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DESCRIPCION
Sistema de hidrogel autoorganizante fisico para aplicaciones biotecnolégicas

La invencion se refiere a un sistema de hidrogel autoorganizante fisico para aplicaciones biotecnoldgicas.
La formacion de hidrogel tiene lugar aqui con cinética controlada basada en una interaccion proteina-ligando.

La interaccion avidina/estreptavidina-biotina es el par proteina-ligando utilizado mas frecuentemente en la
biotecnologia. Por ejemplo, se utilizan biomateriales basados en la interaccion avidina/estreptavidina-biotina en el
cultivo de células o para la liberacion controlada de sustancias activas. Hasta la fecha, en la investigacion se han
utilizado reacciones quimicas para incorporar biotina o estreptavidina a un material o una superficie. Recientemente,
se ha desarrollado un sistema de hidrogel covalente que esta combinado con una reaccién fotoquimica bifotdnica.
Este método permite incluir sustancias biotiniladas en matrices tridimensionales. Para muchas aplicaciones basadas
en células, los métodos que prescinden de reacciones quimicas son ventajosos a la hora de integrar funciones
bioldgicas.

No obstante, las reacciones quimicas son dificiles de controlar en una regién extensa y poco fructiferas. Aparte de
esto, también es muy dificil formar un hidrogel fisico que, por ejemplo, se base en una interaccion
avidina/estreptavidina-biotina, ya que cuando se reinen estos componentes a menudo tienden a formar precipitados
y aglomerados.

A partir de la publicacién de Huaping Tan et al.: "Injectable Nanohybrid Scaffold for Biopharmaceuticals Delivery and
Soft Tissue Engineering", Macromolecular Rapid Communications, vol. 33, n.° 23, 13 de diciembre de 2012
(2012-12-13), paginas 2015-2022, XP055200555, ISSN: 1022-1336, DOI: 10.1002/marc.201200360; son conocidos
materiales de soporte de hidrogel de nanofibras para encapsular células y para su uso en la tecnologia tisular. Estos
materiales se preparan por conjugacion de extremos de biotina, que estan unidos a moléculas de PEG, a grupos de
estreptavidina de acido hialurénico funcionalizado con estreptavidina.

En la publicacion de Liu Y. et al.: "Biodegradable PEG hydrogels cross-linked using biotin-avidin interactions”,
Australian Journal of Chemistry 2010 CSIRO AUS, vol. 63, n.° 10, 2010, paginas 1413-1417, XP008176911,
DOI: 10.1071/CH10168; se describen hidrogeles de PEG bioldgicamente degradables que estan reticulados entre si
por interacciones biotina-avidina.

En la publicacion de Barsting C. et al.: "SNP typing on the NanoChip electronic microarray", Methods in Molecular
Biology, Humana Press, Inc., US, vol. 297, 1 de noviembre de 2004 (2004-11-01), paginas 155-167, XP001248547,
ISSN: 1064-3745; se da a conocer un protocolo de tipificacion de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, por sus
siglas en inglés) desarrollado para una micromatriz electrénica de nanochips. En este caso, la matriz de nanochips
consta de cien electrodos que estan cubiertos con una delgada capa de hidrogel que contiene estreptavidina.
Se puede aplicar una corriente eléctrica a uno, varios o todos los electrodos al mismo tiempo. El ADN biotinilado se
alinea a lo largo de los campos electrénicos y se une a la estreptavidina de la capa de hidrogel.

A partir del documento WO 2012/155110 A1 se conocen microgeles y microtejidos para su empleo en la tecnologia
tisular. En particular, se describe un dispositivo de microencapsulacion para preparar microgeles y/o microtejidos
mediante una tecnologia de emulsion. Ademas, se exponen métodos para preparar estructuras altamente ordenadas
que imitan estructuras de tejido in vivo.

A partir de la publicacion de Hiroyuki Inoue et al.: "Disintegration of Layer-by-Layer Assemblies Composed of
2-Iminobiotin-Labeled Poly(ethyleneimine) and Avidin", Biomacromolecules, vol. 6, n.°. 1, 1 de enero de 2005
(2005-01-01), paginas 27-29, XP055211842, ISSN: 1525-7797, DOI: 10.1021/bm0495856; se describe una pelicula
delgada estructurada en capas, preparada a partir de avidina y una polietilenimina marcada con 2-iminobiotina
(ib-PEl), y se estudia su sensibilidad frente al valor de pH del entorno y la biotina.

Es mision de la invencidon crear condiciones que eviten la generacion de pequefias particulas de polimero y
posibiliten la formacion de un hidrogel coherente o una biopelicula.

La solucion de la mision de la invencion consiste en un sistema de hidrogel autoorganizante fisico para aplicaciones
biotecnoldgicas segun la reivindicacion 1. El mismo esta constituido por una red no covalente basada en una
interaccion proteina-ligando y comprende como ligando biotina o uno de sus derivados, estando la biotina o uno de
sus derivados conjugado covalentemente en cada caso a un extremo de una cadena polimérica de un
oligonucledtido de filamento sencillo o doble, y como proteina una proteina tetramérica, ascendiendo el contenido de
solidos referido al hidrogel en su totalidad al menos a 3% en masa, preferiblemente al menos a 4% en masa, y
estando reticulados los conjugados por la proteina tetramérica. Segun la invencién, se prevé una proporcion de
mezcla, como proporcion de equivalentes entre la proteina y el nimero de extremos biotinilados terminales de las
cadenas poliméricas en el conjugado biotina-polimero, de 1:2 a 1:8. Se prefiere una proporcién de equivalentes de
1:4, lo que corresponde, en el caso de dos extremos terminales por cadena polimérica, a una proporciéon molar 1:2
entre proteina y conjugado polimero-biotina. Como proteina tetramérica que reticula el conjugado se prevé,
preferiblemente, avidina, estreptavidina o una mutante de estas proteinas. Es especialmente ventajoso un contenido
de solidos de al menos 6% en masa, preferiblemente al menos 9% en masa. Como proteina tetramérica que reticula
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el conjugado se prevé, preferiblemente, avidina, estreptavidina o una mutante de estas proteinas. Por lo tanto,
preferiblemente ninguna de estas proteinas debe estar unida covalentemente entre si.

La reticulacion esta regulada por los procesos de las interacciones fisicoquimicas entre las cadenas poliméricas.
Sorprendentemente, el disefio molecular seleccionado y las condiciones de reticulacién segun la invenciéon conducen
a que se evite la producciéon de pequefas particulas de polimero y a que se forme un hidrogel cohesionado o una
pelicula de biomatriz.

Ademas, con el uso ventajoso de traptavidina, una forma mutada de estreptavidina, se puede incrementar
notablemente la estabilidad del hidrogel en comparacion con los sistemas de conjugado estreptavidina/avidina-
polimero-biotina.

Segun la invencion, se prevé como cadena polimérica un oligonucleétido que, segun una configuraciéon ventajosa,
puede emplearse en forma de un oligonucleétido ramificado, es decir, un oligonucleétido con mas de dos extremos.
En una forma de realizacion especialmente preferida de la invencion, la cadena polimérica de oligonucleétido
consiste en un ADN de filamento doble, es decir, en lugar de un oligonucleétido de filamento sencillo se emplea ADN
de filamento doble. Esto permite un proceso de gelificacion aun mas controlado.

Los métodos optimizados no solo mejoran la estabilidad del hidrogel, sino que también permiten formar delgadas
peliculas de hidrogel con un minimo empleo de material. Asi pues, se puede utilizar el sistema para formar peliculas
delgadas de hidrogel cuya preparacion tenga un coste favorable, lo que permite el revestimiento de grandes
superficies con los biomateriales deseados. El sistema de hidrogel conforma asimismo una plataforma simple para
producir muchas peliculas de biomatriz con diferentes condiciones y, por lo tanto, poder realizar un cribado de alta
capacidad, por ejemplo. Otra caracteristica interesante del nuevo sistema de hidrogel es que puede ser reconstituido
por completo después de secado. Esta propiedad permite un facil transporte del material.

El sistema de hidrogel segun la invencién se puede formar in situ sin reacciones quimicas. Esto es novedoso en
comparacion con hidrogeles convencionales ya conocidos, basados en interacciones estreptavidina-biotina.
La erosion se puede acelerar sin proteasas mediante la adicion de biotina. Una posible aplicacion consiste en el
analisis de proteinas de matriz extracelulares intactas, segregadas por células incrustadas en el hidrogel.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento de reticulacion que se basa en una interaccion
biotina-avidina. La reticulacién se controla a través de los procesos de las interacciones fisicoquimicas entre las
cadenas poliméricas. Como ya se ha mencionado, se han podido establecer un disefio molecular y condiciones de
reticulacion que conducen a evitar la produccion de pequefias particulas de polimero y permiten que se forme un
hidrogel cohesionado o una pelicula de biomatriz. En el procedimiento para preparar el hidrogel segun la invencion,
incluidas todas sus formas de realizacién mencionadas, se mezclan entre si los componentes a reticular, es decir, la
proteina y el conjugado, con un contenido de soélidos de al menos 3% en masa y en una proporcion molar de
equivalentes entre la proteina y el nimero de extremos biotinilados terminales de las cadenas poliméricas en el
conjugado biotina-polimero de 1:2 a 1:8. La mezcladura de los dos componentes, preferiblemente en un mezclador
vorticial de alta velocidad, evita que se produzca una formacion de particulas en lugar de la formacion de hidrogel.

El ligando de bajo peso molecular biotina, o respectivamente uno de sus derivados, como por ejemplo iminobiotina o
destiobiotina, se conjuga a los extremos de la cadena polimérica. El polimero puede ser un oligonucleétido de
filamento sencillo o doble. El polimero también puede ser una estructura oligonucleotidica ramificada que tenga mas
de dos extremos. Los conjugados polimero-biotina resultantes se reticulan por una proteina tetramérica. Como
proteina tetramérica se pueden utilizar aqui estreptavidina o avidina o mutantes de estreptavidina y avidina.
Se prefiere especialmente en este caso la mutante de estreptavidina, traptavidina, que posee una afinidad hacia la
biotina mayor que la estreptavidina.

Los sistemas de biomaterial pueden modificarse adicionalmente, o bien por inserciéon de secuencias peptidicas en la
cadena polimérica, o bien por adicion de péptidos biotinilados, sustancias activas biotiniladas, oligosacaridos
biotinilados, oligonucledtidos biotinilados o proteinas biotiniladas al hidrogel. Como ya se ha indicado, también se
puede reemplazar el grupo de biotina por los analogos de biotina, destiobiotina o iminobiotina, de los cuales se
espera que aumenten las tasas de liberacion de los péptidos, sustancias activas, oligosacaricos, oligonucleétidos y
proteinas. Ademas, también se pueden combinar las diversas modificaciones covalentes o no covalentes
mencionadas en lo que antecede, lo que origina un numero ilimitado de nuevos biomateriales que se pueden utilizar
para el cribado y la optimizaciéon de biomateriales mediante un enfoque combinatorio.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere al uso de un sistema de hidrogel autoorganizante fisico segun la
invencién para un cultivo celular. Es decir, los sistemas de biomaterial resultantes pueden utilizarse para cultivar
células sobre los biomateriales, asi como para encapsular células en el hidrogel.

Otros detalles, caracteristicas y ventajas de la invencion se desprenden de la siguiente descripcion de ejemplos de
realizacion, haciendo referencia a los dibujos correspondientes. Estos muestran:

en la Figura 1:  una representacion esquematica del control cinético y termodinamico de la reticulacion, que no es
parte de la invencion,
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una representacion esquematica de una matriz bidimensional de hidrogel en forma de una serie de
cuadrados unidos entre si, que no es parte de la invencion,

una imagen fotografica de una red enlazada, que no es parte de la invencion,
una imagen fotografica de una red enlazada, que no es parte de la invencion,

un diagrama con una comparacion de la dureza relativa del gel entre hidrogeles con distinto
contenido de sélidos, que no es parte de la invencion,

un diagrama que muestra la erosion del hidrogel en funcién del contenido de sdlidos, que no es
parte de la invencion,

un diagrama que muestra el hinchamiento del hidrogel en funcién de la fuerza iénica, que no es
parte de la invencion,

un diagrama que muestra la durabilidad del hidrogel en funcion de la fuerza iénica, que no es parte
de la invencion,

una cromatografia de exclusiéon por tamafio de una solucidon de hidrogel con un contenido de
sélidos de 1% en masa, que no es parte de la invencion,

una cromatografia de exclusién por tamario para soluciones de hidrogel después de la erosion con
reorganizacion de particulas, que no es parte de la invencion,

una cromatografia de exclusion por tamafio de hidrogel erosionado con un contenido de soélidos de
9% en masa después de concentrar la muestra, que no es parte de la invencion,

una imagen fotografica de un ensayo vivo/muerto, que no es parte de la invencion,
una toma microscépica de una célula no expansionante tipica, que no es parte de la invencion,
una toma microscépica de una célula parcialmente expansionante, que no es parte de la invencion,

una toma microscépica de una célula ampliamente expansionante, que no es parte de la

toma microscépica en campo brillante del hidrogel 0%-B-ll, que no es parte de la invencion,
toma microscopica en campo brillante del hidrogel 50%-B-II, que no es parte de la invencion,
toma microscopica en campo brillante del hidrogel 100%-B-Il, que no es parte de la invencién,

una toma microscoépica de una distribucion completa de la expansién celular, que no es parte de la
invencion, y

un ensayo de transliteracion de células T de ratén estimuladas, utilizando citometria de flujo
basada en CsA-azo-biotina, que no es parte de la invencion,

La Figura 1 muestra esquematicamente una hidrogelificacion cinéticamente controlada, basada en la interaccion
proteina-ligando. EI control cinético significa: dependiendo del volumen, se forman solamente uniones
intramoleculares de la PEG-biotina a una proteina, por ejemplo a avidina, estreptavidina o una mutante de estas
proteinas, a baja concentracion, véase la ilustracion a), pequefias particulas con uniones intra e intermoleculares a
mayor concentracion, véase la ilustracion b), o hidrogeles con uniones casi exclusivamente intermoleculares a la
maxima concentracion, véase la ilustracion c). El control cinético y termodinamico significa: dado que las uniones se
encuentran en reordenamiento dinamico, es decir, cinético, los "estadios" mostrados en las ilustraciones a), b), c)
pueden transformarse unos en otros por cambios en el volumen o cambios en la concentracion. Ademas, el sistema
alcanza siempre (en cada estadio) el minimo energético y entrépico que, dependiendo de la concentracion o el
volumen termina en la formacioén de particulas o en la formacion de hidrogel.

Ejemplo I: Hidrogel de estreptavidina/avidina-PEG-biotina, que no es parte de la invencion

Por motivo de la creciente aplicacion de sistemas de hidrogel no covalentes para aplicaciones biotecnoldgicas, se ha
sintetizado un hidrogel autoorganizante que esta reticulado unicamente por interaccién receptor-ligando entre biotina
y avidina.

Este sistema modelo se ha utilizado para determinar y racionalizar el comportamiento de receptores-ligandos
basados en redes supramoleculares. La formacion y la erosion del hidrogel estan determinadas por la quimica fisica
de interacciones receptor-ligando. La formacion de gel esta, por un lado, controlada cinéticamente y aparece
solamente por encima de una concentracion critica c* y, por otro lado, debido a los efectos combinados del
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reordenamiento de ligando, hinchamiento de la red y entropia, se llega a la erosién con mas rapidez de lo esperado.
Aparece una erosién como reordenamiento progresivo del gel para dar particulas cada vez mas pequenas.
Sin embargo, este proceso depende de la concentracion y puede revertirse si se concentra la solucion de hidrogel
erosionado. Por ultimo, como prueba de la utilidad de tal sistema, se han incorporado motivos peptidicos con la
intencion de promover la adhesion y la expansion de células madre.

Se han desarrollado hasta la fecha muchos sistemas de hidrogel basados en interacciones no covalentes, por
ejemplo interacciones hidrofébicas, interacciones proteina-proteina o interacciones péptido-oligosacarido.
En contraste, el aprovechamiento de uniones ligando-receptor simples constituye una via de reticulacion mucho
menos utilizada. Dado que las reticulaciones son procesos complejos, hasta ahora no se entendia bien cémo la
cinética de unién y la energia de union influyen en la reticulacion, asi como en las propiedades fisicas, mecanicas y
bioquimicas resultantes. La rapida union y las particularidades de la unién biotina-avidina, por ejemplo, se han
aprovechado para la formacion de nanoparticulas y para la modificacion y funcionalizacion de hidrogeles pero,
llamativamente, permanecia en gran parte sin explorar su uso como reticulante Unico en una red macroscopica.
Sorprendentemente, se ha encontrado que esta red autoorganizante aparentemente simple solo podia formarse en
condiciones finamente ajustadas. Aunque generalmente se considera la unién biotina-avidina casi irreversible, la
quimica fisica de la union proteina-ligando y la disociacién conducen a una red dinamica. Ademas, la red se puede
funcionalizar facilmente, para en este caso influir en la morfologia de células madre mesenquimales encapsuladas
en la matriz tridimensional.

La reticulacion del hidrogel depende de la concentracion. En un reticulo autoorganizante ideal, sirven como centro de
enlace tetrameros de avidina, que se reticulan mediante cadenas lineales de polietilenglicol (PEG) biotiniladas en
ambos extremos. La simplicidad estructural del hidrogel permite modelar la matriz bidimensionalmente como una
serie de cuadrados conectados entre si, tal como se muestra en la Figura 2a. Debido a la acusada constante de
unién biotina-avidina, Kon, la concentracién de los componentes adquiere una importancia decisiva para la
reticulaciéon. Para formar una red completa, los intersticios entre los puntos de unién a avidina deben ser similares o
mas pequefios que la distancia promedio tedrica entre los extremos del enlazador de PEG biotinilado. Cuando la
topologia es adecuada, una cadena de PEG puede unirse a dos tetrameros de avidina distintos, lo que se cumple en
la denominada "conformacion en red". Cuanto mas se reducen las concentraciones y aumentan las distancias, mas
crece la probabilidad de que una cadena de PEG se una dos veces al mismo tetramero de avidina en una
denominada "conformacién cerrada", de modo que el primer evento de unién limita la zona en la cual puede buscar
otro sitio de enlace la cadena de PEG. Asi se forma una red fragmentada, incompleta, que consiste en una mezcla
de constituyentes de red y particulas de conformacion cerrada, si los intersticios son demasiado grandes, aunque
solo sea por poco, para que se puedan cubrir las distancias. Si los espacios para el PEG son demasiado grandes
para que se puedan cubrir las distancias, no se forma una red cohesionada, sino solamente una distribucién de
micro- y nanoparticulas de gel con bordes de conformacion cerrados. Suponiendo que la cadena de PEG de 10 kDa
tiene una longitud de contorno de 33,2 nm, se podria formar un hidrogel con un contenido de soélidos de 0,21% en
masa (avidina 27 yM y biotinil-PEG 54 uM). Sin embargo, bajo estas condiciones no se forma ningun hidrogel, ya
que los polimeros libres prefieren, desde el punto de vista energético, una estructura de bobina al azar
semiarrollada. Se ha calculado la distancia media entre los extremos de una cadena de PEG de 10 kDa mediante la
modelizacién del polimero, utilizando el "modelo de una cadena vermiforme". Los calculos muestran una distancia
media de extremo a extremo de 5,0 nm para una cadena de PEG de 10 kDa. Suponiendo una distribucién ideal de
avidina en la solucion, se ha calculado que un contenido de sdlidos de hidrogel de 9% en masa, que corresponde a
avidina 1,27 mM, origina huecos de 5,1 nm entre los tetrameros de avidina y, por lo tanto, corresponde
aproximadamente al contenido minimo de sélidos requerido para formar una red conectante, tal como se muestra en
las Figuras 2b y 2c. Aunque se pueden formar hidrogeles con un contenido de sélidos tan bajo como 4% en masa,
debido al caracter de mosaico de la red incompleta dichos hidrogeles son claramente mas blandos, como muestra la
Figura 3a, y menos estables que los geles con mayor contenido de sélidos. Las mezclas con un contenido de sélidos
inferior a 4% en masa no forman una red cohesionada. Asi, la cromatografia de exclusion por tamafio de la Figura 4
para una solucién de gel con un contenido de solidos de 1% en masa, muestra una dispersion de pequefias
particulas de gel.

La erosion del hidrogel es un proceso lineal y dependiente de la concentracion. Al ser generalmente considerada la
interaccion biotina-avidina similar a un enlace covalente desde el punto de vista de la estabilidad, ha resultado
sorprendente que la erosion de los hidrogeles en el sobrenadante aparezca ya en una escala de tiempo de dias a
semanas, mientras que los hidrogeles permanecen estables durante meses en ausencia de sobrenadante, como se
aprecia en la Figura 3b. Mediante el ajuste del contenido de sdlidos se podria extender la estabilidad del hidrogel
desde una vida util de cuatro dias en el caso de un contenido de sélidos de 4% en masa hasta una vida util de
20 dias en el caso de un contenido de sdlidos de 14% en masa. En todos los casos, los hidrogeles se erosionan
linealmente, lo que es tipico de los hidrogeles fisicos. Tal como muestra la ilustracion precedente de las distintas
conformaciones posibles de las interacciones biotinil-PEG/avidina, también es posible describir el mecanismo fisico
de la erosiéon. Cuando se rompe una union biotina-avidina de una conformacioén de red, el conjugado PEG-biotinilo
puede unirse a una avidina en una conformaciéon de red o a otro sitio disponible del mismo tetramero, colocandose
en una conformacioén cerrada que lleva a la erosion por difusion hacia fuera del cuerpo de gel. Suponiendo que la
energia de union entre avidina y biotina es la misma en cualquier conformacion de red, la diferencia entre la entropia
del estado erosionado y la de la estructura en reticulo se incrementa de la misma manera que se incrementa el
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volumen de todo el sistema si se afade solucion tampén al hidrogel. Por consiguiente, por un lado en el
sobrenadante se encuentra favorecida termodindmicamente la erosién de la estructura ordenada. Por otro lado,
la cinética del reordenamiento estructural también esta influenciada por el hinchamiento del hidrogel y por la
disociacion de la biotina con respecto a la avidina.

Ademas, un hinchamiento afecta a la vida util del hidrogel. El hidrogel de biotinil-PEG/avidina experimenta un
hinchamiento si se coloca en el sobrenadante. El hinchamiento esta impulsado por la presién osmética, debido a la
mayor concentracion de sustancias disueltas en el interior del hidrogel que en el exterior, y termina si se alcanza el
equilibrio osmético, o bien si las fuerzas elasticas originadas por la dilatacion del componente de hidrogel pueden
oponerse a la presion osmatica. Con el fin de estudiar los efectos del hinchamiento del hidrogel, se ajustaron la
fuerza ionica del hidrogel y la del sobrenadante. Asi, se compar6 el hinchamiento del hidrogel en agua desionizada
(ddH20) con el hinchamiento del hidrogel en distintas soluciones de cloruro sédico tamponadas con fosfato (PBS),
cada una con distinta concentracion, a saber, PBS 1x, PBS 5x y PBS 10x. Tal como se muestra en la Figura 3c, si se
traslada el hidrogel desde agua desionizada (agua Milli-Q®, ddH20) a solucién de cloruro sédico tamponada con
fosfato (PBS) 10x es posible reducir desde ~ 74% a 35% la magnitud del hinchamiento que se produce, en un
espacio de tiempo de 24 horas, en un hidrogel con un contenido de sélidos de 9% en masa. Llamativamente, los
hidrogeles con hinchamiento reducido tienen una vida util mas larga que los ejemplos comparativos con mayor
hinchamiento, como se demuestra al compararlos con la Figura 3d. Obviamente, el hinchamiento del hidrogel
contribuye a la erosion en dos aspectos. En primer lugar, las cadenas de PEG se estiran a causa del hinchamiento
mas alla de su longitud de equilibrio. Cuando se rompe una unién biotina-avidina, el PEG se retrae a su longitud de
equilibrio y, por lo tanto, es mas adecuado establecer uniones en una conformacién cerrada que formar nuevamente
una red.

Ademas, el hinchamiento tensiona las cadenas a causa de la dilatacion del polimero mas alla de su longitud de
equilibrio. En PBS 1x, un hidrogel con contenido de sdlidos de 9% en masa se hincha 60% en volumen en el
transcurso de 24 horas, alargandose el PEG desde 5,0 nm a 5,8 nm. Considerando de nuevo el polimero como una
cadena vermiforme, la tensién efectiva debida al alargamiento del polimero se ha calculado en 3,2 pN. La velocidad
de deformacién era aproximadamente 0,32 pN por hora. A pesar de la resistencia a la rotura de la unién
biotina-avidina, de la que a menudo se dice que se sitla en el entorno de centenares de pN, se consiguen los
valores mencionados de alta velocidad de deformacion. De acuerdo con los calculos, en caso de existir una
velocidad de deformacién muy pequefia, la union biotina-avidina podria romperse con solo ~3 pN de fuerza
directamente aplicada, mientras que las mediciones con una trampa éptica a velocidades de deformacién de 7,7 pN
por segundo podrian denotar una ruptura a fuerzas tan bajas como 3,4 pN. Llamativamente, aunque una unién
sélida a una velocidad de deformacion elevada es de la maxima importancia para las distintas aplicaciones de
biotina-avidina en el campo de la biotecnologia, en el experimento de erosion de hidrogel se pone de manifiesto la
débil interaccion del par de unién cuando se estira con menor velocidad de deformacién. El hidrogel de
biotina-avidina es estable bajo una exigencia mecanica elevada, por ejemplo en el caso de tratamiento con
ultrasonidos, mientras que la carga fisica resultante del lento proceso de hinchamiento puede perturbar la interaccion
entre el par receptor-ligando que, en otros casos, es muy fuerte.

La erosion es progresiva y reversible. Aunque la erosion del hidrogel es un proceso favorecido termodinamicamente
de las particulas de conformacion cerrada, que se difunden desde el hidrogel al sobrenadante, mediante la
cromatografia de exclusiéon por tamafio se ha podido comprobar que, en las soluciones de hidrogel erosionado,
incluso cuando ya no existe un hidrogel cohesionado, las particulas en solucidon se reorganizan con el tiempo para
dar fragmentos mas pequefios, como también se deduce de la Figura 5a. Tiene extraordinaria importancia el hecho
de que los procesos de gelificacion/erosion sean reversibles. Se volvieron a concentrar a sus volimenes originales
las soluciones de hidrogel erosionado, y se encontré que se formaron nuevamente hidrogeles en el transcurso de
72 horas. Este es un periodo de tiempo relativamente largo en comparacion con la formacion casi instantanea de los
hidrogeles originales. En una investigacion adicional de este proceso, se concentr6 hasta 100 pl
un volumen de 1 ml de solucién de hidrogel erosionado de 30 ul, con un contenido de sélidos de 9% en masa, lo que
llevé a un contenido de solidos algo inferior al contenido de sélidos critico para la formacién de hidrogel, y se realizé
una cromatografia de exclusion por tamafio. El resultado de la misma se muestra en la Figura 5b. Inmediatamente
antes de concentrar la muestra, el pico principal eluia a 8 + 0,02 minutos. Transcurridas 168 y 336 horas después de
concentrar la muestra, el pico principal eluia con el pico de inyeccion. Estos datos muestran que la reticulacion
resulta favorecida con una concentracion elevada.

Los hidrogeles son biocompatibles y adecuados para el cultivo tridimensional de células madre. Un hidrogel que se
autoorganice rapidamente es el medio de eleccion para el cribado de condiciones 6ptimas para aplicaciones de
cultivo celular tridimensional. Se ha investigado si podrian sobrevivir y expandirse células en las matrices
tridimensionales. Se prepararon PEG modificados que contenian conjugados biotina-péptido. El primer conjugado,
biotina-GRGDSPGWC, denominado Bl en lo sucesivo, contenia Unicamente el motivo de adhesiéon celular RGDSP.
El segundo conjugado, biotina-GRGDSPQGIWGQC, denominado B-Il en lo sucesivo, contenia el motivo de
adhesion celular y también el punto de escision de metaloproteinasa de matriz (MMP), PQG 1 | IWGQ, de modo que
las células escindian quimicamente la red. Las soluciones de componentes de hidrogel se mezclaron con células
madre mesenquimales (MSC) humanas, lo que dio lugar a células encapsuladas en una red autoorganizante. Tras
una incubacion de 24 horas se ensayaron los hidrogeles en un ensayo vivo/muerto, que revel6 98,10% de células
supervivientes (n = 157) (véase la Figura 6).
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A continuacion se investigé si los hidrogeles permitian la expansiéon y el crecimiento celular. Primeramente se
mezclaron Bl y B-ll, es decir, se preparé una premezcla, para producir hidrogeles con 0%, 50% y 100% de B-II. En la
Figura 7a se ilustra una célula inmune tipica, no expansionante. En la Figura 7b se ilustra una célula parcialmente
expansionante. En la Figura 7c se representa una célula ampliamente expansionante. En cada una de las figuras 7d,
7e y 7f se muestran tomas microscépicas en campo brillante representativas de los hidrogeles con 0%, 50% y 100%
de B-Il. En la Figura 7g se reproduce una distribucion completa de la expansion celular. Tras 48 horas en el hidrogel
al 0%, una fraccion de 6,55% de las células muestra expansion (n = 121), mientras que en el hidrogel al 5% muestra
expansion una fraccion de 31,95% de las células (n = 131) y en el hidrogel al 100% una fraccién de 25,15% de las
células (n = 130). El sistema de hidrogel de biotinil-PEG/avidina es biocompatible y adecuado para las aplicaciones
de cultivo celular con la secuencia escindible por MMP en B-Il, que es necesaria para la expansién de MSC.

Ahora se ha puesto a disposicion un nuevo hidrogel no covalente que esta reticulado por la interaccion
receptor-ligando entre biotina y avidina. La caracteristica mas destacable de este hidrogel es que la formacion y
erosion del hidrogel estan determinadas por la quimica fisica de la interaccion receptor-ligando. Por un lado, la
formacién de hidrogel es un proceso controlado cinéticamente y aparece solamente por encima de una
concentracion critica, y, por otro lado, la tension de estiramiento de las cadenas de polimero, asi como una mayor
probabilidad, conducen a que después de la rotura de la union durante la expansion del hidrogel, un PEG adquiera
una conformacion de unién cerrada y, en consecuencia, a una erosion del hidrogel. Ha sido igualmente interesante
la observacién de que la erosion, a través de un reordenamiento progresivo de las particulas de hidrogel, da como
resultado un numero creciente de particulas que tienen regiones centrales mas pequefias. Ademas, este
reordenamiento es bidireccional y se puede revertir si se concentra el hidrogel erosionado. El sistema de hidrogel
muestra que redes basadas en interacciones receptor-ligando proporcionan vias adecuadas para el desarrollo de
nuevos biomateriales que poseen propiedades interesantes. Los hidrogeles se autoorganizan en condiciones suaves
y presentan tasas de erosion lineales y ajustables. Las condiciones para promover un cultivo tridimensional de
células madre podrian coordinarse mediante la investigacion de los efectos sinérgicos de las diversas secuencias
peptidicas. Dado que la biotinilacién es el método mas extendido para inmovilizar biomoléculas, el novedoso sistema
representa una forma sencilla de disefiar y supervisar biomatrices altamente funcionalizadas.

En lo que sigue se exponen los métodos aplicados:
Preparacion del componente de hidrogel

Se obtuvo avidina (Affiland, Bélgica) como polvo liofilizado. Se preparé PEG biotinilado disolviendo biotina-NHS y
PEG de 10 kDa terminado en amino (Rapp Polymers, Alemania) en una proporcién molar de 12:1, en agua Milli-Q
con un valor de pH ajustado a 9,5. La concentracion total era 31 mg/ml. Se agit6 la disolucion durante una noche.
Luego se dializé frente a agua destilada, durante dos dias, la mezcla de reaccion (corte de peso molecular 8 kDa)
para eliminar la biotina no unida. Después se liofilizé la solucién.

Formacion de hidrogel

Para formar los hidrogeles, se disolvieron biotinil-PEG y avidina en disoluciones del mismo volumen, en una
proporciéon molar de 2:1, en una concentracion adecuada para el contenido de sélidos deseado. Se pipetearon 15 pl
de disolucion de avidina en un tubo de microcentrifuga y se colocaron en un mezclador vorticial de alta velocidad.
Mientras se mezclaba, se agregaron 15 pl de disolucion de biotinil-PEG, lo que llevd a una formacion casi
instantanea de hidrogel.

Rigidez del hidrogel

Se utilizd una centrifuga de sobremesa (5424R, Eppendorf, Hamburgo, Alemania) para comparar pequefias
cantidades de hidrogel en un procedimiento de alta capacidad. Se prepararon hidrogeles de 30 pl en PBS 1x.
La rigidez relativa de los hidrogeles se analiz6 por medio de un rotor de centrifuga a 45° y la penetracion de bolitas
metalicas de 275 ym en funcién de la fuerza aplicada por la centrifuga.

Erosion del hidrogel

Para investigar la erosion del hidrogel se formaron geles como se ha descrito mas arriba, con la adicion de 10 pl
(0,18 nmol) de estreptavidina marcada con cianina-5 (Invitrogen). La cianina 5, abreviada en lo sucesivo Cy5, es un
colorante fluorescente azul. Después de la formacion del hidrogel, se afiadié cuidadosamente 1 ml de sobrenadante
a la superficie de cada hidrogel. Luego se colocaron los geles en un mezclador rotatorio a
5 revoluciones por minuto y protegidos de la luz. Cada 24 horas se tomaron 125 pl de sobrenadante de cada
hidrogel y se midi6 la actividad fluorescente en un lector de placas Synergy H1, con emision a 645 nm y excitacion a
675 nm. El sobrenadante extraido se reemplazaba luego con 125 ul de sobrenadante fresco y, para determinar la
erosion, se compararon los datos de fluorescencia con una curva estandar.

Ensayo vivo/muerto

La viabilidad de las células en los hidrogeles de PEG se investigd por medio de un ensayo vivo/muerto.
Se enjuagaron una vez con PBS geles que contenian células. Se aplicé durante 3 minutos sobre los geles una
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solucion 10 pyM de yoduro de propidio (PI) (Molecular Probes, Invitrogen, Alemania) y diacetato de fluoresceina
(FDA) 0,15 uM (Fluka, Alemania) en PBS, seguidos de un paso de lavado con PBS. Se tomaron imagenes de las
células con un microscopio confocal (Leica SP5, 10x/0,4). Se tomaron imagenes cada 10 um en una seccion de gel
de 100 uym de espesor y se presento la proyeccion de la intensidad maxima de las imagenes. El brillo y el contraste
se ajustaron en la version Fuji de ImageJ.

Medicioén de la expansion celular

48 horas después de la formacion del gel, se tomaron imagenes de varios planos z de los hidrogeles.
Se identificaron células individuales y se marcaron con elipses utlizando la version Fuji de Imaged.
Las excentricidades de las elipses medidas se utilizaron para evaluar la expansion. Células MSC con
excentricidades > 1,5 se clasifican como expansion.

Ejemplo II: Hidrogel de traptavidina-PEG-biotina, que no es parte de la invencion

Dado que la erosion del hidrogel de avidina/estreptavidina es ocasionada por la disociacién de biotina con relacién a
las proteinas tetraméricas, y va seguida del reordenamiento de la red, con lo que se reduce la velocidad de
disociacion, se espera que la estabilidad de la matriz mejore. Aunque la interaccion avidina/estreptavidina-biotina
posee una de las afinidades mas altas entre una proteina y un ligando en la naturaleza, recientemente se ha
publicado que la mutante de estreptavidina, traptavidina, da lugar a una velocidad de disociacion de biotina 10 veces
menor.

En este ejemplo se aprovechan las propiedades biofisicas ventajosas de la traptavidina para mejorar la estabilidad
del hidrogel. Se expres6 en E. coli la proteina y se utilizé la proteina purificada para formar el hidrogel con
PEG-biotina. Tal como se esperaba, el hidrogel autoorganizante pudo formarse, al igual que en el sistema
avidina-PEG-biotina, solamente por encima de la concentracion critica de un contenido de sélidos de 4% en masa.
Ademas, los hidrogeles se mantuvieron estables durante un periodo de tiempo de varios meses sin adicion de
sobrenadante.

Cuando se incubaron los hidrogeles de traptavidina-PEG-biotina con el sobrenadante, no se produjo ninguna erosion
visible en un periodo de tiempo de dos meses. Se afiadi6 estreptavidina marcada con Cy5 al 1% a traptavidina no
marcada, para formar el hidrogel. En el sistema avidina-hidrogel, la liberacién de estreptavidina marcada con Cy5 se
correlaciond bien con el proceso de erosion y con la pérdida de la masa del hidrogel, mientras que se pudo detectar
traptavidina marcada con Cy5 durante un periodo de tiempo de 2 meses. El resultado de este experimento demostré
que la lenta velocidad de disociacion entre traptavidina y biotina produjo sorprendentemente un aumento drastico de
la estabilidad de la red de matriz autoorganizante.

Ejempilo IlI: Hidrogel de estreptavidina/avidina/traptavidina-ADN-biotina, ejemplo de realizacion de la invencion

También se puede preparar el hidrogel reemplazando el enlazador de PEG biotinilado por ADN de filamento doble
biotinilado. Debido a su rigidez acrecentada, los filamentos de ADN disminuyen el hinchamiento del hidrogel y
protegen a los ligandos de una cadena polimérica de la eventualidad de que se enlacen mas de una vez a la misma
proteina tetramérica, lo que conduce sustancialmente a una reduccion, sorprendentemente en su magnitud, de la
erosion y a un aumento de la vida util del hidrogel. La gran longitud de persistencia del ADN de doble filamento
conduce a una longitud de cadena media mas larga de un extremo a otro, en comparacion con la longitud de
contorno creciente del PEG, lo que lleva a la posibilidad de preparar hidrogeles con una cantidad reducida de
avidina. Constituye otra ventaja la regulacion del tiempo de gelificacion por medio del calor. Se pueden calentar las
soluciones madre por encima de la temperatura de fusion del ADN de doble filamento y luego enfriarse lentamente,
con el fin de enlentecer la gelificacion.

Los hidrogeles de ADN se prepararon sintetizando en un primer paso filamentos de ADN complementarios. Después
se biotinila cada filamento en el extremo 5'. Se divide en dos poblaciones iguales la avidina-proteina del gel y luego
se incuba brevemente con un filamento de ADN. A continuacién se calientan las soluciones por encima de la
temperatura de fusion del ADN, se mezclan y se enfrian, para producir el hidrogel. Como se ha descrito antes, el gel
puede prepararse como masa de hidrogel o como una pelicula delgada. La pelicula delgada se prepara pipeteando
primeramente sobre la superficie calentada una pequefia cantidad de una solucién de avidina-ADN precalentada.
Después se pipetea sobre la superficie una cantidad igual de la segunda solucion de avidina-ADN con la secuencia
de ADN complementaria, precalentada, se mezcla y se distribuye con la pipeta por la superficie, para obtener una
solucion homogénea. Es posible producir peliculas con volimenes de soluciones por debajo de un microlitro, de
modo que la produccion masiva de peliculas tiene un coste favorable. Las peliculas también son elasticas y resisten
multiples ciclos de deshidratacion y rehidratacion.

Al igual que los hidrogeles de avidina/estreptavidina/traptavidina-biotina-PEG, el gel puede incorporar cualquier
unidad biotinilada. Esta tecnologia posibilita la preparacion de matrices de hidrogel de ADN-avidina que contengan
cualquier combinacién de péptidos u otras moléculas dentro de una amplia gama de concentraciones deseadas por
el usuario final. La matriz de hidrogel también se puede adaptar individualmente, de modo que el usuario puede
elegir matrices de distinta concentracion y rigidez. Las posibles aplicaciones de una tecnologia semejante incluyen
cribado general por afinidad, cribado de dianas farmacoldgicas, ensayos de optimizacion para condiciones de cultivo
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celular y la liberacion controlada de la carga acoplada.
Ejemplo IV: Liberacion de biomoléculas a partir de hidrogel, que no es parte de la invencion

La biotinilacion constituye el método mas ampliamente extendido para la deteccion de la afinidad y la inmovilizacion
de biomoléculas de interés. Recientemente se ha desarrollado un sistema de hidrogel covalente, en combinacion
con una reaccion fotoquimica bifotdnica, que permite la determinacion espacial de sustancias biotiniladas en
matrices tridimensionales. En comparacion con la preparacion quimica mediante el injerto de estreptavidina en una
red polimérica, un hidrogel fisico que ha sido reticulado por una interaccion estreptavidina (y sus analogos)-biotina
conduce a una gelificacion in situ, a la inmovilizacion de ligandos y la encapsulacion de células, asi como a un
amplio abanico de concentraciones para la carga con sustancias biotiniladas de interés. Ademas, la densidad de
carga resultante de las biomoléculas biotiniladas puede controlarse y determinarse con precision, ya que se
correlaciona con la proporcion entre polimero biotinilado y biomoléculas biotiniladas de interés. Por lo tanto, el
sistema resultante conduce a un numero ilimitado de combinaciones de ligandos en una matriz tridimensional a lo
largo de un amplio abanico de concentraciones (hasta 1 mM) para investigar la interaccion célula-ligando en un
entorno tridimensional. Ademas, el hidrogel también se puede usar como sistema de liberacion de sustancias de
bajo peso molecular biotiniladas y productos terapéuticos proteinicos.

Se describe ahora un sistema para desligar derivados biotinilados del inmunosupresor ciclosporina A (CsA-biotina).
La CsA-biotina es tan activa como su compuesto precursor CsA, lo que se demuestra tanto en un ensayo de
inhibicién de calcineurina como en un ensayo inmunosupresor contra células T de Jurkat, mononucleocitos de
sangre periférica humana y células T de raton. Cuando se incorpora CsA-biotina en los hidrogeles avidina-biotina-
PEG, la liberacién de la sustancia activa inmunosupresora no se produce por erosion del hidrogel, sino que se regula
mediante la disociacion de CsA con respecto a la avidina-biotina. Se incubaron a 37 °C los hidrogeles cargados con
CsA-azo-biotina, o bien con suero humano Unicamente, o bien con suero humano mas biotina. Después de que se
hubieran erosionado definitivamente los hidrogeles, se utilizaron las soluciones resultantes para realizar un ensayo
inmunosupresor contra células T de ratén.

La Figura 8 muestra un ensayo de proliferacion con células T de raton estimuladas con anticuerpos anti-CD3/CD28,
utilizando citometria de flujo basada en CsA-azo-biotina, emitida desde el hidrogel. El testigo indica la proliferacion
celular sin la accion de CsA. La superficie blanca muestra células T estimuladas y la superficie negra células T no
estimuladas. Cuanto mas a la izquierda queda la superficie en el diagrama, mas proliferacion se produce. Una
cantidad de 1 yM del medicamento inmunosupresor CsA inhibe la proliferacion de células T. Se trataron
adicionalmente las células T con CsA-azo-biotina, es decir, CsA biotinilada, 1 uM, que habia salido del hidrogel. Este
hidrogel tenia un contenido de sdélidos de 9% en masa, existiendo en el hidrogel una proporciéon molar 1:2 entre
avidina y (PEG de 5 kDa)-biotina. Casi no se aprecia ninguna diferencia con respecto al testigo. Con la ayuda de la
biotina se puede deshacer la unién de CsA-azo-biotina con estreptavidina/avidina/mutante (CsA-azo-biotina 1 pM,
con biotina). Esto conduce a una inhibiciéon de las células T similar al testigo positivo, CsA. La proliferacion se
determiné al cabo de tres dias.

Tal como se muestra en la Figura 8, el hidrogel erosionado en presencia de biotina es igual de activo en la
inmunosupresion que el compuesto precursor CsA, mientras que el hidrogel erosionado en ausencia de biotina no
tiene efecto inmunosupresor. Llamativamente, la CsA y el analogo de CsA biotinilado muestran una selectividad
similar frente los distintos subtipos de células T. Presentan claros efectos sobre las células T no activadas
previamente ("naive"), mientras que no tienen ningun efecto supresor sobre células T reguladoras.

Sin la adicion de biotina, las pequefias particulas del hidrogel erosionado aun pueden captar CsA-biotina y evitar que
entre intensamente en las células. Por el contrario, en presencia de biotina se puede disociar CsA-biotina de la
estreptavidina y provocar un efecto inmunosupresor en las células. Dado que la biotina CsA que es captada en el
hidrogel erosionado inhibe la actividad de peptidil-prolil-cis/trans-isomerasa de la ciclofilina, que es la principal
finalidad de la CsA, el presente procedimiento puede llevar a una funcion controlada de la sustancia activa, ya sea
por inhibicion del efecto biolégico de ciclofilinas extracelulares o por inhibicién de la calcineurina intracelular.
Ademas, si se reemplaza la biotina con destiobiotina o iminobiotina se puede acelerar tanto la erosién del gel como
la liberacién de ligandos activos.
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REIVINDICACIONES

1. Sistema de hidrogel autoorganizante fisico para aplicaciones biotecnolégicas constituido por una red no covalente
basada en una interaccion proteina-ligando, que comprende como proteina una proteina tetramérica y como ligando
biotina o uno de sus derivados, estando conjugada covalentemente la biotina o uno de sus derivados en cada caso a
un extremo de una cadena polimérica de un oligonucledtido de filamento sencillo o doble, y ascendiendo el
contenido de sdlidos referido al hidrogel en su totalidad al menos a 3% en masa y estando reticulados los
conjugados por la proteina tetramérica, en donde en el sistema de hidrogel existe una proporcién de mezcla, como
proporcion molar de equivalentes entre la proteina y el nUmero de extremos biotinilados terminales de las cadenas
poliméricas en el conjugado biotina-polimero, de 1:2 a 1:8.

2. Sistema de hidrogel autoorganizante fisico segun la reivindicacion 1, en donde el contenido de sélidos referido al
hidrogel en su totalidad asciende al menos a 4% en masa.

3. Sistema de hidrogel autoorganizante fisico segun la reivindicaciéon 2, en donde el contenido de solidos referido al
hidrogel en su totalidad asciende al menos a 6% en masa.

4. Sistema de hidrogel autoorganizante fisico segun la reivindicacion 3, en donde el contenido de sélidos referido al
hidrogel en su totalidad asciende al menos a 9% en masa.

5. Sistema de hidrogel autoorganizante no covalente fisico segun una de las reivindicaciones 1 a 4, en donde como
proteina tetramérica que reticula los conjugados esta prevista avidina, estreptavidina o una mutante de estas
proteinas.

6. Sistema de hidrogel autoorganizante no covalente fisico segun la reivindicacion 5, caracterizado por que como
proteina tetramérica que reticula los conjugados esta prevista la mutante de estreptavidina, traptavidina.

7. Sistema de hidrogel autoorganizante no covalente fisico segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado
por que como derivados de biotina estan previstas iminobiotina o destiobiotina.

8. Sistema de hidrogel autoorganizante no covalente fisico segun una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado
por que como oligonucleétido para las cadenas poliméricas se emplea un oligonucleétido ramificado, es decir, un
oligonucledtido con mas de dos extremos.

9. Sistema de hidrogel autoorganizante no covalente fisico segun una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado
por que las cadenas poliméricas consisten en cada caso en un ADN de filamento doble.

10. Sistema de hidrogel autoorganizante no covalente fisico segun una de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado
por que esta modificado por insercion de secuencias peptidicas en las cadenas poliméricas o por adicién de péptidos
biotinilados, sustancias activas biotiniladas, oligosacaridos biotinilados, oligonucleétidos biotinilados o proteinas
biotiniladas al hidrogel.

11. Procedimiento para preparar un hidrogel segun una de las reivindicaciones 1 a 10, en el cual se mezclan entre si
los componentes a reticular, es decir, la proteina y el conjugado, con un contenido de solidos de al menos 3% en
masa y en una proporcion molar de equivalentes entre la proteina y el nimero de extremos biotinilados terminales
de las cadenas poliméricas en el conjugado biotina-polimero de 1:2 a 1:8.

12. Uso de un sistema de hidrogel autoorganizante no covalente fisico segun una de las reivindicaciones 1 a 10,
para cultivar células.

13. Uso de un sistema de hidrogel autoorganizante no covalente fisico segun una de las reivindicaciones 1 a 10,
para encapsular células.
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Fig. 2b
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