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DESCRIPCION
Recubrimientos tipo hidrogel en base vinil-lactamas

CAMPO DE LA TECNICA

La invencién se refiere a un producto que comprende un substrato polimérico y un recubrimiento tipo hidrogel basado
en vinil-lactamas, con o sin metacrilatos, recubrimiento que ha sido anclado al substrato polimérico. Entre el substrato
y el hidrogel se ha formado una interfase hibrida como resultado de la difusién de moléculas precursoras del hidrogel
en las capas externas del substrato polimérico. Mediante el control de los parametros experimentales, el hidrogel
formado sobre el substrato puede bien permanecer integro o bien despegarse parcialmente dejando la interfase
hibrida, es decir, dando lugar a un substrato funcionalizado superficialmente que puede estar estructurado en dicha
superficie mediante la formacién de arrugas u otras texturas. Esta invencién se refiere asimismo a la aplicacién de
estos materiales como soportes para cultivo celular e ingenieria de laminas celulares (monocapas), preparacion de
andamiajes 3D y la fabricacién de actuadores mecanicos termosensibles.

ESTADO DEL ARTE

El uso de materiales polimeros tales como los substratos termosensibles en base a poli-N-isopropilacrilamida
(pNIPAm), capaces de, en primer lugar, albergar células hasta confluencia y, en segundo, permitir el despegado de
las células o las monocapas celulares mediante un estimulo térmico (bajada de temperatura) ha surgido como una
aproximacién potencialmente viable en manipulacién celular. Este tipo de substratos termosensibles son a dia de hoy
comerciales (UpCell™). Una vez que el crecimiento celular ha alcanzado el nivel deseado de confluencia, una
monocapa 6 ldmina celular puede ser despegada simplemente mediante una disminucién de la temperatura a
temperatura ambiente (es decir, por debajo de la temperatura critica inferior de disolucién 6 lower critical solution
temperature, LSCT). Esta aproximacién de despegado celular es una forma de recoleccién celular no destructiva y
mas moderada que los métodos tradicionales, los cuales requieren de forma casi imprescindible del uso de enzimas
proteoliticas agresivas (generalmente tripsina) o de raspado celular. Estas técnicas pueden dafiar las células
recolectadas ya que pueden causar disrupcién de la membrana celular y destruir la matriz extracelular. Esta disrupcion
constituye una deficiencia significativa en estas aproximaciones de desagregacién celular, y por ello, métodos de
despegados alternativos mas moderados son deseables.

Por ello, sigue siendo necesario el desarrollo de otras alternativas para dicho despegado suave de células y l[aminas
celulares. Un polimero termosensible alternativo al pN/PAm es la poli-vinilcaprolactama (pVCL), que es biocompatible
y tiene una LCST similar a la del pN/PAm (también en un rango de temperaturas fisiolégicamente relevante). Sin
embargo, se han descrito pocos soportes Utiles en recoleccion celular en base pVCL. Lee y col. (Acta biomaterialia;
2013; 9(8): 7691-7698) describieron la preparacién de filmes finos de pVCL (de unos 50 nm) sobre sustratos tejidos
de Nylon, usando técnicas de deposicién quimica en fase vapor, y obtuvieron despegado celular parcial. Yang y col.
describieron otro ejemplo (Polymer Chemistry, 2015; 6(18). 3431-3442) en el que prepararon hidrogeles
independientes de VCL con un metacrilato zwitteridnico, los cuales fueron capaces de despegar células mediante
descenso de temperatura.

Soportes tipo hidrogel para manipulacién celular en base vinil-pirrolidona —VP-, un componente anéalogo a VCL pero
no termosensible, han sido descritos recientemente. En concreto, se ha descrito la preparacién de una familia de
hidrogeles no termosensibles derivados de VP y con estructura de pseudo-redes dobles (pseudo-DN, en referencia al
término inglés double network) capaz de albergar células hasta confluencia y permitir posteriormente un rapido
despegado o trasplante de la ldmina celular mediante una simple agitacion mecénica, sin necesidad de superestrato
(una lamina extra que se requiere como soporte intermedio para trasplantar células en el producto comercial) (Journal
of Materials Chemistry B, 2014; 2(24). 3839-3848). El término pseudo-red doble hace referencia a la tendencia
estructural de estas redes a formar redes dobles (DNs), que se definen como redes interpenetradas (IPNs) constituidas
por dos redes con alta asimetria en densidad de entrecruzamiento. Los mencionados hidrogeles estan constituidos
por VP y por diferentes metacrilatos iénicos M. anidénico (M-SOs), catiénico (M-N*), zwitterion tipo sulfobetaina (M-N*-
S0Oy), zwitterion tipo fosforilcolina (M-POs-N*), o formulaciones pseudo-zwitteridnicas (cantidades estequiométricas
de M-SOs y M-N*). Todos estos hidrogeles fueron robustos a pesar de su alto contenido en agua (alrededor de 90 %
de agua en el estado en equilibrio). Se encontrd que todos los hidrogeles idnicos fueron superiores en adhesién y
proliferacién celular al control sin componente iénico (sin M), lo cual estd de acuerdo con la conocida naturaleza
antiadhesiva y antiincrustante de PVP y de otros polimeros neutros y solubles en agua (PEO (poliéxido de etileno),
etc.).

Las modificaciones superficiales quimicas y topogréaficas de polimeros robustos mecéanicamente pueden modular su
interaccién con el ambiente a la vez que se mantienen las propiedades mecéanicas del bloque. Este hecho parece ser
especialmente relevante en campos como la tribologia o la medicina, en los que se buscan propiedades resistentes
con propiedades superficiales (tanto quimicas como topogréficas) a medida. Por una parte, la funcionalizacién de
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soportes hidrofébicos para dotarles de caracteristicas superficiales hidrofilicas es actualmente un requerimiento para
ciertas aplicaciones biomédicas. Por otra, superficies arrugadas han encontrado aplicacién en miultiples areas como
su uso como plantillas para crear formaciones superficiales ordenadas, o en la fabricacién de componentes
electronicos flexibles, o en el disefio de superficies con mojabilidad y propiedades de adhesidn/friccidn controladas.
Ademas, es importante sefialar que soportar los mencionados hidrogeles en forma de recubrimiento sobre materiales
mecanicamente robustos, como Nylon o policarbonato, puede mejorar significativamente la manipulacién de la capa
activa de hidrogel, ya que el soporte del hidrogel puede ser grapado, cosido, fundido, etc., y por lo tanto puede permitir
formar constructos complejos. El hidrogel puede incluso ser secado y rehidratado, lo cual es ventajoso en términos de
almacenamiento en condiciones limpias y de entrega. Finalmente, estas plataformas pueden ser de interés en campos
que requieran de ingenieria de ldminas celulares, como el trasplante de tejidos en areas quemadas o de cérnea,
ejemplos en los que se puede mejorar el proceso de regeneracién tisular.

El documento US4058491 se refiere a hidrogeles catidnicos que son redes de copolimeros tridimensionales estables
obtenidos mediante copolimerizacién y reticulacién simultaneas, en presencia de un catalizador de polimerizacion, de
una mezcla de (a) un monémero N-vinilico heterociclico, preferiblemente una N-vinil-lactama. (b) un monémero
etilénicamente insaturado, catiénico, polimerizable, que contiene uno o mas grupos catiénicos en su estructura
molecular, y (¢) un agente entrecruzante, tal como un diacrilato o dimetacrilato de glicol o divinilbenceno, etc.; y
también, preferiblemente, (d) al menos un monémero acrilico capaz de polimerizar hasta un peso molecular muy alto;
también pueden estar presentes (e) otros mondmeros etilénicamente insaturados polimerizables, que son
copolimerizables con los componentes (a), (b), (¢) y (d).

El documento US3532679 se refiere a redes poliméricas tridimensionales hidréfilas (hidrogeles) obtenidas mediante
la polimerizacién y reticulacién simultdneas de una mezcla de una N-vinil-lactama, un acrilato de alquilo y un agente
entrecruzante en presencia de un catalizador de radicales libres tal como como peréxidos organicos o
azobisisobutironitrilo.

El documento WO2014191624 se refiere a hidrogeles de vinilpirrolidona multicomponentes y su uso en ingenieria de
tejidos y/o medicina regenerativa. No se menciona la vinilcaprolactama. No se mencionan redes semi-interpenetradas.

Acta Biomaterialia, vol. 9, num. 8, 2013, paginas 7691-7698 se refiere a la deposiciéon quimica de vapor iniciada de
peliculas delgadas de poli(N-vinilcaprolactama) termosensible para la ingenieria de laminas celulares.

Por lo tanto, ninguno de los documentos mencionados anteriormente describe un producto que comprende un sustrato
y un hidrogel que comprende dos entrecruzantes y de manera que la interfaz entre el sustrato y el hidrogel del producto
forme una red semi-interpenetrada.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La expresién “basado en” se debe entender como “formado por” o bien “formado a partir de”, es decir que los
constituyentes del producto al que se hace referencia, pueden no estar en el estado inicial en el cual se utilizaron para
obtener dicho producto.

La expresién “tipo” o “del tipo” se debe entender como “similar a”, 0 que comprende un grupo funcional determinado,
por ejemplo: “tipo vinil-lactama” se debe interpretar como que incluye al menos un grupo funcional lactama, e incluye
cualquier vinil-lactama.

El término “gradiente” se refiere a “gradiente de concentracién“ y tiene el significado habitual: variacién de la
concentracién tanto del substrato polimérico, como de la red de hidrogel en la interfase.

El término interfase tiene el significado habitual, tal como lo define la IUPAC: la regién espacial no homogénea,
intermedia, entre dos fases masivas en contacto, y donde las propiedades son significativamente diferentes de, pero
relacionadas con, las propiedades de las fases masivas.
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El término “rugosidades” se refiere en esta memoria y en esta tecnologia a protuberancias que se forman en un
material que originalmente era plano (como el caso del poliestireno) y dichas protuberancias son micrométricas y no
conforman ninguna estructura.

El término “arrugas” se refiere a lo que en el lenguaje comun se llama arrugas, y que tienen picos y valles, confieren
una estructura al material y son mayores que las rugosidades. Las arrugas en este caso son por tanto patrones que
se han observado sobre PC y sobre PMMA con alternancia de valles y picos simulando una arruga en la piel. Mientras
que en el caso del PS no se forman arrugas sino que el sustrato (que era plano originalmente) aumenta su rugosidad
debido a la capa de hidrogel.

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un producto que comprende:
a) un substrato polimérico y
b) un hidrogel basado en monémeros tipo vinil-lactama, sin metacrilatos o con metacrilatos i6nicos, y al menos
dos entrecruzantes,
caracterizado porque hay una interfase entre el substrato y el hidrogel, interfase formada por un gradiente de ambos,
del substrato y de la red del hidrogel, formando ambos una red semi-interpenetrada,

El hidrogel forma una red polimérica, y por esta razén en esta memoria en algunas ocasiones se hace referencia a la
“red de hidrogel”.

Red semi-interpenetrada significa que el hidrogel recubre el substrato polimérico de forma estable a través de la
formacién de una capa hibrida entre substrato e hidrogel, interfase en la que ambas estructuras coexisten formando
una estructura integrada en forma de red semi-interpenetrada (semi-IPN). Esta interfase tipo red semi-IPN comprende
la red polimérica constitutiva del hidrogel y las cadenas macromoleculares del substrato polimérico, y se caracteriza
por una penetracién a escala molecular de dichas cadenas en la mencionada red.

Realizaciones particulares se refieren a un producto que comprende:
a) un substrato polimérico y
b) un hidrogel basado en mondémeros tipo vinil-lactama, sin metacrilatos, en el que la vinil-lactama es vinil-
caprolactama, el substrato polimérico es nylon, y dos
entrecruzantes que son dimetacrilato de etilenglicol (C1) y 3,3 '-(propil)-di-1-vinil-2-pirrolidona (C2),
0
a) un substrato polimérico y
b) un hidrogel basado en monémeros tipo vinil-lactama, con metacrilatos iénicos, y al menos dos
entrecruzantes,
caracterizado porque hay una interfase entre el substrato y el hidrogel, interfase formada por un gradiente de ambos,
del substrato y de la red del hidrogel -formando ambos una estructura de red semi-interpenetrada.

El substrato polimérico puede ser cualquier substrato polimérico termoplastico.

En un ejemplo preferido, el substrato polimérico se selecciona de poliestireno (PS), polimetacrilato de metilo (PMMA),
nylon, policarbonato (PC), PVC (policloruro de vinilo), poliacido lactico (PLA) o policaprolactona (PCL). En un ejemplo
mas preferido, el substrato polimérico es nylon, poliestireno o policarbonato. En un ejemplo adn mas preferido, el
substrato polimérico es poliestireno.

En otro ejemplo particular, la vinil-lactama es seleccionada de vinil-caprolactama o vinil-pirrolidona. En un ejemplo mas
preferido, la vinil-lactama es vinil-caprolactama.

En un ejemplo particular, la relacién molar vinil-lactama/metacrilato i6nico esta en el intervalo 2/1 a 100/1. En un
ejemplo més preferido la relacién esta en el intervalo 6/1 a 12/1.

En un ejemplo particular, el metacrilato i6nico es un metacrilato catidnico seleccionado de sales de [2-
(metacriloiloxi)alquillJtrimetilamonio, metacrilatos de dimetilaminoetilo y dietilaminoetilo.

En otro ejemplo particular, el metacrilato iénico es un metacrilato zwitteriénico seleccionado de metacriloiloxietil
fosforilcolina o hidréxido de [3-(metacriloilamino)propil]ldimetil(3-sulfopropil) amonio.

En otro ejemplo particular, el metacrilato iénico es un metacrilato anidnico seleccionado de sales de metacrilatos de
sulfoalquilo.
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En otro ejemplo particular, el metacrilato idnico es una mezcla de metacrilato anidnico seleccionado de sales de
metacrilatos de sulfoalquilo (por ejemplo, la sal potasica del sulfopropil metacrilato) y de metacrilato catiénico
seleccionado de sales de [2-(metacriloiloxi)alquillltrimetilamonio.

En un ejemplo preferido, los entrecruzantes son seleccionados de etilenglicol di(met)acrilato, trietilenglicol
di(met)acrilato, tetraetilenglicol glicol di(met)acrilato, trimetilolpropano triimet)acrilato, bisfenol A di(met)acrilato,
etoxilato bisfenol A di(met)acrilato, pentaeritritol tri-, and tetra(met)acrilato, tetrametileno di(met)acrilato,
metilenbisacrilamida, metacriloxietil vinil carbonato, trialilcianurato, metacriloxietil vinil urea, divinil benceno, dialil
itaconato, alil metacrilato, dialil phthalato, polisiloxanilbisalquil (met)acrilato, polietilen glicol di(met)acrilato, vinil-
metacrilato, divinil-adipato, derivados de divinil-pirrolidona, 1,3-divinilimidazolin-2-ona o combinaciones de los
anteriores.

En un ejemplo méas preferido, se usan los entrecruzantes: etilenglicol di(met)acrilato y 3,3'-(propil)-di-1-vinil-2-
pirrolidona.

En un ejemplo preferido, se usan concentraciones de cada uno de los entrecruzantes en el intervalo 0.1-10 % molar
(con respecto a los moles de monémeros totales).

En un ejemplo aun més preferido, se usan concentraciones totales de los entrecruzantes en el intervalo 1.6-2 % molar
(con respecto a los moles de monémeros totales).

Otro aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento para obtener el producto descrito anteriormente, donde el
procedimiento comprende al menos las siguientes etapas:

a) mezcla de los monémeros precursores del hidrogel, el derivado de vinil-lactama, el metacrilato iénico, si esta
presente, y al menos dos entrecruzantes con un fotoiniciador y, opcionalmente, disolvente,

b) deposicién de la mezcla de (a) en la superficie del substrato polimérico e induccién de la fotopolimerizacién
bajo radiacién UV e

¢) hinchamiento del producto obtenido en (b) mediante su inmersién en agua o en etanol.

El disolvente puede ser agua, disolventes orgénicos tales como alcoholes, mezclas de agua y alcoholes. Entre los
alcoholes se puede usar por ejemplo, metanol, etanol, propanol, o0 mezclas. Segun realizaciones particulares el
disolvente es agua.

En un ejemplo preferido, el substrato polimérico se selecciona de poliestireno (PS), polimetacrilato de metilo (PMMA),
nylon, policarbonato (PC), PVC (policloruro de vinilo), poliacido lactico (PLA) o policaprolactona (PCL). En un ejemplo
mas preferido, el substrato polimérico es nylon, poliestireno o policarbonato.

En otro ejemplo preferido, la vinil-lactama es seleccionada de vinil-caprolactama o vinil-pirrolidona. En un ejemplo mas
preferido, la vinil-lactama es vinil-caprolactama.

En un ejemplo particular, el metacrilato i6nico es un metacrilato catidnico seleccionado de sales de [2-
(metacriloiloxi)alquil]trimetilamonio.

En otro ejemplo particular, el metacrilato iénico es un metacrilato zwitteriénico seleccionado de metacriloiloxietil
fosforilcolina, hidréxido de [3-(metacriloilamino)propil]dimetil(3-sulfopropil) amonio.

En otro ejemplo particular, el metacrilato iénico es un metacrilato anidnico seleccionado de sales de metacrilatos de
sulfoalquilo.

En otro ejemplo particular, el metacrilato idnico es una mezcla de metacrilato anidnico seleccionado de sales de
metacrilatos de sulfoalquilo y de metacrilato catiénico seleccionado de sales de [2-(metacriloiloxi)alquillltrimetilamonio.

En un ejemplo preferido, los entrecruzantes son seleccionados de etilenglicol di(met)acrilato, trietilenglicol
di(met)acrilato, tetraetilenglicol glicol di(met)acrilato, trimetilolpropano triimet)acrilato, bisfenol A di(met)acrilato,
etoxilato bisfenol A di(met)acrilato, pentaeritritol tri-, and tetra(met)acrilato, tetrametileno di(met)acrilato,
metilenbisacrilamida, metacriloxietil vinil carbonato, trialilcianurato, metacriloxietil vinil urea, divinil benceno, dialil
itaconato, alil metacrilato, dialil phthalato, polisiloxanilbisalquil (met)acrilato, polietilen glicol di(met)acrilato, vinil-
metacrilato, divinil-adipato, derivados de divinil-pirrolidona, 1,3-divinilimidazolin-2-ona o combinaciones de los
anteriores.

En un ejemplo se usan cédmo entrecruzantes, por ejemplo etilenglicol di(met)acrilato y 3,3'-(propil)-di-1-vinil-2-
pirrolidona.

En otro ejemplo particular, la radiacién UV se mantiene entre 0.1 y 60 minutos. En un ejemplo preferido la radiacién
se mantiene entre 10 y 60 minutos, y en un ejemplo mas preferido, la radiacién UV se mantiene 40 minutos.

La presente invencidn se refiere segln realizaciones particulares a un producto que comprende:
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a) un substrato polimérico seleccionado entre poliestireno, polimetacrilato de metilo, nylon, policarbonato,
policloruro de vinilo, polidcido lactico o policaprolactona y
b) un hidrogel basado en monémeros de tipo vinil-lactama, sin metacrilatos, o con metacrilatos ibnicos y
dos entrecruzantes,
en el que hay una interfase entre el substrato y el hidrogel, interfase formada por un gradiente de ambos, del substrato
y de la red del hidrogel -formando ambos una red semi-interpenetrada-.

La presente invencidn se refiere segln realizaciones particulares adicionales, a un producto que comprende:
a) un substrato polimérico y
b) un hidrogel basado en:
- monédmeros de vinil-caprolactama o vinil-pirrolidona, sin metacrilatos, o
- monémeros de vinil-caprolactama o vinil-pirrolidona con metacrilatos iénicos
y al menos dos entrecruzantes,
en el que hay una interfase entre el substrato y el hidrogel, interfase formada por un gradiente de ambos, del substrato
y de la red del hidrogel -formando ambos una red semi-interpenetrada-.

La presente invencidn se refiere segln realizaciones particulares adicionales, a un producto que comprende:
a) un substrato polimérico seleccionado entre poliestireno, polimetacrilato de metilo, nylon, policarbonato,
policloruro de vinilo, polidcido lactico o policaprolactona y
b) un hidrogel basado en monémeros de tipo vinil-lactama, metacrilatos iénicos seleccionados entre:
- un metacrilato catiénico seleccionado de sales de [2-(metacriloiloxi)alquillJtrimetilamonio, metacrilatos de
dimetilaminoetilo y dietilaminoetilo,
- un metacrilato zwitteribnico seleccionado de metacriloiloxietil fosforilcolina, hidréxido de [3-
(metacriloilamino)propilldimetil(3-sulfopropil) amonio metacrilato,
- un metacrilato aniénico seleccionado de sales de metacrilatos de sulfoalquilo, y
- una mezcla de metacrilato aniénico seleccionado de sales de metacrilatos de sulfoalquilo y de metacrilato
catiénico seleccionado de sales de [2-(metacriloiloxi)alquill]trimetilamonio,
y al menos dos entrecruzantes,
en el que hay una interfase entre el substrato y el hidrogel, interfase formada por un gradiente de ambos, del substrato
y de la red del hidrogel -formando ambos una red semi-interpenetrada-.

La presente invencidn se refiere segln realizaciones particulares adicionales, a un producto que comprende:
a) un substrato polimérico seleccionado entre poliestireno, polimetacrilato de metilo, nylon, policarbonato,
policloruro de vinilo, polidcido lactico o policaprolactona y
b) un hidrogel basado en monémeros de tipo vinil-lactama, con metacrilatos idnicos seleccionado entre:
- un metacrilato catidnico seleccionado de sales de [2-(metacriloiloxi)alquillltrimetilamonio, metacrilatos de
dimetilaminoetilo y dietilaminoetilo,
- un metacrilato zwitteriénico seleccionado de metacriloiloxietil fosforilcolina, hidréxido de [3-
(metacriloilamino)propilldimetil(3-sulfopropil) amonio metacrilato,
- un metacrilato aniénico seleccionado de sales de metacrilatos de sulfoalquilo, y
- una mezcla de metacrilato aniénico seleccionado de sales de metacrilatos de sulfoalquilo y de metacrilato
catiénico seleccionado de sales de [2-(metacriloiloxi)alquill]trimetilamonio,
y al menos dos entrecruzantes que son etileneglicol di(met)acrilato y 3,3’-(propil)-di-1-vinil-2-pirrolidona.
en el que hay una interfase entre el substrato y el hidrogel, interfase formada por un gradiente de ambos, del substrato
y de la red del hidrogel -formando ambos una red semi-interpenetrada-.

La presente invencidn se refiere segln realizaciones particulares adicionales, a un producto que comprende:
a) un substrato polimérico seleccionado entre policarbonato, 6 nylon y
b) un hidrogel basado en monémeros de vinipirrolidona (VP) o vinilcaprolactama, con metacrilatos iénicos
seleccionado entre:  sulfopropilmetacrilato de potasio (M-SOs), cloruro de [2- (metacriloiloxi) etil] trimetilamonio
((M-N*), hidréxido de [3-(metacriloilamino)propil]dimetil(3-sulfopropil) amonio (M-N*-SO3), 2- metacriloiloxietil
fosforilcolina (M-PO3-N*), o una mezcla de M-SO3z y M-N* ) y al menos dos entrecruzantes que son etileneglicol
di(met)acrilato y 3,3'-(propil)-di-1-vinil-2-pirrolidona.
en el que hay una interfase entre el substrato y el hidrogel, interfase formada por un gradiente de ambos, del substrato
y de la red del hidrogel -formando ambos una red semi-interpenetrada-.

La presente invencidn se refiere segln realizaciones particulares adicionales, a un producto que comprende:
a) un substrato polimérico seleccionado entre poliestireno y polidcido lactico
b) un hidrogel basado en mondémeros de vinilpirrolidona (VP) o vinilcaprolactama, y al menos dos
entrecruzantes que son etileneglicol diimet)acrilato y 3,3’-(propil)-di-1-vinil-2-pirrolidona.
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en el que hay una interfase entre el substrato y el hidrogel, interfase formada por un gradiente de ambos, del substrato
y de la red del hidrogel -formando ambos una red semi-interpenetrada-.

La presente invencidn se refiere segln realizaciones particulares adicionales, a un producto que comprende:
b) un substrato polimérico que es nylony
b) un hidrogel basado en monémeros de vinilcaprolactama (VCL)
y dos entrecruzantes que son dimetacrilato de etilenglicol (C1) y 3,3 - (propil) -di-1-vinil-2-pirrolidona (C2),
en el que hay una interfase entre el substrato y el hidrogel, interfase formada por un gradiente de ambos, del substrato
y de la red del hidrogel -formando ambos una red semi-interpenetrada-.

La presente invencidn se refiere segln realizaciones particulares adicionales, a un producto que comprende:
a) un substrato polimérico que es policarbonato y
b) un hidrogel basado en monémeros de vinilpirrolidona (VP), con sulfopropilmetacrilato de potasio (M-SO3)
y dos entrecruzantes que son etileneglicol di(met)acrilato y 3,3’-(propil)-di-1-vinil-2-pirrolidona.
en el que hay una interfase entre el substrato y el hidrogel, interfase formada por un gradiente de ambos, del substrato
y de la red del hidrogel -formando ambos una red semi-interpenetrada-.

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso del material descrito arriba para obtener materiales para cultivo celular.

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso del material descrito arriba para el recubrimiento de objetos 3D.
Preferiblemente se refiere al uso del material descrito arriba para el recubrimiento de objetos 3D para la fabricacion
de andamiajes.

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso del material descrito arriba para la fabricacién de actuadores mecanicos
termosensibles.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método para obtener materiales para cultivo celular que comprende
depositar células sobre un soporte constituido por el producto de la presente invencién, y hacerlas crecer sobre toda
la superficie del producto.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un método para el recubrimiento de objetos 3D que comprende preparar un
hidrogel sobre la superficie de un objeto 3DPreferiblemente se refiere el método es apropiado para el recubrimiento
de objetos 3D para la fabricacién de andamiajes.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un método para la fabricacién de actuadores mecanicos termosensibles que
comprende recubrir un susbtrato flexible con un recubrimiento termosensible-

A no ser que se diga lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
mismo significado que comlUnmente entiende uno de los expertos en la técnica al que pertenece esta invencién.
Métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos aqui, pueden usarse en la practica en la presente
invencién. A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones, la palabra "comprender" y sus variaciones no pretenden
excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o etapas. Objetos, ventajas y caracteristicas adicionales
de la invencién se haran evidentes para los expertos en la técnica tras el examen de la descripcién o pueden
aprenderse mediante la practica de la invencién. Los siguientes ejemplos e ilustraciones se proporcionan a modo de
ilustracién y no se pretende que sean limitativos de la presente invencién.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Esquema del molde usado para preparar el producto, en la que las referencias significan:

Molde

Cubierta

Mezcla

Espaciador

Substrato

Substrato recubierto de hidrogel

Hidrogel

FIG. 2. Las fotografias indican los cambios épticos asociados a la VPTT (temperatura de transicién de fase de
volumen). A temperaturas por encima de la VPTT (imagen izquierda), la red polimérica esté colapsada y presenta un
aspecto blanco. Al enfriarse primero a la VPTT (imagen central) y mas tarde a temperaturas por debajo de la VPTT
(imagen derecha) desaparecié el color blanco y se observa un recubrimiento transparente que indica una solvatacién
de la red polimérica.
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FIG. 3. Evaluacién de la formacién de monocapa en el nylon revestido con hidrogel. Al enfriar de 37 a 20 °C (por
debajo de VPTT) la monocapa se separa (a) y las células se trasplantan sobre una placa de cultivo. Como se evidencia
a las 44h (b) y 144h (c), se puede formar una monocapa completa a partir de las células trasplantadas.

FIG. 4. Montaje para la fabricacién de superficies de PC (policarbonato) modificadas con hidrogeles basados en VP,
junto con iméagenes de perfilometria éptica ilustrativas de peliculas de PC originales y de una superficie de PC arrugada
obtenida tras la fotopolimerizacién de una solucién precursora (HYD_1) colocada sobre la superficie del PC.

FIG. 5. Evolucién de la topografia superficial de PC que conduce a la formacién de arrugas en funcién del tiempo
transcurrido entre el contacto de la solucién HYD_1 con el sustrato PC y el inicio de la etapa de fotopolimerizacién: (a)
0 min, (b) 5 min, (c) 10 min, (D) 20 min y (e) 30 min. Wamp: amplitud de las arrugas, Wp: periodo de las arrugas.

FIG. 6. (a) Evolucién morfolégica de las arrugas en funcién de la mezcla de disolventes empleada (Tamafio de la
imagen: 350 ym x 250 uym). Variacién del periodo de las arrugas (b) y su amplitud (c) en funcién del tiempo de
exposicion de la solucion de monémero al sustrato de PC. En la Tabla 1 se proporcionan las referencias de HYD.

FIG. 7. (a) Medidas de angulo de contacto estético y (b) angulo de contacto de avance-retroceso durante 7 ciclos en
un PC tratado y no tratado. (C) Imagen de perfilometria 6ptica de una gotita de agua que avanza en la interfase
himeda-seca. La superficie de la PC arrugada se obtuvo tras la fotopolimerizacién de una solucién precursora HYD_1
colocada sobre la superficie del PC con un tiempo transcurrido de 10 minutos entre el contacto y la irradiacién UV.

FIG. 8. Arriba: Representacién de la relacién de intensidades entre las sefiales a 1676 cm™ observadas en el hidrogel
y la banda a 1615 cm' asignadas al PC en funcion de la profundidad de HYD 2 (a-e) y HYD_1 (f-). Abajo: Evolucién
del espectro de Raman en funcién de la profundidad de HYD_2 (k) y HYD_1 ().

FIG. 9. Formacién de hidrogeles basados en VP y situaciones observadas tras el hinchamiento del hidrogel.
Principalmente se observaron dos posibilidades diferentes: (a) separacion de las regiones no integradas de los
hidrogeles dejando una capa delgada de hidrogel encima de la superficie y (b) los hidrogeles permanecen anclados
parcial o totalmente a la superficie. (¢) Imagenes 6pticas e imagenes 6pticas 3D ilustrativas de una superficie de PC
después del tratamiento (izquierda) y la superficie de hidrogel complementaria obtenida al secarse (derecha).

FIG 10. Evolucidn de la topografia superficial de PMMA y PS en funcién del tiempo transcurrido entre el contacto de
la solucidén a base de VP con el sustrato y el inicio de la etapa de fotopolimerizacion.

FIG 11. Crecimiento celular sobre superficies basadas en substratos de PPMA recubiertos con hidrogeles en base VP
(con tratamientos de 0, 15 y 30 minutos). En la primera linea, se puede observar el crecimiento del cultivo de células
C166-GFP a 72h de la siembra. En la segunda linea, trasplantes celulares realizados mediante inversién del material
sobre plastico tratado para cultivo celular a 24h post-trasplante. En la tercera linea, cultivos en confluencia a 168h post
trasplante.

FIG 12. Planchas de PS recubiertas de hidrogel termosensible en base VCL sin metacrilato. a) Recubrimiento de PS
comercial grueso preparado usando un espaciador de silicona de 0.5 mm. b) Recubrimiento de PS comercial grueso
preparado usando un espaciador de latén de 0.1 mm. ¢) Recubrimiento de PS fino preparado usando un espaciador
de latén de 0.1 mm.

FIG. 13. Iméagenes épticas de la superficie de un cilindro de 3 mm de diametro tras tratamiento con la solucién que
incluye vinil-pirrolidona y metacrilato de sulfopropilo potésico (relacién molar 6: 1), asi como agentes de
entrecruzamiento de tipo metacrilico y vinilico. El cilindro se sumergié en la solucién descrita anteriormente (mezcla
polimerizable descrita anteriormente (mondmeros, entrecruzantes, fotoiniciador y tal opcionalmente disolvente) y
después de un cierto periodo de tiempo (0, 15 6 30 min), todo el sistema se expuso a radiacién UV durante 30 minutos.
A continuacién, el cilindro se sumergié en etanol y el hidrogel se separ6 de la superficie del cilindro dejando una
superficie arrugada con una fina capa superficial de hidrogel.

EJEMPLOS

“Molde” se le llama en estos ejemplos al conjunto de substrato polimérico + espaciador + tapa transparente.

1. Recubrimiento de substratos planos de Nylon con hidrogeles a base de VCL y metacrilatos idnicos

Los hidrogeles se sintetizaron mediante polimerizacién radical convencional en una sola etapa usando agua Milli-Q,
alcoholes (etanol o metanol) o0 mezclas agua / alcohol como disolventes. La mezcla polimerizable consistié en una
disolucién de vinilcaprolactama (VCL) (en el intervalo 3-9 mol/L, en este ejemplo 6 mol / L), un metacrilato i6nico (en
el intervalo 0.5-1 mol/L, en este ejemplo 1 6 0,5 mol/l) seleccionado entre: sulfopropilmetacrilato de potasio (M-SO3),
cloruro de [2- (metacriloiloxi) etil] trimetilamonio ((M-N*), hidréxido de [3-(metacriloilamino)propil]ldimetil(3-sulfopropil)
amonio (M-N*-SQOz3°), 2- metacriloiloxietil fosforilcolina (M-PO3-N*), o una mezcla de M-SO3z y M-N* ), el entrecruzante
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dimetacrilato de etilenglicol (C1, en el rango 0.5-4 mol% frente al contenido total de mondmero) y el entrecruzante 3,3
- (propil) -di-1-vinil-2-pirrolidona (C2, 0.1 mol% frente al contenido total de monémero). Hidroxi-ciclohexil fenil cetona
(HCPK) se usé como fotoiniciador (0,5% en peso respecto al peso total de monémeros, en este ejemplo2 % de C1y
0,1 mol % de C2 frente al contenido total de monémero).

Las férmulas de los metacrilatos mencionados se representan a continuacién:

M-SO; M-N* M-N"-SO; M-PO;-N*
o (o] (o] o
(o) (o} 02 (o)
_2 * ) "0 O
7 LY
035 O_P\
(0]
S0;”
—\N+—

Las mezclas de reaccion se burbujearon con Nz y se transfirieron a moldes (ver Figura 1) por medio de una jeringa.
Para la preparaciéon de substratos recubiertos con el hidrogel, el molde se construyé con una lamina inferior del
substrato polimérico elegido (en este ejemplo Nylon) y una lamina superior de otro substrato transparente
(polipropileno-PP, polietileno-PE, etc.; en este ejemplo se uso PP) separadas por un espaciador de 0,05 a 1,5 mm de
espesor (en este ejemplo se usaron cinta adhesiva de 0.05 mm, ldminas de acetato de 0.1 mm y membranas de
silicona de 0.5 mm de espesor). La fotopolimerizacién se llevé a cabo durante 40 minutos bajo una radiacion UV (A =
365 nm) en una ldmpara ultravioleta UVP (modelo CL-1000L, 230V). Los substratos recubiertos con el hidrogel se
recuperaron de los moldes retirando las cubiertas transparentes y se dejaron hinchar en agua Milli-Q hasta alcanzar
el equilibrio (24 horas). Posteriormente, se lavaron exhaustivamente con agua para eliminar cualquier material soluble.

2. Recubrimiento de substratos planos de Nylon con hidrogeles basados en VCL y sin M. Su uso como soporte
para cultivo celular.

El hidrogel preparado utilizando VCL, asi como dimetacrilato de etilenglicol (C1) y 3,3 - (propil) -di-1-vinil-2-pirrolidona
(C2) como entrecruzantes (es decir, sin M), se prepard como en el ejemplo 1, salvo que no se afiadié M y fue elegido
para llevar a cabo estudios preliminares de cultivo celular.

La fotopolimerizacién de la formulacién basada en VCL sobre este material (Nylon) produjo un hidrogel con una
interfase integrada en la superficie del soporte recubrimiento produjo un recubrimiento termosensible de hidrogel como
se muestra en la Figura 2. Este hidrogel era estable y no se separaba o se rompia por manipulacién o cambios de
temperatura cuando se sumergia en medio acuoso. Aln mas, la capa de hidrogel puede ser secada y rehidratada
perfectamente.

Este Nylon recubierto se evalué como soporte de cultivo celular utilizando células endoteliales C166-GFP (Figura 3).
Una monocapa celular se formé después de unos pocos dias y esta monocapa se pudo separarse completamente por
disminucién de la temperatura (Figura 3 (a)). Tras el trasplante de la monocapa recuperada sobre una placa de cultivo,
las células fueron capaces de crecer y formar de nuevo una monocapa al cabo de pocos dias.

Todos los hidrogeles se esterilizaron con una disolucién de etanol al 70% enjuagando seis veces durante 10 minutos
cada uno. A continuacion, se lavaron con PBS seis veces, se expusieron a radiacién UV durante 30 minutos para cada
lado del hidrogel y se lavaron dos veces con medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con alto contenido de
glucosa. Para simular la temperatura de las condiciones de cultivo (37°C), temperatura que esté por encima de la
temperatura de transicién, se utilizé una placa caliente con una temperatura constante para el proceso de corte del
material obteniendo muestras de 2 cm? que encajaban en las placas de 24 pocillos. Después de cortarlas, las muestras

9



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 3010471713

se dejaron durante una noche incubadas con DMEM 10% de suero bovino fetal (FBS) y 1% de antibiéticos (100 U / ml
de penicilina y 100 ug / ml de sulfato de estreptomicina, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

C166-GFP (ATCC® CRL-2583 ™) es una linea celular endotelial de ratén transfectada con proteina fluorescente verde
(GFP). Las condiciones de cultivo son el MEM de Dulbecco (D6429) suplementado con FBS al 10% mas penicilina
100 U/ mL y sulfato de estreptomicina 100 ug / ml afladiendo 0,2 mg / ml de antibiético G-418 al medio de cultivo para
la seleccion de las células GFP retenidas. Las células se sembraron en las redes con una densidad de 3 x 10* células
/' mly se incubaron a 37°C con 5% de CO,. Las células fueron monitorizadas utilizando un microscopio de fluorescencia
invertida con un filtro FITC (Aex / Aem 488/568 nm).

Los hidrogeles soportando los cultivos celulares fueron dados la vuelta y situados en nuevos pocillos TCP.
Posteriormente, se afiadié medio frio a cada pocillo para alcanzar T < 27 °C. Se utilizé una sonda de temperatura para
monitorizar este proceso. Después de 45 minutos, los hidrogeles se retiraron y las muestras se reincubaron a 37°C
con COs». Las células trasplantadas se observaron diariamente usando un microscopio de fluorescencia invertido y se
tomaron micrografias. El ensayo Trypan Blue se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante.

La actividad metabdlica de los trasplantes celulares se midié mediante ensayo Alamar Blue siguiendo las instrucciones
del fabricante. Este método es no téxico, escalable y utiliza el poder natural reductor de las células vivas, generando
una medida cuantitativa de la viabilidad celular y la citotoxicidad. En resumen, se afiadié colorante Alamar Blue (10%
del volumen de cultivo) a cada pocillo, que contenia células vivas sembradas sobre peliculas, y se incubé durante 90
minutos. Los ensayos se realizaron, en cada tipo de muestra, por triplicado. La fluorescencia (Aex / Aem 535/590 nm) de
cada pocillo se midié usando un lector de placas.

3. Recubrimiento de sustratos planos de policarbonato con hidrogeles a base de VP y metacrilatos idnicos

Como punto de partida en todos los casos se utilizé una formulacién basada en VP optimizada previamente: agua
como disolvente, VP y M-SOz en concentraciones de 6 y 1 mol/ L respectivamente, dos entrecruzantes (denominados
C2 y C1) con porcentajes molares (frente a los monémeros) de 2,0 y 0,1 %, respectivamente. Los hidrogeles se
sintetizaron como se ha descrito anteriormente. Un resumen de los tipos de hidrogeles preparados se da en la Tabla
1.

Tabla 1. Se emplearon disoluciones precursoras fotosensibles que comprendian: 6 moles de VP (1,265 ml), 2 moles
de M-SOz (492 mg), 0,1 mol% de C2 (3,1 mg) y diferentes cantidades de C1 y de disolventes (mezcla de agua y
etanol). Los tiempos de contacto utilizados antes de la fotopolimerizacién fueron 0, 5, 10, 20 y 30 minutos.

Nombre HYD_1 | HYD_2 | HYD_3 | HYD_4 | HYD_5 | HYD_6 | HYD_7
C1 (mol %) 2.0 2.0 2.0 2.0 0.5 1.0 4.0
EtOH - - 0.245 0.490 - - -
Disolvente
(ml)
Agua 0.735 1.000 0.490 0.245 0.735 0.735 0.735

Las tapas de polipropileno se retiraron después del fotocurado y se permitié que las redes formadas sobre los sustratos
PC se hincharan en etanol hasta que se alcanzé el equilibrio. Posteriormente, los substratos de PC recubiertos se
lavaron exhaustivamente con etanol y agua para eliminar cualquier material soluble y finalmente se secaron para su
analisis.

En este ejemplo se forman los compuestos con arrugas, se despega parte del hidrogel al hincharse y se quedan las
arrugas.

Los perfiles transversales y las imagenes 3D de las superficies arrugadas se caracterizaron mediante un perfilbmetro
Zeta-20 True Color 3D de Zeta Instruments. Se realizaron medidas de angulos de contacto estético utilizando un
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gonidémetro de angulo de contacto (instrumentos Tetha, KSV) con el método de gota sésil. Ademés de los valores del
angulo de contacto estético, se llevaron a cabo valores de angulo de contacto de avance y retroceso. Se ajusté una
jeringa motorizada a una velocidad especifica para controlar el caudal volumétrico del liquido hacia o desde la gota
sésil. El mecanismo empujé el émbolo de la jeringa durante el procedimiento de avance y lo tiré durante el
procedimiento de retirada, dando lugar a un aumento y disminucién del tamafio de la gota, respectivamente. Las
imagenes de la gota en crecimiento y encogimiento fueron registradas por el ordenador, tipicamente a una velocidad
de una imagen cada 1 s. En este estudio, los procesos de avance y retroceso se repitieron al menos 7 veces, llevando
el sistema a 7 ciclos.

La composiciéon quimica y los perfiles de profundidad de las peliculas poliméricas se determinaron utilizando
Microscopia Confocal Raman integrada con microscopia de fuerza atémica (AFM) en un microscopio CRM-Alpha 300
RA equipado con laser Nd: YAG (potencia maxima de 50 m\W de potencia a 532 nm). Los espectros Raman se
adquirieron punto por punto cada 100 nm.

La formulaciéon de precursores que ha sido etiquetada como HYD_1, ha mostrado ser capaz de inducir una
microestructuracién superficial en sustratos de PC, la cual se obtuvo en una sola etapa mediante polimerizacién
iniciada por UV de la solucibn monomérica HYD_1 depositada sobre un sustrato de PC (usando el montaje
representado en la Figura 4), seguido por separacién del hidrogel por hinchamiento en etanol.

La solucién HYD_1 se confin6 entre una cubierta transparente y el sustrato de policarbonato usando un espaciador.
El hidrogel, resultante después de un tiempo de espera de 10 minutos seguido de la etapa de fotopolimerizaciéon UV-
vis, se sumergié en una solucién de EtOH. Al hincharse, el hidrogel se separa del soporte de PC dejando un sustrato
en el que la topografia se ha modificado significativamente. En la Figura 4 se representan imagenes ilustrativas de
perfilometria 6ptica 3D de una superficie de PC no tratada y de otra tras de la etapa de fotopolimerizaciéon de UV. En
contraste con la superficie de PC plana no tratada, la superficie de las peliculas obtenidas después de la eliminacién
de hidrogel muestra arrugas distribuidas aleatoriamente. En particular, en las condiciones descritas anteriormente, se
observaron arrugas con dimensiones homogéneas (alrededor de ~ 30 pym en longitud de onda y amplitudes de
alrededor de ~ 9 um) sobre toda la superficie. Esta particular topografia de superficie en la superficie del PC debe
estar relacionada con la formacién de hidrogel y el desprendimiento post-polimerizacién tras la inmersién en etanol.
Debe observarse que los experimentos de control llevados a cabo sin el pequefio porcentaje de 0,1% en moles del
compuesto divinilico C2 no produjeron un hinchamiento / desprendimiento homogéneo de hidrogel, ni arrugas. C2
juega un papel clave no sélo para las propiedades de la red, sino también debido a su posible participacién en los
enlaces entre cadenas ricas en SPM y cadenas ricas en VP. Se han descrito que hetero-uniones analogas mejoran
las propiedades mecénicas de redes dobles. Ademas, un aumento de C1 al 4% molar conduce a un desprendimiento
parcial 0 a un anclaje completo del hidrogel sobre el PC. Esta influencia de C1 en el desprendimiento del hidrogel se
abordaréa més adelante.

Se plantea aqui la hipétesis de que la formacién de las arrugas de la figura 4 esta relacionada de algin modo con un
hinchamiento de PC vy, por tanto, con una penetracién de la mezcla de monémeros en las capas externas de PC. El
desprendimiento del hidrogel tras el hinchamiento en etanol revelaria las arrugas. Para abordar esta hipdtesis, se ha
estudiado la influencia sobre el arrugamiento superficial de diferentes parametros que pueden influir en la propuesta
difusién de mondémeros en PC, tales como el tipo de disolvente o el tiempo de exposicion entre el sustrato y la solucién
fotopolimerizable antes de la irradiacién UV. Ademas, se ha analizado la composicién quimica de la superficie;
Primero, los posibles cambios en la humectabilidad de la superficie se analizaron mediante medidas de angulo de
contacto de avance y retroceso. En segundo lugar, los posibles cambios en la composicién quimica de la superficie
se investigaron mediante microspectroscopia Raman confocal.

Para analizar la influencia del tiempo de contacto, se puso en contacto la mezcla de monémeros HYD_1 con la
superficie del PC y se varid el tiempo de retardo entre el contacto establecido y el inicio del tiempo de irradiacién con
luz UV entre 0 y 30 min (tengase en cuenta que la muestra representada en la Figura 4 se obtuvo después de un
tiempo de retardo de 10 minutos). Como se observa en la Figura 5, la topografia superficial varia gradualmente de un
sustrato bastante plano a una superficie arrugada aumentando el tiempo de contacto. Los tiempos de contacto cortos
produjeron sélo un ligero aumento de la rugosidad superficial (Figura 5 (a)). Sin embargo, la topografia superficial
cambia significativamente manteniendo la solucién precursora en contacto con el sustrato durante 5 minutos o mas.
En esta situacién (5 min), la superficie resultante del desprendimiento completo de hidrogel reveld la formacién de
arrugas con periodos alrededor de ~ 20 um y amplitudes por debajo de 3 pm (Figura 5 (b)). En el periodo de tiempo
observado, es decir, desde 0 hasta 30 minutos, se observé un aumento gradual de las dimensiones de las arrugas.
Como resultado, las arrugas con periodos comprendidos entre 19 um y 40 ym y amplitudes comprendidas entre 2,6
MMy 17 um se pueden prepararse facilmente aumentando el tiempo transcurrido entre el contacto de la solucién
precursora y el fotocurado con UV.
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Ademas del tiempo de contacto, la naturaleza y la relacién de los disolventes empleados para la mezcla fotosensible
pueden tener una fuerte influencia en el proceso de hinchamiento superficial del PC. Para HYD_1 se utilizd una
cantidad pequefia y optimizada de agua como disolvente. Para abordar esta cuestién, se han estudiado las muestras
HYD_2 a HYD_4 en la Tabla 1, en las que se han variado la cantidad y la naturaleza del disolvente.

Las dimensiones de las arrugas (amplitud y periodo) variaron claramente dependiendo del disolvente empleado. En la
Figura 6 se representan imagenes de perfilometria dptica 3D y dos graficos adicionales que representan la variacién
de las caracteristicas de las arrugas en funcién del tiempo de contacto para diferentes soluciones precursoras. Usando
la solucién HYD_2, con una cantidad de agua mas grande que en el caso de HYD_1, las arrugas observadas son
claramente mas pequefias (que las observados usando HYD_1). Por otra parte, la sustitucién parcial de agua por
EtOH da lugar a arrugas con dimensiones mayores. Ademés, un aumento en la cantidad de EtOH en la mezcla de
disolventes dio lugar a arrugas con periodos y amplitudes mayores. Por lo tanto, mas alld de la adicién de agua, la
incorporaciéon de un disolvente adicional con mayor afinidad al sustrato nos permitié ajustar con precisién las
dimensiones de arrugas resultantes. En particular, como se representa en la Figura 6, se obtuvieron directamente
superficies rugosas estructuradas con periodos entre 10 y 100 um y amplitudes que oscilan entre 1-20 um.

En cuanto a la naturaleza quimica de la superficie, las mediciones de angulo de contacto estatico llevadas a cabo
tanto en PC planar no modificado como en PC modificado, indicaron un aumento de la humectabilidad superficial, es
decir, la superficie tratada se vuelve mas hidréfila (Figura 7 (a)). Para este estudio se ha seleccionado una muestra de
tipo HYD_1 con 10 minutos de tiempo de contacto. Las mediciones de angulos de avance y retroceso evidenciaron
cambios de superficie significativos. En la Figura 7 (b) se representan los dngulos de contacto de avance y retroceso
de 7 ciclos para sustratos tratados y no tratados. El sustrato precursor, es decir PC puro, presenta dngulos de avance
de aproximadamente 90-93° y valores de angulo de contacto de retroceso de 15-18°. Estos valores permanecen
constantes durante todos los ciclos explorados. Sin embargo, para las superficies tratadas con la mezcla fotosensible
y tras el desprendimiento de hidrogel, el angulo de contacto de avance presenta diferencias significativas entre el
primer y los siguientes ciclos. Mientras que en el primer ciclo el Angulo de avance presenta valores alrededor de 82°,
los valores medidos para los siguientes ciclos son alrededor de 10-12°. Esta observacién indica que en el primer ciclo
la interfaz tratada requiere una primera humectacién para llegar a ser altamente hidrofilica. Muy probablemente, parte
del hidrogel formado permanece anclado a la interfase hidratada durante los siguientes ciclos. El avance del frente de
agua durante las mediciones de angulo de avance ha sido representado usando un perfilbmetro éptico (Figura 7 (c)).
La gotita de agua moja los valles formados por las arrugas y avanza formando una fina capa de agua. Igualmente,
como se esperaba, el 4ngulo de contacto de retroceso en las peliculas tratadas es muy bajo con valores por debajo
de 10°.

Los experimentos de angulos de contacto evidencian la formacién de una capa superficial hidréfila, pero no
proporcionan ninguna informacién sobre la composicién quimica de la superficie y el perfil de profundidad del
tratamiento. La informacién sobre estos dos aspectos fue obtenida por Raman Confocal. Antes de la investigacién de
los sustratos modificados, se evaluaron las diferencias entre los espectros Raman del hidrogel basado en PVP y el
sustrato PC. Por comparacidén de estos dos espectros hemos observado varias sefiales caracteristicas. En primer
lugar, la sefial encontrada a 1675 cm™ corresponde a los grupos C=0 del hidrogel en base PVP. Sin embargo, los
grupos funcionales carbonilo presentes en el PC proporcionan una sefial Raman a 1613 cm™'. Ademaés, las bandas
encontradas a 1495, 1457, 1425 cm ' corresponden a la deformacion de metileno de la cadena principal del material
de PVP. Por dltimo, la banda a 944 cm™ se corresponde al modo de respiracién del anillo de pirrolidona y las
observadas a 860 y 768 cm™ a los modos de anillo.

En el espectro Raman observado para el sustrato de PC tratado se puede observar claramente la formacién de una
capa superior en la que la composicién quimica es una mezcla de PC e hidrogel en base VP. Otra caracteristica
interesante de la microspectroscopia de Raman Confocal esta relacionada con la posibilidad de obtener perfiles de
profundidad que muestren la variacién de la composicién quimica desde la superficie hasta el interior del PC. Para
este andlisis se empled la parte superior de una colina de arrugas como referencia y los espectros Raman se
registraron a diferentes profundidades de hasta 30 um. Los espectros de Raman de HYD_1 obtenidos a diferentes
profundidades a diferentes tiempos de contacto, muestran una variacién gradual de los espectros de un hidrogel puro
compuesto principalmente por PVP, a PC puro a una profundidad de 30 um. Al normalizar la sefial a 1615 cm™’
asignada a la C=0 del PC, se puede observar facilmente una disminucién gradual por ejemplo de las bandas a 1495,
1457, 1425 cm™ debido a la deformacion del metileno de la cadena principal o la banda a 1678 cm™ debidas al C=0O
del hidrogel formado. Como resultado, una comparacion de las bandas a 1676 cm™ del hidrogel y la banda a 1615 cm-
1 caracteristica de PC permite estimar la variacién de la composicion quimica y la profundidad de la capa modificada.
Como se muestra en la Figura 8, la representaciéon de la relacién entre ambas sefiales permite construir perfiles
transversales que indican la extensién de la modificacién superficial. Un aumento del tiempo de contacto de la solucién
fotopolimerizable sobre el sustrato antes de la etapa de irradiacién UV-vis, conduce a un aumento de las caracteristicas
dimensionales de las arrugas.
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A medida que aumenta el tiempo de contacto, la mezcla de monémeros penetra mas profundamente en el PC, se
produce un mayor hinchamiento y aparecen inestabilidades superficiales. La fotopolimerizacién forma la red basada
en VP (en realidad, las capas externas integradas de hidrogel / PC forman una estructura semi-interpenetrada) y
"congela" la deformacién superficial. El desprendimiento del hidrogel, finalmente, revela las arrugas en la interfase. De
acuerdo con las observaciones descritas anteriormente usando el perfildémetro 6ptico 3D, el tamafio de las arrugas
aumenta a medida que la capa modificada aumenta también. Por lo tanto, el proceso de formacién de arrugas esta
directamente relacionado con el grado de hinchamiento.

La Figura 8 también muestra la relevancia de la concentracién de monémeros al comparar HYD_1 con HYD_2.
Mientras que HYD_1 se prepara usando 0,735 ml de agua, HYD_2 contiene 1 ml de agua (es menos concentrado).
En primer lugar, como se representa en los perfiles transversales y se resumen en las gréficas (Figura 7 (k) y (1)), los
perfiles indican una mayor difusién de los componentes precursores de hidrogel al aumentar la concentraciéon de
monédémero. Considerando que HYD_2 exhibe perfiles de penetracién de monémeros con espesores por debajo de 15
pm, HYD_1 evidencié que la regién superficial afectada es superior a 25 pm de espesor.

En el escenario anterior de hinchamiento en gradiente y deformacién superficial, las arrugas se hacen visibles si el
hidrogel es capaz de separarse en la interfase deformada. En base a literatura relacionada, el desprendimiento del
hidrogel puede estar relacionado con las tensiones originadas en la superficie tras el hinchamiento del hidrogel y esta
influenciada por el nimero de puntos de anclaje establecidos entre el hidrogel y el sustrato PC. Este nimero de puntos
de anclaje esta fuertemente relacionado con el grado de entrecruzamiento. Como se menciond anteriormente, un
aumento de C1 conduce a un desprendimiento parcial o a un anclaje completo del hidrogel al sustrato PC
(dependiendo del tiempo de contacto). Un valor de C1 entre 0,5 y 1% molar result, sin embargo, en un
desprendimiento completo del hidrogel del PC, que conduce al arrugamiento aqui descrito. Curiosamente, la superficie
de este hidrogel (Figura 9 (c)) también exhibe la formacién de arrugas, que son complementarias a las arrugas
observadas en la superficie del PC. Un modelo hipotético se ha desarrollado de acuerdo con estos resultados (ver
Figura 9). Las redes de mayor densidad de entrecruzamiento son capaces de absorber una cantidad limitada de
disolvente y por lo tanto presentan un hinchamiento reducido y tensiones menores relacionadas con el fené6meno de
hinchamiento. El nimero de puntos de anclaje entre la interfaz y el hidrogel aumenta también. Por lo tanto, se propone
un grado de entrecruzamiento critico, por debajo del cual existe una ruptura del enlace en la interfase y un
desprendimiento de hidrogel. Esto se debe al reducido nimero de puntos de anclaje y a la mayor extensién de las
tensiones durante el hinchamiento, en comparacién con los grados de entrecruzamiento por encima del punto critico,
que son capaces de mantener anclado el hidrogel completo.

Como conclusiéon, puede establecerse que la mezcla seleccionada de agentes monémeros / entrecruzantes, al entrar
en contacto con el PC, difunde e hincha la superficie del polimero. Como resultado, tras el hinchamiento del hidrogel
formado en EtOH o agua, se produce un desprendimiento controlado del hidrogel, dejando una fina capa de hidrogel
en la superficie del PC. Esta fina capa de hidrogel es consecuencia del proceso inicial de difusién y de hinchamiento
de la superficie del PC por los precursores del hidrogel. La difusién observada tiene dos consecuencias simultdneas.
En primer lugar, se altera la composicién quimica superficial del PC y se obtiene una superficie con mayor hidrofilicidad.
En segundo lugar, la difusién e hinchamiento de la superficie del PC induce inestabilidades superficiales que finalmente
dan lugar a la formacién de superficies arrugadas. Curiosamente, mediante la modificacion de la composicién de la
solucién precursora, asi como del tiempo de contacto, se obtiene un control razonable sobre las caracteristicas de
arrugas (periodo y amplitud).

Uso en cultivos celulares

Estos soportes son capaces de permitir la adhesién y proliferacién de células endoteliales C166-GFP. Se ha observado
que las células pueden crecer sobre toda la superficie del material, tanto dentro de las arrugas como en la parte mas
superficial del mismo. Ademas, la actividad proliferativa del cultivo sobre el soporte es mayor que sobre el hidrogel VP
libre. Finalmente, se ha comprobado que la capacidad de trasplante del cultivo celular desde estos soportes no
disminuye respecto al hidrogel VP original. De este modo, se han obtenido trasplantes celulares por inversién desde
los soportes a nuevas superficies de PS, totalmente viables y con una actividad metabdlica similar a la obtenida con
hidrogeles VP.

4. Recubrimiento de substratos planos de polimetacrilato de metilo (PMMA oliestireno (PS) con hidrogeles
basados en VP y metacrilato aniénico

El hidrogel se preparé como en el ejemplo 3, salvo que se usé6 PMMA o PS en vez de PC como substrato, y que solo
se hicieron, a modo de demostracién, recubrimientos con las sal potasica de sulfopropilmetacrilato como comondmero.
Al igual que en el ejemplo 3 se prepararon recubrimientos usando diferentes tiempos de residencia de la formulacién
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(0, 15 y 30 minutos) (Figura 10). Con estos substratos de nuevo se observé un despegado de la capa de hidrogel que
no forma parte de la interfase, aunque en este caso la superficie no forma arrugas sino forma rugosidades.

Estos recubrimientos se estudiaron como soportes en cultivo celular siguiendo el protocolo indicado en el ejemplo 2.
Para los recubrimientos de PMMA (Figura 11), tras la siembra con células endoteliales C166-GFP autofluorescentes,
se pudo comprobar que todas las superficies evaluadas son biocompatibles (permiten la adhesién y la proliferacion).
La topografia de la superficie, que incluye surcos y rugosidades, favorece la adhesién respecto al hidrogel de
vinilpirrolidona (VP) original. Debido a su composicién, se habia descrito que el crecimiento celular se daba en forma
de cumulos. En materiales basados en recubrimientos de VP sobre PMMA este comportamiento persiste para todos
los tratamientos (casi no hay diferencias entre 0, 15y 30). Sin embargo, se puede observar que las células en la base
de los cimulos se adhieren preferentemente a los surcos de la microestructura. Las células proliferan correctamente
en funcién del tiempo, siendo posible destacar cierta mejora respecto al hidrogel VP original.

Se ha descrito que los hidrogeles VP originales permiten el despegado espontaneo de monocapas celulares mediante
agitacién mecanica o mediante inversién del hidrogel y contacto con otra superficie de cultivo. De manera similar, los
materiales basados en VP sobre PMMA conservan esta propiedad, permitiendo el trasplante celular de manera similar
al hidrogel original. Tras el trasplante, se ha observado que los cultivos conservan una buena viabilidad y contindan
su actividad proliferativa, alcanzando la confluencia a 7 dias post-trasplante.

5. Recubrimiento de substratos planos de poliestireno (PS) con hidrogeles basados en VCL y sin metacrilatos.
Su uso como soporte para cultivo celular.

El hidrogel se prepar6é como en el ejemplo 2, salvo que se usé PS en vez de Nylon como substrato, y laminas de latén
de 0.1 mm para fabricar los como espaciadores, ademas de los materiales indicados en el ejemplo 1. Se evaluaron
tanto planchas gruesas de PS comercial, como planchas finas (0.5 mm) preparadas en la prensa,

Se prepararon ademas recubrimientos control sin disolvente (polimerizaciéon en masa). Se observé que se obtuvieron
recubrimientos estables al usar etanol como disolvente asi como en la polimerizacién en masa. En la Figura 12 se
muestran recubrimientos obtenidos con diferentes condiciones. El recubrimiento fue estable durante los procesos de
hinchamiento y deshinchamiento. La transparencia del recubrimiento depende del uso o no de disolvente y del tipo de
PS. Las muestras obtenidas con planchas comerciales de PS y espaciadores de latén fueron altamente transparentes.
Se han evaluado como soportes de cultivo celular y se han comportado de forma similar al ejemplo 2.

6. Recubrimiento de substratos planos de poliacido lactico (PLA), con hidrogeles basados en VCL y sin
metacrilatos

Los recubrimientos se prepararon de forma similar al ejemplo 2, salvo que se usé PLA en vez de Nylon como substrato.
Se han evaluado como soportes de cultivo celular de igual manera que en el ejemplo 2. En este caso, el crecimiento
sobre el material es éptimo, formando rapidamente una monocapa sobre todo el recubrimiento.

La interfase es similar a las anteriores en este ejemplo.

7. Recubrimientos micrométricos arrugados en de substratos no planos.

Ademas de las superficies planas, el sistema desarrollado permite el recubrimiento de estructuras curvas y complejas.
Como ejemplo de realizacién, la pieza elegida es un cilindro de 3 mm de diametro fabricado en policarbonato. El
cilindro se sumergi6é en una disolucién de mezcla de vinilpirrolidona, metacrilato de sulfopropilo (en proporciéon molar
de 6/1) y entrecruzantes tipo dimetacrilato y divinilo, y se irradié con luz UV durante 30 min. La iniciacién del proceso
de fotopolimerizacidén se realiza instantaneamente (tiempo de contacto previo 0 min), asi como después de 15 y
después de 30 min. Como ocurria en el caso de superficies planas y se muestra en la Figura 13, la rugosidad aumenta
con el tiempo de contacto. En este caso el PC utilizado y las condiciones elegidas dan lugar a la formacidn de arrugas
se produce ya para tiempos de contacto (previos a la fotopolimerizacién) cortos.
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REIVINDICACIONES
1. Un producto que comprende:
a) un substrato polimérico y
b) un hidrogel basado en mondmeros tipo vinil-lactama, sin metacrilatos o con metacrilatos iénicos, y al menos
dos entrecruzantes,
caracterizado porque hay una interfase entre el substrato y el hidrogel, interfase formada por un gradiente de ambos,
del substrato y de la red del hidrogel -formando ambos una estructura de red semi-interpenetrada.

2. Un producto segun la reivindicacién 1, que comprende:
a) un substrato polimérico y
b) un hidrogel basado en mondémeros tipo vinil-lactama, sin metacrilatos, en el que la vinil-lactama es vinil-
caprolactama, el substrato polimérico es nylon, y los dos entrecruzantes son dimetacrilato de etilenglicol - C1-
y 3,3 - (propil)-di-1-vinil-2-pirrolidona - C2-,
0
a) un substrato polimérico y
b) un hidrogel basado en monémeros tipo vinil-lactama, con metacrilatos iénicos, y al menos dos
entrecruzantes,
caracterizado porque hay una interfase entre el substrato y el hidrogel, interfase formada por un gradiente de ambos,
del substrato y de la red del hidrogel -formando ambos una estructura de red semi-interpenetrada-.

3. Un producto segun la reivindicacién 1, que comprende:
a) un substrato polimérico seleccionado entre poliestireno, polimetacrilato de metilo, nylon, policarbonato,
policloruro de vinilo, poliacido lactico y policaprolactona, preferentemente nylon, poliestireno o policarbonato,
y
b) un hidrogel basado en mondmeros tipo vinil-lactama seleccionados entre vinil-caprolactama o vinil-
pirrolidona, preferentemente vinil-caprolactama con metacrilatos idnicos, y al menos dos entrecruzantes,
caracterizado porque hay una interfase entre el substrato y el hidrogel, interfase formada por un gradiente de ambos,
del substrato y de la red del hidrogel -formando ambos una estructura de red semi-interpenetrada-.

4. Producto segun la reivindicacién 3, en el que el metacrilato ibnico es:

- un metacrilato catidnico seleccionado de sales de [2-(metacriloiloxi)alquillltrimetilamonio, metacrilatos de
dimetilaminoetilo y dietilaminoetilo. o

- un metacrilato zwitteribnico seleccionado de metacriloiloxietil fosforilcolina o hidréxido de [3-
(metacriloilamino)propilldimetil(3-sulfopropil) amonio metacrilato, o

- un metacrilato aniénico seleccionado de sales de metacrilatos de sulfoalquilo.

5. Producto segun la reivindicacién 3, en el que el metacrilato ibénico es una mezcla de metacrilato aniénico
seleccionado de sales de metacrilatos de sulfoalquilo y de metacrilato catiénico seleccionado de sales de [2-
(metacriloiloxi)alquillJtrimetilamonio.

6. Producto segln una de las reivindicaciones 3 a 5, en el que los entrecruzantes son seleccionados de etilenglicol
di(met)acrilato, trietilenglicol di(met)acrilato, tetraetilenglicol glicol di(met)acrilato, trimetilolpropano tri(met)acrilato,
bisfenol A di(met)acrilato, etoxilato bisfenol A di(met)acrilato, pentaeritritol tri-, and tetra(met)acrilato, tetrametileno
di(met)acrilato, metilenbisacrilamida, metacriloxietil vinil carbonato, trialilcianurato, metacriloxietil vinil urea, divinil
benceno, dialil itaconato, alil metacrilato, dialil phthalato, polisiloxanilbisalquil (met)acrilato, polietilen glicol
di(met)acrilato, vinil-metacrilato, divinil-adipato, derivados de divinil-pirrolidona, 1,3-divinilimidazolin-2-ona o
combinaciones de los anteriores, preferentemente etileneglicol di(met)acrilato y 3,3’-(propil)-di-1-vinil-2-pirrolidona.

7. Producto segun la reivindicacién 6, en el que los entrecruzantes estdn presentes cada uno de ellos en
concentraciones en el intervalo 0.1-10 % molar con respecto a los moles de monémeros totales.

8. Producto segun la reivindicacion 1, que comprende:

a) un substrato polimérico que es nylon o poliestireno y

b) un hidrogel basado en monémeros de vinilpirrolidona, VP, o vinilcaprolactama

y dos entrecruzantes que son dimetacrilato de etilenglicol y 3,3 '- (propil) -di-1-vinil-2-pirrolidona,
en el que hay una interfase entre el substrato y el hidrogel, interfase formada por un gradiente de ambos, del substrato
y de la red del hidrogel -formando ambos una red semi-interpenetrada.

9. Un producto segln una de las reivindicaciones 1 a 8, que esta estructurado en su superficie, preferentemente,
mediante la formacién de arrugas.
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10. Un procedimiento para obtener el producto definido en una de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende al menos
las siguientes etapas:
a) mezcla de los mondémeros precursores del hidrogel, el derivado de vinil-lactama, el metacrilato idnico, si
esta presente, y al menos dos entrecruzantes con un fotoiniciador,
b) deposicién de la mezcla de (a) en la superficie del substrato polimérico e induccién de fotopolimerizacion
bajo radiacién UV e
¢) hinchamiento del producto obtenido en (b) mediante su inmersién en agua o en etanol.

11. Un procedimiento segun la reivindicacién 10, en el que:

- la vinil-lactama se selecciona vinil-caprolactama o vinil-pirrolidona, preferentemente, vinil-caprolactama

el substrato polimérico se selecciona de poliestireno, polimetacrilato de metilo, nylon, policarbonato, poliacido lactico
o policaprolactona, preferentemente nylon o policarbonato.

12. Un procedimiento segln una de las reivindicaciones 10 a 11, en el que el metacrilato iénico es:

- un metacrilato catiénico seleccionado de sales de [2-(metacriloiloxi)alquillJtrimetilamonio, o

- un metacrilato zwitteribnico seleccionado de metacriloiloxietil fosforilcolina o hidréxido de [3-
(metacriloilamino)propilldimetil(3-sulfopropil) amonio metacrilato, o

- un metacrilato aniénico seleccionado de sales de metacrilatos de sulfoalquilo.

13. Un procedimiento segln las reivindicaciones 10 a 11, en el que los entrecruzantes son seleccionados de etilenglicol
di(met)acrilato, trietilenglicol di(met)acrilato, tetraetilenglicol glicol di(met)acrilato, trimetilolpropano tri(met)acrilato,
bisfenol A di(met)acrilato, etoxilato bisfenol A di(met)acrilato, pentaeritritol tri-, and tetra(met)acrilato, tetrametileno
di(met)acrilato, metilenbisacrilamida, metacriloxietil vinil carbonato, trialilcianurato, metacriloxietil vinil urea, divinil
benceno, dialil itaconato, alil metacrilato, dialil phthalato, polisiloxanilbisalquil (met)acrilato, polietilen glicol
di(met)acrilato, vinil-metacrilato, divinil-adipato, derivados de divinil-pirrolidona, 1,3-divinilimidazolin-2-ona o
combinaciones de los anteriores, preferentemente etileneglicol di(met)acrilato y 3,3’-(propil)-di-1-vinil-2-pirrolidona.

14. Un procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en el que los entrecruzantes se usan en un
porcentaje comprendido entre 0,1% y 20% en moles respecto al contenido total de mondémeros, preferentemente,
entre 0,1% y 10% en moles respecto al contenido total de monémero.

15. Uso del material definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, para obtener materiales
- para cultivos celulares.

- para el recubrimiento de objetos 3D,

- para la fabricacién de actuadores mecanicos termosensibles.
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