacial como Sol-gel, spin-coating o dip-coating.

En una modalidad particular, la matriz multicapa se obtiene mediante deposicion capa a

capa de acuerdo con las siguientes etapas:

1. Preparar las soluciones que componen cada una de las capas (PPA y PPH);

2. Depositar el volumen adecuado (segun la viscosidad de la solucion) del PPA sobre
una superficie seleccionada entre vidrio, ceramico o polimero, plana, uniforme y
con dimensiones adecuadas para la aplicacion requerida, hasta obtener una capa
uniforme recubriendo la superficie;

3. Someter a radiacion UV durante 10 minutos para asegurar ¢l entrecruzamiento y
fijacién del PPA depositado, la cual reposa a temperatura ambiente hasta que esté
totalmente seca.

4. Repetir los pasos 2 v 3 con la solucion del PPH para formar la capa intermedia
sobre la capa de PPA.

5. Repiten los pasos 2 vy 3 con la solucién del PPA para formar la segunda capa

externa sobre las dos capas anteriores.

Para efectos de la presente invencién, el volumen adecuado hace referencia a la cantidad
de soluciéon de PPA o PPH necesario para lograr que cada capa tenga un grosor entre 10
pm y 500 um, dependiendo de la aplicacion de interés y del area de la superficie donde

se depositan.

Matriz polimérica multicapa
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Como se indic6 anteriormente, la matriz polimérica multicapa de la presente invencion
tiene la estructura que se esquematiza en la Figura 1. Las capas superior, intermedia ¢
inferior de la matriz polimérica se caracterizan por un espesor entre 10 um y 500 pm,
entre 10 um y 50 pm, entre 50 pum y 150 um , entre 150 um y 300 um, o entre 300 y 500

pum, dependiendo de la aplicacion de interés y del area de la superficie donde se depositan.

La matriz polimérica de la presente invencidn se caracteriza por una mayor estabilidad
(mayor duracion en el tiempo), vy esto se debe, sin querer atarse a una explicacion
definitiva, a la formacion de enlaces poliméricos en las interfaces de las capas que
permiten mejorar su resistencia. Por otra parte, la naturaleza de los polimeros PPA y PPH
garantiza la biocompatibilidad que permite el adecuado crecimiento de células adherentes

y en suspension.

Adicionalmente, la matriz polimérica de la presente invencidon se caracteriza por una
porosidad que le permite una difusion controlada de compuestos activos de interés, dado
que al combinar las porosidades de las tres capas individuales se logra un control activo
de movilizacion y fijacion de compuestos de acuerdo con su tamafio, lo que permite

separar y diferenciar las moléculas dentro de la matriz.

La matriz multicapa se caracteriza por un pH entre 7 y 8. En una modalidad particular la
matriz tiene un pH de 7.4. Las tres capas mantienen ¢l pH estable y en valores adecuados
para c€lulas, lo que permite tener una adecuada viabilidad celular. Por otra parte, los pH
basicos favorecen la interaccidon de la matriz con el agua, gracias a la polarizacion de
grupos funcionales anidnicos, permitiendo que la matriz se hinche a niveles deseados sin

suftir afectaciones en un periodo de aproximadamente 72 horas.

Compuestos activos inmovilizados

La matriz polimérica multicapa de acuerdo con la presente invenciéon puede tener
compuestos terapéuticos de origen natural o sintético inmovilizados en una o varias de
las capas. Los compuestos terapéuticos de origen natural tienen actividad biologica y

pueden ser empleados para modular procesos celulares desregulados causantes de
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condiciones de salud indeseadas o controlar la proliferacién de agentes patdgenos
Ejemplos de la actividad biologica de dichos compuestos incluye, pero no se limita a
propiedades antivirales, antifungicas, antibacteriales, anticancerigenas,
inmunomoduladoras o modulacién de cascadas de regulacion de procesos metabolicos.
Adicionalmente, pueden utilizarse para cumplir funciones de deteccion, biocatalisis e

1dentificacion in vitro.

Los compuestos activos sirven para obtener funcionalidades complementarias en la
matriz. Estos compuestos incluyen, sin limitarse a acidos nucleicos, enzimas que
metabolizan compuestos para eliminarlos o generar productos deseados, anticuerpos que
permiten detectar especificamente una molécula o que se unen especificamente a una
molécula o compuesto y lo inmovilizan y hormonas y metabolitos que favorecen procesos
celulares.  Estos compuestos incorporados en la matriz sirven para favorecer el
crecimiento celular por su efecto promotor de crecimiento; tienen actividad antibiodtica o
antimicoética; sirven para evaluar el efecto de compuestos especificos sobre las c€lulas y
en ¢l caso de moléculas como ADN, ARN, nucledtidos permiten evaluar cambios en ¢l

metabolismo o expresion celular, entre otras posibles aplicaciones de la matriz.

En una modalidad particular, los compuestos activos se seleccionan entre enzimas y

anticuerpos.

Los compuestos terapéuticos incluyen, sin limitarse a agentes antimicrobianos,
anestésicos, analgésicos, agentes anticancerigenos, agentes angiogénicos, antisépticos,
antibioticos, agentes fibroticos, antimitdticos, agentes quelantes, péptidos, proteinas,
ADN, ARN, nucleoétidos, liposomas, productos sanguineos, hormonas, sales de plata
solubles en agua, factores de crecimiento, y combinaciones de los mismos. En una
modalidad particular, los compuestos terapéuticos se seleccionan entre factores de

crecimiento y antibioticos.

Los compuestos terapéuticos se¢ adicionan a la matriz en cantidades que van desde 1

mg/mL hasta 1 g/mL.
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Usos

De acuerdo con la presente invencion, la matriz polimérica multicapa tiene multiples
aplicaciones que incluyen, sin limitarse a sistemas de deteccion rapida de
microorganismos en diferentes matrices que van desde alimentos hasta productos
farmacéuticos, contaminantes en agua y alimentos, cultivos celulares, sistemas para
crecimiento celular, modelos de drganos experimentales, liberacion controlada, sistemas
de biocatalisis para aplicaciones ambientales, industriales y farmacéuticas, sistemas de

atrapamiento de toxinas y agentes contaminantes, entre otras.

La presente invencion sera presentada en detalle a través de los siguientes ejemplos, los
cuales son suministrados solamente con propositos ilustrativos y no con ¢l objetivo de
limitar su alcance.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Obtencion de las capas superior e inferior:

Para la obtencidn de las capas superior ¢ inferior se preparé una composicion Al con
clara de huevo, la cual se obtuvo de huevos frescos de gallina. Cuidadosamente, después
de limpiar la parte exterior de un huevo con etanol al 70%, se abri6 un orificio para sacar
su contenido interno, lentamente se vertid la clara de huevo en un recipiente evitando que
se mezclara con la yema. Una vez obtenida la clara de huevo, se tomaron 50 mL de la
mismay se evalud su pH. Posteriormente, se agregd gota a gota una solucién de hidroxido

de sodio (NaOH) al 1M hasta alcanzar un pH de 10,5.

Para la obtencion de la capa, se utilizd un método de deposicion para asegurar una
distribucién uniforme. Sobre la superficie de un cubreobjetos de 24mm x 24mm se
depositaron 20 uL. de la composicion Al. La pelicula del polimero natural se formé con
un spin coater posicionando el cubreobjetos en el soporte con la ayuda de un sistema de
vacio. El equipo de spin coating se programé para que girara a 1000 rpm con una

aceleracion de 250 rpm/s durante 30 segundos.



WO 2022/058809 PCT/IB2021/057367
18

Siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente para la composicion Al y
variando el tipo y cantidad de polimero, ¢l tipo y concentracion de solucion alcalina, y

proporcién se preparan las composiciones A2 — A4 como se indica en la Tabla 1.

Tabla 1. Composiciones de las capas superior e inferior

Clarade |  Matriz
huevo . extracelular

Alginato Quitosano

P .~ 7 i Cloruro de
} i dimetilamino )
sodio calcio

Ejemplo 2.  Caracterizacion de la capa superior ¢ inferior:

Porosidad:

Para evaluar la porosidad de la capa formada desde un punto cualitativo, €stas se
sometieron a un proceso de hinchamiento con agua destilada durante 12 horas y un secado
posterior en horno a 60°C durante 1 hora. La superficie de la capa completamente seca
se recubrié con una capa fina de un material conductor, por ejemplo, el oro para observar
en un microscopio de barrido de electrones JEOL, modelo JSM 6490-LV. Se evalué la
superficie a diferentes magnificaciones, en 600X se evidencio que el proceso de secado
afectd considerablemente la superficie de la capa generando su fractura (FIG. 2D), sin
atarse a una unica explicacidn, esto podria ser una consecuencia de la deshidratacion

rapida, lo que indica que la porosidad del polimero es suficiente para la entrada y salida
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de agua. Duplicando la magnificacion, se encontrd una estructura altamente porosa con
protrusiones ¢ irregularidades superficiales que sirven como sitios activos para la

encapsulacion de moléculas y compuestos en su interior (FIG. 2C).

Hinchamiento:

La capacidad de hinchamiento de la capa se determiné a partir de mediciones continuas
del peso de la misma después de sumergirla por un tiempo total de 24 horas en agua
destilada. Se tom¢ el peso inicial de la capa totalmente seca para obtener un valor de
referencia. La pelicula del PPA se retird del agua a diferentes intervalos de tiempo, se
elimino el exceso de agua con ayuda de un papel filtro de 0,22 um, se tomo el peso y se
sumergio nuevamente hasta completar el tiempo total. Para calcular ¢l porcentaje de

hinchamiento en el tiempo se utilizo la siguiente formula:

Pg—Pp,

Py

Hinchamiento (%) = x 100,

donde P es peso seco y P es ¢l peso despucs de sumergir la capa de PPA en ¢l agua.

Se encontr6 que hay un comportamiento de hinchamiento exponencial durante las
primeras 6 horas, ¢l cual se mantiene estable hasta completar las 24 horas (FIG. 2A). Esto
permite evidenciar que la formulacion tiene una interaccidon favorable con soluciones
acuosas permitiendo rapidamente su paso y resistiendo la degradacion hidrolitica por lo

menos durante las primeras 24 horas.

Resistencia:

Con ¢l fin de evaluar la resistencia del PPA a la degradacion hidrolitica, la capa se
sumergié en agua destilada durante 72 horas y adicionalmente se mantuvo bajo
incubacion a 37°C. Se tomo el peso inicial de la capa totalmente seca v una vez
sumergida, se retird del agua a diferentes intervalos de tiempo y se removieron los excesos
con papel filtro de 0,22 um para tomar el peso nuevamente. Para calcular el porcentaje

de pérdida de masa se usoé la siguiente formula:
Pérdida de peso (%) = Pl%fpf x 100,

donde P; es peso seco inicial y Pres el peso después de sumergir la capa de PPA en el

agua.
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Se encontrd que la formulacion propuesta cuenta con una alta resistencia a las condiciones
propuestas de humedad y temperatura con una pérdida de menos del 10% de su masa
inicial en el tiempo total de evaluacion, lo cual es beneficioso para aplicaciones como
cultivos celulares, ya que el sistema multicapa se mantiene bajo estas condiciones y

requieren un tiempo minimo de 72 horas para ser exitosos (FIG. 2B).

Ejemplo 3. Obtencion de la capa intermedia:

Para la obtencion de las capas superior e inferior se preparé una composiciéon Bl con
carboximetil celulosa (CMC 263.2 g/mol) y acido poliacrilico (PAA 72.06 g/mol). Para

diluir ambos compuestos se utilizo6 agua ultrapura (sistema Milli Q-plus, Millipore).

Se tomaron 50 mL del agua y se sometieron a agitacion magnética a 5000 rpm, lentamente
se afiadi6 al agua 0,5 g de CMC (1 % p/v), se agitd hasta obtener una solucion homogénea.
Posteriormente, se afiadieron 0,15g de PAA (0,3 % p/v) y la solucidén se mantuvo en

agitacion hasta lograr homogeneidad completa.

Para la obtencidén de la capa se¢ utilizd un método de deposicion para asegurar una
distribucién uniforme. Sobre la superficie de un cubreobjetos de 24mm x 24mm se
depositaron 10 pL. de la composicion B1. La pelicula de la capa intermedia se formo con
un spin coater posicionando el cubreobjetos en el soporte con la ayuda de un sistema de
vacio. A continuacion, el equipo se programo para que girara a 3000 rpm con una

aceleracion de 250 rpm/s durante 30 segundos.
Siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente para la composicion Bl y
variando ¢l tipo y cantidad de polimero, ¢l tipo y concentracion de agente entrecruzante

, V proporcién se preparan las composiciones B2 — B4 como se indica en la Tabla 2.

Tabla 2. Composiciones de la capa intermedia
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Caboximetil | Caboximetil Carboximetil
celulosa celulosa celulosa (CMC) Alginato
(CMO) (CMC)
1% 1% 1,5% 0,6%
Acido 1-til-3-(3- Acido
o o o dimetilaminopropil) o
poliacrilico | Acido citrico carbodiimida poliacrilico
(PAA) clorhidrato (EDC) (PAA)
0,3% 0,2% 0,4% 0,2%
10:3 10:2 3,75:1 3:1

Caracterizacion de la capa intermedia:

Ejemplo 4.

Capacidad de absorcién:

Para evaluar si la capa permitia la inmovilizacién de moléculas terapéuticas se realizé un
ensayo de absorcion, disolviendo diferentes moléculas en un buffer fosfato salino (PBS).
Se prepar6 una solucion con anticuerpos (150 kDa) a una concentracion final de 30
ug/mL, una solucidn con la enzima peroxidasa (44 kDa) a una concentracion final de 100
ug/mL y una solucion de  proteina estandar albtimina (66.5 kDa) a una concentracion
final de 100 pg/mL. Se sintetizaron tres versiones de la formulacion propuesta del PPH
y cada una se sumergid en una de las soluciones durante 24 horas después de medir el
peso seco inicial. A continuacion, se retird ¢l PPH en diferentes intervalos de tiempo, se
retird el exceso de agua con un papel filtro de 0,22 um y se pesd. De acuerdo a la

concentracion inicial de las soluciones y ¢l agua absorbida fue posible calcular la

concentracion de moléculas adsorbidas e inmovilizadas en cada capa (FIG. 3C).

Se encontro que la presencia de las moléculas en el agua no afecto la capacidad de
hinchamiento del PPH, lo que permite evidenciar que cuenta con la capacidad de

inmovilizar moléculas en su interior en diferentes concentraciones.
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Hinchamiento:

La capacidad de hinchamiento de la capa se determiné a partirde  mediciones constantes
del peso de la misma después de sumergirla por un tiempo total de 24 horas en agua
destilada. Se tom¢ el peso inicial de la capa totalmente seca para obtener un valor de
referencia. A continuacion, en diferentes intervalos de tiempo se retird la pelicula del
PPH, se eliminé el exceso de agua con ayuda de un papel filtro de 0,22 pm, se tomo el
peso y finalmente se sumergié nuevamente en el agua hasta completar el tiempo total.

Para calcular el porcentaje de hinchamiento en el tiempo se utilizo la siguiente férmula:

Ps—Pp

Hinchamiento (%) = —— X 100,

donde P es peso seco y P es ¢l peso despucs de sumergir la capa de PPH en ¢l agua.

Se encontré que bajo la formulacidon propuesta del PPH hay un comportamiento
exponencial las primeras horas alcanzando un nivel de hinchamiento mayor al 200%, que
s¢ mantiene estable a lo largo del tiempo. Esto indica que las caracteristicas del
polielectrolito entrecruzado permiten la entrada y retencidon de agua, extendiendo las
redes poliméricas pero sin inducir efectos negativos que fomenten la degradacion durante
las primeras 24 horas. Esta capacidad permite retener soluciones acuosas por periodos
largos de tiempo incluso para peliculas muy finas como las que se pueden requerir para

algunas aplicaciones (FIG. 3A).

Resistencia:

Con ¢l fin de evaluar la resistencia del PPH a la degradacion hidrolitica, la capa se
sumergié en agua destilada durante 24 horas y adicionalmente se mantuvo bajo
incubacion a 37°C. Se tomo ¢l peso inicial de la capa totalmente seca y una vez sumergida
se retird del agua a diferentes intervalos de tiempo y se removieron los excesos con papel
filtro de 0,22 um para tomar el peso nuevamente. Para calcular el porcentaje de pérdida

de masa se uso la siguiente formula:
Pérdida de peso (%) = % x 100,
f

donde P; es peso seco inicial y Pres el peso después de sumergir la capa de PPA en el

agua.
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Se encontrd que, aunque la formulacion propuesta de PPH permite aumentar la resistencia
a la degradacion hidrolitica, perdié aproximadamente la mitad de su peso al cabo de 24
horas. Esto indica que, a pesar de sus altas capacidades de hinchamiento, este es un
material inestable en condiciones biologicas y requiere ¢l uso de otros materiales que

complementen su funcion (FIG. 3B).

Morfologia de la superficie:

Para evaluar la morfologia de la superficie de la capa formada, se sometio a un proceso
de hinchamiento con agua destilada durante 12 horas y un secado posterior en horno a
60°C durante 1 hora. La superficie de la capa completamente seca se recubrié con una
capa fina de un material conductor como ¢l oro para observar en un microscopio de
barrido de electrones JEOL, modelo JSM 6490-LV. Se evalud la superficie a diferentes
magnificaciones. A 500X se¢ evidencié que predominan las estructuras porosas en la
superficie, lo cual permite el paso de pequefias moléculas a través de la red polimérica y
le otorga altas capacidades de hinchamiento (FIG. 3D). Por otra parte, a una escala de
magnificacion de 1000X se evidencian pequefias aglomeraciones de celulosa que facilitan
la inmovilizaciéon de compuestos y su estabilidad, ya sea en condiciones secas o

humedas (FIG. 3E).

Ejemplo 5. Obtencion de una matriz polimérica multicapa

Para sintetizar la matriz polimérica multicapa se utilizo un método de deposicion capa
por capa gracias a las cualidades polielectroliticas de los componentes de cada capa. E
sta técnica permite la formacioén de enlaces entre las diferentes capas manteniendo la

estabilidad de la matriz.

Inicialmente se depositd la capa de clara de huevo entrecruzada con NaOH a través  del
método de spin coating como se describié en la composicion Al del Ejemplo 1.
Posteriormente, esta capa se sometio a radiacion UV durante 5 minutos para asegurar su
esterilidad, sellado v exponer los radicales que permiten la formacidon de enlaces. A
continuacion, se depositd en su superficie la segunda capa y se formo con la composicion

B1 descrita en el Ejemplo 3. A continuacion, esta segunda capa se sometidé nuevamente
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aluz UV durante 10 minutos y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos
adicionales, antes de depositar la capa de la superficie de la misma forma que se hizo para

la primera y de esta manera finalizar la formacién de la matriz en su totalidad (FIG. 4).

Ejemplo 6;: Caracterizacion de una matriz polimérica multicapa

Biocompatibilidad

Para evaluar la biocompatibilidad de la matriz polimérica se realizé un ensayo in vitro
con células de tipo adherente. Para cuantificar el efecto de la matriz sobre las células, se
realizo un ensayo de viabilidad celular denominado MTT que usa la actividad metabolica

como 1ndicador de la viabilidad celular.

Se cultivaron c€lulas Vero (ATCC, CCL-81) en una caja de cultivo celular en presencia
de DMEM suplementado con suero bovino fetal al 10% (v/v) y penicilina/estreptomicina
al 1% (v/v) (medio de crecimiento completo) hasta que se completd una confluencia de
aproximadamente ¢l 80 %. Las células se despegaron del frasco de cultivo con tripsina
caliente a una concentracion 1X, posteriormente se realizé un conteo de las células tefiidas
con azul de tripan en una camara de Neubauer para diluirlas nuevamente en medio sin

suero y obtener una concentracion final de 200000 células/mL.

Para sembrar las células en la superficie de la matriz polimérica multicapa, esta se formo
en la superficie de un cubreobjetos y a continuacién este se posiciono en una placa de 24
pozos para cultivos celulares. Se establecio como blanco la matriz polimérica multicapa
con ¢l medio de cultivo celular, esto con ¢l fin de descartar efectos del polimero sobre los
reactivos de la prueba. Para ¢l control positivo se agregaron 100 pL. de dimetilsulféxido
(DMSO) al 10% a un pozo con c€lulas sin ¢l recubrimiento. El blanco, ¢l control positivo
y el ensayo se incubaron durante 24 horas a 37°C y 5-6.5% COs. Una vez las células
alcanzaron una confluencia del 80%, se afiadieron 10 pL del reactivo MTT de tincion y
se incubo durante 4 horas en las condiciones previamente mencionadas. Posterior a esto,
se afladieron 100 pL de la solucion de solubilizacion y se tomaron 100 pL del medio para
medir su absorbancia en un espectrofotometro a una longitud de onda de 650nm. Se

calcul¢ el porcentaje de viabilidad con la siguiente formula:
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. . Abs. —Abs
Viabilidad celular (%) = ——muesira —_planco  1()),
AbScontrol—AbSpianco

Se encontré que la matriz multicapa preserva la integridad celular manteniendo su
viabilidad en valores superiores al 95%, validando que los componentes de la matriz y su
conformacion son biocompatibles y seguros para su uso en sistemas celulares para

aplicaciones de investigacion y clinicas (FIG. 5A).

Adhesién celular

Con el fin de determinar si la matriz proporciona una base adecuada para la fijacion de
estructuras necesaria para la supervivencia de células adherentes, se observaron las
células fijadas en la superficie de la matriz polimérica multicapa con microscopia con

focal.

Inicialmente se cultivaron células Vero (ATCC, CCL-81) en una caja de cultivo celular
con DMEM suplementado con suero bovino fetal al 10% (viv) vy
penicilina/estreptomicina al 1% (v/v) (medio de crecimiento completo) hasta que se
completd una confluencia de aproximadamente ¢l 80%. Las células se despegaron del
frasco de cultivo con tripsina caliente a una concentracion 1X, posteriormente se realizd
un conteo de las células tefiidas con azul de tripan en una camara de Neubauer para
diluirlas nuevamente en medio sin suero y obtener una concentracion final de 200000

células/mL.

A esta concentracion se cultivaron las células en la superficie de la matriz que se sintetizo
en la superficie de un cubreobjetos para colocarlo en ¢l fondo de los pozos de una
microplaca de 24 pozos para cultivos celulares. Las células se dejaron incubar durante 24
horas a 37°C y 5-6.5% CO.. Pasado este tiempo se retird el medio de cultivo y se lavaron
las células con PBS para eliminar residuos, posteriormente se afiadié ImL de
formaldehido al 4%(v/v) para fijar las c€lulas durante 10 minutos. Una vez completada la
reaccion se afiadid tritdn a una concentracion de 4X y se dejo reaccionar durante 5
minutos. Para observar las estructuras celulares con precision se tifio el nucleo agregando

1 mL de DAPI durante 10 minutos. El exceso de DAPI se retird para teilir las estructuras
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proteicas de la membrana celular que se adhieren a la superficie de la matriz polimérica
multicapa agregando 1 mL de Alexa Fluor 488. Finalmente, se lavé nuevamente cada

pozo y se observaron las células en un microscopio confocal Olympus FV1000.

Se evidencié en las imagenes obtenidas que efectivamente las células desarrollaron
estructuras proteicas especializadas para adherirse a la superficie de la matriz polimérica
multicapa, lo cual indica que la matriz proporciona un ambiente apropiado para el
crecimiento de cultivos celulares facilitando la proliferacion y migracidon de células de

tipo adherente (FIG. 5B).

Ejemplo 7. Aplicaciones de la matriz

Las aplicaciones de la matriz polimérica multicapa incluyen, pero no se limitan a dos
grupos generales que comprenden el encapsulamiento de compuestos y/o moléculas y la
ingenieria de tejidos. A continuacion, se daran ejemplos de las posibles aplicaciones

dentro de estas dos categorias.

Dentro de la categoria de encapsulamiento se encuentran aplicaciones como la deteccion
de microorganismos, sustancias y metabolitos. Para el caso especifico de los
microorganismos, es posible la inmovilizacion de sistemas de deteccion basados en el uso
de anticuerpos y enzimas reporteras que se unen a proteinas especificas del organismo y
reportan su presencia a través de un aumento en la fluorescencia, un cambio de color o el
aumento en concentracion de una sustancia especifica que se pueda medir con la ayuda
de instrumentos especializados. Posibles aplicaciones enmarcadas en la deteccion de
microorganismos se incluyen, pero no se limitan a, evaluacién microbioldgica de
alimentos, agua, farmacos, cultivos celulares y diagnéstico de enfermedades generadas

por microorganismos.

Para el caso de la deteccion de sustancias y/o metabolitos es posible inmovilizar
moléculas reporteras o microsensores que al reaccionar con la sustancia de interés
generen una reaccion detectable o permitan evaluar la concentracion de esta en el medio.

Posibles aplicaciones en este contexto incluyen, pero no se limitan a, evaluacion de la
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calidad del agua, el aire, los alimentos, los farmacos y ¢l diagnostico de enfermedades

asociadas a desniveles en metabolitos o la presencia de sustancias toxicas detectables.

Dentro de la categoria de encapsulamiento se¢ encuentran aplicaciones asociadas a la
liberacion controlada de sustancias con fines clinicos o investigativos, dentro de dichas
sustancias se incluyen, pero no se limitan a moléculas terapéuticas, nutrientes e
intermediarios de rutas metabolicas. Su uso se enfoca a aplicaciones tales como
mejoramiento del efecto de los farmacos por medio de una liberacion constante en
tiempos prolongados, estudios de cinética de sustancias al ser liberadas de forma
controlada, liberacion controlada en tiempos prolongados de sustancias beneficiosas para

¢l crecimiento optimo de modelos de 6rganos y cultivos celulares.

Adicionalmente, dentro de la categoria de encapsulamiento se encuentran aplicaciones
asociadas a la migracion interna de las moléculas en la matriz polimérica multicapa estas
se incluyen, pero no se limitan al estudio de cinética de moléculas que pueden tener
diferentes patrones de migracion teniendo en cuenta las caracteristicas diferenciales de
cada una de las capas que comprende la matriz v la separacion de moléculas de interés de

acuerdo a su tamafio, carga, pH, entre otras.

Dentro de la categoria de ingenieria de tejidos se encuentran aplicaciones en cultivos
celulares en suspension y adherentes en dos y tres dimensiones y modelos de 6rganos con

morfologia simple.

Posibles aplicaciones para cultivos de células adherentes en dos dimensiones incluyen la
evaluacion de lineas celulares con fines clinicos o investigativos. Dentro de la evaluacion,
el efecto de componentes previamente inmovilizados en la matriz polimérica multicapa,
la migracién y posterior evaluacion de metabolitos generados por las células como
reaccion a un tratamiento dentro de la matriz polimérica multicapa, la diferenciacion de
células madre en diferentes tejidos por el efecto de factores de crecimiento y metabolitos

previamente inmovilizados en la matriz.
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Las aplicaciones asociadas a los cultivos celulares 3D incluyen, pero no se limitan a la
encapsulacion de células para la formacion de esferoides que asemejan un entomo
fisicoquimico mas cercano al iz vivo, ya que facilitan la interaccion célula-célula y célula-
matriz, su uso s¢ puede extender a investigacion de tumores y cancer, trasplantes
terapéuticos, evaluacion del efecto de farmacos y estudios clinicos. Adicionalmente,
dentro de esta categoria se encuentran los modelos de érganos con morfologia simple
como modelo de barrera para la evaluacion del efecto de sustancias en estructuras
celulares mas complejas que las de dos dimensiones, modelo de piel, modelo de lumen

del intestino, entre otros.
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REIVINDICACIONES

1. Una matriz polimérica multicapa porosa que comprende:
una capa superior y una capa inferior ambas de un polimero poroso adherente
(PPA);y

una capa intermedia de un polimero poroso hinchable (PPH).

2. La matriz de la Reivindicacién 1, en donde el PPA es un polimero natural

termoestable entrecruzado con una solucion alcalina.

3. La matriz de la Reivindicacion 2, en donde el polimero natural termoestable se
selecciona del grupo de polisacaridos, proteinas y matrices extracelulares nativas o

modificadas de 6rganos de cualquier vertebrado y mezclas de los mismos.

4, La matriz de la Reivindicacion 3, en donde el polimero natural termoestable se
selecciona entre albumina, pectina, acido hialurénico, colageno, quitosano, alginato,
quitina, dextrano, gelatina, matrices extracelulares de submucosa intestinal, placenta,

miocardio, vejiga y mezclas de los mismos.

5. La matriz de la Reivindicacion 2, en donde la solucion alcalina se encuentra en

una concentracion entre 0.5 My 5 M.

6. La matriz de la Reivindicacion 5, en donde la solucion alcalina se encuentra en

una concentracion de 1M.

7. La matriz de la Reivindicacion 2, en donde la solucion alcalina se selecciona entre
una base fuerte, carbodiimidas, imidoésteres, maleimidas, haloacetilos, hidrazidas,

alcoxiaminas y diazirinas.

8. La matriz de la Reivindicacion 7, en donde la base fuerte es hidroxido de sodio,

la carbodiimida es 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) y la hidrazida es carbohidrazida.
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9. La matriz de la Reivindicacion 2, en donde ¢l polimero natural termoestable y la

solucién alcalina se encuentran en una proporcion entre 20:1 y 200:1.

10. La matriz de la Reivindicacion 9, en donde ¢l polimero natural termoestable y la

solucién alcalina se encuentran en una proporcion de 50:1.

11. La matriz de la Reivindicacion 1, en donde el PPH es un polimero derivado de

polisacaridos o de celulosa entrecruzado con un acido organico o un polielectrolito acido.

12. Lamatriz de la Reivindicacion 11, en donde el polimero derivado de polisacaridos
se selecciona entre quitosano alginato, goma xantana, goma guar, acido hialurdnico,

almidon, goma acacia y carragenina

13. La matriz de la Reivindicacién 11, en donde el polimero derivado de celulosa se
selecciona entre alquil celulosa, hidroxialquil celulosa, éter de celulosa, éster de celulosa

y nitrocelulosa.

14. La matriz de la Reivindicacidn 13, en donde el polimero derivado de celulosa se
selecciona entre metilcelulosa, ctilcelulosa, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxibutilmetilcelulosa, acetato de celulosa, propionato de
celulosa, butirato de acetato de celulosa, ftalato de acetato de celulosa,

carboximetilcelulosa (CMC) y triacetato de celulosa.

15. La matriz de la Reivindicacion 11, en donde el polielectrolito se selecciona entre
acido poliglicolico (PGA), acido polilactico (PLA), acido poliacrilico (PAA), poliamidas,
poli-2-hidroxibutirato (PHB), gelatina, (A, B)-policaprolactona (PCL), poli (acido
lactico-co-glicolico) (PLGA), poli (L-lisina) (PLL), poli (acido L-glutamico) (PGA), y

mezclas de los mismos.

16. Lamatriz de la Reivindicacion 11, en donde el polimero derivado de polisacaridos

o de celulosa y el polielectrolito se encuentran en una proporciéon entre 10:4 y 2:0,5.
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17. Lamatriz de la Reivindicacion 11, en donde el polimero derivado de polisacaridos

o de celulosa y el polielectrolito se encuentran en una proporcion de 5:1.

18. La matriz de la Reivindicacion 11, en donde el policlectrolito esta en una

concentracion entre 1%y 4% p/v.

19. La matriz de la Reivindicacion 1 que ademas comprende compuestos activos,
compuestos terapéuticos o mezclas de los mismos inmovilizados en una o varias de las

capas.

20. La matriz de la Reivindicacion 19, en donde

los compuestos activos se seleccionan entre enzimas, anticuerpos, hormonas y
metabolitos; y

los compuestos terapéuticos se seleccionan entre antifungicos, antivirales,
anestésicos, analgésicos, anticancerigenos, angiogénicos, antisépticos, antibidticos,
fibroticos, antimitoticos, quelantes, péptidos, proteinas, ADN, ARN, nucleotidos,
liposomas, productos sanguineos, hormonas, sales de plata solubles en agua, factores de

crecimiento, y combinaciones de los mismos.
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