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DESCRIPCION

Redes de proteina heterogéneas reticuladas con enlaces que contienen silicona, y procedimientos de produccion de
las mismas

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica la fecha de prioridad de la siguiente solicitud: la solicitud de patente de los Estados
Unidos con N° de serie 10/133.885, presentada el 26 de abril de 2002. Son solicitudes relacionadas, para las que se
reivindica la prioridad segun se requiera, la solicitud de patente de los Estados Unidos con N2 de serie 10/127.523,
presentada el 22 de abril de 2002, la solicitud de patente de los Estados Unidos con N? de serie 10/119.477,
presentada el 10 de abril de 2002; y la solicitud provisional de los Estados Unidos con N2 60/393.958, presentada el
5 de julio de 2002. Una solicitud relacionada es la solicitud con N°® de serie 10/254.364, presentada el 25 de
septiembre de 2002, que reivindica el beneficio de la solicitud provisional de los Estados Unidos con N2 60/324.709.

Campo de la invencidn

La invencién se define en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones de la descripcion que no estan
comprendidas dentro del alcance de las reivindicaciones se proporcionan solo para fines ilustrativos y no forman
parte de la presente invencion.

La presente descripcion se dirige a procedimientos para producir redes proteinicas heterogéneas biocompatibles
reticuladas con un agente de reticulacion heterogéneo que no sea glutaraldehido, preferentemente un agente de
reticulacién a base de silicona. Las a-queratinas, o queratinas de elevado peso molecular (HMWK, high molecular
weight keratin), son unas proteinas preferidas para su uso en la formacion de las redes. El agente de reticulacion
preferentemente reacciona con grupos colgantes reactivos que existen en las moléculas de queratina y, o bien no
producen producto secundario alguno, o bien producen productos secundarios biocompatibles, tal como hidrégeno,
agua y diéxido de carbono, o bien producen productos secundarios que pueden retirarse de la red.

Antecedentes de la invencidon

Las proteinas, tal como las proteinas de queratina, son beneficiosas en la curacion de tejidos epiteliales dafados.
Desafortunadamente, las propiedades quimicas y técnicas de las proteinas de queratina han estado relativamente
limitadas a las conseguidas usando quimicas oxidativas y reductivas, y reticulaciones de proteina de cadena lateral.
Existe una necesidad de proteinas, y de procedimientos para reticular proteinas, preferentemente a-queratinas, para
formar peliculas que tengan una amplia gama de propiedades quimicas y técnicas de tal modo que puedan
ampliarse las aplicaciones potenciales de materiales a base de proteina.

Los documentos EP-A-0 540 357 y US-A-5 300 285 divulgan el uso de copolimeros de proteina-silicona en el
cuidado del pelo de una persona. El fin del revestimiento para pelo en el documento EP-A-0 540 357 es afadir brillo
y textura al pelo y el documento US-A-5 300 285 describe una forma de volver a formar puentes disulfuro en el pelo
de una persona con unas condiciones menos severas. Ninguno de los documentos EP-A-0 540 357 y US-A-5 300
285, ni solos ni uno en combinacién otro, divulga o sugiere la produccioén y el uso previsto de la pelicula proteinica tal
como se define en las reivindicaciones, en particular “cicatrizacion” que es completamente diferente del uso en los
documentos EP-A-0 540 357 y US-A-5 300 285.

La invencién se define en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones de la descripcion que no estan
comprendidas dentro del alcance de las reivindicaciones se proporcionan solo para fines ilustrativos y no forman
parte de la presente invencion.

Sumario de la invencion

Se proporciona un procedimiento para fabricar una red de queratina entrelazada mediante un agente de reticulacién
a base de silicona, comprendiendo dicho procedimiento exponer una pluralidad de moléculas de a-queratina que
comprenden grupos colgantes reactivos a un agente de reticulacion a base de silicona multifuncional en unas
condiciones efectivas para formar reticulaciones de interproteina covalentes entre primeras funcionalidades reactivas
en dicho agente de reticulacion y primeros grupos colgantes reactivos en un primer grupo de dichas moléculas de a-
queratina, siendo efectivas dichas condiciones también para formar reticulaciones de interproteina covalentes entre
segundas funcionalidades reactivas en dicho agente de reticulacién y segundos grupos colgantes reactivos en un
segundo grupo de moléculas de a-queratina.

También se proporcionan redes que comprenden material proteinico que consiste esencialmente en las moléculas
de a-queratina que comprenden reticulaciones de interproteina que comprenden primeros enlaces covalentes entre
primeras funcionalidades reactivas en una pluralidad de moléculas de un agente de reticulaciéon a base de silicona y
primeros grupos colgantes reactivos en una pluralidad de primeras moléculas de a-queratina y segundos enlaces
covalentes entre segundas funcionalidades reactivas en una pluralidad de moléculas de dicho agente de reticulacion
a base de silicona y segundos grupos colgantes reactivos en una pluralidad de segundas moléculas de a-queratina.
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Descripcion detallada de la invencién

La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones de la descripcion que no estan
comprendidas dentro del alcance de las reivindicaciones se proporcionan solo para fines ilustrativos y no forman
parte de la presente invencion.

La presente descripcién se dirige hacia procedimientos para reticular proteinas, preferentemente usando agentes de
reticulacion heterogéneos que no sean glutaraldehido para formar peliculas o redes proteinicas heterogéneas. Tal
como se usa en el presente documento, la expresion “heterogéneo” hace referencia a una pelicula o red proteinica,
que comprende preferentemente moléculas de proteina que tienen un peso molecular relativamente elevado de al
menos aproximadamente 50 kDa, preferentemente de aproximadamente 50 a aproximadamente 85 kDa, o
derivados de las mismas. Las moléculas de proteina estan entrelazadas por un material de reticulacion a base de
silicona.

Los procedimientos que se describen en el presente documento pueden usarse para tratar una amplia diversidad de
proteinas para formar estructuras de red, preferentemente peliculas elastoméricas. Los ejemplos de proteinas de
origen natural adecuadas incluyen, pero no se limitan necesariamente a, queratina, colageno y elastina. Las
proteinas pueden ser naturales, sintéticas o recombinantes. Las proteinas preferidas tienen un contenido de cisteina
relativamente elevado. Las proteinas lo mas preferidas son proteinas de queratina, incluso mas preferentemente
proteinas de a-queratina, también denominadas a veces queratinas de elevado peso molecular (HMWK).

Una fuente preferida de proteinas de queratina es el pelo o pelaje. El pelo puede ser animal o humano. Las
queratinas se definen, de manera imprecisa, como las proteinas endurecidas e insolubilizadas que se hallan en las
células epidérmicas de los vertebrados. El pelo humano estd compuesto casi completamente de queratinas.

El pelo humano tiene una cuticula, que es una capa externa tubular resistente constituida por células aplanadas
dispuestas en un patrén de solapamiento escamoso. El volumen interno del pelo se denomina el cortex y se
construya a partir de células alargadas que estan densamente apretadas con queratinas fibrosas. Las queratinas
fibrosas estan dispuestas en haces a los que se hace referencia como microfibrillas y poseen una estructura terciaria
a-helicoidal. Las microfibrillas estan unidas entre si con una matriz de queratina amorfa.

La matriz de queratina amorfa y las microfibrillas varian en funcién y composicién. La matriz es la “cola” que
mantiene juntas las microfibrillas. Esta “cola” de matriz tiene un contenido de azufre elevado, y esta compuesta por
queratinas de bajo peso molecular (LMWK) que habitualmente tienen un peso molecular promedio de de
aproximadamente 10 a aproximadamente 15 kDa. Las microfibrillas estdn compuestas por queratinas de elevado
peso molecular (HMWK) que tienen un contenido de azufre relativamente mas bajo, pero que tienen un peso
molecular promedio mas elevado de habitualmente de aproximadamente 50 a aproximadamente 85 kDa. Las HMWK
y las LMWK varian en propiedades quimicas, tal como la reactividad y la solubilidad.

La presencia de reticulaciones de disulfuro que forman una red tridimensional de cadenas de polipéptido
proporciona, en gran parte, su integridad estructural a las queratinas. Esta estructura de red vuelve las queratinas
insolubles. Las queratinas pueden hacerse, no obstante, solubles en agua mediante la destruccion de esta
estructura tridimensional a través de escision de enlace de disulfuro. La escision de enlace de disulfuro puede
realizarse o bien de forma oxidativa, o bien de forma reductiva o bien usando alguna combinacién de ambos tipos de
escision de enlace. La escision de enlace oxidativa con perdxido de hidrogeno, por ejemplo, da como resultado la
formacion de residuos acido sulfénico producidos a partir de cistina. El material producido usando peréxido de
hidrégeno para la escision de enlace de disulfuro es sumamente iénico y tiene una excelente solubilidad en agua. La
escision de enlace reductiva con mercaptoetanol, por ejemplo, da como resultado la formacion de residuos cisteina
producidos a partir de cistina. El material producido usando esta técnica reductiva es sumamente reactivo y volvera
a reticularse facilmente.

Escision de enlace de disulfuro y extracciéon de queratina

Las proteinas, preferentemente a-queratinas, pueden procesarse y/o aislarse de cualquier forma que vuelva las
mismas lo bastante solubles en los medios de reaccién para que tengan lugar una reaccién o reacciones de
reticulacion. Un nimero de las reacciones que se describen a continuaciéon requieren un disolvente anhidro. Los
expertos en la materia reconoceran que los disolventes anhidros incluyen un gran nimero de disolventes,
incluyendo, pero sin limitarse necesariamente a, 1,2,-dimetoxietano, dimetilformamida, dimetilsulféxido (DMSQO), N-
metil pirrolidona, y otros. En general, las reacciones requieren la presencia de al menos algo de agua.

Oxidacion/Reduccién de Residuos Cistina

Las queratinas pueden usarse como un material fuente (por ejemplo, pelo humano), y el pelo puede oxidarse
mediante un agente oxidante adecuado. Los agentes oxidantes adecuados incluyen, pero no se limitan
necesariamente a, peroxido de hidrogeno, acido peracético, percarbonatos, persulfatos, diéxido de cloro, peréxido
de sodio y de calcio, perboratos e hipoclorito. Los oxidantes se usan a una concentracion de hasta
aproximadamente un 35 %, preferentemente a de aproximadamente un 0,1 % a aproximadamente un 10 %. La
oxidacion preferentemente tiene lugar a temperaturas de reflujo.

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2460926 T3

En una realizacién preferida, el pelo se trata con peroxido de hidrégeno (H20z), a de aproximadamente un 0,1 % a
aproximadamente un 10 %, lo mas preferentemente un 1 %, con el fin de alterar la cuticula e hinchar el material
fuente de queratina. Este proceso también convierte una cierta fraccion de los residuos cistina en grupos acido
sulfénico. La cantidad de oxidacién puede controlarse haciendo que varie el tiempo de oxidacion, preferentemente
de aproximadamente 0 horas a aproximadamente 4 horas, a la vez que se retienen las otras condiciones de la
constante de reaccién de oxidacion. Estas condiciones incluyen la concentracion y el tipo de oxidante, la
temperatura y la relaciéon de los medios de extraccion con respecto al material fuente de queratina. Después de que
la reaccion se haya completado, el pelo oxidado se filtra y se lava, preferentemente con agua desionizada. El filtrado
se desecha y se deja secar el pelo.

Cuando se mantienen constantes otras condiciones de oxidacién, la tasa de conversién de cistina en residuos acido
sulfénico es aproximadamente proporcional a la cantidad de tiempo que se usa para la oxidacion. Las cistinas
residuales en los sélidos de queratina oxidizada resultantes se convierten en otros restos que contienen azufre
usando técnicas reductivas. Preferentemente, el grupo cistina con puentes disulfuro se convierte en un grupo tiol,
que tiene utilidad por si mismo, o puede modificarse usando una diversidad de técnicas quimicas.

Reaccién con un agente reductor

Si esta oxidado, el pelo oxidado se trata preferentemente con un agente reductor. El tratamiento de proteinas de
queratina oxidadas con agentes reductores facilita la formacién de cisteina a partir de cistina, pero tiende a dejar los
grupos previamente oxidados sin alteracion. Los agentes reductores adecuados incluyen, pero no se limitan
necesariamente a, acido tioglicdlico y sales del mismo, mercaptoetanol, ditiotreitol, tioglicerol, acido tiolactico,
glutatién, cisteina, sulfuro de sodio y sulfhidrato de sodio. Los agentes reductores preferidos son acido tioglicélico y
mercaptoetanol, lo mas preferentemente acido tioglicdlico.

Con el fin de tratar el pelo oxidado con el agente reductor, el pelo previamente oxidado se suspende en el agente
reductor habitualmente a una concentracion de hasta aproximadamente 10 N, preferentemente de aproximadamente
0,1 Ny 1 N; a un pH mayor que aproximadamente 7, preferentemente igual a o mayor que 9, lo mas
preferentemente 9; una temperatura de de aproximadamente 25 a aproximadamente 80 °C, preferentemente de
aproximadamente 60 °C, preferentemente durante un periodo de tiempo de de aproximadamente 1 a
aproximadamente 72, lo mas preferentemente de aproximadamente 24 horas. La reaccion tiene lugar bajo una
atmasfera inerte, preferentemente nitrégeno. La fraccion liquida se separa de cualesquiera solidos restantes usando
medios conocidos, incluyendo, pero sin limitarse necesariamente a, filtracién, o canulaciéon y /o centrifugacion,
preferentemente bajo una atmésfera inerte. Un procedimiento preferido de separacién es la filtracién. Una vez que
se han retirado los sélidos, las proteinas de queratina solubles se aislan de la soluciéon mediante la adicién de un no
disolvente miscible en agua, o mediante secado por pulverizaciéon. Los no disolventes miscibles en agua incluyen,
pero no se limitan necesariamente a, etanol, metanol, alcohol isopropilico, tetrahidrofurano, acetona, dioxano y
similares, de nuevo bajo una atmésfera inerte. Un no disolvente preferido es el etanol. El precipitado se separa del
no disolvente usando medios conocidos, preferentemente por filtracion y enjuagado usando alicoutas adicionales del
no disolvente. Las proteinas de queratina resultantes se secan usando técnicas conocidas, preferentemente durante
una noche a vacio a temperatura ambiente. Este proceso da como resultado que las queratinas tengan tanto grupos
acido sulfénico como grupos tiol.

Los tioles poseen unas reactividades similares a los alcoholes, y pueden usarse para realizar una multitud de
reacciones quimicas conocidas, tal como las que se describen por McMurry, J., Organic Chemistry, Brooks / Cole
Publishing Co., Monterey, CA (1984); Scudder, P. H., Electron Flow in Organic Chemistry, John Wiley & Sons, Nueva
York, NY (1992); Stowell, J. C., Intermediate Organic Chemistry, John Wiley & Sons, Nueva York, NY (1994). La
relacién del &cido sulfénico con respecto al tiol se controla principalmente por la cantidad de sitios reactivos
primarios que sigan existiendo después de la oxidacion. Por supuesto, la tasa de reduccion también se vera
afectada por la concentracién o concentraciones de reactivos, la temperatura o temperaturas de reaccion y el tiempo
o tiempos de exposicién.

Extracciéon reductiva/reductiva

También se conocen quimicas reductivas para la escision de enlace de disulfuro en las queratinas: véase Wardell, J.
L., “Preparation of Thiols” en The Chemistry of the Thiol Group, Patai, S. (Editor), paginas 163-353, John Wiley &
Sons, Nueva York, NY (1974). Las HMWK pueden extraerse a partir de pelo usando al menos dos extracciones
reductivas, segun se describe en Crewther, W. G., Fraser, R. D. B., Lennox, F. G., y Lindley, H., “The Chemistry of
Keratins” en Advances in Protein Chemistry, Anfinsen, C. B., Jr., Anson, M. L., Edsall, J. T. y Richards, F. M.
(Editores), Academic Press, Nueva York, paginas 191-346 (1965).

Los agentes reductores adecuados incluyen, pero no se limitan necesariamente a, acido tioglicélico y sales del
mismo, mercaptoetanol, ditiotreitol, tioglicerol, acido tiolactico, glutation, cisteina, sulfuro de sodio y sulfhidrato de
sodio. Los agentes reductores preferidos son acido tioglicélico y mercaptoetanol, lo mas preferentemente acido
tioglicdlico.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2460926 T3

Con el fin de reducir y extraer de manera selectiva las proteinas deseadas, el pelo (o otra fuente de proteina) se
suspende en un agente reductor a una concentracién de de aproximadamente 0,1 N a aproximadamente 10 N,
preferentemente de aproximadamente 1,0 N. Un suave hinchamiento de fibras de pelo se consigue a un pH de
aproximadamente 9 o mas, preferentemente a un pH de de aproximadamente 9 a aproximadamente 10,5. Por lo
tanto, la reduccion inicial tiene lugar a una temperatura ambiente de de aproximadamente 20 a aproximadamente
100 °C, preferentemente a aproximadamente 25 °C. El periodo de tiempo requerido para lograr la primera reduccion
es de aproximadamente 4 a aproximadamente 24 horas, o mas preferentemente de aproximadamente 12 horas. La
reaccion tiene lugar bajo una atmdésfera inerte, preferentemente nitrégeno. La fraccién liquida se separa de los
sélidos restantes usando medios conocidos, incluyendo, pero sin limitarse necesariamente a, filtracion, canulacion,
y / o centrifugacion, preferentemente bajo una atmoésfera inerte. Un procedimiento preferido de separacion es la
filtracion.

Una segunda extraccion se realiza sobre los sélidos reducidos usando un agente de hinchamiento adecuado,
preferentemente urea, bases tal como hidréxido de amonio, hidréxido de sodio o hidréxido de potasio. Un agente de
hinchamiento lo méas preferido para esta segunda extraccion es urea concentrada. La segunda extraccion retira de
manera efectiva las a-queratinas fibrosas reducidas del interior de la cuticula. La segunda extraccién tiene lugar en
urea de aproximadamente 1 M a aproximadamente 10 M, preferentemente urea de aproximadamente 7 M, durante
un periodo de al menos aproximadamente 1 hora, preferentemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 72
horas, lo mas preferentemente de aproximadamente 24 horas. La segunda extraccion tiene lugar a temperatura
ambiente, pero puede tener lugar a unas temperaturas de de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 100 °C,
preferentemente de aproximadamente 25 °C. La fraccion liquida se separa de la cuticula intacta y vacia, usando
medios conocidos. Los medios adecuados incluyen, pero no se limitan necesariamente a, filtracién, canulacién y / o
centrifugacién, preferentemente bajo una atmésfera inerte. Un procedimiento preferido de separacion es la filtracion.

Una vez que se ha retirado la cuticula, las proteinas de queratina extraidas pueden retenerse en solucion para su
uso adicional, o estas pueden aislarse de la solucién mediante la adicién a un no disolvente miscible en agua, o
mediante secado por pulverizacion. Los no disolventes miscibles en agua incluyen, pero no se limitan
necesariamente a, etanol, metanol, alcohol isopropilico, tetrahidrofurano, acetona, dioxano y similares, de nuevo
bajo una atmoésfera inerte. Un no disolvente preferido es el etanol. El precipitado se separa del no disolvente usando
medios conocidos, preferentemente por filtracién y enjuagado usando alicoutas adicionales del no disolvente. Las
proteinas precipitadas se secan usando técnicas conocidas, preferentemente durante una noche a vacio a
temperatura ambiente. Las proteinas de queratina secas se muelen hasta dar un polvo, al que a veces se hace
referencia como “polvo de HMWK”.

Agentes de reticulacion a base de silicona

En una realizacion lo mas preferida, el agente de reticulacion es un material a base de silicona multifuncional. Las
siliconas son una familia de materiales biocompatibles que se han usado en una miriada de aplicaciones médicas. El
revestimiento de gel de silicona, una forma de polimero de silicona ligeramente reticulado, promueve la cicatrizacion
y disminuye el grado de formacién de cicatriz hipertréfica. La tecnologia de la quimica de la silicona es variada y (til,
en particular con respecto a la formacién de elastémero, debido a que se han desarrollado muchas modalidades de
reticulacion. Thomas, D. R., “Cross-linking of Polydimethylsiloxanes”; en Siloxane Polymers, Clarson, S. J. y
Semlyen, J. A. (Editores), PTR Prentice Hall, New Jersey, paginas 567-615 (1993). Muchas de estas quimicas de
reticulacién pueden adaptarse para su uso en otros sistemas de tal modo que se han producido redes
interpenetrantes y de copolimero que comprenden al menos algo de silicona. Los atributos de cicatrizacion
beneficiosos de los biomateriales de silicona, combinados con su quimica flexible, los hacen candidatos ideales para
reticular biomateriales a base de queratina.

Las siliconas son bioinertes y resilientes en los sistemas biolégicos. Un agente de reticulacion bioinerte tiene la
ventaja de mantener el sigilo biolégico del sistema del cual este es una parte. La combinacion de queratinas con
agentes de reticulacion a base de silicona combina la eficacia de cicatrizacion de ambos biomateriales sin
comprometer la biocompatibilidad inherente de las queratinas.

Son agentes de reticulaciéon de silicona, o polisiloxanos, adecuados, las moléculas que tienen uniones de Si-O
recurrentes:

R2
R O — 8i R4
| J,
R2
en las que n es de aproximadamente 1 a agroximadamente 50,y R', R? R® y R* pueden ser una gran diversidad de
grupos, en los que al menos dos de R', R, R® y R* comprenden una “funcionalidad reactiva”, que se define como
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una funcionalidad que es reactiva hacia grupos colgantes reactivos en las moléculas de proteina que van a
entrelazarse. Las funcionalidades reactivas adecuadas comprenden uno o mas restos reactivos seleccionados de
entre el grupo que consiste en enlaces carbono-carbono insaturados reactivos, oxigenos reactivos, nitrogenos
reactivos, azufres reactivos y halégenos reactivos. Las funcionalidades reactivas preferidas incluyen, pero no se
limitan necesariamente a, enlaces carbono-carbono insaturados reactivos, grupos hidrido, grupos hidroxilo, grupos
alquilamina, grupos alquilmercapto, grupos alcoxi, grupos trifluoroalquilo, en los que el resto alquilo comprende de
aproximadamente 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono. Un trifluoroalquilo preferido es un grupo
trifluoropropilo; un grupo alcoxi preferido es un grupo epoxi, y un enlace carbono-carbono insaturado preferido es un
grupo vinilo.

Los ejemplos de grupos R', R?, R® y R* adecuados, algunos de los cuales son funcionalidades reactivas y algunos
de los cuales no lo son, incluyen, pero no se limitan necesariamente a, hidrégeno; grupos heteroalquilo y alquilo
ciclicos, lineales y ramificados que tienen de aproximadamente 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono,
comprendiendo dichos grupos tanto grupos no sustituidos como grupos sustituidos con al menos una funcionalidad
reactiva, en los que dichos grupos heteroalquilo comprenden uno o mas heteroatomos seleccionados de entre el
grupo que consiste en nitrégeno, oxigeno y azufre; grupos heteroalquenilo y alquenilo ciclicos, lineales y ramificados
que tienen de aproximadamente 2 a aproximadamente 6 atomos de carbono, y versiones funcionalizadas con
mercapto de los mismos e hibridos de resonancia de los mismos, comprendiendo dichos grupos tanto grupos no
sustituidos como grupos sustituidos con al menos una funcionalidad reactiva; grupos carboxilo y sales, ésteres y
amidas de los mismos que comprenden grupos alquilo ciclicos, lineales y ramificados, grupos heteroalquilo, grupos
alquenilo y grupos heteroalquenilo que tienen de aproximadamente 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono en
los que dichos grupos hetero comprenden uno o mas heteroatomos seleccionados de entre el grupo que consiste en
nitrégeno, oxigeno y azufre; grupos aromaticos; alcanoles y alquenoles que tienen de aproximadamente 1 a
aproximadamente 6 atomos de carbono; alcanolamidas y alquenol amidas que tienen de aproximadamente 1 a
aproximadamente 6 atomos de carbono; y combinaciones de los mismos; grupos alcoxi (a los que a veces se hace
referencia en el presente documento como “alquil éteres”) que comprenden uno o mas restos alquilo que tienen un
total de de aproximadamente 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono, grupos hidrido y grupos hidroxilo. Los
grupos heteroalquilo preferidos incluyen, pero no se limitan necesariamente a, grupos acetoxi, grupos silano que
comprenden opcionalmente uno o mas sustituyentes alquilo que tienen un total de de aproximadamente 1 a
aproximadamente 6 atomos de carbono, y combinaciones de los mismos. Los grupos alcoxi preferidos incluyen, pero
no se limitan necesariamente a, grupos epoxi.

Preferentemente, R’ y R* son restos que comprenden funcionalidades reactivas que estan adaptadas para
reaccionar con grupos funcionales complementarios en las moléculas de protelna que van a entrelazarse,
preferentemente moléculas de a-queratina. En una realizacién preferida, R' y R* estan seleccionados
independientemente de entre el grupo que consiste en hidrogeno, grupos alquilo lineales, ramificados o ciclicos que
tienen de aproximadamente 1 a aproximadamente 6 &atomos de carbono, grupos alquenilo que tienen de
aproximadamente 2 a aproximadamente 6 atomos de carbono, grupos hidrido, grupos alcoxi que comprenden uno o
mas grupos alquilo que tienen un total de de aproximadamente 1 a aproximadamente 6 dtomos de carbono, grupos
hidroxi, grupos alquilamina, grupos alqunmercapto grupos acrilato, grupos metacrilato, grupos halo, grupos acetoxi y
grupos epoxi. En una realizacion mas preferida, tanto R' como R comprenden un resto seleccionado de entre el
grupo que consiste en grupos vinilo y grupos epoxi. Lo mas preferentemente, R' y R* comprenden el mismo resto
seleccionado de entre el grupo que consiste en grupos vinilo y grupos epoxi; y

En una realizacion preferida, R? y R® estan seleccionados independientemente de entre el grupo que consiste en
hidrégeno, grupos cicloalquilo, grupos vinilo, grupos hidrido, grupos trifluoroalquilo, grupos fenilo, grupos alquno
grupos alcoxi, grupos alquilmercapto y grupos alquilamina; con la condicién de que, cuando uno de R? 0 R®es un
grupo vinilo, el otro de R2 0 R” es un grupo que no sea un grupo hidrido; y, cuando uno de R? 0 R%®es un 9rupo
hidrido, el otro de R? o R® es un grupo que no sea un grupo vinilo. En una realizacion incluso mas preferlda R

son preferentemente grupos relativamente inertes. Lo mas preferentemente, al menos uno de R? y R® es un grupo
alquilo, mas preferentemente un grupo metilo.

Los productos de silicona comercialmente disponibles incluyen, pero no se limitan necesariamente a, polimeros y
copolimeros de polisiloxi vinil funcionales, alcoxi funcionales (preferentemente epoxi funcionales), alquilamino
funcionales, hidroxilo funcionales y alquilmercapto funcionales, que estan disponibles, por ejemplo, de Gelest, Inc.,
Tullytown, PA, o pueden hacerse usando procedimientos conocidos, tal como los que se describen en Thomas, D.
R., “Cross-linking of Polydimethylsiloxanes”, en Siloxane Polymers, Clarson, S. J. y Semlyen, J. A. (Editores), PTR
Prentice Hall, New Jersey, paginas 567-615 (1993). Los productos vinil funcionales comercialmente disponibles lo
mas preferidos en general estan disponibles en unos pesos moleculares que varian de aproximadamente 363 a
aproximadamente 5.500, con unos pesos moleculares preferidos que son de aproximadamente 500 a
aproximadamente 3500.

Un agente de reticulacion preferido es el copolimero de epoxiciclohexilo que se analiza con mas detalle a
continuacién. Mas preferida es la silicona terminada en epoxipropoxipropilo que se analiza con mas detalle a
continuacion. Los agentes de reticulacion lo mas preferidos son siliconas terminadas en vinilo. Estos agentes de
reticulacion pueden obtenerse, por ejemplo de Gelest, Inc., Tullytown, Pa., o prepararse usando procedimientos
conocidos.
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El copolimero de (epoxiciclohexiletil)metilsiloxano-dimetilsiloxano en general esta disponible en unos pesos
moleculares que varian de 500 a 50.000, con unos pesos moleculares preferidos que son de aproximadamente 650
a aproximadamente 3500. El copolimero de (epoxiciclohexiletil)metilsiloxano-dimetilsiloxano tiene la siguiente
estructura general:

R4 =i Ré
| | |
nz.E_ Si —oHSi—O {I— Si —R?
| " " |
RS R7

en la que m y n suman un total de de aproxmadamente 5a aproxmadamente 50; R? y R? pueden ser cualquiera de
los grupos que se enumeran como grupos terminales R y R en la férmula general para los agentes de reticulacion
de silicona dados al comienzo de esta seccion, y R' y R*-R’ pueden ser cualquiera de los sustituyentes que se
enumeran como los sustituyentes de Si R? y R3 en la formula general para los agentes de reticulacién de silicona
dados al comienzo de esta seccion. Preferentemente, R’ y R*-R” estan seleccionados de entre el grupo que conS|ste
en grupos alquilo que tienen de aproxmadamente 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono. R' es
preferentemente un grupo metilo; R*-R’ son preferentemente grupos metilo. Un copolimero de
(epoxiciclohexiletil)metilsiloxano-dimetilsiloxano preferido, que esta comercialmente disponible de Gelest, tiene la
siguiente estructura general:

)

¢H,
o, om o cH
}gc—P?i-o—];P?i-o{n—?i—cm
CH CH, CH

Los agentes de reticulacion a base de silicona preferidos reaccionan con grupos reactivos en las moléculas de
proteina para producir productos secundarios biocompatibles, preferentemente hidrégeno, agua, diéxido de carbono,
y / o cualquier otro producto secundario biocompatible que se metaboliza o se excreta facilmente, se retira la red, o
al menos no es toxico para el cuerpo humano. Los agentes de reticulacion a base de silicona adecuados tienen o
bien dos o més de las mismas funcionalidades reactivas, o bien dos o mas funcionalidades reactivas diferentes. Los
agentes de reticulacion a base de silicona preferidos tienen dos 0 mas del mismo grupo funcional.

Formacién de red

Los tioles y otros restos quimicos contenidos en residuos aminoacido tienen utilidad como sitios labiles para
reacciones de reticulacién para formar redes de proteina, preferentemente redes que tienen las propiedades de una
pelicula elastomérica. Las redes preferidas se fabrican usando proteinas de HMWK.

Una vez que se han determinado el agente o agentes de reticulacion deseados, proteinas, preferentemente
proteinas de HMWK, se disuelven en un disolvente adecuado. Para la mayor parte de las reacciones, un disolvente
preferido es un disolvente acuoso. En el caso de los agentes de reticulacion a base de silicona, un disolvente
preferido es un disolvente anhidro que comprende una base. Preferentemente, aproximadamente 2 g de polvo de
HMWK se mezclan en el disolvente que contiene una base adecuada, y la mezcla se agita y se calienta hasta una
temperatura efectiva para disolver la queratina, habitualmente no mas de 60 °C. El pH de la soluciéon se mantiene a
aproximadamente 9 a 11 usando una base adecuada. Las bases adecuadas incluyen, pero no se limitan
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necesariamente a, hidréxido de amonio, hidréxido de sodio e hidréxido de potasio, preferentemente hidroxido de
amonio. Al menos aproximadamente un 5 % en peso, preferentemente aproximadamente un 10 % en peso, en
relacién con la queratina, de un agente de reticulacion multifuncional se afiade a la mezcla, formando una solucion
de precursor de red. Dependiendo del agente de reticulacion, puede afadirse un catalizador o promotor. La solucién
de precursor de red se distribuye a lo largo de un molde o superficie apropiado, preferentemente hasta un espesor
de de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 mm, y se cura mediante la exposiciéon a una energia adecuada, tal
como una lampara de calor, un autoclave, microondas o una lampara UV. En una realizacién preferida para fabricar
peliculas que comprenden un agente de reticulacién a base de silicona, las soluciones se irradian durante un periodo
de de aproximadamente 1 horas a aproximadamente 8 horas, preferentemente de aproximadamente 2 horas bajo
una lampara UV (A = 365 nm) y a continuacion se secan bajo una lampara de calor efectiva para producir una
temperatura de al menos aproximadamente 60 °C durante un periodo de de aproximadamente 30 minutos a
aproximadamente 300 minutos, preferentemente de aproximadamente 4 horas.

Como alternativa, la queratina se disuelve en agua y la silicona se disuelve en una solucion separada de disolvente
organico miscible en agua. Los disolventes organicos adecuados incluyen etanol, metanol, alcohol isopropilico,
acetona, tetrahidrofurano y dimetilsulfoxido. Las dos soluciones se mezclan a continuacion y una pelicula se cuela a
partir de la mezcla resultante.

Reacciones de reticulacion

La reticulaciéon de las proteinas y la formacién de red tienen lugar, en general, cuando un agente de reticulacién a
base de silicona que es al menos difuncional, o tiene al menos dos grupos reactivos, se usa para reticular entre
grupos colgantes reactivos en dos moléculas de queratina diferentes. Los reactivos a base de silicona crean un
puente entre moléculas de queratina, o una reticulacion interproteina, y de este modo producen una red
tridimensional.

Las proteinas comprenden aminodcidos, que en general tienen la formula:

COCg9

H39+H

La tabla 1 resume los residuos aminoacido hallados en el pelo humano, por ejemplo, y muestra los grupos “R'
asociados con cada residuo.

Tabla 1. Cantidades promedio clasificadas de aminoacidos en el pelo humano
S 1 Punto Isoeléctrico | Composicion en Porcentaje
Aminoacido Grupo R Naturaleza| pKa (pH) en el Pelo
Cisteina H-S-CH- No polar 8,4 5,02 17,3
Ao 0
lﬁgg&o il Polar 4,5 3,22 13,9
d HO—C—CH,—CH,
II~IJH
Arginina NH,—C—N—{CH, Polar 12,5 11,15 9,85
I
H
Serina HO-CHa- Polar  [Ninguno 5,68 9
OH
Treonina | Polar  [Ninguno 5,64 7,75
CH;—CH—
CH3\
Leucina /CH—CHz—— Hidréfoba |Ninguno 5,98 7,35
CH;
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(continuacién)
Tabla 1. Cantidades promedio clasificadas de aminoacidos en el pelo humano

Aminoécido Grupo R Naturaleza| pKa Punto Isoeléctrico | Composicién en Porcentaje
(pH) en el Pelo
CH2--..
Prolina CHZ Hidréfoba |Ninguno 6,3 6,95
CH;™
. Q‘Zﬂio T Polar 45 2,77 5,8
HO—C—CH,—
CH\
Valina CH— Hidréfoba |Ninguno 5,96 5,7
CH3/
CH;
Isoleucina , Hidréfoba |Ninguno 5,94 4,75
CH;-CH,-CH—
Glicina H- No polar |Ninguno 5,65 4,15
Fenilalanina CHy— Hidréfoba [Ninguno 5,48 3
Alanina CHs- Hidréfoba |Ninguno 6 2,8
Tirosina H04©—CH Hidréfoba |Ninguno 5,66 2,6
Lisina NHz-(CHz)4- Polar 10,4 9,59 2,5
N
Histidina 41\)—&1 — Aromatica| 6,2 7,47 0,9
|
H
Metionina CH3-S-CH»>-CH Hidréfoba |Ninguno 5,74 0,85
& CH
Triptofano N Hidréfobo |Ninguno 5,89 0,85
H

El aminoacido méas abundante en el pelo humano es la cisteina, la cual se encuentra en forma de grupos cistina con
puentes disulfuro. Tal como se ha analizado en lo que antecede, este grupo puede convertirse en otros restos que
contienen azufre, lo mas en particular tiol. Tedricamente, los tioles pueden hacerse reaccionar con los extremos
reactivos de un agente de reticulacion usando un nimero de técnicas quimicas, tal como las que se describen en S.
Patai (Ed.), The Chemistry of the Thiol Group, Partes 1 y 2, John Wiley & Sons, Nueva York, NY (1974). Otros
escenarios de reaccion, tal como los que se dirigen hacia la sintesis de polimeros, también son UGtiles para convertir
grupos tiol y otros grupos colgantes en una mezcla de residuos funcionales deseables, incluyendo los que se
describen en Rempp, P. y Merrill, E. W., Polymer Synthesis, Huethig & Wepf Verlag Basel, Heidelberg, Alemania
(1986); Young, R. J. y Lovell, P. A., Introduction to Polymers, Chapman & Hall, Londres (1991); Odian, G., Principles
of Polymerization, John Wiley & Sons, Nueva York, NY (1991).

Ademas de la cisteina, los siguientes aminoacidos tienen grupos colgantes que comprenden nitrégeno u oxigeno
que pueden ser Utiles como grupos colgantes reactivos; arginina, serina, acido glutamico, treonina, acido aspartico,
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lisina, asparagina, glutamina, tirosina, triptéfano e histidina. Cuando la proteina es a-queratina, residuos aminoacido
preferidos que comprenden grupos colgantes reactivos para la reticulacion son cisteina, arginina, serina, y acido
glutéamico, lo més preferentemente cisteina y arginina.

Los agentes de reticulacion a base de silicona comprenden al menos dos funcionalidades reactivas. Por
conveniencia, a veces se hace referencia a los agentes de reticulacién que se describen en el presente documento
como “di-” funcional. No obstante, a menos que se reivindique expresamente o0 se indique expresamente que un
agente de reticulacion es solo difuncional, ha de entenderse que los agentes de reticulacién que se describen en el
presente documento también pueden ser multifuncionales, por ejemplo, di-, tri-, tetra-, etc.

Sin limitar la invencidén a una teoria 0 mecanismo de accion particular, a menos que se reivindique expresamente,
las siguientes son reacciones quimicas de reticulacion implicadas en la produccién de las redes de proteina
reticuladas heterogéneas:

Produccién de tioéter

Una modificacion reductiva preferida es la formacion de un anién de tiolato, seguida por una sustitucion nucledfila
empleando un grupo saliente apropiado, dando un tioéter, preferentemente un tioéter alcoxi funcional (o un tioéster).
Un tioéter alcoxi funcional preferido es un tioéter epoxi funcional. La reaccién general se muestra a continuacion:

5 ;

R'R2N-C——OR® +  XR¢ — Fl'FI2N—CJ'LOH3 + X

s- |
|
R4

en las que R' y R? comprenden entidades seleccionadas de entre el grupo que consiste en hidrégeno y el resto de la
porcion N-terminal de la molécula de proteina; R3 comprende el resto de la porcién carboxi-terminal de la molécula
de proteina; vy, R* es un grupo adaptado para formar un tioéter, preferentemente un tioéter alcoxi funcional. Los
grupos R* adecuados comprenden un “extremo de sustitucion”, que se enlaza con el azufre y un “extremo reactivo”
que reacciona con el agente de reticulacion. Los extremos de sustitucion adecuados incluyen, pero no se limitan
necesariamente a, grupos alquilo no sustituidos y halosustituidos y grupos alquileno que tienen de aproximadamente
1 a aproximadamente 8 atomos de carbono, incluyendo hibridos de resonancia, tal como grupos alilo y grupos arilo
no sustituidos y halosustituidos. Los extremos reactivos adecuados incluyen, pero no se limitan necesariamente a,
grupos acilo, y polialquiléteres que contienen de aproximadamente 1 a 50 grupos de repeticion, grupos silano y
grupos silicona. Los extremos reactivos preferidos incluyen, pero no se limitan necesariamente a, grupos carboxilo,
grupos hidroxilo y grupos alcéxido. Un extremo reactivo lo mas preferido es un grupo epoéxido. En la férmula
precedente, X puede ser cualquier grupo saliente apropiado. Los grupos salientes adecuados incluyen, pero no se
limitan necesariamente a, grupos haluro, grupos tosilato, grupos acetato, grupos hidroxilo, grupos alcoxi y grupos
amina. Los grupos X preferidos son haluros, lo mas preferentemente cloro. En una realizacion lo mas preferida, XR*
es epiclorhidrina.

El anion de tiolato puede generarse a partir de tiol, o de forma mas directa a partir de la materia prima de proteina
soluble en agua, preferentemente una materia prima de queratina, mediante reaccién con un nucledfilo reactivo. Los
nucleofilos adecuados incluyen sales de sulfuro funcionales de alquilo y arilo, sulfonatos, isocianatos, tiocianatos,
haluros, sulfhidrato, hidroxido, alcéxidos, azidas y acetatos, preferentemente sales de sulfuro de alquilo y arilo,
sulfhidrato, hidréxido, alcoxidos, azidas y acetatos. Un nucledfilo lo mas preferido es el sulfuro de sodio.

La reaccién en la que RX es epiclorhidrina se muestra a continuacion:
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0
R'HN— CH — Ic!‘--——osa2 +  Cl— CH, Cﬁ O\CHz
b
| .
RIHN— CH— ﬂ——— OR?
G
:
o + CF

/CH
o,

en las que R' y R® son el resto de la molécula de proteina soluble en agua de la cual la cisteina es una parte.

0

Con el fin de formar las proteinas solubles en agua funcionalizadas con epdxido precedentes, preferentemente
queratinas solubles en agua, en primer lugar se produce un material fuente de queratina soluble en agua,
preferentemente segln se ha descrito en lo que antecede. Las queratinas solubles en agua a continuacién se
exponen a una solucion de “RX”, preferentemente epiclorhidrina, en solucién acuosa a un pH de de
aproximadamente 9 a aproximadamente 11. El RX se encuentra habitualmente a una concentracién de hasta
aproximadamente un 20 por ciento en moles en relacién con la queratina, preferentemente de aproximadamente un
5 a un 10 por ciento en moles en relaciéon con la queratina, lo mas preferentemente de aproximadamente un 10 % en
moles. El pH es mayor que aproximadamente 7, preferentemente mayor que aproximadamente 9. La temperatura es
de aproximadamente 20 a aproximadamente 100 °C, preferentemente de aproximadamente 60 °C. La reaccion
continda durante un periodo de tiempo de de aproximadamente 1 a aproximadamente 72 horas, lo mas
preferentemente de aproximadamente 24 horas. El resultado son grupos tiol epoxidizados.

En una realizacion mas preferida, las queratinas epoxidizadas se curan para dar un elastémero usando agentes de
reticulacion a base de silicona multifuncionales, tal como siliconas amino funcionales, que estan disponibles de
Gelest, Inc. (Tullytown, PA). La reaccién es segun sigue:

° 0
I
n!l-m-?-n—cl,_onz FHR 3 o o rs
(CHy),
(la-"}’ + ls . NS O — Si — AT,
r i R
o ) i
s <

o\l 0\I

2
E:

11



10

15

20

25

30

ES 2460926 T3

R
j i
|

o=¢C R hoH
| l

m—mﬂs-d-m,—?-t—mr—w 0— & FNH, — %—T—m-s—m "'T
| —
HN s 'L " OH \l:-—o
| o
o |
R
Péptido A Péptido B

en las que R' y R? son el resto de la proteina soluble en agua “A” que porta una cisteina funcionalizada con epoxi;
R y R* son el resto de la molécula de proteina soluble en agua B que porta una cisteina funcionalizada con epoxi;
R® y R® son preferentemente grupos alquilo que tienen de aproxmadamente 1 a aproximadamente 6 atomos de
carbono, lo mas preferentemente grupos n-propileno; y R® y R’ estan seleccionados independientemente de entre
los grupos que se han descrlto en lo que antecede en la férmula general Para los agentes de reticulacién de silicona,
especificamente R? y R® de los mismos. Lo mas preferentemente, R® y R’ son grupos relativamente inertes, tal como
grupos metilo. A pesar de que es tedricamente posible que la molécula de proteina soluble en agua A y B sea la
misma molécula, se prefiere que las proteinas A y B sean moléculas diferentes en la totalidad de las realizaciones
que se describen en el presente documento, preferentemente diferentes moléculas de a-queratina solubles en agua.

Con el fin de realizar esta reaccion, las queratinas se disuelven en agua y la silicona se disuelve en un disolvente
organico miscible en agua separado. Los disolventes organicos adecuados incluyen etanol, metanol, alcohol
isopropilico, acetona, tetrahidrofurano y dimetilsulfoxido. Las dos soluciones se mezclan, junto con un catalizador
apropiado si es necesario, y la mezcla se cuela para dar una pelicula. El secado de la pelicula puede lograrse
mediante secado con aire, o acelerarse mediante la aplicacién de calor o vacio. El curado se logra mediante la
exposicion a una fuente de energia, preferentemente calor, irradiacion, o una combinacion de las mismas.

Adicion de Radical Libre a Grupos colgantes Reactivos

Las reacciones de adicion tal como adicién de radical libre a un hidrocarburo insaturado representan otro camino
potencial para la transformacion del grupo tiol. Una diversidad de siliconas vinil funcionales, por ejemplo, pueden
usarse para modificar el tiol en presencia de un catalizador apropiado. Los catalizadores de radical libre pueden
iniciarse por calor o energia electromagnética. El escenario de reacciéon se muestra a continuacion:

H R H
HN G j'—ou + HC=C-R HN —C H
(Crlz)z (C}H2) 2
SH SI
.
GH,
R

Cuando el tiol esta unido a una molécula de queratina, y si el grupo R del derivado de alilo es una silicona, se forma
un copolimero de queratina-silicona. Si la silicona es al menos difuncional (por ejemplo, polidimetilsiloxano terminado
en vinilo), resulta una red o estructura elastomérica.

Con el fin de realizar esta reaccion, una cantidad adecuada de polvo de queratina se disuelve en un disolvente
anhidro, que comprende preferentemente una base adecuada. Un fluido de silicona terminado en vinilo se afade
después de la disolucién completa, junto con una cantidad adecuada de un iniciador de radical libre,
preferentemente sal de sodio de acido antraquinona-2-sulféonico monohidratada. (Aldrich, Milwaukee, WI). Otros
iniciadores de radical libre adecuados incluyen, pero no se limitan necesariamente a, fotoiniciadores de radical libre
incluyendo, pero sin limitarse necesariamente a, éteres de benzoina, bencil cetales, a-dialcoxiacetofenonas, a-
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hidroxialquilfenonas, a-aminoalquilfenonas, éxidos de acilfosfina, benzofenona/aminas, tioxantonas/aminas,
titanoocenas, y determinados silanos. La cantidad del fluido de silicona vinil funcional que se afade es de
aproximadamente un 1 a aproximadamente un 20 por ciento en peso en relacion con la cantidad de queratina que se
ha usado, preferentemente de aproximadamente un 10 por ciento en peso. La solucién viscosa se cuela sobre un
molde adecuado. Para fines de laboratorio, un molde adecuado es una placa de Petri revestida con Teflon™. La
solucién viscosa se cura durante un tiempo efectivo para producir una pelicula elastomérica que tiene unas
propiedades deseadas. El curado se logra mediante la exposicion a una fuente de energia, preferentemente calor,
irradiacién, o una combinacién de las mismas. En una realizacion preferida, el fluido viscoso se irradia durante un
periodo de de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 4 horas, preferentemente de aproximadamente 2 horas
bajo una lampara UV (A = 365 nm) y a continuacion se seca bajo una lampara de calor efectiva para producir una
temperatura de al menos aproximadamente 60 °C durante un periodo de de aproximadamente 30 minutos a
aproximadamente 300 minutos, preferentemente de aproximadamente 4 horas.

Conversién de tiol por condensacion

Las reacciones de condensacién tal como transesterificacién, por ejemplo, pueden usarse para generar tioésteres de
un agente de reticulacién a base de silicona. Un ejemplo de una reaccion de transesterificacion se muestra en el
esquema 3.

T 0 o o
R1R2N~C-”—0F{3 + R4-0 -”—R5 —— ninzm-cJ—ORS + R4OH
T 1
SH S
=0
RS

en las que R' y R? comprenden entidades seleccionadas de entre el grupo que consiste en hidrégeno y el resto de la
porcion N-terminal de la molécula de proteina; R3 comprende el resto de la porcién carboxi-terminal de la molécula
de proteina; R* es un grupo saliente apropiado; y, R®> comprende una entidad a base de silicona. Los grupos R*
adecuados incluyen, pero no se limitan necesariamente a, hidrégeno, grupos alquilo que tienen de aproximadamente
1 a 6 atomos de carbono, y grupos arilo, incluyendo grupos bencilo. R® también puede comprender grupos silicona.

Cuando R® es un grupo silicona, ese grupo preferentemente tiene la siguiente estructura general:
Rz
l O Si } R4
|,
R2

en la que n, R?, R® y R* son los mismos que los grupos correspondientes que se han descrito en lo que antecede en
la férmula general para los agentes de reticulacién de silicona.

Cuando R® comprende una entidad a base de silicona, o siguiente es una reaccién a modo de ejemplo:
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Ho 0 Re o

I
“‘F"N'CJLOFP + F“F'SN'CJLOF‘“ + Ho-—ltlz—R’—fo—-—sli]:r—ne——ltlz—-—OH —

]

(CH,), (CH,), Rw

SH SH

0 FI9 NR4R®

I 1 |
RSOOC-CH-(CH,),:8— c—R"—fo -——ws. J—Re—C—8-(CH,),-CH-COOR®  + H,0

NR'R? I|=I‘°

en las que n es de aproxmadamente 1 a aproximadamente 50; R', R? y R® son el resto de una primera molecula de
proteina soluble en agua; R* R® y R® son el resto de una segunda molécula de proteina soluble en agua; R’ y R®
preferentemente estan selecmonados de entre el grupo que consiste en grupos alquilo que tienen de
aproximadamente 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono, grupos alcoxi que comprenden uno 0 mas grupos
alquilo que tienen un total de de aproximadamente 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono grupos sililo que
tienen los mismos sustltuyentes colgantes que el resto de la cadena de polimero (R y R' ) y combinaciones de los
mismos; y R® y R 10 estan seleccionados independientemente de entre los grupos que se han descrlto en lo que
antecede en la férmula general para agentes de reticulacion de silicona adecuados, especificamente R? y R® de los
mismos. Lo mas preferentemente, R? y R® son grupos relativamente inertes, tal como grupos metilo.

Con el fin de realizar esta reaccion, las queratinas se disuelven en agua y la silicona se disuelve en un disolvente
organico miscible en agua separado. Los disolventes organicos adecuados incluyen etanol, metanol, alcohol
isopropilico, acetona, tetrahidrofurano y dimetilsulféxido. Las dos soluciones se mezclan, junto con un catalizador
apropiado si es necesario, y la mezcla se cuela para dar una pelicula. El secado de la pelicula puede lograrse
mediante secado con aire, o acelerarse mediante la aplicacién de calor o vacio. El curado se logra mediante la
exposicion a una fuente de energia, preferentemente calor, irradiacién, o una combinacién de las mismas.

Adicién de Grupos amina

Las reacciones de adicion entre grupos amina reactivos y compuestos de oxirano tienen lugar facilmente sin la
ayuda de un catalizador. Los compuestos de oxirano preferidos son diepdxidos que tienen la siguiente estructura
general:

R2

A g _O___Sl. }Fp A

. |
R3

en la que n es de aproximadamente 5 a aproximadamente 50; R® y R® estan seleccionados independientemente de
entre los grupos que se han descrito en lo que antecede en la formula general para agentes de retlcula0|on de
silicona adecuados, especificamente R? y R® de Ios mismos. Lo mas preferentemente, R? y R® son grupos
relativamente inertes, tal como grupos metilo; vy, R' y R* son sustanmalmente cualesquiera restos que no interfieran
con las caracteristicas deseadas de la pelicula. Preferentemente, R' y R* estan seleccionados de entre el grupo que
consiste en grupos alquilo que tienen de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 atomos de carbono, grupos
alcoxi que comprenden uno o0 mas grupos alquilo que tienen un total de de aproximadamente 1 a aproximadamente
6 atomos de carbono, y grupos silano que comprenden opcionalmente uno o mas sustituyentes alquilo que tienen de
aproximadamente 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono, lo mas preferentemente grupos metilo, y
combinaciones de los mismos.

Los oxiranos mas preferidos tienen la siguiente estructura general:
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(=
| q
[N g—o—R{—0-— S + B— 0— pi—L
. | .
Re

en la que n es de aproximadamente 5 a aproximadamente 50; R? y R?® estan seleccionados independientemente de
entre los grupos que se han descrito en lo que antecede con respecto aI agente de reticulacion a base de silicona,
especificamente R Yy R® de los mismos. Lo mas preferentemente, R® y R® son grupos relativamente inertes, tal como
grupos metilo; v, R’ y R* son sustanmalmente cualesqwera restos que no interfieran con las caracteristicas
deseadas de la pelicula. Preferentemente, R’ y R* estan seleccionados de entre el grupo que consiste en grupos
alquilo que tienen de aproximadamente 1 a aproxmadamente 6 atomos de carbono, preferentemente de
aproximadamente 1 a aproximadamente 3 atomos de carbono. R® y R® estan seleccionados de entre el grupo que
consiste en grupos alquilo que tienen de aproximadamente 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono,
preferentemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 atomos de carbono, grupos silano que comprenden
opcionalmente uno o mas sustituyentes alquilo que tienen de aproximadamente 1 a aproximadamente 6 atomos de
carbono, lo mas preferentemente uno 0 mas sustituyentes metilo, y combinaciones de los mismos.

Un compuesto de oxirano lo mas preferido es poli(dimetilsiloxano) terminado en epoxipropoxipropilo, disponible de
Gelest, Inc., Tullytown, PA, que tiene la estructura que se muestra a continuacion:

0 O

H,C——CH— CH;—CH;—CHy—O—(CH,); sl—o—]—sl——(cuz),——o--—c:'H,---(:1-1;--(:}1,——CH—~<:H2
ST

La reaccién de reticulacion de un reticulador a base de diepoxi-silicona con arginina es segun sigue:

N NH

ooon'-—tlz—(a-g)._.—m—c—-u-; + ooom—c—(a-us—m—l(lz—m,

I
NHFP NHR

CIJH Re OH
|
COOR!=C~(CH.)y NH-C-NH-CH,-CH-Fs 10— Si—= P .CH-OH,-NH-C~NH— (CH,),-C-O00Re
| L,

NHF?

en las que R' y R? representan el resto de una molécula de proteina; R® y R* representan el resto de una molécula
de proteina separada, preferentemente diferentes moléculas de a-queratina;

Con el fin de realizar esta reaccién, se exponen queratinas solubilizadas a una soluciéon que contiene una silicona
terminada en oxirano, tal como las disponibles de Gelest, Inc., Tullytown, PA, habitualmente a una concentracion de
hasta aproximadamente un 20 por ciento en moles en relaciéon con la queratina, preferentemente de entre un 5y un
10 por ciento en moles en relacién con la queratina; a un pH mayor que 7, preferentemente mayor que 9, 0 menor
que 7, preferentemente menor que 6; a una temperatura ambiente de de aproximadamente 0 a aproximadamente
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100 °C, preferentemente de aproximadamente 30 °C, preferentemente durante un periodo de tiempo de de
aproximadamente 0 a aproximadamente 72 horas, lo mas preferentemente de aproximadamente 24 horas.

Una reaccién similar tiene lugar cuando un diepoxido reacciona con residuos cisteina:

R

o} o
I o | o)
Fpm-T+c-ont + R‘NHT*-C-OFF’ + Q_Hs{.o._.g]_ g — —
{ (CH,),
e | a
s s
I !
H H
R
oR’ |
o CH R OH NH

| | !

|
Hr-—{cw)z-s—cn-g—cu —as+o— % -]n_ns -—CH— CH, —S—(CH), —CH,

) - -
R OoR?

5 en las que R' y R? son el resto de una primera molécula de proteina y Fés y R: son el resto de una segunda molécula
de proteina, preferentemente diferentes moléculas de a-queratina. R” y R” son los restos correspondientes que
acaban de describirse con respecto a la reaccién con arginina.

Los expertos en la materia reconoceran que muchos de los agentes de reticulacién que se describen en el presente
documento reaccionaran con una diversidad de residuos aminoacido que tienen grupos colgantes que comprenden
10 un atomo de nitrégeno, atomo de azufre, o0 atomo de oxigeno reactivo. Por lo tanto, un extremo de un diepdxido

puede reaccionar con un residuo cisteina mientras que el otro extremo del diepdéxido reacciona con un residuo
arginina, segun sigue:

0 NH
F‘"”N'T""C‘O"‘z + COOR? —C —(CHy); —NH —lci:—NH2
|

(CH,), NHR*

|

§ RS

| |

H

o O .
+ L\;_Rs_EO—SI-]n— pe —

HT
R
OH | OH NHR*
1 | , |
COOR' —C ~(CH,), —S — CH,-CH- RS—— 0-Si | R8—CH—GH, NH - -NH(CH); ~G— COOR®
NHR?2 NH
R?'

en las que R' y R? representan el resto de una molécula de proteina; R® y R* representan el resto de una molécula
15 de proteina separada, preferentemente diferentes moléculas de a-queratina; R’ y R® pueden ser cualquier resto que
no interfiera con las caracteristicas deseadas de la pelicula. Preferentemente, R’ y R® estan seleccionados de entre
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el grupo que consiste en grupos propoxipropilo y grupos alquilo que tienen de aproximadamente 1 a
aproximadamente 6 atomos de carbono, mas preferentemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 atomos
de carbono; y R® y R’ estan seleccionados independientemente de entre los grupos que se han descrito en lo que
antecede con respecto a los agentes de reticulacion de silicona, especificamente R? y R® de los mismos. Lo mas
preferentemente, R® y R’ son grupos relativamente inertes, tal como grupos metilo.

La identidad de residuos aminoacido enlazados por el agente de reticulacién no es tan importante como el requisito
de que tenga lugar una cantidad suficiente de reticulacién entre moléculas de proteina para producir una pelicula
que tenga unas propiedades deseadas. En una realizacién preferida, la reticulacién produce una pelicula
elastomérica.

Propiedades de red

Tal como se aprecia en lo que antecede, una red a base de queratina tridimensional puede formarse usando una
diversidad de quimicas. Preferentemente, la “tasa de disolucién” de una red de este tipo puede controlarse mediante
el control de la densidad de reticulacion de la pelicula y el nivel y el tipo de funcionalidad, en particular la
funcionalidad adyacente al sitio de reticulacion. Por ejemplo, el uso de un agente de reticulacion que tiene una de las
siguientes caracteristicas reduce la tasa de disolucion de la red resultante: un agente de reticulacion que forma
enlaces S-C, en contraposicion a mas enlaces hidrolizables, tal como enlaces éster; un agente de reticulacién que
introduces un impedimento estérico sustancial en el sitio de reticulacién; un agente de reticulacién que es hidréfobo.
La “tasa de disolucion” de la red o pelicula resultante se mide mediante la determinacion de cuanto tiempo resiste la
pelicula la hidrdlisis tras la exposicién a un tamp6n acuoso que tiene un pH de aproximadamente 7. Una “tasa de
disolucién” deseable dependera de la aplicacién en la que va a usarse la pelicula.

La invencion se entendera mejor con referencia a los siguientes Ejemplos, los cuales son solo ilustrativos:

La invencién se define en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones de la descripcion que no estan
comprendidas dentro del alcance de las reivindicaciones se proporcionan solo para fines ilustrativos y no forman
parte de la presente invencion.

Ejemplo 1

500 g del pelo humano seco y limpio se colocaron en un matraz de 12 | con 8,35 | de H:O2 al 1% en p/v y se
llevaron a una ebullicién suave. La reaccion se calenté sin agitacion a reflujo durante 180 minutos. El pelo se filtro,
se lavo con agua desionizada y se dejo secar al aire.

100 g de pelo oxidado se colocaron en un matraz de 2 | con 1 | de solucién de &cido tioglicélico 1 M ajustada a pH 9
con hidroxido de amonio. La reaccién se calent6 hasta 60 °C bajo una atmésfera de nitrégeno con agitacién durante
24 horas.

La mezcla de sélidos y extracto liquido se vertié en botellas bajo una atmésfera de argén. Las botellas se precintaron
y se centrifugaron para afectar a la separacion de los sélidos. El liquido se canul6 al interior de un exceso de 8 veces
de etanol frio, bajo nitrégeno, y se formé un precipitado. El precipitado se filtrd, se lavé con etanol y se secé a vacio.
Los sélidos secos se molieron hasta dar un polvo usando un mortero y una mano de mortero.

3 g del polvo de queratina se disolvieron en 15 ml de dimetilsulféxido (DMSO) con 1 ml de hidréxido de amonio al
30 %. Después de la disolucién completa, se afiadieron 0,3 g de un fluido de silicona terminado en vinilo (catélogo
N¢ DMS-V03; Gelest, Inc., Tullytown, PA) y 0,1 g de sal de sodio de acido antraquinona-2-sulfénico monohidratada
(Aldrich, Milwaukee, WI). La solucion viscosa se colé sobre una placa de Petri revestida con Teflon™ y se cur6
durante 2 horas bajo una lampara UV (A = 365 nm). La pelicula se sec6 adicionalmente bajo una lampara de calor
durante 4 horas. Este proceso dio como resultado en una pelicula elastomérica de buena calidad.

Ejemplo 2

175 g de pelo seco limpio se colocaron en un reactor de vidrio de 4 | con 3,5 | de mercaptoetanol 1 M ajustado a pH
10,2 con hidroxido de potasio. La solucién se agitd bajo nitrégeno durante 21 horas, después de lo cual, los sélidos
se separaron por filtracion. El pelo reducido se extrajo a continuacion con 2,3 de solucion de urea acuosa 7 M a
temperatura ambiente, bajo nitrégeno, durante 24 horas.

La reaccion se centrifugd y el liquido se filtro, a continuacién se neutralizé a pH 7 mediante la adicién de &cido
clorhidrico concentrado. La solucién de queratina neutralizada se afadi6é gota a gota a un exceso de 10 veces de
etanol para afectar a la precipitacion. El precipitado se filtrd, se lavé con etanol y se secé a vacio. El sélido seco se
molié hasta dar un polvo usando un mortero y una mano de mortero.

5 g del polvo de queratina molido se disolvieron en 60 g de solucion de hidréxido de amonio al 30 % con la ayuda de
agitacion, sonicacién y ligero calentamiento. Después de la disolucion completa, se permiti6 que el hidréxido de
amonio se evaporara con la asistencia de una purga de nitrdgeno dinamica. A la mitad de esta solucién se afiadieron
0,05 g de sal de sodio de acido antraquinona-2-sulfénico monohidratada y una solucién de 0,5 g de silicona
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terminada en vinilo (catadlogo N°® DMS-V03; Gelest, Inc., Tullytown, PA) en 2 g de alcohol isopropilico. Después de
aproximadamente 30 minutos de agitacion, la solucion espesa se col6 sobre una placa de Petri revestida con Teflén
y se cur6 bajo una lampara UV durante aproximadamente 3 horas. La pelicula se sec6 a continuacion bajo una

lampara de calor durante aproximadamente 1 hora. La pelicula se coloc6 en agua desionizada durante 24 horas y no
se disolvié.
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REIVINDICACIONES

1. Pelicula proteinica para su uso en la cicatrizacion, en la que dicha pelicula proteinica puede obtenerse mediante
un procedimiento que comprende poner en contacto proteinas de queratina de un elevado peso molecular de al
menos 50 kDa con un agente de reticulacion de silicona derivatizado en unas condiciones efectivas para formar
enlaces covalentes entre grupos funcionales reactivos en el agente de reticulacién de silicona y grupos colgantes tiol
de la proteina de queratina y secar el producto de reaccién para producir una pelicula, en la que el agente de
reticulacion de silicona tiene la siguiente estructura general:

R2
|

R O — &i R4
X

enlaque nesde 1a50;y, al menos dos de R', R% R® y R* comprenden funcionalidades reactivas que comprenden
grupos vinilo; y en la que R', R R® y R* estan seleccionados de entre el grupo que consiste en hidrégeno; grupos
heteroalquilo y alquilo ciclicos, lineales y ramificados que tienen de 1 a 6 atomos de carbono, comprendiendo dichos
grupos tanto grupos no sustituidos como grupos sustituidos con al menos una funcionalidad reactiva, en la que
dichos grupos heteroalquilo comprenden grupos acetoxi, grupos silano que comprenden opcionalmente uno o0 mas
sustituyentes alquilo que tienen un total de de 1 a 6 atomos de carbono, o combinaciones de los mismos.

2. Pelicula proteinica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que R’ y R* comprenden grupos vinilo.

3. Pelicula proteinica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1-2, en la que al menos uno de R? y R® es un
grupo alquilo.

4. Pelicula proteinica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que al menos uno de
R?y R® es un grupo metilo.

5. Pelicula proteinica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1-4, en la que el agente de reticulacion de silicona
es polidimetilsiloxano terminado en vinilo.

6. Pelicula proteinica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que las proteinas de
queratina se obtienen a partir de pelo humano.

7. Pelicula proteinica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que las proteinas de
queratina se obtienen a partir de pelo animal.

8. Pelicula proteinica para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 6 y 7, en la que el pelo esta reducido.

9. Pelicula proteinica para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 6 y 7, en la que el pelo esta oxidado.
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