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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para la formacion de armazones
Campo y antecedentes de la invencion

La presente invencion, en algunas realizaciones de la misma, se refiere a un armazén que comprende una proteina
reticulada mediante un polimero sintético, y mas particularmente, pero no exclusivamente, a métodos de generacion
y uso del mismo en disefio tisular.

El disefio tisular, es decir, la generacion in vitro de nuevos tejidos vivos, se utiliza ampliamente para reemplazar
tejidos enfermos, traumatizados y otros no sanos. La estrategia clasica de disefio tisular utiliza células vivas y un
armazoén basico para el cultivo celular. Por tanto, la estructura del armazoén intenta imitar la estructura natural del
tejido, es decir, reemplazar y proporcionar un soporte funcional temporal para las células.

Los armazones de disefio tisular se fabrican a partir de materiales bioldgicos o sintéticos, tales como polimeros. Los
materiales sintéticos, tales como polietilenglicol (PEG), polihidroxiapatita/policaprolactona (HA/PLC), acido
poliglicélico (PGA), acido poli-L-lactico (PLLA), polimetilmetacrilato (PMMA), polihidroxialcanoato (PHA), poli-4-
hidroxibutirato (P4HB), fumarato de polipropileno (PPF), dimetacrilato de polietilenglicol (PEG-DMA), fosfato beta-
tricalcico (beta TCP) y politetrafluoroetileno (PTFE) proporcionan un control exacto sobre las otras propiedades
mecanicas del material [Drury y Mooney (2003)].

Los métodos habituales de fabricacién de armazones se basan en espumas de polimeros sintéticos. Sin embargo, la
migracion celular en las profundidades de los armazones sintéticos esta limitada por la ausencia de oxigeno y de
aporte de nutrientes. Para superar dichas limitaciones, se han desarrollado nuevas estrategias que utilizan
fabricaciones solidas de forma libre y una arquitectura vascular interna [Sachlos y Czernuszka (2003)]. Del mismo
modo, también se emplean métodos de criodesecacion para crear estructuras tridimensionales exclusivas con
distinta porosidad y permeabilidad.

Los armazones fabricados con PEG son enormemente biocompatibles [Merrill y Salzman (1983)] y presentan
caracteristicas fisicas versatiles basadas en su porcentaje en peso, longitud de cadena molecular y densidad de
reticulacion [Temenoff et al. (2002)]. Ademas, los hidrogeles de PEG tiene la capacidad de experimentar una
transicion de liquido a sdlido (gelificacion) controlada en presencia de una suspension celular [Elbert y Hubbell
(2001)]. Ademas, la reaccion de gelificacion con PEG (es decir, PEGilacién) puede realizarse en condiciones no
toxicas en presencia de un fotoiniciador [Elisseeff ef al. (2000); Nguyen y West (2002)] o mezclando una solucién
reactiva en dos partes de constituyentes de PEG funcionalizados y reticulantes [Lutolf y Hubbell (2003)].

Actualmente se esta desarrollando una serie de productos de disefio tisular que se basa en armazones de colageno,
algunos de los cuales han llegado al comercio. Por ejemplo, los geles de colageno sembrados con fibroblastos se
han utilizado como la capa “dérmica” de la piel artificial y se comercializan con la marca registrada APLIGRAFT
(Sandoz A G, Basel, Suiza), y se han utilizado esponjas de colageno como un transportador osteoconductor de la
proteina 2 morfogénica 6sea (BMP-2) para la espondilodesis y el tratamiento de fracturas de huesos largos.

Los biomateriales basados en colageno se han formado en fibras, peliculas, laminas, esponjas y dispersiones de
fibrillas. Posiblemente, muchas de estas formas podrian utilizarse como armazones de disefio tisular en la
reparacion o aumento de tejido corporal.

Los geles de colageno se fabrican a partir de una red de fibrillas que presentan poca resistencia fisica y una
porosidad tisular superfisiolégica. La conformacion especifica de las fibrillas combinada con la estructura abierta de
poros de la red interpenetrante deja a la estructura de la proteina faciimente accesible y susceptible a proteasas que
se difunden libremente desde los tejidos hospedadores circundantes o desde el sistema del cultivo celular. A
menudo esto produce un deterioro incontrolado y prematuro del armazon en presencia de proteasas secretadas por
las células [Hubbell (2003); Friess (1998); Nicolas y Gagnieu (1997)]. Las discrepancias en cuanto a la estructura y a
la susceptibilidad proteolitica de los hidrogeles de proteina reconstituidos, en comparacion con los tejidos naturales,
aun deja mucho que desear con respecto a los sistemas de armazones biolégicos en muchas aplicaciones practicas
de disefio tisular.

Algunas técnicas, para mejorar las propiedades fisicas de los geles de colageno, se basan en reticulaciones
covalentes, utilizando aldehidos, carbodiimidas y N-hidroxi-succinimidas (NHS) [Park et al. (2002); Ma et al. (2004)],
por ejemplo. Muchos de los procedimientos de reticulacion ofrecen algunas mejoras sobre la estabilidad fisica y la
susceptibilidad enzimatica reducida del armazoén, pero lo hacen introduciendo una etapa de fabricacion citotoxica
que requiere lavados exhaustivos y aumenta la probabilidad de que las toxinas residuales presentes en los
armazones afecten a la actividad celular [Nimni et al. (1987); Friess (1998)].

El colageno y los geles de fibrina también se han procesado por criodesecacion para aumentar la resistencia a la
traccion y el modulo de la red proteica [Schoof et al. (2001); Buttafoco et al. (2006); Pieters et al. (2002)]. Fortier y
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colaboradores han descrito un proceso unietapa para generar un armazén que comprende albumina y
polietilenglicol, que tiene una enzima inmovilizada [Jean-Francois y Fortier (1996); Jean-Francois ef al. (1997); Gayet
y Fortier (1995); D’Urso et al. (1995)].

El documento WO 1995/015352 describe un hidrogel que comprende albumina y o6xido de polietileno
bifuncionalizado.

El documento WO 2005/061018 describe un armazén que comprende una proteina de origen natural tal como
fibrinégeno reticulado con PEG, uniendo moléculas de PEG modificadas a restos de cisteina de la proteina.

Sumario de la invencién

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencién, se proporciona una composicion de
materia que comprende una molécula precursora de polimero-proteina que comprende dicha albumina no tiolada y
al menos dos polimeros sintéticos unidos de manera covalente a dicha albimina, teniendo cada uno de los al menos
dos polimeros sintéticos un grupo funcional, seleccionandose el grupo funcional de manera que pueda ser capaz de
reticularse con un grupo funcional de al menos otro polimero sintético que esta unido de manera covalente a al
menos otra molécula precursora que comprende albumina no tiolada-polimero para formar un armazon.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencién se proporciona un armazoén formado
por reticulacion de una composicion de materia descrita anteriormente en el presente documento.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente invenciéon se proporciona un armazon que
comprende una pluralidad de moléculas de albumina no tiolada y una pluralidad de polimeros sintéticos unidos de
manera covalente a dichas moléculas de albimina no tiolada, estando cada una de las moléculas de albumina no
tioladas unidas de manera covalente a al menos dos de los polimeros sintéticos, en el que los polimeros sintéticos
estan reticulados.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencion, se proporciona un hidrogel formado a
partir de un armazoén descrito anteriormente en el presente documento.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencidén se proporciona una composicion
cosmética que comprende el hidrogel descrito anteriormente en el presente documento.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencion se proporciona un uso de una
composicion de materia, un armazén o hidrogel descritos anteriormente en el presente documento, para la
fabricacién de un medicamento identificado para la reparacién de lesion tisular.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, la lesion tisular se asocia con un trastorno seleccionado del
grupo que consiste en cirrosis hepatica, diabetes de tipo 1, fibrosis quistica, cancer de hueso, reparacion de
quemaduras y heridas, degeneracion macular relacionada con la edad, cicatrizacion, infarto de miocardio, reparacion
miocardica, lesiones del SNC, defectos del cartilagos articular, degeneracion de la vejiga y degeneracion intestinal.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencién, el medicamento identificado para la reparacion de la lesion
tisular es un adhesivo.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, la lesion tisular es un cosmético.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el grupo funcional se selecciona del grupo que consiste en
acrilato y vinil sulfona.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, cada uno de los polimeros sintéticos comprende de 1 a 7
grupos acrilato.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencion, se proporciona un método de
generacion de un armazén, comprendiendo el método:

(a) la union de manera covalente de albumina no tiolada a al menos dos polimeros sintéticos por medio de un
primer grupo funcional de los al menos dos polimeros sintéticos, teniendo cada uno de los al menos dos
polimeros sintéticos un segundo grupo funcional, para obtener de este modo una molécula precursora de
albumina no tiolada-polimero; y a continuacion

(b) la reticulacién de una pluralidad de las moléculas precursoras para generar de este modo el armazén.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el método descrito anteriormente en el presente documento
comprende adicionalmente retirar la forma no conjugada del polimero sintético antes de la etapa (b).
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De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el primer grupo funcional de los polimeros sintéticos esta
unido de manera covalente a un resto de cisteina de la albumina no tiolada.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el primer y segundo grupos funcionales son idénticos.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el primer y segundo grupos funcionales se seleccionan del
grupo que consiste en acrilato y vinil sulfona.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, los polimeros sintéticos comprenden PEG que tiene de 2 a 8
grupos acrilato.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, la albumina no tiolada esta desnaturaliza.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencioén, el armazén comprende al menos el 0,5% de albumina no
tiolada por peso seco.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el armazén o hidrogel descrito anteriormente en el presente
documento comprende adicionalmente células vivas embebidas en su interior.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el polimero sintético se selecciona del grupo que consiste en
polietilenglicol (PEG), policaprolactona (PLC), acido poliglicolico (PGA), acido poli-L-lactico (PLLA),
polimetilmetacrilato (PMMA), polihidroxi alcanoato (PHA), poli-4-hidroxibutirato (P4HB), fumarato de polipropileno
(PPF) y politetrafluoroetileno (PTFE), y copolimeros de los mismos.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el polimero sintético es PEG.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencién el PEG tiene un peso molecular en el intervalo de 4 kDa a 20
kDa.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el grupo funcional se selecciona de manera que pueda ser
capaz de reticularse con un grupo funcional de al menos otro polimero sintético por polimerizacion en cadena.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el armazon es biodegradable.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencién, una concentracion de la composicion de materia esta en un
intervalo de 1 mg/ml a 200 mg/ml.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, la reticulacion es por iluminacién con luz ultravioleta.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, la reticulacion comprende adicionalmente afadir un
fotoiniciador.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, la reticulacion comprende reticular una pluralidad de
moléculas precursoras con una pluralidad de polimeros sintéticos, teniendo cada uno de los polimeros sintéticos al
menos dos grupos funcionales, seleccionandose dichos grupos funcionales de manera que puedan ser capaces de
reticularse con un grupo funcional de las moléculas precursoras.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, una concentracion de la pluralidad de polimeros sintéticos
esta en un intervalo de 1 mg/ml a 150 mg/ml.

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y/o cientificos utilizados en el presente
documento tienen el mismo significado que el habitualmente entendido por un experto habitual en la técnica a la cual
pertenece la presente invencion. Aunque en la realizacion practica o en ensayos de realizaciones de la invencion
pueden utilizarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento, mas
adelante se describen ejemplos de métodos y/o materiales. En caso de conflicto, se controlara la memoria
descriptiva de la patente, incluyendo las definiciones. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son Unicamente
ilustrativos y no pretenden ser necesariamente limitantes.

Breve descripcion de las figuras

Algunas realizaciones de la invencion se describen en el presente documento, Unicamente a modo de ejemplo, con
referencia a las imagenes acompariantes. Con referencia especifica ahora a las imagenes con detalle, cabe
destacar las particularidades se muestran a modo de ejemplo y con fines ilustrativos del analisis de realizaciones de
la invencion. En este sentido, la descripcion tomada con las imagenes pone de manifiesto para los expertos en la
técnica como pueden llevarse a la practica las realizaciones de la invencion.
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En las imagenes:

La FIGURA 1 presenta imagenes que muestran los resultados de una electroforesis en gel de poliacrilamida con
SDS de colageno, albumina y fibrindgeno tiolado PEGilado y no PEGilado; el carril “a” muestra la proteina
PEGilada y el carril “b” muestra la proteina no PEGilada;

La FIGURA 2 presenta un grafico que muestra el médulo de almacenamiento (G’) de la albumina PEGilada (Alb-
PEG), fibrinbgeno PEGilado (Fib-PEG) y colageno tiolado PEGilado (Col-PEG) en funcion del tiempo, antes y
durante la iluminacioén con luz ultravioleta (UV);

La FIGURA 3 presenta un grafico que muestra la degradaciéon de hidrogeles de albumina PEGilada (Alb-PEG),
fibrinogeno PEGilado (Fib-PEG) y colageno PEGilado (Col-PEG) tiolado en funcién del tiempo en una solucion
de colagenasa;

Las FIGURAS 4A-F presentan micrografias con contraste de fase de células de musculo liso en hidrogeles de
albumina PEGilada (Figuras 4A y 4B), colageno tiolado PEGilado (Figuras 4C y 4D) y fibrinégeno PEGilado
(Figuras 4E y 4F), 2 horas (Figuras 4A, 4C y 4E ) y 24 horas (Figuras 4B, 4D y 4F) después de sembrar células
en hidrogeles; se observa propagacion parcial 2 horas después de la siembra (Figuras 4C y 4E) y propagacion
completa 24 horas después de la siembra (Figuras 4D y 4F) en hidrogeles de colageno tiolado y fibrindgeno
mientras que no se observa propagacion en hidrogel de albumina; las barras de escala son equivalen a 500 pm;
Las FIGURAS 5A-I presentan micrografias con contraste de fase de células de musculo liso encapsuladas en
hidrogeles de albumina PEGilada (Figuras 5A-C), colageno tiolado PEGilado (Figuras 5D-F) y fibrindgeno
PEGilado (Figuras 5G-I), mostrando células redondas inmediatamente después de la siembra de las células en
los hidrogeles (Figuras 5A, 5D y 5G); 4 horas después de la siembra se observan células con algunas
extensiones (Figuras 5E y 5H), y 24 horas después de la siembra (Figuras 5G y 5I) se observan células
completamente extendidas y muy ahusadas en hidrogeles de fibrindgeno y colageno tiolado mientras que las
células en el hidrogel de albumina contintdan siendo redondas; las barras de escala equivalen a 500 pm; y

Las FIGURAS 6A-C presentan micrografias con contraste de fase (Figuras 6A y 6B) y un grafico (Figura 6C) que
muestra la invasion de células de musculo liso desde tejido denso (oscuro) al interior de hidrogeles de colageno
tiolado PEGilado (Col-PEG), fibrindgeno PEGilado (Fib-PEG) y albumina PEGilada (Alb-PEG) (transparente); la
Figura 6A muestra un aumento gradual en la distancia cubierta por células de musculo liso invasoras durante 5
dias (las barras de escala equivalen a 500 ym); la Figura 6B muestra imagenes a gran aumento de areas
invadidas en hidrogeles de fibrinégeno y colageno tiolado (las barras de escala equivalen a 100 ym); la Figura 6C
presenta un grafico de las distancias cubiertas por las células de musculo liso invasoras en hidrogeles de
fibrinbgeno y colageno tiolado en funcion del tiempo.

Descripcion de realizaciones especificas de la invencién

La presente invencion se refiere a un armazon que comprende una proteina reticulada por un polimero sintético, y
mas particularmente, pero no exclusivamente, a métodos de generacion y uso del mismo tal como en disefio tisular.

Los principios y operativa del método de generacion de un armazon de acuerdo con la presente invencion puede
entenderse mejor con referencia a los dibujos y a las descripciones acompafiantes.

Antes de explicar al menos una realizacion de la invencién con detalle, ha de entenderse que la invencion no esta
limitada en su aplicacion a los detalles expuestos en la siguiente descripcion o ilustrados por los Ejemplos. La
invencion puede tener otras realizaciones o puede llevarse a cabo o realizarse de diversas maneras. Ademas, ha de
entenderse que la fraseologia y terminologia empleadas en el presente documento es con fines descriptivos y no
deben considerarse como limitantes.

Aunque reduciendo la presente invencion a la practica y mediante una experimentacion laboriosa, los autores de la
misma pudieron sintetizar armazones hibridos biosintéticos compuestos de una estructura de colageno tiolado (que
no forma parte de la invencion) o de albumina con cadenas laterales de polietilenglicol (PEG) funcionales. Estos
armazones son excelentes armazones biodegradables y pueden utilizarse en diversas aplicaciones clinicas y de
investigacion.

Como se muestra mas adelante en la seccién de Ejemplos, los autores de la presente invencion generaron
moléculas precursoras de colageno-PEG y de albumina-PEG que posteriormente se utilizaron para formar
armazones de hidrogel. Las moléculas precursoras pueden transformarse rapidamente en un hidrogel (Figura 2) y
son biodegradables (Figura 3). Los armazones de colageno-PEG presentan un soporte fuerte para la propagacion y
extension celular (Figuras 4C-D, 5D-F y 6A-C), mientras que los armazones de albumina-PEG presentan resistencia
a la propagacion y extension celular (Figuras 4A-B, 5A -C y 6A). La variedad de propiedades exhibidas permite
seleccionar hidrogeles apropiados para propositos particulares, asi como combinar diferentes tipos de moléculas
precursoras para obtener hidrogeles que tengan propiedades intermedias.

Por tanto, de acuerdo con un aspecto de realizaciones de la presente invencién, se proporciona una molécula
precursora de albumina no tiolada-polimero que tiene la capacidad de reticularse con al menos otra molécula
precursora de proteina-polimero para formar un armazon.
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Como se usa en el presente documento, el término “tiolato” se refiere a la modificacion de una molécula (por
ejemplo, una proteina) de tal manera que la molécula modificada comprende mas grupos tiol que la molécula no
modificada.

Los expertos en la técnica conoceran diversos métodos de tiolacion de una proteina. En una realizacion ejemplar,
restos de lisina de la proteina se tiolan uniéndose de manera covalente a un residuo (por ejemplo, HS-CH»-C(=0)-)
que comprende un grupo tiol. Los grupos amina de los restos de lisina son particularmente adecuados para
reaccionar con un residuo que comprende un grupo tiol, por ejemplo, mediante reaccién nucledfila con un reactivo
tiolante. Como un ejemplo, la tiolacion de colageno con succinimidil acetiltioacetato (SATA) se demuestra en los
Ejemplos mostrados mas adelante en el presente documento (en la seccion titulada “tiolacion y PEGilacion de
colageno”).

Como se usa en el presente documento, el término “tiol” se refiere a un grupo -SH.

Como se usa en el presente documento, se dice que un residuo que esta unido a un grupo tiol describe un -S-M, en
el que M es la fraccién unida a un grupo tiol.

Como se usa en el presente documento, el término “proteina” incluye cualquier polipéptido de origen natural que
comprende al menos 10 restos peptidicos, asi como sus fragmentos biolégicamente activos (por ejemplo,
fragmentos que inducen la adhesidn celular y/o sefalizacion celular). Los fragmentos biolégicamente activos pueden
generarse mediante cualquier método conocido en la técnica (por ejemplo, escision mediante una enzima y/o un
reactivo quimico).

De acuerdo con otra realizacién de la presente invencién, la molécula precursora de polimero-proteina comprende
una molécula de albumina no tiolada y al menos dos polimeros sintéticos unidos de manera covalente a la molécula
de albumina no tiolada, teniendo cada uno de los al menos dos polimeros sintéticos un grupo funcional,
seleccionandose el grupo funcional de manera que pueda ser capaz de reticularse con un grupo funcional de al
menos otro polimero sintético unido de manera covalente a una molécula de albumina no tiolada de al menos otra
molécula precursora de albumina no tiolada-polimero para formar un armazoén.

La albumina es albumina no tiolada.
De acuerdo con una realizacién opcional de la presente invencién, la albumina esta desnaturaliza.

Sin ligarse a ninguna teoria particular, se piensa que las proteinas desnaturalizadas tienen tipicamente mas sitios
disponibles para unirse a polimeros sintéticos.

Las proteinas pueden desnaturalizarse mediante diversos métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, las
proteinas pueden desnaturalizarse por calentamiento o exposicion a agentes desnaturalizantes, tales como urea o
cloruro de guanidinio. Como se ilustra con ejemplos a continuacién en el presente documento, la proteina puede
desnaturalizarse en una soluciéon que comprenda urea 8 M.

El término “polimero” se refiere a una molécula compuesta principalmente de una pluralidad de unidades de
repeticion. La frase “polimero sintético” se refiere a cualquier polimero que esté fabricado de un material sintético, es
decir, un material no natural, no celular.

Los polimeros sintéticos de este aspecto de la presente invencién pueden ser idénticos o diferentes. Cada uno de
los polimeros sintéticos en la composicion de materia puede comprender opcionalmente un grupo funcional que une
el polimero sintético a la albumina y/o proteina tiolada.

Opcionalmente, el polimero sintético es adecuado para el disefio tisular, por ejemplo, un polimero que sea
relativamente no perjudicial cuando se implanta en un sujeto. Los polimeros sintéticos adecuados incluyen, sin
limitacion, polietilenglicol (PEG), policaprolactona (PLC), acido poliglicolico (PGA), acido poli-L-lactico (PLLA),
polimetilmetacrilato (PMMA), polihidroxialcanoato (PHA), poli-4-hidroxibutirato (P4HB), fumarato de polipropileno
(PPF) y politetrafluoroetileno (PTFE), y copolimeros de los mismos. En realizaciones ejemplares, el copolimero
sintético es PEG. ElI PEG puede ser lineal o ramificado. Opcionalmente, el PEG tiene un peso molecular en el
intervalo de 4 kDa a 20 kDa.

Debe entenderse que los nombres de los polimeros indicados anteriormente se refieren a las unidades de repeticion
que constituyen la mayoria de la estructura de los polimeros sintéticos, y no pretende excluirse la presencia de
grupos funcionales adicionales en el polimero sintético. Por tanto, por ejemplo, un polimero sintético que consiste en
polietilenglicol con dos grupos acrilato (es decir, diacrilato-PEG) queda incluido en el presente documento por los
términos “polietilenglicol’ y “PEG”.

Como grupos funcionales ejemplares, con capacidad de reticulacion, se incluyen, sin limitacion, acrilato y vinil
sulfona.
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En la técnica se conocen métodos de preparacion de moléculas de PEG funcionalizadas. Por ejemplo, la vinil
sulfona-PEG puede prepararse opcionalmente con argén haciendo reaccionar una solucién de diclorometano (DCM)
del OH-PEG con NaH y después con divinilsulfona (opcionalmente a proporciones molares de: OH 1: NaH 5: divinil
sulfona 50, y con 0,2 gramos de PEG por ml de DCM). Opcionalmente, puede prepararse Ac-PEG con argén
haciendo reaccionar una soluciéon de DCM del OH-PEG con cloruro de acriloilo y trietilamina (opcionalmente a
proporciones molares des: OH 1: cloruro de acriloilo 1,5: trietilamina 2 y con 0,2 gramos de PEG por ml de DCM).

De acuerdo con una realizacion opcional de la presente invencion, el grupo funcional del polimero sintético tiene la
capacidad de reticularse con un grupo funcional de al menos otro polimero sintético mediante polimerizacién en
cadena.

Como se usa en el presente documento, la frase “polimerizacion en cadena” describe la unién conjunta de una
pluralidad (opcionalmente al menos 10) de mondmeros insaturados y/o ciclicos. La polimerizacion en cadena de
mondmeros insaturados produce el reemplazo de enlaces insaturados con enlaces que unen los monémeros. La
polimerizacién en cadena de mondmeros ciclicos saturados produce la apertura del anillo de los monémeros
ciclicos.

En el contexto de las realizaciones de la presente invencion, los mondémeros con capacidad de experimentar
polimerizacién en cadena, son grupos funcionales de los polimeros sintéticos descritos anteriormente en el presente
documento, mediante la cual la polimerizacion de los grupos funcionales reticula los polimeros sintéticos que
comprenden los grupos funcionales y, por consiguiente, las moléculas precursoras de polimero-proteina que
comprenden los polimeros sintéticos.

Los polimeros sintéticos pueden tener uno o mas grupos funcionales. Opcionalmente, los polimeros sintéticos
comprenden de 1 a 7 grupos funcionales. De acuerdo con realizaciones ejemplares, los grupos funcionales son
grupos acrilato.

Por tanto, por ejemplo, el PEG lineal puede unirse a una proteina tiolada en un extremo, y unirse en el otro extremo
a un grupo acrilato (por ejemplo, -OC(=0)-CH=CH,). Un PEG ramificado de 4 brazos puede unirse en un extremo a
una proteina tiolada, y unirse a los otros 3 extremos por grupos acrilato. Un PEG ramificado de 8 brazos puede
unirse en un extremo a una proteina tiolada, y unirse a los otros 7 extremos por grupos acrilato. Por tanto, las
moléculas de PEG que tienen de 2 a 8 extremos son particularmente adecuadas para comprender de 1 a 7 grupos
funcionales.

Como se describe anteriormente en el presente documento, las composiciones de materia de las realizaciones de la
presente invencion tienen la capacidad de reticularse para formar un armazon.

Por tanto, de acuerdo con otro aspecto de las realizaciones de la presente invencién, se proporciona un armazon
que comprende albumina no tiolada unida de manera covalente a polimeros sintéticos reticulados. Opcionalmente, el
armazon comprende mas de un tipo de albumina no tiolada y/o mas de un tipo de polimero sintético.

De acuerdo con otra realizacion opcional de la presente invencién, el armazén comprende una pluralidad de
moléculas de albumina no tioladas y una pluralidad de polimeros sintéticos, unidos de manera covalente a las
moléculas de albumina no tioladas, estando cada una de las moléculas de albumina no tioladas unidas de manera
covalente a al menos dos de los polimeros sintéticos, en el que los polimeros sintéticos estan reticulados entre si.

De acuerdo con algunas realizaciones de la presente invencion, se proporciona un armazoéon formado por la
reticulacién de una composicién de materia descrita anteriormente en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, la frase “armazoén” se refiere a un esqueleto de soporte bidimensional o
tridimensional. Controlando la reticulaciéon, el armazén de la presente invencién puede formar una estructura bi- o
tridimensional de cualquier tamafo, estructura o porosidad. El armazén de la presente invencion puede estar
embebido en, o formarse alrededor de, otro armazén o gel o puede unirse a materiales adicionales para formar un
armazon hibrido o recubierto.

En algunas realizaciones de la presente invencion, el armazén de la presente invencion puede utilizarse para dar
soporte al crecimiento, a la adhesion y a la propagacion celular, y por tanto facilitar el crecimiento celular y la
regeneracion y/o reparacion tisular.

En realizaciones alternativas de la presente invencion, el armazoén puede utilizarse como un adhesivo, y por tanto
facilitar la reparacion tisular. Opcionalmente, el adhesivo no da soporte al crecimiento celular.

De acuerdo con una realizacién opcional de la presente invencion, el armazoén es biodegradable.

Como se usa en el presente documento, los términos “biodegradable” y “biodegradabilidad” se refieren a la
capacidad de poder de degradarse (es decir, descomponerse) mediante proteasas bioldgicas u otras biomoléculas.
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La biodegradabilidad depende de la disponibilidad de sustratos de degradacion (es decir, materiales bioldgicos o
partes de los mismos), de la presencia de materiales de biodegradacion (por ejemplo, microorganismos, enzimas,
proteinas) y de la disponibilidad de oxigeno (para organismos, microorganismos aerobios, o partes de los mismos),
de dioxido de carbono (para organismos, microorganismos anaerobios, o partes de los mismos) y/o de otros
nutrientes. Ademas, la biodegradabilidad de un material, tal como del armazén de la presente invencion, también
depende de la estructura y/o de las propiedades mecanicas del material, es decir, la porosidad, flexibilidad,
viscosidad, densidad de reticulacion, hidrofobicidad/hidrofilicidad y elasticidad que pueden afectar al transito y a la
disponibilidad de gases y nutrientes, asi como a la adhesion y propagacion celular.

La biodegradabilidad del armazén proviene, al menos en parte, de la biodegradabilidad de la albumina no tiolada en
el armazon que forma la estructura del armazon. Como se ilustra en la seccidon de ejemplos mas adelante en el
presente documento, la biodegradabilidad del armazén puede determinarse seleccionando una albumina no tiolada
que proporcione un nivel de biodegradabilidad particular. Adicionalmente, la biodegradabilidad puede determinarse
seleccionando un polimero sintético biodegradable o no biodegradable. La biodegradabilidad también esta afectada
por las diversas moléculas sintéticas unidas a cada proteina, ya que una gran cantidad de moléculas sintéticas
unidas puede reducir la biodegradabilidad ocultando sitios de escision.

La biodegradabilidad de un armazon de hidrogel de las realizaciones de la presente invenciéon puede determinarse
sometiendo dichos hidrogeles a degradacién enzimatica utilizando proteasas tales como plasmina, tripsina,
colagenasa, quimiotripsina y similares, como se ilustra mas adelante en el presente documento en la seccion de
Ejemplos.

En general, las propiedades biolégicas y mecanicas del armazon se determinaran en parte por la proporcion de la
albumina no tiolada con respecto al polimero sintético en el armazén. Por ejemplo, armazones con un contenido alto
de albumina no tiolada presentaran las propiedades bioldgicas, tales como sefializacion celular, de las albuminas no
tioladas incluidas en su interior, conservando al mismo tiempo las propiedades mecanicas ventajosas del polimero
sintético incluido en su interior. Opcionalmente, el armazén comprende al menos 0,5 % de albumina no tiolada por
peso seco, opcionalmente al menos 1,5 %, opcionalmente al menos 4 %, opcionalmente al menos 10 % y
opcionalmente al menos 20 %. Los armazones ejemplares comprenden PEG y albumina no tiolada a una proporcién
molar que varia de 25:1 PEG por proteina a 300:1 PEG por proteina.

En muchos casos, es deseable que haya células vivas creciendo en el espacio rellenado por un armazon usado en
disefio tisular. Esto es posible sembrando células vivas en el armazon. Una ventaja de las realizaciones de la
presente invencion es que el armazoén puede formarse a partir de una fase liquida (por ejemplo, una solucion de una
molécula precursora de polimero-proteina), utilizando condiciones suaves para iniciar la reticulacion. Por
consiguiente, las células vivas pueden dispersarse entre las moléculas precursoras, produciendo un armazén que
tenga células vivas embebidas en su interior, ya que la reticulacion puede realizarse en condiciones suaves que no
perjudiquen a las células.

Por tanto, de acuerdo con una realizacién opcional de la presente invencion, el armazén comprende células vivas
embebidas en su interior.

Como ejemplos de células que son adecuadas para su inclusion en las realizaciones de la presente invencion que
tienen la capacidad de formar un tejido, se incluyen, sin limitaciéon, células madre, tales como células madre
embrionarias, células madre de médula 6sea, células de sangre de cordon umbilical, células madre mesenquimales,
células madre de tejido adulto; o células diferenciadas tales como células neuronales, células retinianas, células
epidérmicas, hepatocitos, células pancreaticas (de los islotes), células &seas, células cartilaginosas, células
elasticas, células fibrosas, miocitos, células miocardicas, células endoteliales, células del musculo liso y células
hematopoyéticas.

Como se usa en el presente documento, el término “siembra” se refiere a encapsulacion, atrapamiento,
recubrimiento, colocaciéon y/o dejar caer células en el armazon de la presente invencion. Se apreciara que la
concentracion de las células que se siembran sobre o dentro del armazén de la presente invencion, depende del tipo
de células que se utilice y de la composicion de armazon utilizado (es decir, de la proporciéon molar entre el polimero
sintético y la proteina dentro de las moléculas precursoras y del porcentaje de la molécula reticulante utilizada).

Se apreciara que la siembra de las células puede realizarse después de la formacion del armazén o del hidrogel
formado a partir del armazon (como se describe mas adelante en el presente documento), o mezclando las células
con las moléculas precursoras antes de la reticulacién que genera el armazon. La concentracion de las células a
sembrar sobre el armazon y/o hidrogel depende del tipo de célula y de las propiedades del armazon y/o del hidrogel,
y los expertos en la técnica podran determinar una concentraciéon adecuada de células en cada caso.

Se apreciara que, después de la siembra de las células sobre el armazén y/o hidrogel, para mantener su viabilidad,
las células se cultivan opcionalmente en presencia de medio de cultivo tisular y/o factores de crecimiento.
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Después de la siembra, el armazén y/o el hidrogel puede examinarse (por ejemplo, utilizando un microscopio
invertido) para evaluar el crecimiento celular, la propagacion y la formacion de tejido, como se ilustra en la seccion
de Ejemplos.

Como se ilustra en la seccion de Ejemplos mas adelante en el presente documento, los armazones de las
realizaciones de la presente invencion pueden formar hidrogeles, por ejemplo, combinando el armazén con un
liquido acuoso.

Por tanto, de acuerdo con otro aspecto de las realizaciones de la presente invencion, se proporciona un hidrogel
formado a partir de un armazén descrito anteriormente en el presente documento.

De acuerdo con otro aspecto de las realizaciones de la presente invencién, se proporciona una composicion
cosmética que comprende un hidrogel descrito anteriormente en el presente documento.

Las propiedades de un hidrogel vendran determinadas, en parte, por la concentracion de una composicion de
materia en el hidrogel. En resumen, concentraciones mas altas de la composicion de materia produciran hidrogeles
con un grado de reticulacion mas alto, una mayor resistencia mecanica y una menor porosidad, mientras que
concentraciones mas bajas de la composicion de materia produciran hidrogeles con un grado de reticulaciéon mas
bajo, una menor resistencia mecanica y una mayor porosidad.

De acuerdo con una realizacién opcional de la presente invencion, el hidrogel comprende la composicion de materia
a una concentracion en un intervalo de 1 mg/ml a 200 mg/ml. Opcionalmente, la concentracién esta en un intervalo
de 3 mg/ml a 50 mg/ml, y opcionalmente de 3 mg/ml a 30 mg/ml.

Como se describe en el presente documento, y se ilustra en la seccion de Ejemplos mas adelante, las moléculas
precursoras de polimero-proteina descritas anteriormente en el presente documento, permiten generar un armazon
de una manera sencilla y conveniente. Adicionalmente es convenientemente posible ajustar las propiedades
biolégicas y mecanicas del armazén modificando la proporcién de proteina con respecto a polimero, la
concentracion de moléculas precursoras y asi sucesivamente, como se describe en el presente documento.

Por tanto, de acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de generacion de un
armazon.

De acuerdo con otra realizacion opcional de la presente invencion, el método es de generacion de un armazoén que
comprende una albumina no tiolada, comprendiendo el método unir de manera covalente albumina no tiolada con al
menos dos polimeros sintéticos a través de un primer grupo funcional de los al menos dos polimeros sintéticos,
teniendo cada uno de los al menos dos polimeros sintéticos un segundo grupo funcional, para obtener de este modo
una molécula precursora de albumina no tiolada-polimero; y posteriormente reticular una pluralidad de las moléculas
precursoras para generar de este modo dicho armazoén. Opcionalmente, el primer grupo funcional de los polimeros
sintéticos esta unido de manera covalente a un resto de cisteina (por ejemplo, al grupo tiol de cisteina) de la
albumina no tiolada. Los restos de cisteina pueden reducirse, de manera que los restos de cisteina estén en la forma
tiol, y no en la forma disulfuro. Opcionalmente, para unirse al polimero sintético se utiliza una solucion sin titular de
albumina no tiolada.

Como ejemplos de primer grupo funcional (es decir, grupos con capacidad para unirse a la albimina no tiolada) se
incluyen, sin limitacion, acrilato, aldehido, tosilo, tresilo, diclorotriacina, epéxido, succinato de succinimidilo, éster de
succinimidilo, p-nitrofenil carbonato, benzotriazolil carbonato, 2,3,5-triclorofenil carbonato, succinimidil carbonato,
piridildisulfuro, maleimida, vinilsulfona y yodoacetamida.

De acuerdo con realizaciones opcionales de la presente invencion, el primer y segundo grupo funcional
anteriormente mencionados, son idénticos entre si.

El primer grupo funcional ha de tener la capacidad de unirse a la albumina no tiolada, mientras que el segundo
grupo funcional ha de tener la capacidad de reticularse con otros segundos grupos funcionales. Por tanto, cualquier
grupo funcional que tenga la capacidad de unirse tanto a albumina no tiolada como de reticularse con grupos
similares, puede utilizarse como primer grupo funcional y como segundo grupo funcional. Como ejemplos de grupos
se incluyen, sin limitacién, acrilato y vinil sulfona. Por tanto, por ejemplo, el doble enlace del acrilato y de la vinil
sulfona puede unirse a albumina no tiolada (por ejemplo, a un grupo tiol de la proteina) mediante una reaccion de
adicioén de tipo Michael, y puede reticularse con el doble enlace de otros grupos funcionales mediante polimerizacion
en cadena.

De acuerdo con una realizaciéon opcional de la presente invencion, el polimero sintético comprende PEG.
Opcionalmente, el PEG tiene de 2 a 8 grupos acrilato. Opcionalmente, los 2 a 8 grupos acrilato incluyen el primer y
segundo grupos funcionales descritos anteriormente en el presente documento.
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Los métodos descritos anteriormente en el presente documento pueden realizarse opcionalmente de tal manera que
el porcentaje de polimeros sintéticos unidos a la albumina no tiolada en un solo sitio se maximiza, y el porcentaje de
polimeros sintéticos unidos a la proteina en mas de un sitio se minimiza. Esto puede conseguirse, por ejemplo,
haciendo reaccionar la albumina no tiolada con un exceso de polimero sintético, como se ilustra en el presente
documento mas adelante. Por tanto, por ejemplo, una molécula de PEG que tiene de 2 a 8 grupos acrilato se uniria
a la proteina mediante un solo acrilato, dejando de 1 a 7 grupos acrilato, disponibles para la reticulacion.

Debido a la facil reticulaciéon de las moléculas precursoras de las realizaciones de la presente invencién para formar
de este modo un armazon, la reticulacion de las moléculas precursoras puede realizarse bien dentro (es decir, in
vivo) o fuera de un organismo. La reticulacion in vivo, por ejemplo, puede usarse para generar un armazon que
tenga la forma exacta de la cavidad en el organismo que va a rellenarse con el armazoén.

En la técnica se conocen diversos métodos de reticulacion. Por ejemplo, la reticulacion puede efectuarse con
iluminacion (por ejemplo, con luz ultravioleta), con reactivos quimicos (por ejemplo, donantes de radicales libres) y/o
con calor.

De acuerdo con una realizaciéon opcional de la presente invencion, la reticulaciéon es por iluminacién con luz
ultravioleta (por ejemplo, a una longitud de onda de aproximadamente 365 nm).

Como se usa en el presente documento, el término “aproximadamente” se refiere a + 10 %.

Cuando la reticulaciéon es in vivo, es preferible evitar dosis de luz ultravioleta que sean perjudiciales. La dosis
maxima no perjudicial dependera, por ejemplo, de la longitud de onda de la luz ultravioleta que se utilice, y por otra
parte del organismo expuesto a la luz ultravioleta. Un experto en la técnica podra determinar faciimente si una dosis
es o no perjudicial.

Opcionalmente, para facilitar la reticulaciéon se afiade un fotoiniciador. La adicién de un fotoiniciador permitira
tipicamente utilizar dosis mas bajas de luz ultravioleta para la reticulacion.

Como se usa en el presente documento, el término “fotoiniciador” describe un compuesto que inicia una reaccién
quimica (por ejemplo, una reaccion de reticulacion, una polimerizacién en cadena) cuando se expone a iluminacion
ultravioleta. El experto en la técnica conocera muchos fotoiniciadores adecuados. Como ejemplos de fotoiniciadores
se incluyen, sin limitacion, 6xido de bis(2,4,6-trimetilbenzoil) fenilfosfina (BAPO), 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenona
(DMPA), canforquinona (CQ), 1-fenil-1,2-propanodiona (PPD), el complejo organometalico Cp’Pt(CH(3))(3) (Cp’ =
eta(5)-C(5)H(4)CH(3)), 2-hidroxi-1-[4-(hidroxietoxi)fenil]-2-metil-1-propanona (por ejemplo, Irgacure™ 2959),
dimetilaminoetil metacrilato (DMAEMA), 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenona, benzofenona (BP) y flavinas.

De acuerdo con una realizacién opcional de la presente invencién, las moléculas poliméricas sintéticas no
conjugadas (es decir, moléculas poliméricas sintéticas que no se unen a la proteina) se retiran de las moléculas
precursoras antes de la reticulaciéon de las moléculas precursoras.

De acuerdo con una realizacién opcional de la presente invencion, la reticulacion de las moléculas precursoras
comprende adicionalmente la reticulacion de las moléculas precursoras con una pluralidad de polimeros sintéticos,
teniendo cada uno de los polimeros sintéticos al menos dos grupos funcionales, seleccionandose los grupos
funcionales con capacidad de reticularse con un grupo funcional de moléculas precursoras. Opcionalmente, la
pluralidad de polimeros sintéticos esta en un intervalo 1 mg/ml a 150 mg/ml, opcionalmente en un intervalo de 2
mg/ml a 50 mg/ml, y opcionalmente en un intervalo de 5 mg/ml a 15 mg/ml. Los polimeros sintéticos y los grupos
funcionales adecuados para la reticulaciéon son como se describe anteriormente en el presente documento.

La adicion de polimeros sintéticos aumentara la resistencia mecanica del armazén que se genera. Si el polimero
sintético no es biodegradable, la biodegradabilidad del armazén se reducira. Por tanto, las propiedades del armazén
pueden modificarse segun se desee afiadiendo una cantidad apropiada de polimero sintético para reticularse con las
moléculas precursoras.

Opcionalmente, el polimero sintético no conjugado (es decir, un polimero sintético que no es un componente de la
molécula precursora), que va a reticularse para formar un armazon, es menor que el 20 %, opcionalmente menor
que el 15 %, opcionalmente menor que el 10 % y opcionalmente menor que el 5 %, del peso total de todo el
material (por ejemplo, moléculas precursoras y polimero sintético no conjugado).

Debe observarse que el polimero sintético no conjugado puede retirarse antes de la reticulacion de las moléculas
precursoras, y después afadir el mismo polimero sintético no conjugado para reticularse con las moléculas
precursoras. Por ejemplo, puede ser deseable retirar el polimero sintético no conjugado cuya concentracion es
indeterminada, y después anadir polimero sintético no conjugado a una concentraciéon conocida.

Opcionalmente, las realizaciones de la presente invencién pueden incluir ademas componentes que no son reactivos
con el armazon y/o hidrogel. Como ejemplos de dichos componentes que no son reactivos se incluyen, sin
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limitacién, farmacos tales como antisépticos, agentes quimioterapéuticos, agentes antimicrobianos, agentes
antiviricos, hemostaticos, antiflogisticos, anestésicos, analgésicos, complementos nutricionales, biopolimeros tales
como péptidos, proteinas derivadas de plasma, enzimas o mezclas de los mismos.

Dichos componentes pueden incluirse en el hidrogel, por ejemplo, disolviendo o suspendiendo los componentes no
reactivos en el liquido acuoso incluido en el hidrogel. Los métodos de carga de hidrogeles con agentes
farmacéuticos son muy conocidos en la técnica.

Ademas, la biofuncionalidad del armazén y/o hidrogel descrito anteriormente en el presente documento puede
aumentarse adicionalmente uniendo al hidrogel, o impregnando en el mismo, una proteina, tal como una proteina de
sefializacion celular, o un factor de crecimiento (por ejemplo, un factor de crecimiento nervioso).

La unién de dichas proteinas al armazon de hidrogel de la presente invencion se emplea opcionalmente reticulando
una molécula precursora que comprende la proteina deseada con las otras moléculas precursoras del armazoén.
Opcionalmente, la molécula precursora adicional es cualquier molécula precursora descrita anteriormente en el
presente documento. Como alternativa, la molécula precursora es una que se describe, por ejemplo, en el
documento WO 2005/061018.

Como alternativa, el hidrogel puede impregnarse con una proteina deseada deshidratando el armazon y después
sumergiendo el hidrogel en una solucién que contenga la proteina deseada y agitando suavemente durante algunas
horas hasta que la proteina deseada penetre en el armazoén durante el proceso de hidratacién. Del mismo modo, el
hidrogel puede impregnarse con una proteina deseada por incubacion en una solucién que comprenda la proteina
deseada hasta que la proteina se difunda al interior de la red polimérica del armazén por difusién lenta, pasiva. Esto
ultimo esta influenciado por el grado de reticulacion, la porosidad del armazon y las propiedades estructurales
descritas en el presente documento.

Aparte de ser asequible de producir, el armazoén de la presente invencion es muy reproducible, flexible (puede
tensionarse o estirarse facilmente), presenta propiedades estructurales controlables y puede prestarse a controlar la
biodegradacion; caracteristicas que lo hacen muy adecuado para el disefio in vivo o ex vivo de tejidos tales como
hueso, nervios, cartilagos, musculo cardiaco, tejido dérmico, vasos sanguineos y otros tejidos (blandos y rigidos) en
el organismo. Por ejemplo, un armazoén y/o hidrogel de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion puede
colocarse facilmente en intersticios dentro de un tejido o de un 6rgano, después de lo cual este puede rellenar el
espacio vacio e iniciar el proceso de regeneracion a medida que el armazon se va degradando.

Por tanto, de acuerdo con otro aspecto de realizaciones de la presente invencién, se proporciona el uso de una
composicion de materia y/o armazon y/o hidrogel descritos anteriormente en el presente documento, para la
fabricacién de un medicamento identificado para la reparacién de lesion tisular.

Los ejemplos de trastornos o afecciones en los que la reparacion de la lesion tisular resulta ser beneficiosa incluyen,
pero sin limitacion, cirrosis hepatica tal como en pacientes con hepatitis C (higado), diabetes de tipo 1 (pancreas),
fibrosis quistica (pulmon, higado, pancreas), cancer de huesos (hueso), reparacion de quemaduras y heridas (piel),
degeneracion macular relacionada con la edad (retina), infarto de miocardio, reparacion miocardica, lesiones del
SNC (mielina), defectos del cartilago articular (condrocitos), degeneracion de la vejiga, degeneracion intestinal y
similares. Ademas, la reparacién de la lesion tisular que es cosmética es frecuentemente beneficiosa.

Como se usa en el presente documento, el término “cosmético” se refiere a tejido aparente (por ejemplo visible),
incluyendo, pero sin limitacion, tejido dérmico. La lesion tisular cosmética es tipicamente perjudicial desde el punto
de vista estético y puede ser perjudicial por otras razones (por ejemplo, factores sicoldgicos).

La frase “in vivo” se refiere a dentro de un organismo vivo, tal como una planta o un animal, preferentemente en
mamiferos, preferentemente, en sujetos humanos.

Como se usa en el presente documento, el término “sujeto” se refiere a un vertebrado, preferentemente a un
mamifero, mas preferentemente a un ser humano (un hombre o una mujer) de cualquier edad.

El armazon de la presente invencion puede implantarse en un sujeto usando una herramienta quirurgica, tal como un
escalpelo, una cuchara, espatula u otro dispositivo quirurgico.

Se apreciara que, la formacion in vivo de un tejido también puede realizarse administrando las moléculas
precursoras al sujeto y reticulando adicionalmente las moléculas precursoras in vivo. La reticulacion puede realizarse
como se describe anteriormente en el presente documento usando agentes y/o condiciones que no sean téxicos ni
peligrosos.

El armazon y/o hidrogel de la presente invencion también puede utilizarse para la formacion ex vivo de un tejido.
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Como se usa en el presente documento, la frase “ex vivo” se refiere a células vivas que proceden de un organismo y
que crecen (o se cultivan) fuera del organismo vivo, preferentemente, fuera del cuerpo de un vertebrado, un
mamifero o un ser humano. Por ejemplo, las células que proceden de un ser humano, tal como células de musculo
humano o células endoteliales adrticas humanas, y se cultivan fuera del cuerpo se denominan células que se
cultivan ex vivo.

Se apreciara que las células que se siembran en el armazén para la formacion ex vivo de un tejido pueden proceder
del individuo tratado (fuente autéloga) o de fuentes alogénicas tales como células madre embrionarias, que no se
espera que induzcan una reaccion inmunogénica.

Después de la formacion tisular ex vivo el armazén sembrado se implanta en el sujeto. Los expertos en la técnica
podran determinar cuando y como implantar el armazon para inducir a través del mismo la regeneracion tisular y
tratar la enfermedad.

Por ejemplo, para cartilago articular el armazon se siembra opcionalmente con condrocitos y después de 14-21 dias
en cultivo el armazén puede implantarse posteriormente en la superficie articular de la articulacion.

Como alternativa, el armazon puede inyectarse como una solucidon precursora, con o sin células, y polimerizarse
directamente en el sitio de la lesion del cartilago. El hidrogel polimerizado rellena el intersticio del defecto e inicia la
regeneracion de nuevo tejido cartilaginoso.

Como se usa en el presente documento, la expresion “tejido” se refiere a parte de un organismo que consiste en un
agregado de células que tiene una estructura y funcidon similares. Como ejemplos se incluyen, pero sin limitacion,
tejido cerebral, retina, tejido dérmico, tejido hepatico, tejido pancreatico, hueso, nervio, cartilago, tejido conectivo,
tejido sanguineo, tejido muscular, tejido cardiaco, tejido cerebral, tejido vascular, tejido renal, tejido pulmonar, tejido
gonadal, tejido hematopoyético y tejido graso. Preferentemente, el término “tejido” como se usa en el presente
documento también incluye el término “6rgano” que se refiere a una unidad estructural y funcional completamente
diferenciada en un animal que esta especializada para alguna funcién particular. Como ejemplos no limitantes de
organos se incluyen cabeza, cerebro, ojo, pierna, mano, corazén, higado, rifidn, pulmoén, pancreas, ovario, testiculo
y estomago.

En determinadas realizaciones de la presente invencion el tejido es un tejido acelularizado, es decir, que no
comprende células.

Como se ilustra en la seccién de Ejemplos en el presente documento, las moléculas precursoras comprenden
albumina ya que la proteina produce hidrogeles que son relativamente resistentes a la invasion celular. Dichos
hidrogeles pueden usarse, por ejemplo, como un adhesivo. En cambio, como se ilustra adicionalmente en el
presente documento, las moléculas precursoras que comprenden una proteina de la matriz extracelular (por
ejemplo, colageno tiolado) producen un hidrogel que se degrada faciimente y que las células invaden. Dichos
hidrogeles pueden usarse, por ejemplo, cuando es deseable reemplazar el hidrogel por tejido natural.

Los medicamentos de acuerdo con las realizaciones de la presente invencién pueden presentarse opcionalmente en
un envase o dispositivo dispensador, tal como un kit autorizado por la FDA, que puede contener una o mas formas
de dosificacion unitaria (por ejemplo, 100 mg), tal como para el uso personalizado que contenga el principio activo
(por ejemplo, las moléculas precursoras que aun no se han reticulado), y opcionalmente medios desechables
estériles para el suministro (por ejemplo, una jeringa) y para la iluminacién (por ejemplo, fundas negatoscoépicas). El
envase puede comprender, por ejemplo, un papel metalizado o de plastico, tal como un envase de tipo blister. El
envase o dispositivo dispensador puede venir acompanado de instrucciones para la administracion. El envase o el
dispositivo dispensador también puede venir acompafiado de una advertencia en una forma prescrita por una
agencia gubernamental reguladora de la fabricacién, uso o venta de los productos farmacéuticos, cuya nota refleja la
aprobacion por la agencia de la forma de las composiciones para la administracién humana o veterinaria. Dicha
advertencia puede incluir, por ejemplo, una etiqueta aprobada por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
de los Estados Unidos para la prescripcion de farmacos o un prospecto del producto aprobado. Las composiciones
que comprenden una preparacion de la invencion, formuladas en un transportador farmacéuticamente aceptable
también pueden prepararse, colocarse en un recipiente apropiado y marcarse para el tratamiento de una afeccion
indicada, como también se ha detallado anteriormente.

Como se usa en el presente documento, el término “tratamiento” incluye la anulacion, sustancialmente la inhibicién,
el retraso o la inversion de la progresion de una afeccion, sustancialmente la mejoria de sintomas clinicos o
estéticos de una afeccion o sustancialmente la prevencion de la aparicién de sintomas clinicos o estéticos de una
afeccion.

Los términos “comprende”, “que comprende”, “incluye”, “que incluye”, “que tiene” y sus conjugados significan “que
incluye pero sin limitacion”.
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La expresion “que consiste en” significa “que incluye y limitado a”.

Como se usa en el presente documento, las formas en singular “un”, “uno” y “una” y “el”, “la” incluyen referencias en
plural salvo que el contexto dictamine claramente otra cosa. Por ejemplo, la expresion “un compuesto” o “al menos
un compuesto” puede incluir una pluralidad de compuestos, incluyendo mezclas de los mismos.

A lo largo de esta solicitud, pueden presentarse diversas realizaciones de la invencion en un formato de intervalo.
Debe entenderse que la descripcion en un formato de intervalo es exclusivamente por conveniencia y brevedad y no
debe considerarse como una limitacion inflexible sobre el alcance de la invencion. Por consiguiente, debe
considerarse que la descripcidon de un intervalo tiene especificamente todos los posibles subintervalos desvelados,
asi como los valores numéricos individuales dentro de este intervalo. Por ejemplo, la descripcion de un intervalo tal
como de 1 a 6 debe considerarse que tiene especificamente los subintervalos desvelados tales como de 1 a 3, de 1
a4,de1ab,de2a4,de?2ab, de 3 ab etc., asi como numeros individuales dentro de ese intervalo, por ejemplo, 1,
2, 3,4,5y 6. Esto se aplica con independencia de la amplitud del intervalo.

Siempre que en el presente documento se indique un intervalo numérico, significa que se incluye cualquier sistema
numérico (fraccionado o entero) citado dentro del intervalo indicado. Las frases “que varia/varia entre” un primer
numero y un segundo numero indicado y “que varia/ varia de” un primer numero indicado “a” un segundo nimero
indicado se usan en el presente documento de manera indistinta y significan que incluyen el primer y segundo
numero indicado y todos los numeros fraccionados o enteros entre ellos.

Como se usa en el presente documento, el término “método” se refiere a maneras, medios, técnicas y
procedimientos para realizar una labor determinada incluyendo, sin limitacion, aquellas maneras, medios, técnicas y
procedimientos bien conocidos, o faciimente desarrollados de maneras, medios, técnicas y procedimientos
conocidos por los especialistas de las técnicas quimica, farmacoldgica, biolégica, bioquimica y médica.

Se aprecia que, determinadas caracteristicas de la invencién, que por claridad se describen en el contexto de
realizaciones distintas, también pueden proporcionarse en combinacién en una sola realizacién. Por el contrario,
diversas caracteristicas de la invenciéon, que por brevedad se describen en el contexto de una sola realizacién,
también pueden proporcionarse por separado o en cualquier subcombinacién adecuada o como adecuada en
cualquier otra realizacion descrita de la invenciéon. Determinadas caracteristicas descritas en el contexto de diversas
realizaciones no se consideran caracteristicas esenciales de estas realizaciones al menos que la realizaciéon sea
inoperativa sin estos elementos.

Diversas realizaciones y aspectos de la presente invencion se han esbozado anteriormente en el presente
documento y como se reivindica en la seccion de reivindicaciones mas adelante encuentran apoyo experimental en
los siguientes ejemplos.

Ejemplos

Se hace referencia ahora a los siguientes ejemplos, que junto con las descripciones anteriores ilustran algunas
realizaciones de la invencion y de una manera no limitante.

Sintesis de diacrilato-PEG:

Se preparé diacrilato-PEG (DA-PEG) a partir de OH-PEG lineal de 10 kDa (Fluka, Aldrich) como se describe en
cualquier parte. Resumiendo, la acrilacion de OH-PEG se realizé con argéon haciendo reaccionar una solucion de
diclorometano de OH-PEG con cloruro de acriloilo (Merck) y trietilamina (Fluka) a una proporciéon molar de 1,5:1 de
cloruro de acriloilo con respecto a grupos -OH. El producto final se precipitd en éter dietilico enfriado con hielo y se
seco al vacio durante 48 horas. Para verificar la conversion del grupo terminal y la pureza del producto final se utilizé
espectroscopia 'H-NMR

Tiolacién y PEGilacion de colageno:
(ejemplo comparativo, no forma parte de la invencion)

Se aisl6 colageno (de tipo 1) de tendon de cola de rata segun protocolos publicados. La tiolacion de colageno se
realizé usando succinimidil-acetil-tioacetato (SATA) (Pierce) como describen Chen et al. (2002). En resumen, el
colageno se disolvio en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) 150 mM con urea 8 M a una concentracion de
5 mg/ml. El SATA reaccioné con el colageno durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacion a una
concentracion de 0,075 mg por mg de colageno. Los grupos -SH acetilados resultantes unidos a restos de lisina se
desprotegieron después haciendo reaccionar el colageno con clorhidrato de hidroxilamina 0,5 M (Sigma-Aldrich)
durante 2 horas a una concentracion de 0,125 ml por mg de colageno. El producto se dializé6 durante una noche
frente a PBS con urea 8 M.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2596 707 T3

El colageno tiolado se PEGIil6 mediante reaccion con HCI-TCEP clorhidrato de (fris(2-carboxietil)fosfina) a una
proporcion molar de 2:1 de TCEP con respecto a los grupos tiol del colageno tiolado. El colageno tiolado reacciono
después durante 3 horas con DA-PEG 10 kDa a una proporcion molar de 1,5:1 DA-PEG por grupo tiol a un pH de 8
a temperatura ambiente. El colageno tiolado PEGilado se precipitd en acetona y volvié a disolverse en PBS con urea
8 My se dializ6 en un Slide-A-Lyzer (MWCO 10.000, Pierce) a 37 °C durante 2 dias a una concentracion final de 4
mg/ml de colageno. El producto PEGilado se caracterizé de acuerdo con protocolos publicados.

PEGilacion de albumina y fibrinbgeno (ejemplo comparativo, no forma parte de la invencion):

La albumina se PEGIl6 sin tiolacion, para preparar hidrogeles de albumina PEGilada. El fibrindgeno se PEGIl
(ejemplo comparativo, no forma parte de la invencidn) y se us6 para preparar hidrogeles con el propdsito de
comparar con la albumina y con el colageno tiolado.

Cada uno de fibrindgeno de bovino (Sigma-Aldrich) y albumina de suero bovino (MP Biomedicals) se disolvieron en
PBS 150 mM con urea 8 M para dar soluciones de 7 mg/ml. Se afiadié HCI-TCEP a las soluciones de proteina a una
proporcion molar de 1,5:1 de TCEP con respecto a cisteinas de fibrindgeno y a una proporcion de 2:1 con respecto a
cisteinas de albumina. Después de la disolucion, se afiadié una solucion de DA-PEG 280 mg/ml (diacrilato-PEG
lineal, 10 kDa) en PBS 150 mM con urea 8 M y reaccion6 durante 3 horas a temperatura ambiente. La proporcion
molar de PEG con respecto a cisteinas de fibrinégeno fue de 4:1. La proporcion molar de PEG con respecto a
cisteinas de albumina fue de 2:1. Después de la incubacion, las proteinas PEGiladas se diluyeron con un mismo
volumen de PBS 150 mM que contenia urea 8 M y se precipitd afiadiendo 5 volimenes de acetona. Los precipitados
volvieron a disolverse en PBS que contenia urea 8 M usando un homogeneizador, a ~2 mg/ml de concentracion de
proteina para la albdmina, y a ~7 mg/ml para fibrindgeno, y se dializé frente a PBS 150 mM a 4 °C durante 2 dias
con dos cambios de PBS. Las soluciones de proteina PEGilada se liofilizaron después durante al menos 2 dias y
volvieron a disolverse en PBS 150 mM para alcanzar una concentracion de proteina de ~8 mg/ml.

Analisis SDS-PAGE de la PEGilacién de las proteinas:

La reaccion de PEGilacion se confirmé por SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
sodico). Este es un método directo para evaluar cualitativamente la PEGilacion de proteinas, ya que el injerto de
PEG sobre una proteina tiene un efecto detectable sobre la movilidad de la proteina en el gel de poliacrilamida. Las
proteinas PEGiladas y no PEGiladas se cargaron en geles de poliacrilamida al 8 %. Los geles se tifieron con azul de
Coomassie® y se formaron digitalmente imagenes usando una estacién de trabajo de documentacion en gel.

Como se muestra en la Figura 1, la PEGilacién de la albumina, el colageno tiolado y el fibrindgeno no tiolado
causaron un aumento notable en el PM aparente. La albumina PEGilada, el colageno y fibrinégeno PEGilados son
visibles como una mancha continua en la parte mas superior del gel. Algo de colageno y fibrinbgeno permanecio no
PEGilado como lo indica la banda de colageno de aproximadamente 105 kDa y la banda de fibrinbgeno de
aproximadamente 50 kDa.

Formacién del hidrogel:

Se formaron precursores de proteina PEGilada en hidrogeles por fotopolimerizaciéon usando Irgacure ™ 2959 (Ciba
Specialty Chemicals) al 0,1 % (p/v) y exponiendo a luz ultravioleta (365 nm, 4-5 mW/cm?) durante 5 minutos.

Todos los experimentos de cultivo tisular se realizaron con precursor de proteina PEGilada 4 mg/ml complementado
con 10 mg/ml de DA-PEG (10 kDa) lineal.

La formacion del hidrogel se confirmé por reometria de cizalla controlada por velocidad de esfuerzo. Se realizaron
ensayos de tiempo de barrido dinamico en geometria de placa-placa a 37 °C, a una frecuencia constante de 1
radiante/segundo y a una tension sinusoidal del 5 % usando un Sistema de Expansion Reométrica de Advanced
(ARES, Rheometer Scientific). Los mdédulos de almacenamiento (G’) y de pérdida (G”) se registraron en funcion del
tiempo durante hasta 10 minutos mediante el programa informatico RSI Orchestrator 6.5.8. Después de 20
segundos, la solucidn se polimerizé por fotoiniciacion usando una fuente de luz ultravioleta (4-5 mW/cm®). El médulo
de cizalla indicado se tom6 como una parte real del médulo de cizalla complejo G* = G’ + iG” al finalizar el ensayo de
tiempo de barrido.

Como se muestra en la Figura 2, para los precursores PEGilados de albumina, fibrindgeno, y colageno tiolado, el
valor G’ aumentoé inmediatamente después de encender la [ampara ultravioleta y alcanzé una estabilizacion después
de aproximadamente dos minutos, indicando la finalizacién de la reaccién de polimerizacion.

Caracterizacion de la turgencia:
Se realizaron experimentos de turgencia en tapones cilindricos (5 mm de diametro) polimerizados a partir de 100 pl
de precursor de proteina PEGilada. Los tapones de hidrogel se incubaron en PBS 10 ml que contenia azida sodica

al 0,1 % a temperatura ambiente durante 24 horas. El peso humedo de cada tapon se registré antes de liofilizarse
durante una noche. El peso seco se midio, y se calculd la razén de turgencia (Q) dividiendo el peso seco entre el
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peso humedo después de la turgencia. La masa estimada de sales y azida sddica en PBS se resté del peso seco.
Se definié un parametro de turgencia adicional, el % de la proporcién de volumen, como el % de aumento entre el
volumen final del tapén en comparacion con el volumen inicial en el momento del moldeo ([Vsinal/ Vinicial] X100).

La proporcion del volumen del colageno tiolado PEGilado fue de 215 + 21 %, mientras que la proporcion de la
turgencia fue de 145 + 27.

La proporcion del volumen de la albumina PEGilada fue de 238 + 27 %, mientras que la proporcion de la turgencia
fue de 87 £ 10.

En comparacion, la proporcion del volumen del fibrinégeno PEGilado fue de 155 + 25 %, mientras que la proporcion
de la turgencia fue de 179 + 29.

Caracterizacion de la biodegradacion:

Se realizaron experimentos de biodegradacion en tapones cilindricos sin células, fabricados a partir de proteina
PEGilada marcada con fluorescencia como describen Peled et al. (2007). En resumen, 0,1 mg/ml de succinimidil
acridin-9-carboxilato (SAC) (Pierce) se reconstituyeron en PBS que contenia DMSO para preparar una solucion de
tincion SAC. Cada tapdn se incubd en la solucién de tincion SAC durante una noche, seguido de un lavado amplio
en PBS y azida sodica al 0,1 % durante 3 dias. Cada tapon se incub6 en 3 ml de solucion de colagenasa de tipo IA
0,01 mg/ml (Sigma-Aldrich) en PBS y azida sddica al 0,1 % a 37 °C con agitacién continua. Se usé un lector
multimodo de barrido espectral Varioscan (Thermo Electron Corp.) para medir la intensidad de fluorescencia del
sobrenadante (excitacion 364 nm, emisién 460 nm) cada 5 minutos durante hasta 10 horas. Los datos sin procesar
se normalizaron por la intensidad de fluorescencia final del hidrogel completamente degradado. Se usaron dos
grupos de control independientes para validar los resultados experimentales: tapones de hidrogel tefiidos con SAC
en PBS y azida sddica sin colagenasa; y tapones de hidrogel no tefidos en PBS, colagenasa y azida sodica.

Como se muestra en la Figura 3, la semivida del hidrogel de colageno tiolado PEGilado en la solucion de colagenasa
0,01 mg/ml fue de 20 minutos, lo que indica una biodegradabilidad significativa del hidrogel. La semivida del hidrogel
de albumina PEGilada en la solucion de colagenasa fue de 70 minutos, lo que indica una biodegradabilidad
significativamente mas baja que la del hidrogel de colageno. En comparacion, la semivida del hidrogel de fibrinégeno
PEGilado en las mismas condiciones fue de 40 minutos.

Preparacion del sustrato celular (2-D):

Los hidrogeles fabricados a partir de proteina PEGilada se usaron como sustratos para cultivos bidimensionales de
células de musculo liso (SMC). Las SMC de aorta de cabra se cultivaron hasta el pase 8 en Medio de Eagle
Modificado con Dulbecco (DMEM) (Gibco, UK) que contenia suero bovino fetal (FBS) al 10 % (Biological Industries,
Israel). Se prepararon hidrogeles premoldeados a partir de solucion de precursor de proteina PEGilada (4 mg/ml),
DA-PEG lineal 10 kDa (10 mg/ml) y fotoiniciador (0,1 % p/v). Los geles se fijaron en la parte inferior de una placa de
24 pocillos y se sembraron con una suspension de SMC (70.000 células por pocillo) en 1 ml de cultivo celular. La
propagacion celular se monitorizé inmediatamente después de la siembra usando un microscopio de contraste de
fase (Nikon Eclipse TS100) y la morfologia celular se documentd con una camara CCD digital.

Se utilizaron hidrogeles de cultivo tisular de plastico y solo de PEG como controles positivo y negativo
respectivamente, para la propagacion celular (datos no mostrados).

Como se muestra en las Figuras 4C-F, la propagacion celular comenzé inmediatamente después de la siembra
sobre las SMC en hidrogeles tanto de fibrinégeno PEGilado (Figura 4E) como de colageno PEGilado (Figura 4C) y
las células se propagaron completamente sobre la superficie de ambos hidrogeles después de 24 horas (Figuras 4D
y 4F).

Como se muestra en las Figuras 4A-B, no se produjo propagacion celular sobre el hidrogel de albumina PEGilada,
incluso después de 24 horas.

Penetracion de la construccion celularizada (3-D):

Se prepararon construcciones celularizadas fotopolimerizando una solucién precursora de proteina PEGilada en
presencia de SMC dispersas. Las células de los pases se trataron con tripsina y se suspendieron en 300 pl de
precursor de proteina PEGilada (0,5 x 10° células por ml) que contenia fotoiniciador (0,1 % p/v). Las construcciones
cilindricas se moldearon en tubos de silicona estéril de 8 mm de diametro y se transfirieron a una placa de Petri que
contenia medio de cultivo. Las células encapsuladas se monitorizaron y documentaron diariamente usando un
microscopio de contraste de fase. Algunos experimentos se monitorizaron continuamente usando un sistema de
microscopio hecho a medida de lapso de tiempo de incubacion (Nikon Eclipse TE-2000). Los experimentos de lapso
de tiempo registraron visualmente la remodelacion activa de células en diversas localizaciones dentro de cada
hidrogel formando secuencialmente imagenes en cada campo cada 10 minutos durante hasta 96 horas.
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Como se muestra en las Figuras 5E y 5H, comenzaron a formarse extensiones después de 4 horas sobre células
encapsuladas en matrices de hidrogel tanto de fibrinbgeno PEGilado (Figura 5H) como de colageno PEGilado
(Figura 5E). Después de 24 horas, las células se propagaron y comenzaron a ahusarse enormemente en ambas
matrices de hidrogel (Figuras 5F y 5I).

Como se muestra en las Figuras 5B y 5C, en una matriz de hidrogel de albumina no se formaron extensiones en
células, incluso después de 24 horas.

Estudios de extension tisular:

Se realizaron experimentos de extension usando construcciones tisulares densas fabricadas con geles de colageno
compacto sembrado con SMC, que se encapsularon dentro de hidrogeles de proteina PEGilada. Se preparo tejido
basado en colageno a partir de una solucién de DMEM 5X (Biological Industries, Israel), FBS al 10 %, solucion de
colageno de tipo | reconstituida en acido acético 0,1 N, y NaOH 0,01 M con las SMC dispersas (0,5 x 10° células por
ml). Los geles de colageno sembrados con células se cultivaron en una placa de 48 pocillos durante 2 dias en 500 pl
de medio antes de colocar el tejido compacto en 300 pl de solucién precursora de proteina PEGilada y fotoiniciador.
Después de la exposicion a 5 minutos de luz ultravioleta, el tejido encapsulado se cultivd dentro del hidrogel con 500
pl de medio de cultivo. Los experimentos de extension celular se monitorizaron diariamente mediante microscopia de
contraste de fase para visualizar la penetracion de las células desde el tejido al interior del hidrogel circundante. Los
resultados de la extension se cuantificaron midiendo la distancia de recorrido promedio de las células desde los
margenes del tejido denso hacia el interior de los hidrogeles de la proteina PEGilada, usando micrografias de
contraste de fase de las muestras tomadas a intervalos de tiempo determinados.

Como se muestra en la Figura 6A, las SMC comenzaron a invadir la matriz de colageno PEGilado y la matriz de
colageno PEGilado inmediatamente después del moldeo y continuaron invadiendo ambas matrices durante todo el
experimento. Mediciones cuantitativas en las matrices de fibrinégeno PEGilado y de colageno PEGilado revelaron
patrones de migracion muy similares (Figura 6C). En cambio, no hubo invasién de matriz de albumina PEGilada,
incluso después de 5 dias (Figura 6A).

Aunque la invencién se ha descrito junto con sus realizaciones especificas, para los expertos en la materia es obvio
que se pongan de manifiesto muchas alternativas, modificaciones y variaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion de materia que comprende una molécula precursora que comprende albdmina no tiolada y al
menos dos polimeros sintéticos unidos de manera covalente a dicha albumina, teniendo cada uno de dichos al
menos dos polimeros sintéticos un grupo funcional, seleccionandose dicho grupo funcional de manera que pueda
ser capaz de reticularse con un grupo funcional de al menos otro polimero sintético por polimerizacién en cadena,
formando dicho al menos otro polimero sintético una parte de al menos otra molécula precursora que comprende
albumina no tiolada y al menos dos polimeros sintéticos unidos de manera covalente a dicha albumina, formando
dicha reticulaciéon un armazon.

2. Un armazoén que comprende una pluralidad de moléculas de albumina no tiolada y una pluralidad de polimeros
sintéticos unidos de manera covalente a dichas moléculas de albimina, estando cada una de dichas moléculas de
albumina unidas de manera covalente a al menos dos de dichos polimeros sintéticos, en el que dichos polimeros
sintéticos estan reticulados por polimerizaciéon en cadena.

3. Un hidrogel formado a partir del armazén de la reivindicacion 2.
4. Una composicion cosmética que comprende el hidrogel de la reivindicacion 3.
5. Un método de generacion de un armazon, comprendiendo el método:

(a) la union de manera covalente de albumina no tiolada a al menos dos polimeros sintéticos por medio de un
primer grupo funcional de dichos al menos dos polimeros sintéticos, teniendo cada uno de dichos al menos dos
polimeros sintéticos un segundo grupo funcional, para obtener de este modo una molécula precursora que
comprende dicha albumina y dichos polimeros sintéticos; y a continuacion

(b) la reticulacion de una pluralidad de dichas moléculas precursoras por polimerizacion en cadena de dicho
segundo grupo funcional, para generar de este modo dicho armazén, por lo cual se excluyen los métodos de
cirugia y terapia para el tratamiento del cuerpo humano o animal.

6. El método de la reivindicacion 5, en el que dicho primer grupo funcional de dichos polimeros sintéticos esta unido
de manera covalente a un resto de cisteina de dicha albumina.

7. La composicion de materia de la reivindicacion 1, el armazon de la reivindicacion 2, o el hidrogel de la
reivindicacion 3, para su uso en la reparacion de lesiones tisulares.

8. La composicion de materia de la reivindicacion 1, el armazon de la reivindicacion 2, o el hidrogel de la
reivindicacion 3, en los que dicho polimero sintético es PEG.

9. La composicion de materia de la reivindicacion 1, en la que dicho grupo funcional se selecciona del grupo que
consiste en acrilato y vinil sulfona.

10. La composicion de materia de la reivindicacion 1, el armazén de la reivindicacion 2, o el método de la
reivindicacion 5, en el que dicha polimerizaciéon en cadena produce el reemplazo de enlaces insaturados en los
monomeros con enlaces que unen a los monémeros.

11. La composicion de materia de la reivindicacion 1, el armazon de la reivindicacion 2, o el hidrogel de la
reivindicacion 3, en los que dicha albumina esta desnaturalizada.

12. El método de la reivindicacion 5, en el que dichos primer y segundo grupos funcionales son idénticos.

13. El método de la reivindicacion 5, en el que dicha reticulacion comprende adicionalmente la reticulacion de una
pluralidad de dichas moléculas precursoras con una pluralidad de polimeros sintéticos, teniendo cada uno de dichos
polimeros sintéticos al menos dos grupos funcionales, seleccionandose dichos grupos funcionales de manera que
puedan ser capaces de reticularse con un grupo funcional de dichas moléculas precursoras.

14. El armazén de la reivindicacion 2, el hidrogel de la reivindicacién 3, o el método de cualquiera de las
reivindicaciones 5, 6, 12 y 13, en los que una concentracion de dicha pluralidad de polimeros sintéticos esta en un
intervalo de 1 mg/ml a 150 mg/ml.

15. La composicion de materia, el armazén o hidrogel de la reivindicacién 7 en los que dicha utilizacién en la
reparacion de lesiones tisulares es una utilizacion como un adhesivo.
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