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DESCRIPCION

Biopolimero, implante que lo comprende y sus usos.

La presente invencion se refiere a un biopolimero, bioactivo y totalmente biocompatible, muy fluido a tempera-
tura ambiente y con capacidad de gelificar de forma brusca a 37°C; formando un implante sélido estructuralmente
integro, continuo y con altas prestaciones mecénicas. El biopolimero comprende al menos un dominio bioactivo ca-
paz de dirigir de forma precisa la formacién de un implante s6lido o semi-s6lido. Asimismo la invencién se refiere a
cualquiera de los 4cidos nucleicos que codifican para la secuencia aminoacidica del biopolimero, implantes, vehiculos
farmacéuticamente aceptables, a sus usos y a un método de sintesis del mismo.

Estado de la técnica anterior

Los implantes de materiales biomédicos macroscopicos sélidos pueden clasificarse en 2 categorias: (1) implantes
carentes de integridad estructural o no continuos y (2) materiales que forman un implante estructuralmente integro o
continuo. La primera estrategia se basa en implantes de micro o nanoparticulas suspendidas en un vehiculo biocompa-
tible (Gamisans et al., 1999. Int J Pharm, 79: 37-48; Igartua et al., 1998. J Control Rel; 56: 63-73; Brannon-Peppas L,
1995. Controlled release of ®-estradiol from biodegradable microparticles within silicone matrix; In: Polymer Bioma-
terials in Solution, as Interfaces and as Solids. 1st ed. Utrech (The Netherlands): VSP-Utrecht; Kawaguchi H, 2000.
Prog Polym Sci, 25: 1171-1210). Debido a que no poseen propiedades mecdanicas, estos implantes pueden migrar del
sitio de insercion. Para superar esta desventaja, se han disefiado sistemas que combinan baja viscosidad y alta fluidez
al momento de la inyeccién con un aumento pronunciado en las propiedades mecdnicas a posteriori, que resulta en la
formacién de un implante sélido y con limites bien definidos.

Las familias de biomateriales inyectables existentes se pueden resumir en a) Pastas Termoplasticas, b) Precipitacion
In Situ, c) Sistemas Polimerizables o Entrecruzables In Situ, d) Materiales Inteligentes y e) Sistemas de Estrategia
Combinada.

Las pastas termopldsticas que despliegan un aumento de viscosidad son materiales de bajo peso molecular carac-
terizados por una baja temperatura de transicion vitrea (Tg) y una temperatura de fusién (Tm) entre 37°C y 65°C. Asi,
las pastas son inyectadas en estado fundido (en general a una temperatura por encima de la temperatura corporal) y la
cristalizacién gradual en el cuerpo resulta en la solidificacién y formacién de un implante continuo (Hatefi et al.,2002.
J Control Rel, 80: 9-28). Los polimeros mds importantes para el desarrollo de estos implantes son policaprolactona
(PCL), écidos polildctico (PLA), poliglicdlico (PGA) y polidioxanona (PDO), poliortoésteres (POEs), entre otros.

Sosnik y Cohn disefiaron una modificacion de esta estrategia mediante la sintesis de oligémeros segmentados de
polietilenglicol y PCL que combinaron inyectabilidad mejorada y endurecimiento gradual a 37°C a lo largo del tiempo
(Sosnik et al., 2003. Polymer, 44: 7033-7042).

Los materiales inteligentes son aquellos que despliegan un cambio abrupto en una de sus propiedades (por ejemplo
viscosidad) ante un pequefio cambio en las condiciones del entorno. El estimulo puede ser fisico (p.e. temperatu-
ra, fuerza i6nica, campo magnético o eléctrico, estrés mecdanico), quimico (p.e. pH) o bioquimico (p.e. substrato de
enzimas o ligandos especificos) (Hoffman et al., 2000. J Biomed Mater Res Part A, 52: 577-586).

Las soluciones acuosas de los materiales inteligentes tienen baja viscosidad a temperatura ambiente y exhiben un
aumento con el calentamiento formando un gel semi-sélido o sélido cuando alcanzan la temperatura fisiolégica. Esta
transicion se observa generalmente en un estrecho intervalo de temperatura. Existen varios polimeros que presentan
este comportamiento. Entre ellos, cabe destacar la poli-N-isopropilacrilamida (PNIPAAm) (Peppas et al., 2000. Eur
J Pharm Biopharm, 50: 27-46), copolimeros segmentados de poli(6xido de etileno)-poli(6xido de propileno) (PEO-
PPO) (Bromberg et al., 1998. Adv Drug Del Rev, 31: 197-221), copolimeros segmentados de poli(6xido de etileno)-
poliésteres (PEO-PLA, PEO-PCL) (Jeong et al., 1999. J Control Rel, 62: 109-114) y otras moléculas anfifilicas dise-
fiadas alternando segmentos hidrofilicos e hidrofébicos (Lee et al., 2002. Macromolecules, 35: 3876-3879). Una de las
desventajas presentada por los polimeros comerciales de PEO y PPO es la no degradabilidad de la cadena polietérica
en el medio bioldgico.

La combinacion de las técnicas anteriores ha dado lugar a implantes que presentan propiedades de dos grupos
de materiales anteriormente descritos: (1) aumento de la viscosidad con el incremento de la temperatura y (2) entre-
cruzamiento covalente para obtener propiedades mecdnicas robustas y mayor estabilidad estructural. Asi, el implante
puede ser insertado en forma liquida, gelificar a 37°C para formar un gel semi-sélido y finalmente ser estabilizado por
entrecruzamiento covalente. En muchos casos estos polimeros van acompanados de disolventes y reactivos organicos.
Las limitaciones mas importantes de los Poli-N-isopropilacrilamida (PoliNIPAAm) que son algunos de los polime-
ros termosensibles inversos mds populares son la no degradabilidad de las matrices puras y la pérdida de volumen o
contraccion durante el calentamiento.

Es conocido que las proteinas recombinantes tipo elastina (ELR) que se usan como polimeros biocompatibles,
son altamente versatiles, puesto que estas caracteristicas se pueden modificar y ampliar insertando los aminodcidos
de dominios funcionales extraidos de otras proteinas o disefios naturales de novo (Rodriguez-Cabello JC, Prieto S,
Reguera J, Arias FJ y Ribeiro A. (2007). J. Biomater. Sci. Polymer Edn, 18(3): 269-286). En dicha revisién también
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se comenta que recientemente, el potencial demostrado de los polimeros ELR ha sido amplificado por el uso de las
tecnologias de ADN recombinantes. Esta revision explora el actual desarrollo de los polimeros ELR, con un énfasis
particular en las aplicaciones biomédicas.

También es conocido que en la cadena del biopolimero se pueden insertar péptidos que contengan dominios bioac-
tivos como por ejemplo RGD (R = L-arginina, G = glicina y D = dcido L-aspértico) o REDV (E = 4cido L-glutdmico
y V = L-valina) que dotan a los biopolimeros de una alta capacidad de unién a diversos tipos celulares.

Otra familia de materiales de suma importancia son los polimeros segmentados de PEO y PPO, comercialmen-
te conocidos como Pluronic (lineales y bifuncionales) y Tetronic (ramificados y tetrafuncionales) que no presentan
contraccién de volumen como los PoliNIPAAm, pero que, como contrapartida, aun en casos donde los materiales
comerciales presentan la transicion sol-gel, los niveles de viscosidad alcanzados no son lo suficientemente elevados
para la mayoria de las aplicaciones clinicas. Es decir, las propiedades mecénicas de los polimeros PEO y PPO son
insatisfactorias y los geles muestran excesiva permeabilidad al agua y consecuentemente tiempos de residencia suma-
mente cortos en el sitio del implante. Por este motivo y para situaciones semejantes se recurre a estrategias combinadas
con el objeto de prevenir la reabsorcién del implante inmediatamente después de la insercién, mediante el aumento
pronunciado de la viscosidad, y un posterior entrecruzamiento covalente para alcanzar propiedades mecdnicas robus-
tas y de mayor estabilidad. De esta manera se obtienen hidrogeles con médulos de 415 kPa pero con el consecuente
aumento del tiempo necesario para alcanzar la consistencia deseada ya que en este caso se debe producir una reaccidén
de entrecruzamiento en condiciones fisiologicas que serdn superiores a la hora.

A pesar de que se han venido ensayando mediante diferentes estructuras basadas en proteinas ELR, no se ha
conseguido sintetizar un bipolimero que no presente una dilucién apreciable del implante. Este hecho es debido a que
la gelificacién de este tipo de polimeros todavia es demasiado lenta. Esta dilucién del implante disminuye la eficacia
del mismo.

Por tanto se hace necesario resolver la dificultad de conseguir una gelificacién lo suficientemente rdpida y selectiva
para producir un implante sélido eficaz.

Explicacion de la invencion

La presente invencion se refiere a un biopolimero, bioactivo y biocompatible, muy fluido a temperatura ambiente
y con capacidad de gelificar de forma brusca a 37°C formando un implante sélido estructuralmente integro, continuo
y con altas prestaciones mecanicas. El biopolimero comprende al menos un dominio bioactivo capaz de dirigir de
forma precisa la formacién de un implante sélido o semi-sélido de manera que ademds de formar el implante presenta
biofuncionalidades como interactuar con células en el organismo, o introducirlas actuando como sistema de terapia
celular (medicina regenerativa); también puede actuar como sistema de liberacién controlada de farmacos, inducir
nucleacion inorgénica, etc. Asimismo la invencién se refiere a cualquiera de los dcidos nucleicos que codifican para la
secuencia aminoacidica del biopolimero, implantes, vehiculos farmacéuticamente aceptables, a sus usos y a un método
de sintesis del mismo.

El biopolimero de la presente invencion es un copolimero ya que estd formado por varios monémeros. El término
copolimero es un sinénimo de heteropolimero. Los mondmeros son péptidos de 5 aminodcidos (pentapéptidos) que se
pueden unir de diferentes formas por medio de enlaces quimicos.

En la presente invencion se han obtenido sistemas autogelificables a partir de polimeros proteicos tipo elastina
con un alto grado de eficiencia, complejidad, control y robustez. Los biopolimeros de la presente invencién se han
conseguido empleando las siguientes herramientas:

- Conocimiento sobre las fuerzas hidrofébicas y elasticas de los aminoacidos. De este modo se puede disponer de
un control preciso y cuantitativo de cudnto de hidrofébico o hidrofilico ha de ser cada pentapéptido en el biopo-
limero. Partiendo de este conocimiento y del fendmeno de transicién inversa (T,) que se da en estos materiales,
se construyeron biopolimeros tipo elastina autogelificables mediante estructuras que alternan pentapéptidos hi-
drofilicos y pentapéptidos hidrofébicos de manera que las interacciones entre los pentapéptidos hidr6fobos, en
disoluciones acuosas, son vitales para producir el fenémeno de autogelificacién deseado por encima de una
temperatura determinada.

- Uso de la tecnologia de ADN recombinante mediante la clonacién de una secuencia de 4cidos nucleicos que
codifica para la secuencia aminoacidica del biopolimero de la presente invencién en un vector capaz de expresar
dicha secuencia. Mediante esta tecnologia se aprovecha la maquinaria de replicacidn, transcripcién y traduccién
de los organismos para producir los biopolimeros.

- Biocompatibilidad de los biopolimeros basados en secuencias de polipéptidos ELP (Elastin-Like Polypeptide).
Esta es una caracteristica titil en el desarrollo de sistemas que funcionen en contacto con tejidos vivos o fluidos
especificos. Los ELPs no pueden ser distinguidos de la elastina natural por el sistema inmune por lo que su
biocompatibilidad puede considerarse extrema.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 344 097 B1

Por tanto, aprovechando estas herramientas, los biopolimeros recombinantes (producidos por medio de la tec-
nologia de ADN recombinante), adquieren la capacidad de autoensamblado y permiten el desarrollo de sistemas
nanométricos. Con esta nueva estrategia se consiguen sistemas y propiedades de autoensamblado con caracteristicas
claramente superiores a los descritos en la actualidad.

Los biopolimeros de la presente invencion presentan varias ventajas respecto de otros copolimeros conocidos del
estado de la técnica:

- Tiene al menos una secuencia con un dominio bioactivo de modo que de esta manera el biopolimero se adhiere
a las células especificas para el que se ha disefiado y se produce la gelificacién, obteniendo un material con un
mdodulo eldstico de compresion orden de 10° Pa.

- El tiempo de gelificacion desde que se administra el biopolimero (normalmente por inyeccién) es de entre 1 y
3 minutos a 37°C para un biopolimero con una concentracién de entre 150 y 200 mg/ml.

La gelificacion rapida es muy importante para evitar una dilucién apreciable del implante en el entorno bioldgico,
lo que puede disminuir la eficacia del implante. Puesto que la gelificacién se produce en un intervalo de tiempo tan
corto, es muy importante dirigir el biopolimero al tejido especifico de interés, consiguiendo de este modo un implante
sélido selectivo.

Los biopolimeros pueden formar un implante sélido, estructuralmente integro y con altas prestaciones mecanicas
en unos minutos sin necesidad de entrecruzamiento. Los polimeros se pueden aplicar en terapias para el dafio en
tejido nervioso y médula espinal, en terapias para el dafio en cartilagos y hueso (incluyendo secuencias capaces de
inducir nucleacién inorgénica), en la prevencién de cicatrices (incluyendo secuencias antiadherentes como por ejemplo
SEQ ID NO: 1), en el tratamiento de necrosacién de varices, en aumento de tejidos, en tratamiento de enfermedades
mediante la liberacidn controlada de fairmacos (incluidos en dicho biopolimero). En definitiva, los biopolimeros de
la invencién pueden ser capaces de incluir multiples funcionalidades simultineamente en un tnico biopolimero que
puede tener ventajas obvias debido a la biocompatibilidad del mismo.

En este sentido, el primer aspecto de la presente invencién es un biopolimero que comprende las secuencias ami-
noacidicas A, B y C con la estructura:

(An - Bm)s - Cp’

donde,

A tiene la estructura (D;-E, -Dy,) o la estructura (D,;-E,,), donde D es SEQ ID NO: 1; E es SEQ ID NO: 2; tl y t2
tienen valores de entre 2 y 4; y vl y v2 tienen valores de entre 1y 5,

B se selecciona de la lista que comprende SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 26. B también puede ser
la secuencia SEQ ID NO: 27.

C tiene la estructura (G,,-H,;-G,) O H,,, donde G es SEQ ID NO: 5; H es una secuencia aminoacidica que
comprende un péptido que se selecciona de la lista que comprende RGD, LDT, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 9 0 SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15 o
SEQ ID NO: 16; wl y w2 tienen valores de entre 5 y 15; y x1 y x2 tienen valores de entre 1y 5,

n tiene un valor de entre 5y 15,

m tiene un valor de entre 10 y 70,

s tiene un valor de entre 2y 4, y

p tiene un valor de entre 1 y 5.

La secuencia aminoacidica A es el bloque hidrofébico, la secuencia aminoacidica B es el bloque hidrofilico y
la secuencia aminoacidica C es el bloque bioactivo. Este dltimo bloque comprende dominios que son capaces de
reconocer secuencias especificas e interaccionar con ellas de modo que permiten la proximidad del biopolimero de la

invencion a la diana celular deseada.

t1 y t2 pueden tener valores iguales o diferentes. v1 y v2 pueden tener valores iguales o diferentes. wl y w2 pueden
tener valores iguales o diferentes. x1 y x2 pueden tener valores iguales o diferentes.

La secuencia RGD es reconocida por diversos tipos celulares, la secuencia SEQ ID NO: 7 es reconocida por
células endoteliales, LDT, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 estd presente en laminina y es reconocida por diversos
tipos celulares, SEQ ID NO: 10 es reconocida por neuritas, es decir, cualquier expansion del soma de una neurona,

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2344 097 B1

ya sea una dendrita o un axé6n. Estas secuencias, que forman parte del biopolimero de la invencién, son reconocidas
por sus respectivos tipos celulares y propician su unién. Los biopolimeros que contengan SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 9 0 SEO ID NO: 10 se pueden emplear en terapias de dafios vasculares, tejidos nerviosos o de médula espinal
respectivamente.

La secuencia SEQ ID NO: 11 tiene afinidad por fosfato de calcio, SEQ ID NO: 12 tiene afinidad por el oro, SEQ
ID NO: 13 tiene afinidad por la plata, SEQ ID NO: 14 tiene afinidad por el platino, SEQ ID NO: 15 tiene afinidad
por el silicio (Si0,), SEQ ID NO: 16 tiene afinidad por el carbonato célcico (CaCOs;). Estas secuencias permiten la
integracion en el biopolimero de capacidades como, unidn a la parte mineral del hueso, introduccién de elementos de
deteccion, capacidad bactericida y otras.

La secuencia aminoacidica H puede comprender un péptido que pertenezca a una secuencia de un factor de cre-
cimiento, una secuencia inductora de nucleacién inorgdnica, una secuencia antiadherente como por ejemplo, pero
sin limitarse, SEQ ID NO: 1. La secuencia H puede codificar para un agente activo o agente terapéutico o agente
quimioterapéutico o un anticuerpo terapéutico o un fragmento de anticuerpo terapéutico.

Un factor de crecimiento es una sustancia, normalmente de naturaleza proteica, pero sin limitarse. La funcién
principal de un factor de crecimiento es estimular la proliferacién celular, entre otras funciones. La secuencia del
factor de crecimiento se selecciona de la lista que comprende los factores; factor de crecimiento transformante beta
TGF-beta (para la regeneracion de hueso), factor de crecimiento de los fibroblastos FGF o KGF, factor de crecimiento
epidérmico EGF o TGF-alfa, factor de crecimiento endotelial vascular VEGF, factor de tipo insulina ILGF, factor
como BMPs para hueso o factor TGF-g de la familia Sonic hedgehog gene.

La secuencia inductora de la nucleacion inorgdnica es un péptido que tiene la funcién, pero sin limitarse, de
promover de forma activa y eficaz la nucleacién y crecimiento de cristales inorgdnicos en condiciones en las que éstos
no aparecerfan o aparecerfan con otra estructura en ausencia de esta secuencia.

La secuencia antiadherente es una secuencia peptidica que inhibe la interaccidn especifica entre el biopolimero que
la contiene y al menos un tipo celular.

En este sentido, los biopolimeros de la presente invencién presentan una gelificaciéon que en algunos casos es
instantdnea y en todos muy corta; de entre 1 y 12 minutos para el biopolimero A y 21 minutos para el biopolimero B.
Este tiempo es mucho menor al de los biopolimeros descritos en el estado de la técnica que suele ser de varias horas, en
los que se aumenta la viscosidad y se lleva a cabo un entrecruzamiento covalente in situ para que alcancen propiedades
mecdnicas robustas y de mayor estabilidad. De esta manera no existe dilucién apreciable del implante en el entorno
biolégico como ocurre con los sistemas exclusivamente entrecruzables. Y ademads se alcanzan propiedades mecdanicas
con valores de médulos en compresién del orden de 10° Pa (tanto para el biopolimero A como para el biopolimero B)
y por tanto no es necesario recurrir a estrategias combinadas que tienen el inconveniente de presentar un aumento de
los tiempos necesarios para alcanzar las propiedades éptimas asi como la introduccién de otros agentes que pueden
afectar a la biocompatibilidad del implante.

Una realizacién preferida de la invencion se refiere al biopolimero donde A tiene la estructura (D,;-E,;-Dy,)- En
otra realizacién preferida del biopolimero, C tiene la estructura (G,,;-H,;-G,,). Segin otra realizacién preferida del
biopolimero, la secuencia aminoacidica de H contiene el péptido RGD. En otra realizacién preferida del biopolimero,
la secuencia aminoacidica de H que contiene el péptido RGD es SEQ ID NO: 6.

En otra realizacién preferida, la secuencia aminoacidica B es SEQ ID NO: 3.

Seglin una realizacién atin mds preferida del biopolimero, m tiene un valor de entre 55 y 65. Una realizacién mas
preferida es el biopolimero que comprende los péptidos B, E, G, D y H con la estructura [(D,-E-D;),0-Bgo]2-(Go-H-
GIO)Z-

Otra realizacion preferida se refiere al biopolimero donde la secuencia aminoacidica B es SEQ ID NO: 4. Segtin
una realizacién mds preferida del biopolimero, m tiene un valor de entre 15 y 25. Otra realizacién atin més preferida se
refiere al biopolimero que comprende los péptidos B, E, G, D y H con la estructura [(D,-E-D»)0-B20]2-(G1o-H-Gyy)s.
El péptido resultante de intercalar un aminodcido Valina (V) entre los aminodcidos Glicina (G) y Alanina (A) de la
secuencia SEQ ID NO: 4 actiia como diana de proteasas y modula la biodegradabilidad del biopolimero y es muy
adecuado por ejemplo para la liberacién de firmacos o medicina regenerativa.

Con el fin de introducir las funcionalidades que se necesita para cada aplicacidn, los biopolimeros proteicos recom-
binantes tipo elastina se disefian y construyen a medida mediante la conjuncién de diferentes péptidos que contengan
dominios que se introducen para incluir cada una de las caracteristicas requeridas. Asi pues, los dominios son:

- Dominios con funciones biomiméticas. Se incluyen aquellos dominios capaces de introducir funciones de auto-
ensamblado y autoorganizacién en la nano y microescala, necesarios para inducir un cambio en sus propieda-
des fisicas muy acusado al aumentar la temperatura. Esta caracteristica del biopolimero se denomina Gelacién
Térmica Inversa (Reverse Thermal Gelation, RTG). Las soluciones acuosas de estos biopolimeros tienen baja
viscosidad a temperatura ambiente y exhiben una mayor viscosidad con el aumento de la temperatura, llegando
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a formar un gel semisélido o sélido cuando alcanzan la temperatura fisiolégica (entorno a los 37°C). Dicha
caracteristica ademads de ser la responsable de la autogelificacién permite la utilizacién de estos biopolimeros
como sistemas de dosificaciéon de farmacos ya que el mismo proceso de gelificacién va a servir para encap-
sular farmacos y principios activos presentes en la disolucién que posteriormente se pueden liberar de forma
controlada. Otro tipo de aplicacion seria el de aumento de volumen de tejido.

- Dominio no bioactivo tipo elastina. Su funcién es dotar al material de la adecuada biocompatibilidad y propie-
dades mecdanicas. Un biopolimero que sélo incluyera este tipo de secuencias sin incluir secuencias bioactivas
podria disefiarse ademds como sistema antiadherente para aplicaciones como la prevencion de adherencias.

- Dominios bioactivos. Estos dominios dotan al biopolimero de propiedades especificas de adhesion celular a
través de péptidos conocidos de las proteinas de la matriz extracelular. Como se ha indicado anteriormente,
entre secuencias con dominios de este tipo estdin SEQ ID NO: 7 que es reconocida por las células endoteliales,
LDT, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 procede de la laminina o SEQ ID NO: 10 que es reconocida por neuritas.

- Otros dominios para inducir la biodegradabilidad del biopolimero, muy adecuado para que se produzca una
liberacién controlada de farmacos.

En adelante, se hard referencia a cualquiera de los biopolimeros anteriores como “biopolimeros de la invencién” o
“biopolimeros de la presente invencién”.

Las secuencias aminoacidicas (se puede usar el término “péptidos” indistintamente para referirse a las secuencias
aminoacidicas) B, D, E, G y H de acuerdo con las estructuras descritas que dan lugar a los biopolimeros de la invencion,
pueden estar unidos por enlace covalente o cualquier otro tipo de enlace que de lugar a una estructura que mantenga las
propiedades de los biopolimeros de la presente invencion. El enlace se selecciona, aunque sin limitarse, de la lista que
comprende puentes de hidrégeno, apareamiento idnico, asociacién hidrofébica o formacién de complejos de inclusion.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere a un dcido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica que
codifica para la secuencia aminoacidica de cualquier biopolimero de la invencién.

El 4cido nucleico (en adelante, 4dcido nucleico de la invencidén o 4dcido nucleico de la presente invencién) incluye
secuencias de 4cido nucleico cuyo producto de la transcripcion, el ARN mensajero (ARNm) codifica para la misma
secuencia de aminodcidos (en adelante, secuencia de aminodcidos de la presente invencién o secuencia de aminoa-
cidos de la invencién). También se incluyen secuencias variantes degeneradas de las secuencias nucleotidicas de la
invencion, cuyo producto es un biopolimero con las mismas caracteristicas que el biopolimero de la invencién. Tam-
bién se incluyen secuencias de nucleétidos que codifiquen para secuencias aminoacidicas que tengan modificaciones
en su extremo N-terminal, C-terminal y/o en alguna posicién aminoacidica interna de modo que la funcién del biopo-
limero resultante sea la misma que la que resulta de la traduccién de la secuencia de ARNm transcrita a partir de la
secuencia de nucledtidos de la invencién. La secuencia de aminodcidos puede estar codificada por cualquier secuencia
nucleotidica que de lugar a cualquiera de las secuencias de aminodcidos de la invencién. Debido a que el cédigo gené-
tico es degenerado, un mismo aminoécido puede ser codificado por diferentes codones (tripletes), por ello, la misma
secuencia de aminodcidos puede ser codificada por distintas secuencias de nucleétidos.

El 4cido nucleico de la presente invencién puede tener unido a su extremo 5’ una secuencia nucleotidica que sirva
de secuencia iniciadora de la transcripcion. La secuencia puede ser, pero sin limitarse, la secuencia nucleotidica SEQ
ID NO: 20. Asimismo, el dcido nucleico de la presente invencién puede tener unido a su extremo 3’ una secuencia de
terminacion de la transcripcién como por ejemplo, pero sin limitarse, la secuencia GTATGA.

Un aspecto mds de la presente invencion se refiere a un vector de expresiéon que comprende el 4cido nucleico de la
invencion.

El término “vector de expresion” (en adelante, vector de la invencién o vector de la presente invencidn) se refiere a
un fragmento de ADN que tiene la capacidad de replicarse en un determinado huésped y, como el término indica, puede
servir de vehiculo para multiplicar otro fragmento de ADN que haya sido fusionado al mismo (inserto). Inserto se re-
fiere a un fragmento de ADN que se fusiona al vector; en el caso de la presente invencion, el vector puede comprender
cualquiera de las secuencias nucleotidicas que codifican para cualquiera de los biopolimeros de la invencion, fusiona-
das al mismo, que puede replicarse en el huésped adecuado. Los vectores pueden ser plasmidos, cdsmidos, bacterié-
fagos o vectores virales, sin excluir otro tipo de vectores que se correspondan con la definicion realizada de vector.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere a una célula aislada transfectada con el vector de la invencién.
En adelante, se hard referencia a las células anteriores como las células de la invencién o las células de la presente
invencion.

El término “célula” tal como se entiende en la presente invencidn hace referencia a una célula procariética o euca-
ridtica. La célula puede ser una bacteria capaz de replicar un ADN ajeno transformado como por ejemplo cualquiera
de las cepas de la especie Escherichia coli o una bacteria capaz de transferir el ADN de interés al interior de una
planta como por ejemplo Agrobacterium tumefaciens. Preferiblemente, la célula hace referencia a una célula euca-
ridtica vegetal y dentro de este grupo, mas preferiblemente, a aquellas células pertenecientes al reino Plantae. Asi
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pues, en el caso de que la célula sea vegetal, el término célula comprende, al menos, una célula del parénquima, célula
meristemdtica o de cualquier tipo, diferenciada o indiferenciada. Asimismo, también se incluye en esta definicién un
protoplasto (célula de una planta que carece de pared celular).

El término “transfeccién” hace referencia a la introduccién de material genético externo en células mediante plas-
midos, vectores viricos (en este caso también se habla de transduccién) u otras herramientas para la transferencia. El
término transfeccidon para métodos no-virales es usado en referencia a células eucaridticas de mamifero, mientras que
el término transformacion se prefiere para describir las transferencias no-virales de material genético en bacterias y
células eucariotas no animales como hongos, algas o plantas.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso del biopolimero de la invencién para preparar la preparacién
de un implante. El término “implante” tal como se entiende en la presente invencion es una sustancia en estado sélido
o semi-sélido que puede colocarse en el cuerpo para mejorar alguna de sus funciones, o con fines estéticos.

Otro aspecto de la presente invencién es un implante que comprende cualquiera de los biopolimeros de la inven-
cion. Una realizacién preferida de la presente invencién es un implante donde el biopolimero tiene una concentracién
de entre 30 y 300 mg/ml. Preferiblemente el implante tiene una concentracién de biopolimero de entre 50 y 200 mg/ml.
Otra realizacion preferida de la invencién es un implante que se presenta en una forma adaptada a la administracién
parenteral. La forma adaptada a la administracion parenteral se refiere a un estado fisico que pueda permitir su admi-
nistracion inyectable, es decir, preferiblemente en estado liquido, y para ello se requiere que el biopolimero esté a una
temperatura inferior a su temperatura de gelificacion. La administracién parenteral puede ser por via de administracién
intramuscular, intradérmica, subcutdnea o intradsea pero sin limitarse Unicamente a estos tipos de vias de administra-
cion parenteral. Otra posibilidad es que el implante se presente en una forma adaptada a la administracién seleccionada
del grupo que comprende, pero sin limitarse, oral, rectal, bucal, topica, nasal, oftdlmica, subcutdnea, intramuscular,
intravenosa, transdérmica, intratecal, intra-articular, intra-arterial, sub-aracnoideo, bronquial, linfatica, vaginal o intra-
uterina.

Segtn otra realizacion preferida, el implante incluye ademds una sustancia activa. Preferiblemente la citada sus-
tancia activa es una sustancia farmacéuticamente aceptable usada para prevencién, diagndstico, alivio, tratamiento o
curacién de enfermedades en animales. Preferiblemente el animal es un mamifero. Preferiblemente el mamifero es un
humano. El implante puede mezclarse con células de uno o varios tipos, previamente a la implantacién del mismo.

En adelante se hard referencia al implante como el implante de la invencién o el implante de la presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso del implante de la invencion para el tratamiento de cartilago o
hueso. Mediante el uso del implante pueden tratarse defectos que no sean daiiinos. El tratamiento puede ser preventivo
de dafios o simplemente como mejora de un estado que no implique un dafio. El implante es capaz de reparar un
dafio en el cartilago o hueso o de mantener unidas estructuras cartilaginosas u 6seas fragmentadas a cualquier nivel,
macroscopico o microscopico asi como permitir la liberacidn de sustancias activas farmacéuticamente aceptables que
ayuden al tratamiento del dolor o a la recuperacién de los dafios.

Un aspecto mds de la presente invencion es el uso del implante de la invencién para el tratamiento del tejido
nervioso o médula espinal. Mediante el uso del implante pueden tratarse defectos que no sean daiinos. El tratamiento
puede ser preventivo de dafios o simplemente como mejora de un estado que no implique un dafio. El implante es
capaz de permitir la liberacion de sustancias activas farmacéuticamente aceptables que ayuden al tratamiento del dolor
0 a la recuperacién de un dafio en el tejido nervioso o médula espinal. Para llevar a cabo este tipo de tratamiento, el
biopolimero puede contener la secuencia SEQ ID NO: 10 con células incorporadas. Las células incorporadas pueden
ser células madre, mesenquimales, o cualquier célula diferenciada.

Otro aspecto de la presente invencion es el uso del implante para el tratamiento de necrosaciones de varices. El
biopolimero de la invencién actiia taponando varices y causando su necrosacién. El implante puede contener agentes
farmacolégicos.

Un aspecto mds de la presente invencidn se refiere a un vehiculo farmacéuticamente aceptable que comprende
cualquiera de los biopolimeros de la invencién.

Tal como se entiende en la presente invencién, un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a aquellas
sustancias, o combinacion de sustancias, conocidas en el sector farmacéutico, utilizadas en la elaboracion de formas
farmacéuticas de administracién e incluye sélidos o liquidos, disolventes, tensioactivos, etc. El vehiculo farmacéuti-
camente aceptable de la presente invencién permite una dosificacién o administracion especifica y dirigida ademds de
dar consistencia y forma a la preparacién farmacéutica. Ademads, el vehiculo debe ser farmacéuticamente adecuado,
es decir, que permita la actividad del biopolimero de la invencion.

Una realizacién preferida es el vehiculo farmacéuticamente aceptable donde el biopolimero de la invencién tiene
una concentracion de entre 30 y 300 mg/ml. Preferiblemente el vehiculo tiene una concentracién de biopolimero de
entre 50 y 200 mg/ml. Segtn otra realizacién preferida el vehiculo farmacéuticamente aceptable se presenta en una
forma adaptada a la administracién parenteral. Ademads, el tipo de administracién se puede seleccionar de entre los
que se han citado en un apartado anterior.
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En adelante se hara referencia al vehiculo farmacéuticamente aceptable como el vehiculo de la invencién o vehiculo
de la presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso del vehiculo de la invencidn para la liberacién controlada de
farmacos. El vehiculo es capaz de dosificar un firmaco de una manera sostenida y/o localizada en un tejido o entorno
de células especifico. El vehiculo de la presente invencién puede comprender una sustancia activa. Tal como se ha
descrito en la presente invencidn el biopolimero comprendido en el vehiculo de la invencién puede tener secuencias de
reconocimiento celular que proporcionan una localizacién especifica. El vehiculo de la invencién puede ser, pero sin
limitarse, del tipo nanoparticula, microparticula, microesfera o microcdpsula. El uso del vehiculo de la invencién para
la liberacion controlada de farmacos se puede llevar a cabo en animales. Preferiblemente los animales son mamiferos.
Preferiblemente los mamiferos son humanos.

El vehiculo de la presente invencion capaz de liberar farmacos de forma controlada, puede emplearse, pero sin
limitarse, para el tratamiento de varices.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para la sintesis del biopolimero de la invencién que
comprende:

a. insertar el dcido nucleico de la invencién en un vector de expresion,

b. transfectar una célula con el vector de expresion obtenido segtin el apartado (a),

c. seleccionar la célula transfectada segtin el apartado (b) que comprende el dcido nucleico de la invencidn,

d. expresar el dcido nucleico en la célula segin el apartado (c) y

e. purificar el biopolimero producido segun el apartado (d).

El grado de complejidad composicional impuesto por las necesidades del disefio multifuncional no puede ser al-
canzado por técnicas estdndar de sintesis macromolecular. El biopolimero se obtiene como proteina recombinante,
mediante técnicas adaptadas de biologia molecular y biotecnoldgica, en microorganismos o plantas modificados ge-

néticamente.

La secuencia nucleotidica que codifica para la secuencia aminoacidica del biopolimero de la presente invencion,
se inserta en un vector de expresion definido anteriormente.

La transfeccion de una célula, definida en un parrafo anterior, se lleva a cabo con técnicas conocidas en el estado de
la técnica, por ejemplo pero sin limitarse, con electroporacién, con biolistica, Agrobacterium tumefaciens o cualquier
otra técnica que permita la integracién de cualquiera de los acidos nucleicos de la invencién en el ADN de la célula
huésped, ya sea gendmico, cloropldstico o mitocondrial.

La expresion del 4cido nucleico en la célula de la invencion da lugar a un biopolimero que puede ser purificado
mediante técnicas conocidas en el estado de la técnica.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién se desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion.
Las siguientes figuras y ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

Descripcion de las figuras
Fig. 1. Muestra la electroforesis SDS-PAGE del biopolimero A.

Fig. 2. Muestra la dependencia de las propiedades reolégicas del polimero con la temperatura para una muestra
del biopolimero A en PBS y para una concentracion de 200 mg/ml.

En el eje de ordenadas izquierdo se muestran los valores correspondientes a G’ (circulos blancos) y en el eje
derecho los valores correspondientes a G” (circulos negros), los valores estdn en Pascales (Pa).

La escala Delta hace referencia al dngulo de desfase, medido en grados.
En el eje de abcisas se muestra la temperatura (T) en °C.

Fig. 3. Muestra la variacion de las propiedades reoldgicas a 37°C para una muestra del biopolimero A en PBS y
para una concentracion de 200 mg/ml.
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En el eje de ordenadas izquierdo se muestran los valores correspondientes a G’ (circulos blancos) y en el eje
derecho los valores correspondientes a G” (circulos negros), los valores estdn en Pascales (Pa).

La escala Delta hace referencia al dngulo de desfase, medido en grados.
En el eje de abcisas se muestra el tiempo (t) en minutos.
Fig. 4. Muestra la electroforesis SDS-PAGE del biopolimero B.

Fig. 5. Muestra la dependencia de las propiedades reoldgicas del polimero con la temperatura para una muestra
del biopolimero B en PBS y para una concentracion de 200 mg/ml.

En el eje de ordenadas izquierdo se muestran los valores correspondientes a G’ (circulos blancos) y en el eje
derecho los valores correspondientes a G” (circulos negros), los valores estdn en Pascales (Pa).

La escala Delta hace referencia al dngulo de desfase, medido en grados.
En el eje de abcisas se muestra la temperatura (T) en °C.

Fig. 6. Muestra la variacion de las propiedades reologicas a 37°C para una muestra del biopolimero B en PBS y
para una concentracion de 200 mg/ml.

En el eje de ordenadas izquierdo se muestran los valores correspondientes a G’ (circulos blancos) y en el eje
derecho los valores correspondientes a G (circulos negros), los valores estdn en Pascales (Pa).

La escala Delta hace referencia al dngulo de desfase, medido en grados.
En el eje de abcisas se muestra el tiempo (t) en minutos.

Fig. 7. Muestra los biopolimeros de la invencion disueltos en PBS por debajo (4°C) y por encima (37°C) de su
temperatura de transicion.

Ejemplos

A continuacion se ilustrard la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores que describen la
sintesis del biopolimero de la presente invencién asi como sus caracteristicas reoldgicas. Los ejemplos se proporcionan
para poder comprender la descripcién, y no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

Ejemplo 1
Obtencion de polimeros proteicos recombinantes tipo elastina

1.1 Disefio y obtencion de la secuencia nucleotidica sintética que codifica la secuencia aminoacidica del biopoli-
mero de la invencion

Desde el disefio del gen se tuvo que intentar obviar la contradiccidn existente entre el uso de los codones mas
frecuentes y oportunos que identifiquen aminoacidos muy repetidos y la necesidad de no sobrecargar o incluso, em-
pobrecer hasta el colapso el sistema de traduccion celular. Si se usan sistemas heter6logos procariontes, se debe
considerar el problema derivado del limitado uso que hacen del cédigo genético y que varia con la especie. También
se considero el problema que reside en la creacién de un gen que esta formado por una larga secuencia codificante por
multiples y/o pequefios fragmentos artificiales. Por tltimo se debe soslayar la alta frecuencia de recombinacién que
suele ocurrir cuando el ADN exégeno contiene repeticiones de dominios con alta semejanza.

Esta etapa incluye la utilizacién de sintetizadores automaticos de ADN junto con técnicas de ADN recombinante.
La obtencién de polimeros con multiples repeticiones pasa por la obtencion del gen que lo codifica, que segin sea
la longitud de la secuencia puede hacer necesaria la sintesis previa de un monémero polinucleotidico que se pueda
interconectar linealmente y en la direccidn correcta.

La obtencién de la cantidad suficiente del gen monomérico con la secuencia correcta para producir las secuencias
nucleotidicas repetitivas que codifiquen los distintos polipéptidos ha requerido el cultivo de los clones adecuados y
de la digestion de sus plasmidos. De esta forma se generd facilmente la gran cantidad de mondmero necesaria para la
reaccion de ligacién controlada, concatenacién o concatenamerizacion.

Aunque este tipo de estrategia parezca ser mas dispendiosa en términos de tiempo, la sintesis in vivo garantiza
la produccién de la secuencia correcta en gran cantidad y ademads ofrece ulteriores ventajas: permite controlar el gen
monomérico antes de la oligomerizacién, posibilita ulteriores modificaciones de la secuencia sea por mutagénesis
dirigida sea por la creacién de co-polimeros antes de la oligomerizacion.
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La polimerizacién de las secuencias nucleotidicas monoméricas se puede llevar a cabo, pero sin limitarse, por
medio de la concatenaciodn, es decir, la ligacion aleatoria de las piezas monoméricas; por medio del método iterativo
y recursivo, una técnica de preparacién paso a paso de oligomeros desde mondmeros; o por medio del método de
clonaje Seamless que se trata de un método de clonaje sin costuras, definicién que se refiere a la posibilidad de elegir
una secuencia especifica que se traduzca en el deseado aminoécido en el punto de corte.

La concatenacién permite sintetizar polimeros de oligémeros mediante la unidn lineal unidireccional, cabeza-cola,
de los segmentos de ADN que forman el monémero, esta unién solo es posible si los extremos de los segmentos son de
hebra unica, protuberantes y cohesivos entre ellos pero no consigo mismos. De esta forma el extremo a una hebra de
la cabeza del monémero serd complementario y se hibridara exclusivamente con el extremo de cola de otro monémero
idéntico. Estos extremos, por tanto, no pueden ser palindrémicos, como corrientemente ocurre cuando son generados
por las endonucleasas de restriccién empleadas rutinariamente en ingenieria genética, donde el sitio de reconocimiento
y corte coinciden secuencialmente, sino que deben ser diferentes.

Se han ido desarrollando distintas modificaciones a la técnica de la concatenacién adaptdndose a las exigencias
especificas. Los monémeros con extremos cohesivos de tnica hebra se han obtenido por hibridacién de oligémeros,
por unién de oligonucledtidos cortos (linkers) o también por digestiéon con endonucleasas especificas.

El método iterativo y recursivo es una técnica de preparacidn paso a paso de oligomeros desde mondmeros, que
permite controlar tanto el orden de adicién como el nimero de bloques que se unirdn en cada etapa de su crecimiento,
permitiendo confeccionar polimeros ad hoc. Para realizar tal método es necesario crear unas secuencias en las extre-
midades del segmento que codifiquen el mondmero proteico que sean reconocidas por dos diferentes endonucleasas y
cuyos cortes produzcan extremidades complementarias pero no palindrémicas. Esta secuencia monomérica es clonada
en un pldsmido que sirve de vector de amplificacion génica y que proporciona tanto el siguiente vector de clonaje
cuando se digiere con un tnico enzima; como el inserto de la clonacién cortando con ambos enzimas.

El método de clonaje Seamless independiza el disefio de la secuencia del inserto que codifica el monémero de
las secuencias reconocidas por las endonucleasas que lo generan. Esta estrategia es posible por la existencia de un
restringido nimero de enzimas de restriccién de tipo IIs que reconocen una secuencia especifica no palindrémica que
no coincide con el sitio de corte. Esta caracteristica peculiar elimina los inconvenientes de la necesidad de incluir
secuencias extrafias al polimero para permitir la generacién de extremos cohesivos que permitan la concatenacion y
ademads con una dnica digestion se logran fragmentos que se unen de forma uni-direccional.

1.2. Expresion y purificacion del polimero

Una vez creada la secuencia nucleotidica que codificaba el biopolimero completo se pasé a la expresion del mismo.
Para ello se transfirid la secuencia nucleotidica desde el correspondiente vector de clonacién al vector especializado en
su expresion mediante el uso de enzimas de restriccion convencionales. Una vez comprobada que la transferencia se ha
producido correctamente se transformé una cepa bacteriana especifica para la expresion de dicha secuencia mediante
cualquiera de las técnicas validas que forman parte del conocimiento general comun.

La expresion de las polipéptidos recombinantes se inicié inoculando una colonia aislada que contenia el vector
recombinante correspondiente en medio liquido LB con el eventual antibidtico de resistencia de la cepa y el antibidtico
de resistencia adquirida con el vector de expresion.

Se incubd el cultivo bacteriano a 37°C, con agitacién orbital a 250 rpm, durante 11 horas aproximadamente, se
utiliz6 este caldo de cultivo como inoculo de un medio fresco en una relacién de 1/30. El volumen de medio en los
Erlenmeyers no super6 el 20-25% de su capacidad para favorecer una buena oxigenacion del cultivo y se continud el
crecimiento de las bacterias en las mismas condiciones hasta que la densidad 6ptica a 600 nm estaba en torno a 0,6.
En ese momento se indujo la expresion del biopolimero recombinante afiadiendo IPTG a una concentracion final de 1
mM, y se volvié a incubar el cultivo a la temperatura adecuada y durante el tiempo requerido en cada ensayo.

Una vez terminada la induccién, se inhibié el crecimiento y el metabolismo de las bacterias enfridndolas a 4°C.
Posteriormente, se sedimentaron las células centrifugando a 5000xg durante 10 minutos a 4°C, se decant6 el sobrena-
dante y se secaron las paredes de los tubos de centrifuga para retirar los restos de medio de cultivo.

Se lavé el cultivo sedimentado con 100 mL/L de cultivo en tampén salino TBS (Tris-base 20 mM, NaCl 150 mM
pH=8) resuspendiendo las bacterias mediante agitacién fuerte y/o pipeteo, y se volvié a centrifugar a 5000xg durante
10 minutos a 4°C. A continuacién se decant6 el sobrenadante, y se resuspendid el sedimento con 25 mL/L de cultivo
con la solucién TE (Tris-base 20 mM, EDTA 1 mM pH==8) mediante agitacion fuerte y/o pipeteo. Se mantuvo a 4°C y
se le afiadié 10 ug/mL del inhibidor de proteasa PMSF.

Las bacterias se lisaron sonicando con un aparato Sonicator 3000 de Misonix (New York) se realizaron 6 ciclos de
3.5 minutos con pulsos de 2 segundos cada 5 segundos a unos 100 W de potencia. Durante este proceso, la muestra se
mantuvo en hielo para evitar la desnaturalizacién y precipitacion por calor de las proteinas. Por dltimo, se centrifugd
a 15000xg durante 60 minutos a 4°C: el sobrenadante constituye la fraccién soluble total, y el sedimento, la fraccién
insoluble total. La fraccién soluble total de las bacterias se acidificd hasta un pH=3,5 con dcido clorhidrico diluido
en agua manteniendo la muestra en hielo y en agitacién. A continuacién, el material precipitado (fundamentalmente
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proteinas dcidas y ADN) se retiré por centrifugacién a 15000xg durante 20 minutos a 4°C. Segun el polimero en
cuestion se modificé o no la concentracion salina y el valor de pH del sobrenadante.

La purificacion de los polimeros se realizé aprovechando la naturaleza inteligente de los polimeros tipo elastina,
y su transicion inversa. La purificacién de los polimeros recombinantes a partir de la fraccion soluble de E. coli
consta de etapas sucesivas de calentamiento-precipitacion y enfriamiento-resuspension. La precipitacion selectiva se
realiz6 mediante el calentamiento de la muestra a 70°C durante dos horas. A continuacién se separé el precipitado
centrifugando a 15000xg durante 20 minutos a 40°C y se solubiliz6 el precipitado a 2 mL/L de agua tipo I a 4°C en
agitacion durante 12 horas. Se repiti6 la operacién dos veces mds. Tras la dltima solubilizacién, el polimero disuelto
se dializ6 frente a agua de tipo I a 4°C, posteriormente se liofiliz6 y se conservé a -20°C.

Ejemplo 2
Obtencion de biopolimeros proteicos recombinantes tipo elastina A

Como primer ejemplo se describe un copolimero tipo elastina A con capacidad de autoensamblarse por contener
bloques alternantes con cardcter hidrofébicos e hidrofilicos de forma que al superar su temperatura de transicién
inversa cambian drdsticamente sus propiedades mecdnicas. En este caso los bloques hidrofébicos corresponden con
péptidos tipo B donde la secuencia aminoacidica es SEQ ID NO: 3 y los hidrofilicos a péptidos tipo [(D),(E)(D),].
Ademas, la secuencia aminoacidica C incluye una secuencia bioactiva RGD no especifica. Es decir, el biopolimero de
este ejemplo tiene la estructura: [(D,-E-D»)9-Bgol2-(G1o-H-Gyp)s.

2.1. Sintesis de la secuencia nucleotidica sintética que codifica el biopolimero A

La sintesis del polimero se realiz6 tal como se ha descrito en el ejemplo 1. Para sintetizar el bloque hidrofilico
de 25 aminoécidos (D,-E-D,) se generd una secuencia nucleotidica artificial por hibridacién de dos oligonucledticos
complementarios con la secuencia SEQ ID NO: 17.

Con el objeto de que la secuencia monomérica anterior pudiera concatenarse para formar la secuencia completa, se
situaron convenientemente en los extremos del mismo sendas secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion
que, al ser utilizadas, dejardn como extremos cohesivos tnicamente el codén GTA codificante para el aminoédcido
Valina. De esta forma se pueden formar cadenas del mondmero sin saltos en su marco de lectura y sin la incorporacién
de codones ajenos a la secuencia deseada.

Siguiendo la técnica de concatenacién se obtuvo una secuencia nucleotidica formada por 10 repeticiones de la
secuencia inicial, con una longitud de zona codificante de 750 pares de bases y flanqueado también por las secuencias
de restriccion y sendos codones GTA de enlace.

En la sintesis del bloque hidrofébico se partié de un fragmento de mayor tamafio pero que también fue sintetizado
a partir de oligonucledtidos de sintesis quimica. En este caso el mondémero peptidico tenfa la estructura (B),, donde B
es SEQ ID NO: 3, codificado por la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 18.

También esta vez se usaron las mismas enzimas de restriccion y por tanto las mismas secuencias flanqueantes del
gen codificante, si bien en este caso se utilizé la técnica recursiva iterativa para repetir tres veces el gen descrito y
formar un gen de 900 pares de bases que codifica 60 repeticiones del pentabloque tipo B.

La secuencia nucleotidica del bloque hidrofilico descrito (D,-E-D,),, y el correspondiente al bloque hidrofébico
(B)go donde B es SEQ ID NO: 3, se fusionaron utilizando las secuencias de restriccion citadas situando en el extremo
5’ el gen que codifica para el bloque hidrofilico. Posteriormente la secuencia resultante, con una longitud de 1650
pares de bases, se duplico por la técnica recursiva dando lugar a la secuencia de 3300 pares de bases que codifica el
polipéptido (D,-E-D,)10-(B)eo

La incorporacién de la secuencia bioactiva se realiz6 por la misma técnica descrita.

En este caso, la secuencia que codifica la estructura (G,o-H-G,,) es SEQ ID NO: 19.

En este caso, también se duplicé el fragmento por las mismas técnicas descritas antes de unirlo al tetrabloque de
1650 pares de bases. El producto de la duplicacién tenia una longitud de 672 pares de bases codificando un polipép-
tido de 224 aminodcidos. La incorporacién del fragmento con las dos secuencias bioactivas RGD al extremo 3’ del
fragmento de 3330 pares de bases se realizé por la técnica iterativa recursiva usando las enzimas de restriccién ya

mencionadas.

Como resultado de la incorporacién de los fragmentos se obtuvo una secuencia de 3972 pares de bases que codifica
el polipéptido abreviado:

[D>-E-D:]10-[Blso-[D2-E-D: ]10-[Blso-[(G)10-H-(G)10]-[(G)10-H-(G) 1o ]
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Esta secuencia se incorpor6 a un vector de expresion previamente modificado para aceptar fragmentos procedentes
de la digestion con las enzimas de restriccién adecuadas descritas incorporando la secuencia nucleotidica SEQ ID NO:
20 en el extremo 5° del fragmento de 3972 pares de bases y la secuencia GTATGA en el extremo 3’ del mismo. El
plasmido resultante comprende una secuencia nucleotidica con un marco abierto de lectura de 3996 pares de bases,
SEQ ID NO: 21, que codifica para 1331 aminoacidos, SEQ ID NO: 22.

2.2 Expresion del biopolimero A recombinante

El vector de expresion se usé para transformar una cepa de Escherichia coli adecuada a la expresién de genes
exdgenos seleccionando las colonias transformantes mediante el apropiado antibidtico.

Se us6 una de las colonias resultantes de la transformacion para inocular un volumen de medio LB con el mismo
antibidtico y un 1% de glucosa. Tras la incubacién a 37°C con agitacioén orbital a 250 rpm durante toda la noche,
el cultivo bacteriano se utilizé para inocular un volumen 100 veces superior de medio TB con el mismo antibiético
utilizado y una concentracioén de 0,8% (v/v) de glicerol, un 0,2% (p/v) de alfa-lactosa y un 0,05% (p/v) de glucosa.

Tras incubacién en las mismas condiciones anteriores se aislaron por centrifugacion las células resultantes y se so-
metieron a dos lavados con tampén salino. Posteriormente se resuspendieron en tampén con EDTA vy se afiadi6 PMSF
en una concentracién final de 1 mM. La suspension celular se rompieron por sonicacion manteniendo su temperatura
a 4°C y el extracto se centrifugé para retirar los restos bacterianos.

El sobrenadante del extracto bacteriano se sometié a varios ciclos de calentamiento a 60°C, centrifugacién, re-
coleccion del sedimento y solubilizacién a 4°C en tampén con EDTA. Cada paso de la purificacion se verificé por
electroforesis en poli-acrilamida en presencia de SDS. Cuando se consideré que el polimero estaba suficientemente
puro se dializé la solucién frente a agua tipo I y se liofilizd, manteniendo el polimero liofilizado en lugar seco y frio
hasta su utilizacién.

2.3. Caracterizacion del biopolimero tipo elastina A

Para caracterizar el biopolimero A se realizé una electroforesis en gel de acrilamida (PAGE) en presencia de SDS
que permitié estimar de forma aproximada el Peso Molecular del polimero ademds de verificar su pureza. En la Fig.
1, 1a calle de la izquierda corresponde a la muestra y la de la derecha a los marcadores (Fermentas SM(0431). En dicha
figura se observa una buena produccion del polimero ademds de poderlo identificar como electroforéticamente puro.
La posicién de la banda del polimero coincidié con el marcador de 116 kDa por lo que el biopolimero A tiene este
peso molecular aparente.

También se realiz6 una espectrometria de masas MALDI-TOF en un espectrometro modelo Q-Star para calcular
exactamente el peso molecular del polimero. De dicho andlisis se dedujo que el peso molecular es de 112292 Da.

La caracterizacion fisica del material se llevé a cabo mediante un estudio reoldgico. Los ensayos se realizaron
en reémetro de esfuerzo controlado AR2000ex (TA Instruments) utilizando platos paralelos con un gap de 250 ym.
Para la gelificacion las soluciones fueron colocadas sobre un plato Peltier termostatizado. El rango de viscoelasticidad
lineal se determiné a 1 Hz de frecuencia selecciondndose dentro de este rango una deformacién del 0.5% para los
barridos de tiempo y temperatura.

Se prepararon muestras en PBS de 50,100,150 y 200 mg/ml de concentracién del biopolimero A y se sometieron
a un calentamiento entre 4 y 60°C y a una velocidad de 1°C/min, con el fin de obtener sus propiedades reoldgicas. Se
identificé la temperatura de gelificacion con el “punto gel” (T?,), que se define como el punto en que G’ es igual a
G” (Pilosof 2000).

A modo de ejemplo, en la Fig. 2 se muestran el médulo eldstico o de almacenamiento (G”), médulo viscoso o
de pérdida (G”) y el angulo de desfase (delta) para la muestra de 200 mg/ml de concentracién. El dngulo de desfase
delta indica la relacién entre la elasticidad y la viscosidad De dicha figura se obtiene una temperatura de gelificacién
de 16°C, visualizandose que el inicio de la reestructuracion comienza a 10°C y alcanzandose las mejores propiedades
mecénicas a los 26°C. Para el resto de las concentraciones la temperatura de gelificacion es la misma. De esta manera
se puede concluir que una vez introducido el producto en el organismo alcanza sus mejores cualidades mecdnicas.
Ademas en la Tabla 1 pueden observarse los valores alcanzados del médulo eldstico, médulo viscoso y dngulo de
desfase para las distintas concentraciones. De dichos valores se deduce que las propiedades mecdnicas del material
disminuyen de la muestra de mayor concentracién a la de menor concentracién. Para la muestra de 200 mg/ml el valor
de G’ es de 3.0x10° Pa y para la de 50 mg/ml de 5.7x10*.

Otra caracteristica de vital importancia como ya se ha mencionado es el tiempo que el sistema una vez inyectado
tarda en gelificar a la temperatura corporal, es decir a producirse su autoensamblado y el cambio de sus propiedades
mecénicas y en especial de su viscosidad para que no se produzca su dispersion en el interior del organismo. En este
sentido y para conocer la cinética de gelificacién se realizaron ensayos reoldgicos en modo isotermo y a 37°C, de
manera que se estudiaron las variaciones de las propiedades reoldgicas, respecto al tiempo, de las disoluciones del
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copolimero A en solucién PBS. La Fig. 3 muestra los resultados obtenidos para la muestra de concentracién de 200
mg/ml. Como se observa en dicha figura, tiempos de calentamiento superiores a 4 minutos no afectan significativa-
mente a los valores de los médulos de pérdida y almacenamiento, observandose la formacién del gel transcurridos 2
minutos de someter la muestra a 37°C.

En la Tabla 1 también se reflejan datos acerca de la inyectabilidad de las muestras con agujas de diferentes dia-
metros. Se ensayé con agujas G20 y G26, observandose que hasta una concentracién de 150 mg/ml las muestras son
facilmente inyectables con agujas de didmetros de hasta G26 mientras que las de 200 mg/ml se inyectaban con cierta
dificultad con agujas de dicho didmetro y con agujas tipo G20 se inyectaban con facilidad.

TABLA 1

Datos Reoldgicos y de Inyectabilidad de disoluciones del biopolimero Tipo Elastina Autogelificable A en PBS 'y
a diferentes concentraciones

Concentra | ty(mi | G’(Pa) | G”(Pa) | Angulo | Viscosidad Inyectabilidad
cién n) de fase | compleja G20 G286
n*(Pa.s)

200mg/ml | 1 3.0x10° | 8.5x10 | 4-5 7-9 Facil Dificil
4

150mg/ml | 9 1.0x10° | 1.5x10 | 11-12 3.5 Muy Facil Facil
4

100mg/ml | 11 6.4x10* | 1.4x10 | 7-8 0.7 Muy Facil Facil
4

50mg/ml 12 5.7x10* | 8.8x10 | 8-9 02 Muy Facil Muy Facil
4

Ejemplo 3

Obtencion de biopolimeros proteicos recombinantes tipo elastina B

Como primer ejemplo se describe un copolimero tipo elastina B con capacidad de autoensamblarse por contener
bloques alternantes con caracter hidrofébicos e hidrofilicos de forma que al superar su temperatura de transicién in-
versa cambian drasticamente sus propiedades mecanicas. En este caso los bloques hidrofébicos corresponden péptidos
tipo B donde la secuencia aminoacidica es SEQ ID NO: 4 y los hidrofilicos a péptidos tipo [(D),(E)(D),]. Ademads, la
secuencia aminoacidica C incluye una secuencia bioactiva RGD no especifica. Es decir, el biopolimero de este ejemplo
tiene la estructura: [(D,-E-D,)0-B29]2-(G1o-H-Gyy)5.

3.1. Sintesis de la secuencia nucleotidica sintética que codifica el biopolimero B

La sintesis del polimero se realiz6 tal como se ha descrito en el ejemplo 1. Para sintetizar el bloque hidrofilico
de 25 aminoécidos (D,-E-D,) se generd una secuencia nucleotidica artificial por hibridacién de dos oligonucledticos
complementarios con la secuencia SEQ ID NO: 17.

Con el objeto de que la secuencia monomérica anterior pudiera concatenarse para formar la secuencia completa, se
situaron convenientemente en los extremos del mismo sendas secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion
que, al ser utilizadas, dejardn como extremos cohesivos Unicamente el codén GTA codificante para el aminodcido
Valina. De esta forma se pueden formar cadenas del mondmero sin saltos en su marco de lectura y sin la incorporacién
de codones ajenos a la secuencia deseada.

Siguiendo la técnica de concatenacién se obtuvo una secuencia nucleotidica formada por 10 repeticiones de la

secuencia inicial, con una longitud de zona codificante de 750 pares de bases y flanqueado también por las secuencias
de restriccién y sendos codones GTA de enlace.
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En la sintesis del bloque hidrofébico se partié de un fragmento de mayor tamafio pero que también fue sintetizado
a partir de oligonucleétidos de sintesis quimica. En este caso el mondémero peptidico tenfa la estructura (B),, donde B
es SEQ ID NO: 4, codificado por la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 23.

También esta vez se usaron las mismas enzimas de restriccién y por tanto las mismas secuencias flanqueantes del
gen codificante. La secuencia nucleotidica del bloque hidrofilico descrito (D,-E-D,), y el correspondiente al bloque
hidrofébico (B),y, donde C es SEQ ID NO: 4, se fusionaron utilizando las secuencias de restriccion citadas situando en
el extremo 5’ el gen que codifica para el bloque hidrofilico. Posteriormente la secuencia resultante, con una longitud
de 1050 pares de bases, se duplicé por la técnica recursiva dando lugar a la secuencia de 2100 pares de bases que
codifica el polipéptido [(D,-E-D5,)9-(B)a]>.

La incorporacién de la secuencia bioactiva se realiz6 por la misma técnica descrita.
La secuencia que codifica la estructura (G;o-H-G) es SEQ ID NO: 19.

En este caso, también se duplicé el fragmento por las mismas técnicas descritas antes de unirlo al tetrabloque de
2100 pares de bases. El producto de la duplicacion tenfa una longitud de 672 pares de bases codificando un polipép-
tido de 224 aminodcidos. La incorporacién del fragmento con las dos secuencias bioactivas RGD al extremo 3’ del
fragmento de 2100 pares de bases se realizé por la técnica iterativa recursiva usando las enzimas de restriccién ya
mencionadas.

Como resultado de la incorporacién de los fragmentos se obtuvo una secuencia de 2772 pares de bases que codifica
el polipéptido abreviado:

[D;-E-D; l10-[Bl20-[D2-E-D; J19-[Bl20-[(G)10-H-(G) 16]-[(G)10-H-(G) 0] donde B es SEQ ID NO: 4.

Esta secuencia se incorpor6 a un vector de expresion previamente modificado para aceptar fragmentos procedentes
de la digestion con las enzimas de restriccién adecuadas descritas incorporando la secuencia nucleotidica SEQ ID NO:
20 en el extremo 5° del fragmento de 2772 pares de bases y la secuencia GTATGA en el extremo 3’ del mismo. El
pldsmido resultante comprende una secuencia nucleotidica con un marco abierto de lectura de 2796 pares de bases,
SEQ ID NO: 24, que codifica para 931 aminoacidos, SEQ ID NO: 25.

3.2 Caracterizacion del biopolimero tipo elastina B

La expresion del biopolimero recombinante B se llevé a cabo del mismo modo que se ha descrito en el ejemplo
2.2.

De la misma forma que en el ejemplo 2 se realiz6 una electroforesis en gel de acrilamida (PAGE) en presencia de
SDS. En la Fig. 4, 1a calle de la derecha corresponde a la muestra y la de la izquierda a los marcadores (Fermentas
SM0431). En dicha figura se observa una buena produccién del biopolimero ademds de poderlo identificar como
electroforéticamente puro. La posicién de la banda del biopolimero nos permite estimar que el peso molecular aparente
del polimero estd entre 75 y 85 kDa.

También se realizé una espectrometria de masas MALDI-TOF en un espectrémetro modelo Q-Star para calcular
exactamente el peso molecular del polimero. De dicho andlisis se dedujo un valor de 78379 Da.

La caracterizacidn fisica del material se llevé a cabo mediante un estudio reolégico como en el caso anterior.
Los ensayos se realizaron en reémetro de esfuerzo controlado AR2000ex (TA Instruments, Espafia) usando platos
paralelos con un gap de 250 um. Para la gelificacién las soluciones fueron colocadas sobre un plato Peltier termostati-
zado. El rango de viscoelasticidad lineal se determino a 1 Hz de frecuencia selecciondndose dentro de este rango una
deformacion del 0.5% para los barridos de tiempo y temperatura.

Se prepararon muestras en PBS de 200 mg/ml de concentracién y se sometieron a un calentamiento entre 4
y 60°C y a una velocidad de 1°C/min, con el fin de obtener sus propiedades reoldgicas. Se identificé la tempe-
ratura de gelificacién con el “punto gel” (T%,), que se define como el punto en que G’ es igual a G” (Pilosof
2000).

En la Fig. 5 se representa el mddulo eldstico o de almacenamiento (G’), médulo viscoso o de pérdida (G”) y el
dngulo de desfase (delta) para la disolucién del copolimero B respecto de la temperatura. De dicha figura se obtie-
ne una temperatura de gelificacién de 29°C, visualizdndose que el inicio de la reestructuracién comienza a 25°C y
alcanzdndose las mejores propiedades mecdnicas a los 33°C. Aunque dicha temperatura es inferior a la corporal es
una temperatura muy préxima a ella y por lo tanto podrian surgir problemas en zonas corporales en que por algin
motivo se produzcan descensos de la temperatura. Ademads, en la Tabla 2 pueden observarse los valores alcanzados del
modulo eldstico, médulo viscoso y dngulo de desfase. El valor de G’ es de 2.5x10° Pa muy parecido a los 3.0x10° Pa
del copolimero A.
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En la Fig. 6 se observa la formacién del gel pasados 21 minutos (t,) de someter la muestra a 37°C y que tarda
unos 37 minutos en alcanzar las propiedades Optimas es decir, presenta una cinética sensiblemente mds lenta que la
del biopolimero A.

En la Tabla 2 también se reflejan datos acerca de la inyectabilidad de las muestras con agujas de diferentes didme-
tros. Se ensay6 con agujas G20 y G26, observandose que las muestras son facilmente inyectables con ambos tipos de
agujas. Dicho resultado es razonable ya que la viscosidad de la disolucién del copolimero B para una concentracién
de 200 mg/ml es comparable a la del copolimero A para concentraciones de 50 mg/ml y a su vez es justificable ya que
el peso molecular del copolimero B es inferior al del copolimero A.

TABLA 2
Datos Reoldgicos y de Inyectabilidad de la disolucion del Copolimero Tipo Elastina Autogelificable B en PBS

Concentra | t,(min) | G'(Pa) | G”(Pa) Angulo de | Viscosidad Inyectabilidad

cion fase compleja G20 G26
n*(Pa.s)

200mg/ml | 21 2.5x10° | 5.0x10* | 11-12 0.2-0.4 Muy Facil Muy Facil

Por tanto de los resultados de los dos ejemplos se concluye que las propiedades del copolimero B son ligeramente
inferiores a las del copolimero A presentado en el ejemplo 2. Aunque los médulos eldsticos que se alcanzan para los
dos copolimeros son muy parecidos, el tiempo y la temperatura de gelificacién son sensiblemente mayores para el
copolimero B del ejemplo 3.

En la Fig. 8 pueden verse unas imagenes de biopolimeros tipo elastina autogelificables disueltos en una solucién

PBS por debajo de su temperatura de transicidn, a 4°C, donde se encuentra en estado liquido y por encima de su
temperatura de transicién, a 37°C, donde se encuentran gelificados.
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REIVINDICACIONES

1. Biopolimero que comprende las secuencias aminoacidicas A, B y C con la estructura

(An - Bm)s -C

P>

donde,

A tiene la estructura (D,;-E,;-Dy,) o la estructura (D;-E,,), donde D es SEQ ID NO: 1; E es SEQ ID NO: 2; t1 y t2
tienen valores de entre 2 'y 4; y vl y v2 tienen valores de entre 1y 5,

B se selecciona de la lista que comprende SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 26 (VPAIG),

C tiene la estructura (G,,;-H,;-Gy,) 0 H,,, donde G es SEQ ID NO: 5; H es una secuencia aminoacidica que
comprende un péptido que se selecciona de la lista que comprende RGD, LDT, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 9 0 SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 150
SEQ ID NO: 16; wl y w2 tienen valores de entre 5y 15; y x1 y x2 tienen valores de entre 1y 5,

n tiene un valor de entre 5 y 15,

m tiene un valor de entre 10 y 70,

s tiene un valor de entre 2y 4, y

p tiene un valor de entre 1 y 5.

2. Biopolimero segtn la reivindicacién 1 donde A tiene la estructura (D;-E,;-Dy,).
3. Biopolimero segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 donde C tiene la estructura (G,,;-Hy;-Gyp»).

4. Biopolimero segtn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde la secuencia aminoacidica de H contiene el
péptido RGD.

5. Biopolimero segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 donde la secuencia aminoacidica de H que contiene
el péptido RGD es SEQ ID NO: 6.

6. Biopolimero segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 donde la secuencia aminoacidica B es SEQ ID NO:
3.

7. Biopolimero segtn la reivindicacién 6, donde m tiene un valor de entre 55 y 65.

8. Biopolimero segtin cualquiera de las reivindicaciones 6 6 7 que comprende los péptidos B, D, E, G, D y H con
la estructura [(D,-E-D»)10-Bgo)2-(G1o-H-Gyp)s.-

9. Biopolimero segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 donde el péptido B es SEQ ID NO: 4.
10. Biopolimero segun la reivindicacién 9, donde m tiene un valor de entre 15 y 25.

11. Biopolimero segtin cualquiera de las reivindicaciones 9 6 10 que comprende los péptidos B, D, E, G y H con
la estructura [(DZ—E—Dz)10—B20]2—(G10—H—G10)2.

12. Acido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica que codifica para la secuencia aminoacidica del
biopolimero segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

13. Vector de expresién que comprende el dcido nucleico segun la reivindicacién 12.

14. Célula aislada transfectada con el vector segtin la reivindicacién 13.

15. Uso del biopolimero segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, para la preparacién de un implante.
16. Implante que comprende el biopolimero segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

17. Implante segun la reivindicacién 16, donde el biopolimero tiene una concentracién de entre 30 y 300 mg/ml.
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18. Implante seglin cualquiera de las reivindicaciones 16 6 17, donde se presenta en una forma adaptada a la
administracién parenteral.

19. Implante segtin cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18 donde incluye ademds una sustancia activa.
20. Uso del implante segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, para el tratamiento de cartilago o hueso.

21. Uso del implante segtin cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, para el tratamiento del tejido nervioso o
médula espinal.

22. Uso del implante segiin cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, para el tratamiento de necrosaciones de
varices.

23.Vehiculo farmacéuticamente aceptable que comprende el biopolimero segtin cualquiera de las reivindicaciones
lall.

24. Vehiculo farmacéuticamente aceptable segtin la reivindicacién 23, donde el biopolimero tiene una concentra-
ci6n de entre 30 y 300 mg/ml.

25. Vehiculo farmacéuticamente aceptable segin cualquiera de las reivindicaciones 23 6 24, donde se presenta en
una forma adaptada a la administracién parenteral.

26. Uso del vehiculo farmacéuticamente aceptable segiin cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25, para la libera-
cién controlada de farmacos.

27. Método para la obtencion del biopolimero segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 que comprende:
a. insertar el 4cido nucleico de la reivindicacién 12 en un vector de expresion,
b. transfectar una célula con el vector de expresién obtenido segtin el apartado (a),

c. seleccionar la célula transfectada segtn el apartado (b) que comprende el 4cido nucleico de la reivindica-
cion 12,

d. expresar el dcido nucleico en la célula segutn el apartado (c) y

e. purificar el biopolimero producido segtn el apartado (d).
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Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones  1-27
Reivindicaciones

Actividad inventiva Reivindicaciones 1-27

(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones

Si
NO

si
NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de

examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200900438

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
Do1 WO 2008033847 A2 20-03-2008
D02 ARIAS et al. Biotechnology letters. 2006. Vol. 28, paginas 687-695. 2006
D03 CHOW et al. RL:http://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/ Enero 2009

PMC2575411/pdf/nihms68589.pdf/?tool=pmcentrez>. Recu-
perado de internet el 20-05-2010, [en linea] enero 2009, paginas
1-70.
D04 US 20050180945 A1 18-08-2005

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud divulga polimeros proteicos recombinantes que comprenden dominios tipo elastina, asi como dominios
bioactivos y dominios para inducir la biodegradabilidad del polimero (reivindicaciones 1-11). Se refiere también a acidos nu-
cleicos, vectores y células hospedadoras para la produccién de los polimeros por ingenieria genética, y a un método para su
expresion y purificacion (12-14). Adicionalmente, la solicitud divulga medicamentos, implantes, y vehiculos farmacéuticamente
aceptables que comprenden los polimeros de la invencién (reivindicaciones 15-27).

El documento D01 divulga copolimeros proteicos que comprenden motivos de elastina. Se refiere también a acidos nucleicos,
vectores y células productoras para la obtencion de los copolimeros por ingenieria genética, asi como a métodos para llevar
a cabo dicho procedimiento. Adicionalmente, el documento divulga implantes, medicamentos y vehiculos de sustancias con
actividad terapéutica basados en los copolimeros (ver resumen; pagina 2, parrafo [006]; pagina 5, parrafo [019]; pagina 6,
parrafo [022]; pagina 8, parrafos [029]-[030]; pagina 9, parrafos [036]- [037]; pagina 20, parrafo [097] a pagina 21, parrafo
[0100]; pagina 87, tabla 14; reivindicaciones 14-15, 22, 31).

El documento D02, de los propios inventores, divulga polimeros peptidicos recombinantes que comprenden dominios de tipo
elastina y dominios de adhesién celular, y la aplicacién de los mismos en el desarrollo de materiales Utiles en biomedicina y
nanobiotecnologia (ver paginas 687-688, 690-693; figura 2)

El documento D03 consiste en una revision de distintos biomateriales de naturaleza peptidica. En particular, divulga biopolime-
ros recombinantes basados en motivos repetitivos tipo elastina. Estos biopolimeros comprenden también ligandos especificos
que les confieren funcionalidades particulares en relacion con la adhesion celular y el crecimiento tisular. Asimismo, D03 di-
vulga el uso de los biopolimeros en la preparacién de implantes, y vehiculos de farmacos especificamente dirigidos a tumores
(ver paginas 3, 5, 13, 18; tabla 5; figura 1).

El documento D04 divulga copolimeros que comprenden bloques peptidicos de tipo elastina, y que contienen ademas grupos
de anclaje a superficies empleados para producir superficies que mimetizan membranas (ver, resumen; pagina 7, parrafos
[89]-[94]).

1. NOVEDAD (Art. 6.1 LP 11/1986)
1.1. REIVINDICACIONES 1-27.

Se considera que D01 es el documento mas cercano al objeto de la presente solicitud en el estado de la técnica, pues anticipa
copolimeros peptidicos recombinantes que contienen motivos repetidos idénticos a algunos de los motivos comprendidos en los
biopolimeros de la invencion, en particular (VPGVG)2VPGEG(VPGVG)2 y VPGIG. Ademas, anticipa acidos nucleicos, vectores
y células para la obtencién de los polimeros por ingenieria genética, siguiendo una metodologia idéntica a la divulgada por los
inventores. También de forma analoga a la solicitud, D01 anticipa implantes biocompatibles, agentes embdlicos y vehiculos de
farmacos, comprendiendo todos ellos los mencionados biopolimeros.
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Hoja adicional

La diferencia esencial entre la presente solicitud y D01 se basa en la composicién de los biopolimeros. Los biopolimeros de
la invencién, aunque contienen los ya mencionados motivos repetidos de D01, no los presentan con los mismos grados de
repeticién, como ocurre con (VPGVG)2VPGEG(VPGVG)2. Pero sobre todo, los polimeros de la invenciéon comprenden ademas
otras secuencias peptidicas que les confieren un comportamiento fisico y quimico singular en el ambiente fisiolégico en el cual
se basan sus diferentes aplicabilidades.

Por su parte, D02 anticipa polipéptidos que contienen los motivos (VPGVG)2VPGEG(VPGVG)2, VPGIG, RGD y RDEV. En este
caso, el bloque de los polimeros de D02 que comprende (VPGVG)2VPGEG(VPGVG)2 se encuentra en un namero de repe-
ticiones dentro del rango divulgado en la solicitud. Asimismo, D02 anticipa una metodologia de obtencion de los copolimeros
recombinantes analoga a la de la invencién, y el uso de los mismos como vehiculos para la liberacién controlada de farmacos.

De nuevo, la diferencia entre la presente invencion y D02 estriba en la diferente composicion de los polipéptidos de la invencion,
los cuales presentan una mayor sofisticacion estructural y funcional.

Por lo tanto, en base a la clara diferencia existente entre los biopolimeros de la invencién y los divulgados en el estado de
la técnica anterior y a que dichos biopolimeros constituyen el elemento comdn a todos los productos, usos y procedimientos
reivindicados en la solicitud, se considera que las reivindicaciones 1-27 cumplen con el requisito de novedad (Art. 6.1 LP
11/1986).

2. ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 8.1 LP 11/1986)
2.1. REIVINDICACIONES 1-27

La presente solicitud reivindica unos copolimeros cuyo disefio se basa en elementos ya conocidos en el estado de la técnica.
Los documentos D01y D02, por ejemplo, anticipan la capacidad de polimeros con motivos de tipo elastina de gelificar al ser
sometidos a una temperatura de aproximadamente 30°C, de presentar bioactividad conferida por la inclusién de ciertos ligandos
0 secuencias peptidicas, o de actuar como vehiculos que liberan farmacos de forma controlada en el organismo.

Sin embargo, segun se desprende de la descripcién, y a partir del andlisis del estado de la técnica, un experto en la materia
puede concluir que el disefio y la construccion de biopolimeros recombinantes de tipo elastina con composiciones particulares,
que les confieren funcionalidades también particulares, no resulta obvio y requiere un esfuerzo inventivo. En consecuencia, se
considera que las reivindicaciones 1-27 cumplen con el requisito de actividad inventiva (Art. 8.1 LP 11/1986).

Los documentos D03 y D04, se refieren al estado de la técnica y no se consideran relevantes en relacién con el objeto de la
invencion.
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