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DESCRIPCION
Biomaterial, método para preparar el biomaterial y usos del mismo
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere en general a un biomaterial, un método para preparar el biomaterial y usos del mismo.
Especificamente, pero no exclusivamente, la invencion se refiere a biomateriales basados en hidrogeles, tales como
el colageno, y polipéptidos derivados de la fibroina.

Antecedentes de la invencion

Existe una necesidad cada vez mayor de nuevos biomateriales para la reparacion, reemplazo, construccion o
aumento de tejidos duros y blandos como respuesta a enfermedades degenerativas, algunas otras enfermedades y
afecciones, traumas y tratamientos cosméticos. En particular, existe la necesidad de obtener biomateriales que sean
bioactivos, que puedan ser biodegradables y que posean las propiedades fisicas y mecanicas apropiadas para
algunas aplicaciones especificas. Dependiendo de la aplicacion, se pueden requerir biomateriales inyectables o con
estructuras porosas tridimensionales (es decir, esqueletos) para inducir la invasion celular, unién y proliferacion.

Se conocen biomateriales basados en hidrogeles. Por ejemplo, los hidrogeles de colageno, como el colageno tipo |,
tienen un excelente comportamiento bioldgico, pueden formar esqueletos fisioldgicamente relevantes y pueden ser
inyectables. Sin embargo, los materiales de colageno tienen poca resistencia y, por lo tanto, son inadecuados para
muchas aplicaciones. Ademas, la mayoria de los materiales colagenos son reabsorbidos de forma rapida e
impredecible por el cuerpo cuando se implantan y también sufren una contraccién celular significativa en condiciones
fisiologicas.

Los biomateriales basados en colageno mineralizado son particularmente atractivos para la reparacion, reemplazo,
construccion o aumento de tejidos duros, por ejemplo, huesos, ya que el colageno forma el componente organico del
hueso. Los métodos existentes para mineralizar el colageno requieren el procesamiento del colageno en condiciones
distintas a las condiciones fisiologicas en términos de pH, temperatura y altas concentraciones de minerales. Como
estas condiciones de mineralizacidon no se pueden recrear en el cuerpo, el colageno debe mineralizarse antes de la
implantacion y, por lo tanto, tiene que implantarse. Estos materiales tampoco pueden soportar las células vivas
durante la mineralizacién. No existe un biomaterial mineralizable inyectable a base de colageno. Al igual que el
colageno no mineralizado, el colageno mineralizado también sufre de propiedades de reabsorcion impredecibles y
de contracciones inducidas por las células.

Por lo tanto, se desea proporcionar un biomaterial mejorado y un método para fabricar el biomaterial, para la
construccion, reparacion, reemplazo o aumento de tejidos con el fin de superar o reducir, al menos, algunos de los
problemas descritos anteriormente.

Sumario de la invenciéon

Los aspectos y realizaciones de la presente invencion reducen, alivian o superan las desventajas, dificultades y
deficiencias de la técnica anterior anteriormente mencionadas al proporcionar un nuevo biomaterial basado en un
hidrogel o un precursor de hidrogel, tal como el colageno, una solucién de colageno u otro material colageno,
incorporando fracciones polipeptidicas aisladas y extraidas de la fibroina.

Sorprendentemente, los inventores han descubierto que una fraccion polipeptidica soluble (Cs) obtenida por
digestion con a-quimotripsina de la fibroina y extraida de la fibroina digerida tiene propiedades mineralizantes en
condiciones fisiolégicas cuando se usa sola y cuando se incorpora en un biomaterial, como un hidrogel o precursor
de hidrogel. Los inventores también han descubierto sorprendentemente que una fraccion polipeptidica precipitada
(Cp) obtenida por digestion con a-quimotripsina de la fibroina y extraida de la fibroina digerida puede mejorar las
propiedades mecanicas del material en el que se incorpora. Se ha descubierto que las fracciones de Cs y Cp
extraidas pueden incorporarse solas y en combinacion en un hidrogel o un precursor de hidrogel para adaptar las
propiedades del biomaterial resultante.

De acuerdo con un primer aspecto de la invencién, se proporciona un biomaterial que comprende al menos una
fraccion polipeptidica aislada y extraida de fibroina incorporada en un hidrogel o un precursor de hidrogel, en donde
la al menos una fraccion polipeptidica aislada y extraida esta aislada de forma quimotriptica, y es seleccionada de
una fraccion soluble Cs, y una fraccién precipitada Cp.

En otras palabras, un primer aspecto se dirige a un biomaterial que comprende un hidrogel o un precursor de
hidrogel que incluye una fibroina derivada de un polipéptido que se ha aislado de la fibroina por digestion
quimotriptica y que se extrae de la fibroina digerida. Por "incorporado” se entiende la unién, o el potencial de union,
por atracciones quimicas o fisicas o la union, por ejemplo, por accidon enzimatica o similar, entre el polipéptido
extraido y el hidrogel o precursor de hidrogel. Por lo tanto, la invencion abarca biomateriales antes, durante y
después de la gelificacion del hidrogel. Por fraccién del polipéptido aislada y extraida se entiende que la fraccion de
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polipéptido se ha aislado de la fibroina y se ha eliminado o separado de otros componentes aislados o no aislados
de la fibroina.

Preferiblemente, las fibroinas se originan a partir de seda de gusanos de seda (clase Insecta, orden Lepidoptera,
familia Bombycidae (género Bombyx, especie Bombyx mori, Bombyx mandarina) y Satrurnidae (género Antheraea,
Samia, etc.), seda de arafa (seda producida por artropodos pertenecientes a la clase Arachnida, orden Araneae),
fibras dentro de la familia de la queratina o cualquier otra fibra natural.

La digestion con a-quimotripsina de la fibroina produce el aislamiento de la fraccién del polipéptido hidrofilo (Cs) que
comprende secuencias de aminoacidos cargadas negativamente y la fraccion hidréfoba (Cp) que comprende
fragmentos apolares. La fraccion de Cs es soluble en agua (Cs) y comprende polipéptidos que pertenecen a las
regiones amorfas de la fibroina. El peso molecular de los péptidos de la fraccion Cs varia de 2 a 10 kDa. Cs contiene
los aminoacidos Asp, Ser, Glu, Gly, His, Arg, Thr, Ala, Pro, Tyr, Val, Met, Lys, lle, Leu y Phe. La fraccion Cp esta
formada por los péptidos mas hidréfobos que comprenden principalmente las secuencias repetitivas -(Ala-Gly)n-
caracteristicas de las regiones cristalinas de la fibra. Cp contiene los aminoacidos Asp, Ser, Glu, Gly, Arg, Thr, Ala,
Pro, Tyr, Val, Lys, lle, Leu y Phe.

La fraccion de Cp aislada se puede extraer de la solucion de fibroina digerida centrifugando la solucion de fibroina
digerida, o cualquier otro método adecuado para extraer la fraccion de Cp de la solucion de fibroina digerida. La
fraccion de Cs aislada puede extraerse por liofilizacion de la solucion de fibroina digerida una vez que se haya
eliminado la fraccién de Cp, o por cualquier otro método adecuado para extraer la fraccion de Cs de la solucién de
fibroina digerida. Las fracciones de Cp y Cs extraidas pueden incorporarse por separado o juntas en diferentes
cantidades en el hidrogel o precursor de hidrogel para adaptar las propiedades del biomaterial. Las fracciones de Cp
y Cs extraidas pueden estar en polvo, liquido o en cualquier otra forma adecuada.

Los inventores han demostrado en este documento que la fraccion de Cs de fibroina aislada y extraida tiene
propiedades mineralizantes en condiciones tanto 6seas como no 6seas. La mineralizacion del colageno es la
formacion de una fase inorganica dentro de la matriz colagenosa, donde la fase inorganica puede incluir fosfato de
calcio, carbonatos de calcio, oxalatos de calcio, especies de silicatos, etc. La mineralizacion puede ser un indicador
de formacion ésea. Se encontré que el efecto mineralizante de la fraccién de Cs extraida por si solo es mas intenso
que el de la forma no digerida de fibroina. La fraccion de Cs extraida también ha demostrado en este documento
propiedades osteoinductivas. Sobre la base de estas propiedades de mineralizacion y osteoinductivas demostradas,
se cree que la incorporacion de la fraccion de Cs extraida en un hidrogel o precursor de hidrogel puede mejorar la
capacidad de formacion de hueso del biomaterial, como la osteogénesis y la osteoconduccién. Por lo tanto, la
fraccion de Cs extraida, ya sea incorporada en un hidrogel, un precursor de hidrogel o cualquier otro biomaterial,
podria ser util para aplicaciones de tejidos duros donde se requiera la reparacidon, regeneracion, aumento,
construccién o reemplazo de hueso o dientes.

Los inventores también han demostrado en el presente documento que la fraccion Cp aislada y extraida de la
fibroina puede mejorar el médulo de compresion mecanica y la tensién de un material en el que se incorpora. Por lo
tanto, la integracion de la fraccion de Cp extraida en un hidrogel o precursor de hidrogel puede llevar al refuerzo
mecanico del biomaterial resultante que puede disminuir su reabsorcién in vivo. El control de las propiedades
mecanicas del biomaterial también puede dirigir el fenotipo y la diferenciacion de células madre u otras células
sembradas en el biomaterial. La Cp también podria reducir la vulnerabilidad de un hidrogel como el colageno al
comportamiento contractil inducido por las células. Por lo tanto, la combinacién de fracciones de polipéptidos Cp
extraidos y un hidrogel podria ser util para adaptar las propiedades mecanicas de un hidrogel para aplicaciones de
tejidos blandos. Un biomaterial basado en esta combinacion seria particularmente Gtil para el suministro de células
no mineralizantes. Se considera que Cp solo estabiliza una matriz.

Ventajosamente, la fibroina es un material ampliamente disponible y las fracciones de polipéptidos aisladas y
extraidas, Cs y Cp, pueden obtenerse de forma rapida, econémica y barata de la fibroina mediante métodos
conocidos, como la digestion quimotriptica de la fibroina. Los polipéptidos asi obtenidos son biocompatibles, faciles
de esterilizar, procesar y mantener.

En lugar de obtener la fraccion polipeptidica extraida a través de un enfoque de arriba hacia abajo de digestion
quimotriptica, las fracciones de Cs y Cp como se definen en este documento se pueden sintetizar a través de un
enfoque de abajo hacia arriba.

El biomaterial puede estar en forma de un sistema inyectable. En este caso, la fraccion de polipéptido aislada y
extraida se incorpora en un precursor de hidrogel, o un hidrogel con una viscosidad adecuada para su inyeccion en
un cuerpo humano o animal. En oftras palabras, el biomaterial es fluido o sustancialmente liquido. Por
sustancialmente liquido se entiende que el biomaterial tiene una viscosidad adecuada para permitir que se
administre en un sitio de tratamiento en un paciente (por ejemplo, mediante inyeccién o similar). El biomaterial puede
volverse mas viscoso (por ejemplo, gel) in situ debido a un cambio en la temperatura, el pH, el ambiente i6nico o
similares. La gelificacion en el biomaterial se puede iniciar justo antes de inyectar en un sitio huésped, por ejemplo,
ajustando la temperatura, el pH o el ambiente idnico del biomaterial. Ventajosamente, cuando se encuentra en forma
inyectable, el biomaterial se puede administrar para llegar a sitios dificiles dentro de un hospedador, también puede
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transportar células, medicamentos y otros agentes, se puede gelificar in situ y, por lo tanto, se pueden rellenar
formas dificiles, se puede permitir el contacto directo entre las células en el biomaterial y el tejido huésped, y puede
reducir la necesidad de cirugia invasiva. Los hidrogeles inyectables con capacidad de biodegradacion pueden
proporcionar una encapsulacion eficaz y homogénea de farmacos/células y una operacion quirdrgica conveniente in
vivo de forma minimamente invasiva, lo que causa un menor tamafio de cicatrices y menos dolor para los pacientes.
La gelificacion y la biodegradacion del biomaterial son dos factores que afectan al destino celular o a la
administracion de farmacos del biomaterial.

En una realizacién, se proporciona un biomaterial inyectable basado en colageno que puede mineralizarse in vivo,
comprendiendo el biomaterial inyectable una fraccion polipeptidica de Cs aislada y extraida de forma quimotripica en
un material colageno. El material colageno es una solucidon de colageno. La fraccion de polipéptido Cs extraida
puede estar en forma de particulas y colocarse en suspension en la solucién de colageno.

Alternativamente, el biomaterial es sustancialmente sélido o sustancialmente gelificado e implantable en un cuerpo
humano o animal. El biomaterial comprende un esqueleto tridimensional o matriz. El biomaterial implantable puede
ser una lamina plana o enrollada, una esponja o una pelicula. El biomaterial puede tener cualquier otra forma, como
un tubo, bloque, anillo o fibra. El biomaterial puede moldearse por moldeo durante la gelificacion o el corte después
de la gelificacion, por ejemplo. El biomaterial también puede ser un constructo de multiples capas y puede formar
parte de un constructo de multiples capas.

Preferiblemente, las fracciones de polipéptidos extraidas se afiaden al hidrogel o al precursor de hidrogel antes de
que el hidrogel se haya gelificado. El biomaterial también puede ser un hidrogel denso, como un hidrogel de
colageno denso, que incorpora la fraccion o fracciones de polipéptidos aisladas.

Preferiblemente, el hidrogel o el precursor de hidrogel se basa en colageno de tipo |. Ventajosamente, éste es
reabsorbible y biocompatible y es un componente importante del hueso. El hidrogel o precursor de hidrogel también
puede ser cualquier material colageno de cualquier fuente adecuada, como el tendén de cola de rata y la dermis
bovina (para colageno de tipo |) y cartilago para el colageno de tipo Il. El hidrogel o el precursor de hidrogel puede
tener fuentes naturales o sintéticas, y puede incluir fibrina, quitosan, acido hialurénico, alginatos, gelatina, heparina,
sulfato de condroitina, etc. El hidrogel o el precursor de hidrogel puede ser reabsorbible. El uso de materiales
derivados naturalmente en un biomaterial es ventajoso desde el punto de vista de la biocompatibilidad. Aunque los
ejemplos en el presente documento utilizan materiales basados en colageno como el hidrogel y el precursor de
hidrogel, se cree que se obtendria un efecto similar con otros hidrogeles distintos al colageno.

Ventajosamente, cuando el hidrogel o el precursor de hidrogel es colageno o una solucién de colageno, el
biomaterial resultante retiene las propiedades beneficiosas del material colageno y se beneficia de las propiedades
de la fraccién o fracciones de los polipéptidos extraidos incorporados. En las realizaciones en las que el biomaterial
comprende particulas de Cs y Cp aisladas y extraidas en un material colageno, el biomaterial gelificado comprende
una matriz de fibrillas de colageno que tienen particulas o aglomerados de particulas de Cs o Cp unidas a las
fibrillas.

Preferiblemente, la, al menos una, fraccion polipeptidica aislada y extraida se incorpora en el hidrogel o precursor de
hidrogel en el intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 50% en peso seco, preferiblemente de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 30% en peso seco, mas preferiblemente de aproximadamente 5 a
aproximadamente 10% en peso seco, lo mas preferiblemente aproximadamente 10% en peso seco. Preferiblemente,
un contenido de Cs es menor o igual a aproximadamente 30% en peso seco de Cs en un hidrogel de colageno o
precursor de hidrogel de colageno. Estos intervalos de incorporacion de fracciones de polipéptidos aislados y
extraidos pueden producir biomateriales con un intervalo de propiedades (bioldgicas, mecanicas, quimicas y
similares). Por lo tanto, se puede utilizar un contenido apropiado de fraccion polipeptidica de acuerdo con el uso
previsto del biomaterial.

El biomaterial puede incluir adicionalmente células, moléculas de farmaco, agentes terapéuticos, particulas, agentes
bioactivos o similares, sin alterar adversamente la viabilidad o el estado de estas sustancias. Las células, moléculas
de farmaco, agentes terapéuticos, particulas, agentes bioactivos o similares pueden distribuirse intersticialmente
dentro del biomaterial en cualquier disposicion, como de forma homogénea o en zonas o capas definidas. Los
ejemplos de agentes bioactivos incluyen vidrio bioactivo, vidrio soluble, fosfato de calcio reabsorbible, hidroxiapatito,
vitroceramica, por nombrar algunos. Las células pueden incluir aquellas involucradas en la generacion,
regeneracion, reparacion y mantenimiento de tejidos duros y blandos, por ejemplo, células madre mesenquimales,
células madre de la médula désea, osteoblastos, preosteoblastos, fibroblastos, células musculares y condrocitos, y
similares. Los agentes terapéuticos pueden incluir hormonas, agentes antimicrobianos, anti-rechazo y similares. Los
medicamentos pueden ser cualquier molécula para el tratamiento o el control de enfermedades, afecciones o
sintomas, agentes antiinflamatorios, factores de crecimiento, vesiculas para la liberacion de iones, liberacion de
gases, liberacion de nutrientes y enzimas. De esta manera, el biomaterial se puede usar como portador de
sustancias o como vehiculo de administracion, tal como para la liberacion controlada de farmacos o agentes
terapéuticos.
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Las células, las moléculas de farmaco, los agentes terapéuticos, las particulas, los agentes bioactivos o similares
pueden agregarse al biomaterial antes o después de la gelificacion del precursor de hidrogel para formar el hidrogel,
de manera ventajosa, puede ocurrir la gelificaciéon de una solucién de colageno que incluye las fracciones del
polipéptido extraidas bajo condiciones fisiolégicas o, al menos, condiciones que no sean perjudiciales para las
células, moléculas de farmacos, agentes terapéuticos, particulas, agentes bioactivos o similares. Se pueden agregar
al precursor de hidrogel y se pueden administrar en un sitio huésped mediante inyeccion o similar. Ventajosamente,
se ha encontrado que cuando las particulas de Cs extraidas estan presentes en el biomaterial, las células madre se
dirigen a las células 6seas. En otras palabras, las particulas de Cs extraidas son osteoinductivas.

En una realizacion, el biomaterial comprende colageno o una solucién de colageno que incluye particulas de Cs
aisladas y extraidas. Esto puede ser considerado como un 'biomaterial de colageno'. Ventajosamente, este
biomaterial puede mineralizarse en condiciones fisiolégicas in vitro e in vivo (ver Ejemplos) en un marco de tiempo
relativamente corto. Como el biomaterial esta basado en materiales colagenos, es inherentemente biocompatible. El
biomaterial es lo suficientemente poroso como para permitir la siembra y penetracion de las células, asi como el
transporte de oxigeno y nutrientes a las células sembradas. In vivo, el biomaterial se puede reabsorber en un
periodo de tiempo compatible con el proceso de reparacion del tejido. Imita la estructura extracelular de los tejidos
debido a su base de material colageno. Al variar la cantidad de particulas de Cs extraidas, asi como agregar
particulas de Cp extraidas al biomaterial, las propiedades del biomaterial se pueden adaptar para muchos tipos
diferentes de tejidos y usos, como se indicd anteriormente. Se puede administrar in vivo en forma liquida y gel in
situ. El biomaterial no es inmunogénico.

A diferencia de los sistemas de la técnica anterior, el biomaterial de la presente invencién, cuando se basa en
materiales colagenos, mantiene las propiedades bioldgicas, quimicas y fisicas originales del material colageno
debido a su gelificacion o fibrilogénesis en condiciones fisioldgicas. Sin embargo, las propiedades desventajosas del
material colageno se superan o minimizan mediante la incorporacion de las fracciones polipeptidicas derivadas de
fibroina aisladas y extraidas Cs, Cp o Cs y Cp.

En la presente invencion, el uso de polipéptidos derivados de fibroina y su hibridacion con un material colageno o un
hidrogel proporciona un nuevo biomaterial con propiedades mejoradas. Este nuevo biomaterial combina las ventajas
de los polipéptidos extraidos con las propiedades ventajosas y beneficiosas de los materiales colagenos.
Sorprendentemente, las propiedades del biomaterial resultante estan mas alla de las de los componentes
individuales que forman el biomaterial. Las particulas de polipéptido Cs y Cp extraidas no son capaces de producir
sistemas de hidrogel por si mismos. La fibroina de seda puede formar un hidrogel, pero requiere condiciones no
fisioldgicas y, por lo tanto, no puede soportar células viables. El colageno no puede mineralizarse bajo condiciones
fisiologicas.

La fibroina de seda es conocida por su bioactividad y por sus propiedades mecanicas y bioldgicas. Sin embargo,
hasta ahora en la técnica anterior, su procesamiento en gel ha requerido el uso de condiciones no fisiolégicas y
largos periodos de tiempo (desde un dia hasta varias semanas). A 37°C y pH 7,4, la transicion sol-gel de fibroina
tarda de dias a semanas y, por consiguiente, hace imposible incorporar células y mantenerlas vivas en el gel.
Agregar sales en concentraciones superiores a los niveles fisiologicos (es decir, citotoxicos) no altera
significativamente la cinética de gelificacion, pero compromete la incorporacion de la célula. Bajar el pH (pH <5) o
aumentar la temperatura (> 60°C) podria reducir el tiempo de gelificacion a unas pocas horas, pero estas
condiciones alteran la funcién celular y afectan la viabilidad celular. Alternativamente, la pre-sonicacion de la
solucion de fibroina aumenta la cinética de la gelificacion en un entorno fisioldgico, pero no garantiza el logro de una
estructura nanofibrilar altamente adecuada para usos como biomateriales. La incorporacion en un hidrogel de
polipéptidos derivados de fibroina aislados y extraidos nunca se ha propuesto, segun el conocimiento de los
inventores. Las propiedades especificas de tales fracciones polipeptidicas aisladas y extraidas tampoco se han
identificado previamente.

Las aplicaciones o usos adecuados para el biomaterial de la presente invencion incluyen ingenieria de tejidos,
construccion, reparacion, regeneracion y/o aumento de tejidos blandos y duros. La medicina regenerativa es otro
uso, como el suministro de células madre en la cardiomiosplastia, la curacién de heridas, la diabetes y las
enfermedades neurodegenerativas, por nombrar algunas. El tejido duro puede incluir huesos y dientes. El tejido
blando puede incluir piel, musculos, tendones, ligamentos, cartilago, cérnea, tejido periodontal, vasos, vejiga y
tejidos de las vias respiratorias como el pulmén y similares. Otras aplicaciones incluyen construcciones in vitro o in
vivo; materiales de recubrimiento; sustratos de cultivo celular de dos o tres dimensiones; vehiculos de liberacion de
células, drogas y otros agentes; para fines cosméticos como tratamientos antienvejecimiento o reconstruccion facial.

La invencion también se refiere al uso del biomaterial como se define anteriormente como un dispositivo médico o
implante, o incluido en un dispositivo médico o implante. Ventajosamente, los implantes pueden ser implantes
equivalentes a tejidos. El biomaterial se puede usar en una cantidad terapéuticamente eficaz para aliviar o tratar un
defecto de hueso, diente o cartilago en un mamifero. Por lo tanto, la invenciéon también incluye un método para
aliviar o tratar un defecto de hueso, diente o cartilago en un mamifero que comprende administrar a dicho defecto
una cantidad terapéuticamente eficaz de un biomaterial como se describe en el presente documento. También se
incluye el uso del biomaterial como se describe en este documento en ortopedia. También se incluye el uso del
biomaterial para rellenar al menos parcialmente un defecto 6seo o dental.

5
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Desde otro aspecto, se proporciona el uso de un biomaterial como se define anteriormente para construir, reparar,
reemplazar, regenerar o aumentar tejido blando o duro; como una construccion in vitro o in vivo; como material de
recubrimiento; o como medio de liberacion de células, moléculas o particulas. Un uso ventajoso del biomaterial que
incorpora al menos la fraccién del polipéptido Cs extraido es para promover la mineralizacion o formacion ésea,
incluyendo uno o mas de osteoconduccion, osteoinduccion y osteogénesis.

Desde otro aspecto mas, se proporciona un método para fabricar un biomaterial que comprende proporcionar al
menos una fraccion polipeptidica aislada y extraida de forma quimiotriptica de la fibroina, y agregar la, al menos una,
fraccion polipeptidica extraida a un precursor de hidrogel antes de la gelificacion, en donde la, al menos una,
fraccion polipeptidica extraida se selecciona de una fraccion soluble Cs, una fraccion precipitada Cp, o una
combinacioén de las fracciones Cs y Cp. Se entendera que antes de gelificacion significa antes de que haya tenido
lugar una gelificacion o polimerizacion sustancial. El proceso de gelificacion o polimerizacién no necesita ser
completo.

El método puede comprender ademas aislar la, al menos una, fraccion polipeptidica de la fibroina mediante
digestion con a-quimotripsina y extraer la, al menos una, fraccion polipeptidica aislada de la fibroina digerida. El
precursor de hidrogel puede ser una solucion de colageno, por ejemplo, a base de colageno de tipo | derivado
naturalmente. La incorporacion de al menos una fraccion de polipéptido aislada y extraida puede comprender
proporcionar la fraccion de polipéptido extraida en forma de particulas y formar una suspension en el precursor de
hidrogel, como en la solucién de colageno.

El método puede comprender ademas, al menos parcialmente, gelificar el precursor de hidrogel. El precursor de
hidrogel puede autogelular o requerir pasos de procesamiento. La gelificacion, al menos parcial, de un precursor de
hidrogel de solucién de colageno puede iniciarse ajustando el pH de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 9,5.
El biomaterial puede inyectarse cuando no esta gelificado o cuando esté parcialmente gelificado, o implantarse
cuando esté al menos parcialmente gelificado. El biomaterial puede hacerse mas denso extrayendo al menos un
poco de liquido mediante un método de compresién o de consolidacién. El biomaterial puede moldearse o
conformarse en cualquier forma adecuada, como un bloque, lamina, fibra, tubo, anillo, rodillo, por nombrar algunos.

Ventajosamente, pueden afadirse células, moléculas de farmaco, agentes terapéuticos, particulas o agentes
bioactivos al precursor de hidrogel antes de la gelificacion o al biomaterial. Ventajosamente, estas sustancias se
afiaden al precursor de hidrogel antes de la gelificacién. Como la gelificaciéon se produce en condiciones fisiolégicas,
la viabilidad celular puede mantenerse y no hay efectos adversos de la gelificacion en las sustancias afiadidas.

Preferiblemente, el precursor de hidrogel es una solucidon de colageno y la, al menos una, fraccion polipeptidica
extraida se incorpora en el biomaterial en el intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 50% en peso
seco, preferiblemente de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 30% en peso seco, mas preferiblemente de
aproximadamente 5 a aproximadamente 10% en peso seco, lo mas preferiblemente aproximadamente 10% en peso
seco. Preferiblemente, el contenido de Cs es menor o igual a aproximadamente 30% en peso seco de Cs en el
biomaterial.

El método incluye proporcionar las fracciones de Cs y Cp aisladas y extraidas en cantidades diferentes o iguales. El
método también incluye el ajuste de estas cantidades para adaptar las propiedades del biomaterial.

En una realizacién, la incorporacién de los polipéptidos extraidos comprende formar una suspension de las
particulas de polipéptidos extraidos en una solucion de material colageno y dejar que interactien, antes de la
gelificacion. El método puede comprender ademas gelificar la suspension del material polipéptido-colageno para
formar un gel ajustando el pH de la solucidon de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 9,5, preferiblemente de
pH 6 a 9, para la gelificacion tal como mediante la adicién de una base. La suspension también se puede incubar a
una temperatura adecuada, como 37°C para la gelificacion. Las particulas de polipéptido, el medio de cultivo, la
solucién de colageno y una base se pueden agregar en cualquier orden. Sorprendentemente, sin estar vinculado a
ninguna teoria, se piensa que los polipéptidos y el material colageno comienzan a interactuar cuando el pH de la
suspension es mas de aproximadamente 3, por la formacién de enlaces electrostaticos, por ejemplo. A partir de
entonces, durante la gelificacion, forman enlaces fisicos y quimicos. La gelificacion se produce en una ventana de
tiempo de aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 37°C y a un pH de entre aproximadamente 5,5 a
aproximadamente 9,5, preferiblemente de aproximadamente 6 a 9.

El método también puede comprender ademas la densificacion del hidrogel, tal como mediante la eliminacion de al
menos parte del contenido de agua. En una realizacion, esto se realiza por compresion plastica como se describe en
el documento W02006003442, lo que incluye aplicar una carga de compresion entre 0,1 y 100 kPa, preferiblemente
de aprox. 1 kPa, durante un periodo de 1 a 15 minutos, preferiblemente 5 minutos. Al utilizar el método de
produccion de colageno denso, se puede obtener rapidamente un biomaterial de hidrogel de colageno denso y
mineralizable, en términos de horas, en oposicion a los métodos alternativos de gelificacion y densificacion del
colageno que requieren accion celular y pueden tardar semanas con resultados poco fiables.
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El método puede incluir ademas el procesamiento del biomaterial antes o después de la gelificacion o densificacion
usando luz UV, radiaciones, enzimas (por ejemplo, Transglutaminasa, Tirosinasa), agentes de reticulacion,
solicitacion mecanica, alteraciones de pH, temperatura y presion.

También se pueden incluir pasos de métodos alternativos o adicionales para vincular las fracciones de Cp y Cs
extraidas con el hidrogel, por ejemplo mediante procesamiento enzimatico, quimico-fisico y mecanico del
biomaterial. Por ejemplo, el procesamiento adicional puede incluir la aplicacién al hidrogel o al precursor de hidrogel
antes, durante o después de su gelificacion: luz UV, radiaciones, enzimas (por ejemplo, Transglutaminasa,
Tirosinasa), agentes de reticulacion (por ejemplo, aldehidos, carbodiimidas, tratamiento deshidrotérmico, productos
quimicos a base de acil-azida y cianuro), solicitacion mecanica, pH, alteraciones de la temperatura y la presion, para
procesar con posterioridad los materiales y aumentar ain mas la interaccion y los enlaces entre el colageno y las
fracciones polipeptidicas extraidas.

La presente invencién también incluye biomateriales hechos usando el método descrito en este documento.

Un aspecto adicional de la invencion incluye el uso de una fraccion polipeptidica aislada y extraida de fibroina para
promover la osteoinduccién, osteoconduccion u osteogénesis (crecimiento 6seo), la mineralizacion o un agente
fisiolégicamente activo, en el que la fraccién polipeptidica se aisla mediante digestion con a-quimotripsina a partir de
la fibroina y contiene los aminoacidos Asp, Ser, Glu, Gly, His, Arg, Thr, Ala, Pro, Tyr, Val, Met, Lys, lle, Leu y Phe.
Esta es la fraccion soluble de Cs. Los inventores han demostrado que la fraccion de polipéptido Cs aislada y
extraida tiene un mayor efecto de mineralizacion que la fibroina (que comprende fracciones de polipéptidos no
aisladas) sola. Por lo tanto, la fraccién de Cs aislada y extraida se puede usar dentro o junto con cualquier
biomaterial o matriz para mejorar la mineralizacion. Otros usos son en ortopedia, para aliviar, tratar o rellenar
parcialmente un defecto 6seo o dental en un mamifero.

Un aspecto adicional es el uso de una fraccion polipeptidica aislada y extraida de fibroina para mejorar un moédulo
de compresién mecanica de un material en el que se incorpora o para estabilizar una matriz, en donde la fraccion
polipeptidica se aisla mediante digestion con a-quimotripsina de la fibroina y contiene los aminoacidos Asp, Ser, Glu,
Gly, Arg, Thr, Ala, Pro, Tyr, Val, Lys, lle, Leu y Phe. Otros usos incluyen un estabilizador de matriz cuando se
incorpora en un material formador de matriz.

En ambos aspectos, la fraccién polipeptidica aislada y extraida puede incorporarse en un biomaterial que puede ser
un hidrogel o un precursor de hidrogel, o cualquier otro biomaterial adecuado. El biomaterial puede ser un material
colageno.

Definiciones:

Las formas singulares "un", "una/o" y "la/el" incluyen las referencias plurales correspondientes a menos que el
contexto indique claramente lo contrario. Tal como se usa en el presente documento, el término "que comprende"
pretende significar que la lista de elementos que sigue a la palabra "que comprende" son requeridas u obligatorias,
pero que otros elementos son opcionales y pueden o no estar presentes. Tal como se usa en el presente
documento, la expresion "que consiste en" se entiende que incluye y esta limitada a lo que sigue a la frase "que
consiste en". Por lo tanto, la frase "que consiste en" indica que los elementos enumerados son requeridos u
obligatorios y que no puede haber otros elementos presentes.

Tal como se usa en el presente documento, por "biomaterial" se entiende un material que es biocompatible con un
cuerpo humano o animal cuando esta en contacto con el cuerpo, tal como por implantacion, inyeccion o cualquier
otro contacto. Puede ser en forma liquida, gel o solida.

Como se usa en el presente documento, por "fibroinas" se entiende uno o mas constituyentes de fibra de seda,
filamento o banda que pueden ser de diferentes fuentes animales, como el gusano de seda o la arafia.

Como se usa en este documento, "hidrogel" significa cualquier dispersién de moléculas, fibras o particulas dentro de
un liquido (por ejemplo, agua) en la que el sdlido (de aproximadamente 0,05% a aproximadamente 50% de solido)
es la fase discontinua y el liquido es la fase continua. Las moléculas, fibras o particulas estan unidas por
interacciones fisicas y/o quimicas. Los hidrogeles pueden incluir colagenos, alginatos, hialurano, quitosano, fibrina,
agarosa, poliacrilamida, PEG (polietilenglicol), PAA (acido poliacrilico), HEMA (metacrilato de hidroxietilo) y
similares. Por ejemplo, un hidrogel de colageno comprende una red tridimensional de fibrillas rodeadas por fluido
intersticial.

Como se usa en este documento, por "precursor de hidrogel" se entiende la forma del hidrogel antes de la formacion
de la fase sdlida (por ejemplo, antes de la "gelificacion” o el "autoensamblaje"). Por ejemplo, un precursor de
hidrogel de colageno es una solucion de colageno en la que las fibrillas ain no se han polimerizado y estan en forma
de monomero soluble.

Como se usa en este documento, "colageno" significa cualquier material colageno dominado por moléculas de
colageno capaces de autoensamblarse en fibrillas de colageno. Incluye colageno tipo | y tipo Il de cualquier fuente.
El material colageno puede estar en forma de liquido o gel.
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Breve descripcion de los dibujos

Otros aspectos y ventajas de la presente invencidon se entenderan mejor con referencia a la descripcion en
asociacion con los siguientes dibujos, en los que:

La figura 1 es un esquema de una realizacién de un método de la invencion para fabricar un biomaterial;
La figura 2 es un esquema de ofra realizacion del método de la invencién (ejemplo 1);

La Figura 3 es una micrografia SEM de una realizacién de un biomaterial de la presente invenciéon que muestra una
particula de polipéptido Cp aislada y extraida en un marco de gel de colageno (Ejemplo 1);

La Figura 4 es una micrografia SEM de una realizacion de un biomaterial de la presente invenciéon que muestra una
particula polipeptidica Cs aislada y extraida en un marco de gel de colageno (Ejemplo 1);

La Figura 5 es un espectro ATR-FTIR de realizaciones de los biomateriales de la presente invencion que incorporan:
(i) polipéptidos Cp (DC-Cp), (ii) polipéptidos Cs (DS-Cp), en comparacion con un control de colageno sin polipéptidos
extraidos ( DC) (Ejemplo 1);

La Figura 6 es una micrografia SEM de una realizacion del biomaterial de la presente invencion en el dia 7 en fluidos
corporales simulados, el biomaterial que incluye 10% en peso seco de particulas de Cp aisladas y extraidas en
colageno (Ejemplo 1);

La Figura 7 es una micrografia SEM de una realizacion del biomaterial de la presente invencién en el dia 7 en fluidos
corporales simulados, el biomaterial que incluye 10% en peso de polipéptidos Cs aislados y extraidos (Ejemplo 1);

La Figura 8 es un difractograma de rayos X de energia dispersiva de una realizacion del biomaterial de la presente
invencion en el dia 7 en fluidos corporales simulados, el biomaterial que incluye 10% en peso de polipéptidos Cs
aislados y extraidos (Ejemplo 1);

La Figura 9 es un espectro ATR-FTIR de realizaciones de los biomateriales de la presente invencién en diferentes
momentos en fluidos corporales simulados en comparacion con un control de colageno (DC), el biomaterial que
incluye los polipéptidos Cs extraidos (DS-Cp) (Ejemplo 1);

La Figura 10 es un difractograma de las realizaciones de los biomateriales de la presente invencion en los dias 3y 7
en fluidos corporales simulados en comparacion con un control de colageno (DC), el biomaterial que incluye
polipéptidos Cp extraidos (DC-Cp) y polipéptidos Cs (DS-Cp) (Ejemplo 1);

La Figura 11 es un grafico de tension-deformacion de realizaciones de los biomateriales densos de la presente
invencion (que incluye 10% en peso de polipéptidos Cs o Cp extraidos) en comparacion con un control de colageno
denso bajo pruebas mecanicas de compresién no confinadas (Ejemplo 1);

La Figura 12 es un grafico de tension-deformacion de realizaciones de los biomateriales densos de la presente
invencion (incluido el 10% en peso extraido del polipéptido Cs o Cp) en comparaciéon con un control de colageno
denso bajo pruebas mecanicas de compresion no confinadas en el dia 7 en fluido corporal simulado (Ejemplo 1);

La Figura 13 es una grafica que muestra el modulo de compresion del gel de colageno denso (control) y las
realizaciones de los biomateriales de la presente invencion (incluido el 10% en peso extraido de Cs o Cpy el 5% en
peso de Cs + 5% en peso de Cp en colageno) tal como se realizé y en los dias 3 y 7 en fluido corporal simulado
(Ejemplo 3);

La Figura 14 es un espectro ATR-FTIR de realizaciones de los biomateriales de la presente invencidon que incluyen
polipéptidos de Cp y Cs aislados y extraidos en colageno (DC-Cp-Cs) en diferentes momentos en fluido corporal
simulado (Ejemplo 3);

La Figura 15 muestra el residuo en peso de las realizaciones de los biomateriales de la invencion (incluido el 10% en
peso de polipéptido Cs o Cp extraido y el 5% en peso seco Cs + 5% en peso seco de Cp en colageno) tal como se
realizé y en los dias 3 y 7 en fluido corporal simulado (Ejemplo 3);

La Figura 16 muestra proyecciones microCT y reconstrucciones transversales de gel de colageno (coll) y de
realizaciones de biomateriales de la invencién (incluido 10% en peso seco de Cs extraido en colageno) a las 9
semanas de implantacion en defectos de tamafio critico femoral inducidos en ratas Sprague Dawley® ( Ejemplo 4);

La Figura 17 muestra proyecciones microCT y reconstrucciones transversales de gel de colageno (coll) y de
realizaciones de biomateriales de la presente invencion (incluyendo 10% en peso seco de Cs extraido en colageno)
a los 7 dias de una implantacion subcutanea en ratas Sprague Dawley ® (Ejemplo 5);
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La Figura 18 muestra imagenes microscopicas con laser confocal de células madre mesenquimales de raton
sembradas en gel de colageno (coll) y en realizaciones de biomateriales de la presente invencion (incluyendo 10%
en peso de Cs extraido en colageno) en los dias 1, 7, 14 y 21 en medio osteogénico (Ejemplo 6);

La Figura 19 muestra la actividad metabdlica de células madre mesenquimatosas de raton (m-MSC) sembradas en
gel de colageno (coll) y en realizaciones de un biomaterial de la presente invencion (incluyendo 10% en peso de Cs
extraido en colageno) en términos de (a) reduccion de Alamar Blue® en los dias 1, 7, 14 y 21 de cultivo en medio
osteogénico, y (b) fosfato alcalino (ALP), factor de transcripcion relacionado con Runt 2 (Runx2), y expresion de
osteopontina (OPN) de m-MSC sembrado en el dia 21 del cultivo (Ejemplo 6);

La Figura 20 muestra la tincion de Von Kossa para el fosfato de calcio de secciones histoldgicas representativas de
m-MSC sembradas en gel de colageno (coll) y en realizaciones de un biomaterial de la invencion (incluido el 10% en
peso de Cs extraido en colageno) en los dias 14 y 21 del cultivo (Ejemplo 6);

La Figura 21 muestra los espectros ATR-FTIR de m-MSC sembrados en gel de colageno (coll) y en realizaciones de
un biomaterial de la invencion (incluido el 10% en peso de Cs extraido en colageno) en los dias 7, 14 y 21 del cultivo
(Ejemplo 6);

La Figura 22 muestra imagenes microscopicas con laser confocal de m-MSC sembrado en gel de colageno (coll) y
de un biomaterial elaborado con 10% en peso seco de Ts y colageno en los dias 1, 7, en medio osteogénico
(Ejemplo 7);

La Figura 23a son perfiles de cromatografia de exclusién por tamafo de alto rendimiento de fibroina de seda y de
fracciones de Cp y Cs aisladas y extraidas que indican su peso molecular (Ejemplo 9);

La Figura 23b es un espectro ATR-FTIR de fibroina de seda y de fracciones de Cp y Cs aisladas y extraidas que
indican su peso molecular (Ejemplo 9); y

La Figura 24 es un espectro ATR-FTIR de fibroina de seday Cp y Cs extraidos a las 12 horas en un fluido corporal
simulado (Ejemplo 10).

Descripcion detallada de la invenciéon

Esta invencion no esta limitada en su aplicacion a los detalles de construccion y disposicion de los componentes
establecidos en la siguiente descripcion o ilustrada en los dibujos. La invencion es capaz de otras realizaciones y de
ser practicada o llevada a cabo de varias maneras.

Un primer aspecto de la invencion es un método (Figura 1) para fabricar un biomaterial que comprende proporcionar
al menos una fraccion polipeptidica aislada y extraida de fibroina, y agregar la, al menos una, fraccion polipeptidica
extraida a un precursor de hidrogel antes de la gelificacion. La, al menos una, fraccion polipeptidica aislada y
extraida es aislada de manera a-quimotriptica y es una fraccion soluble Cs, una fraccion precipitada Cp, o una
combinacion de las fracciones Cs y Cp.

En una primera realizacion del método, el precursor de hidrogel es una solucidon de colageno de tipo | y la, al menos
una, fraccidon polipeptidica extraida se deriva de fibroinas de seda de Bombyx tnori, aunque son posibles otros
precursores de hidrogel y fuentes de fibroina. Los polipéptidos se aislan mediante la digestion de fibras de seda
fibroina por a-quimotripsina, dando como resultado la formacién de una fraccién precipitada apolar altamente
cristalina (Cp) y una fraccion soluble amorfa cargada negativamente (Cs), de la manera conocida en la técnica.
Especificamente, la fibroina de seda obtenida mediante el desgomado de la seda se disuelve en una solucion
acuosa saturada de LiBr, a 60°C, durante 3 horas. La solucién se filtra, se dializa contra el agua, la solucién de a-
quimotripsina obtenida disolviendo la enzima en Tris-HCI 10 mM, luego se agrega CaCl; 5 mM a la solucion de
fibroina acuosa (concentracion de enzima de 300 pg/ml). La solucion asi obtenida se incuba a 37°C durante 24
horas. La fraccién de Cp precipitada se extrae por centrifugacion de la solucion, mientras que Cs se extrae por
congelacion, una vez que se ha eliminado Cp. Cs también se pueden mantener en solucion, aunque de esta forma
es mas dificil controlar su concentracion en el hidrogel.

En esta realizacion, las particulas polipeptidicas extraidas (Cs solo, Cp solo o Cs y Cp juntas) se mezclan con un
medio de cultivo, una solucion de colageno y una base antes de la gelificacion de la solucion de colageno que
incorpora los polipéptidos extraidos dentro del material colageno. Los polipéptidos extraidos, el medio de cultivo, la
solucion de colageno y la base pueden mezclarse en cualquier orden. La suspension que incluye las particulas
polipeptidicas y cualquiera de los otros ingredientes puede someterse a sonicacion para una dispersion homogénea
de las particulas polipeptidicas. Se cree que la gelificacion se produce en aproximadamente media hora después de
que se agrega la base (NaOH) y el pH se ajusta de aproximadamente pH 5,5 a aproximadamente pH 9,5, y la
temperatura es de aproximadamente 37°C (condiciones in situ). La velocidad de gelificacion puede ser controlada
por la temperatura. Los viales de la suspension de colageno-polipéptido se pueden mantener refrigerados hasta que
se necesiten. Se pueden usar diferentes cantidades de las fracciones de polipéptidos Cp y Cs para adaptar las
propiedades del biomaterial resultante.
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En una segunda realizacion del método, se realiza un biomaterial implantable basado en colageno y fracciones de
polipéptidos extraidos. Esta realizacion difiere de la primera realizacién en que las particulas polipeptidicas aisladas
y extraidas en una suspension de colageno se gelifican incubando la suspension en un molde durante
aproximadamente 15 minutos a aproximadamente 24 horas, preferiblemente aproximadamente 25 minutos, a una
temperatura de aproximadamente 0 a 37°C, preferiblemente 37°C. El biomaterial gelificado también se puede
consolidar para formar una estructura de mesoescala ordenada mas densa. Una forma de hacerlo es eliminando la
fase liquida, por ejemplo, aplicando una carga de compresion no confinada o cualquier otro método adecuado. Sin
embargo, el método no se limita a los geles de colageno densos y el material colageno en el biomaterial puede
variar entre aproximadamente 0,1% y aproximadamente 40% de densidad fibrilar de colageno.

Desde otro aspecto, se proporciona un biomaterial que comprende al menos una fraccidon polipeptidica aislada y
extraida de fibroina incorporada en un hidrogel o un precursor de hidrogel, en el que la, al menos una, fraccion
polipeptidica aislada y extraida se aisla de manera quimotriptica y se selecciona de una fracciéon soluble Cs, una
fraccion precipitada Cp, o una combinacion de las fracciones Cs y Cp.

En una realizacion, los polipéptidos se derivan de fibroinas de seda de Bombyx mori. El hidrogel o precursor de
hidrogel es un material colageno. El biomaterial es implantable y comprende una red de fibrillas de colageno que
incorpora las particulas de Cs, Cp o Cs y Cp aisladas y extraidas. Las particulas de Cs y/o Cp estan unidas a las
fibrillas de la red de colageno.

En ofra realizacion, el biomaterial es inyectable y tiene una viscosidad adecuada para ser inyectado. El biomaterial
inyectable comprende una suspension de las particulas polipeptidicas aisladas y extraidas, preferiblemente en una
solucién de colageno. La variacion de las cantidades de Cs y/o Cp incorporadas en el material colageno varia las
propiedades biolégicas y mecanicas del biomaterial gelificado resultante.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitativos.
EJEMPLOS

Ejemplo 1 - Geles de colageno densos que incorporan particulas de Cs o Cp aisladas y extraidas: Efecto sobre la
mineralizacién y propiedades mecanicas (in vitro).

Se fabricaron geles de colageno densos con diferentes cantidades de fracciones de polipéptidos derivadas de
fibroina aisladas y extraidas (FDP) de acuerdo con una realizacion de la presente invencion, como se ilustra en la
Figura 2 y se describe a continuacion. La FDP se aislé mediante la digestion de fibras de seda fibroina del gusano
de seda Bombyx mori usando una a-quimotripsina, lo que dio como resultado la formacion de una fraccion
precipitada (Cp) que comprendia fragmentos apolares altamente cristalinos y una fraccién soluble (Cs) que
comprendia secuencias de aminoacidos cargados negativamente y amorfas. Especificamente, la fibroina obtenida
por desgomado de la seda se disolvid en una solucion acuosa saturada de LiBr, a 60°C durante 3 h. La solucion se
filtré y se dializé frente a agua. Luego se afnadié una solucion de a-quimotripsina obtenida disolviendo la enzima en
Tris-HCI 10 mM, CaCl; 5 mM a la soluciéon de fibroina acuosa (concentracion de enzima de 300 ug/ml). La solucién
asi obtenida se incubd a 37°C durante 24 h. La fraccion de Cp precipitada se extrajo por centrifugacion de la
solucién, mientras que la fraccion de Cs se extrajo por liofilizacion, una vez que se habia eliminado la fraccién de Cp.
Las fracciones tanto de Cs como de Cp extraidas estaban en forma de polvo/particulas.

El 10% en peso seco de Cp y el 10% en peso seco de Cs se afiadieron luego a una solucion de coladgeno antes de
la gelificacion y la densificacion del colageno para formar el biomaterial. La cantidad requerida de las particulas de
FDP extraidas se agregd a un medio de cultivo (DMEM 10x, D 2429, Sigma Aldrich) y se sonicé durante
aproximadamente 1 a aproximadamente 10 minutos, preferiblemente aproximadamente 5 minutos. Para un
contenido de particulas de FDP al 10% en peso seco, se afadieron 0,88 mg de particulas de FDP extraidas a 4 ml
del medio de cultivo. Se afadio la solucion de colageno, una solucién de tropocolageno acida (precursor de hidrogel
de colageno) (colageno de tipo | extraido por la cola de rata, 2,05 mg/ml, FirstLink) y la solucion se dejo durante 0O
minutos a 12 horas, preferiblemente aproximadamente 1 hora, a una temperatura de aproximadamente 0°C a
aproximadamente 37°C, preferiblemente a temperatura ambiente, para permitir que el tropocolageno y las particulas
de FDP extraidas interactien para formar una suspension de particulas de colageno - FDP. Con el fin de gelificar, al
menos parcialmente, la suspension de particulas de colageno FDP, el pH se ajustd de aproximadamente 5,5 a
aproximadamente 9,5 usando una base (por ejemplo, NaOH a pH 7,4). La solucion final se incubd en un molde
durante aproximadamente 15 minutos a 24 horas, preferiblemente 25 minutos, a una temperatura de
aproximadamente 0°C a aproximadamente 37°C, preferiblemente aproximadamente 37°C para permitir la gelificacion
de las particulas de colageno-FDP (‘auto-ensamblaje'). Se apreciara que la solucion de tropocolageno, el medio de
cultivo, el FDP y la base se pueden agregar en cualquier orden para obtener la suspension final de colageno-FDP.
Ademas, la etapa de sonicacién no es esencial, pero se prefirid para obtener una dispersion homogénea de las
particulas de FDP en la suspension y para evitar o minimizar la formacién de agrupaciones. Ademas, se pueden
usar diferentes concentraciones relativas de los ingredientes sin apartarse del alcance de la invencion, como sera
evidente para los expertos en la técnica.
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El biomaterial gelificado resultante se sometié luego a una "compresion plastica" para formar un gel denso. La
"compresion plastica" se ha descrito completamente en el documento W0O2006003442. Brevemente, los geles de
colageno-FDP altamente hidratados se sometieron a un esfuerzo de compresion no confinado (comprimido
plasticamente) de 0,1 a 100 kPa, preferiblemente de aproximadamente 1 kPa, durante un periodo de 1 a 15 minutos,
preferiblemente 5 minutos, lo que resulté en la expulsion de aproximadamente el 98% del contenido de liquido y un
aumento correspondiente de 40 veces en la densidad fibrilar del colageno de 0,3 a 14%. Por lo tanto, este paso
produce construcciones densas de colageno o esqueletos con una concentracion controlada de proteinas y una
estructura de mesoescala, mejorando asi las caracteristicas mecanicas de los hidrogeles de colageno. La densa
hoja de colageno-FDP se laminé para formar una estructura cilindrica de "rodillo suizo" para pruebas mecanicas.

Se encontrd que el biomaterial resultante estaba en forma de un hidrogel que tenia un marco colageno hibridado
(unido, enlazado, conjugado) con FDP extraidos. Las figuras 3 y 4 ilustran realizaciones del biomaterial de la
presente invencion que tiene 10% en peso seco de Cp y Cs, respectivamente. En la Figura 3, la interaccion y los
enlaces entre la proteina de colageno y las particulas Cp extraidas son evidentes a partir de la interconexion entre
las nanofibrillas de colageno y la particula Cp. Sorprendentemente, se encontré que las nanofibrillas de colageno
habian extraido particulas de polipéptido Cp en sus extremos, lo que indicaba la formacién de enlaces entre los dos,
en lugar de solo la interaccion electrostatica. Las bandas de colageno tipicas muestran que la integraciéon del Cp
extraido antes del auto-ensamblaje (gelificacion) del colageno no altera la estructura natural del colageno, en
comparacion con los geles de colageno puro sin FDP extraido presente. Se encontré el mismo resultado para los
biomateriales que solo extrajeron las fracciones del polipéptido Cs (Figura 4), donde los polipéptidos
submicrométricos (nano)amorfos se encontraron homogéneamente distribuidos en el gel y unidos a las nanofibrillas
de colageno. La caracterizacion morfologica y quimica del biomaterial mostré que la hibridacién del colageno con los
FDP extraidos se produjo a los 30 minutos de la gelificacion del colageno.

El analisis morfoldgico se corrobord mediante la espectroscopia ATR-FTIR del biomaterial, incluidas las fracciones
de polipéptidos de Cp y Cs aisladas y extraidas, en comparacion con un control de solo colageno (Figura 5). La
modificacion de la vibracion de las tres amidas (amida | a 1643 cm™', amida Il a 1550 cm™' y amida lll a 1243 cm™) y
la diferente resonancia de las cadenas laterales de aminoacidos entre 1150 y 800 cm-' eran una indicacion de
interaccion entre las fibrillas de colageno y el FDP.

El comportamiento de mineralizacion de los biomateriales se evalué colocando muestras de los biomateriales
comprimidos en fluidos corporales simulados (SBF) hasta el dia 7. Se utilizd colageno puro como control. La
diferencia en la cantidad de las fracciones de Cp y Cs extraidas en el biomaterial afecté a la actividad de
mineralizacién de los biomateriales. Los biomateriales con polipéptidos Cp extraidos solo no mostraron diferencias
estadisticamente significativas en su mineralizaciéon en SBF en comparacién con el colageno puro. Como se puede
ver en la micrografia SEM de la Figura 6, las particulas de Cp extraidas permanecieron integradas y unidas al marco
de colageno. Ninguna formacion de cristales fue visible.

Para biomateriales con particulas polipeptidicas Cs aisladas y extraidas solamente, se produjo una mineralizacion
tridimensional homogénea en el primer dia del acondicionamiento en SBF. El grado de mineralizacion se incrementé
en comparacion con el volumen de colageno puro. La nucleacion y el crecimiento de cristales de fosfato de calcio
fueron visibles por microscopia SEM, microCT y ATR-FTIR (Figuras 7, 8 y 9). Los polipéptidos Cs ya no estaban
visibles en la estructura del colageno. Sin estar vinculado a ninguna teoria, se pensaba que esto se debia a que
estaban involucrados en la nucleacion y el crecimiento de cristales de hidroxiapatita carbonatados visibles por SEM.
El analisis de EDX confirmé la presencia de cristales de fosfato de calcio en el dia 7 en SBF. La mineralizacion, en
forma de formacion homogénea de hidroxiapatita carbonatada en el biomaterial, se detecté en los dias 3y 7 en SBF
mediante microscopia ATR-FTIR (Figura 9) y XRD (Figura 10). El analisis termogravimétrico revel6 que el grado de
mineralizacion era una funcién del tiempo de acondicionamiento en SBF y que alcanzé un 57% en peso seco en el
dia 7. Las propiedades quimicas del colageno no fueron alteradas durante el proceso de mineralizacion.

Las propiedades mecanicas de los nuevos biomateriales en los dias 0, 1, 3 y 7 en SBF se evaluaron mediante
compresion no limitada del biomaterial laminado (Figuras 11 y 12). Se usé como control un rodillo de colageno sin
particulas de FDP extraidas incluidas. Todas las medidas de la muestra fueron verificadas por analisis microCT. Las
muestras realizadas se caracterizaron después de 30 minutos de acondicionamiento previo en medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM). La caracterizacién mecanica se logré en cinco muestras repetidas utilizando un
instrumento de prueba 5160 ElectroForce® Biodynamic® (Bose Corp., MN, EE.UU.) con una celda de carga de 15
N. El sistema se uso en el control de desplazamiento y se aplico una tasa de 0,01 mms™. Al considerar valida la
aproximacion de los tejidos blandos como material incompresible, la resistencia a la compresién se calculé como la
relacion de la fuerza medida frente al area de resistencia de la muestra cilindrica. La deformacién se calculé como el
porcentaje de la altura inicial y el médulo de compresion se calculé como la pendiente de la porcion lineal inicial de la
curva de tension-deformacion. La relacion tension-deformacion mostré propiedades mecanicas mejoradas debido a
la incorporacion de particulas FDP aisladas y extraidas en un marco de colageno. La mejora en las propiedades
mecanicas fue particularmente evidente en el biomaterial que incluia solo los polipéptidos Cp extraidos (Figura 11).
La incorporacion de particulas Cp extraidas dio como resultado un médulo de rendimiento mas alto y una tension de
rendimiento menor. En la Figura 12, para los biomateriales mineralizados, las curvas de tension-deformacion
muestran un comportamiento de transicion de tejidos blandos a duros en geles de colageno hibridados con los
polipéptidos Cs extraidos y debido a la formacidon homogénea de hidroxiapatita carbonatada (CHA) dentro de los
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constructos. En la Figura 12, los biomateriales mostraron una mayor mecanica de compresién en comparacion con
el control. EI médulo de compresion de los biomateriales, incluida la fraccién de Cp extraida, no se vio afectado por
la mineralizacién, mientras que los biomateriales que incluian la fracciéon de Cs extraida mostraron un aumento
significativo en el médulo de compresion con el tiempo en SBF. Juntos, estos resultados demostraron que variar la
cantidad de las fracciones de Cs y Cp extraidas en el nuevo biomaterial puede adaptar las propiedades mecanicas
del biomaterial. Cp incrementd la mecanica del biomaterial. Por lo tanto, un biomaterial con un contenido de
particulas de Cp extraido seria un candidato ideal para la aplicacion de tejidos blandos, por ejemplo, la
administracion de farmacos no mineralizantes. Los biomateriales con un contenido extraido de particulas de Cs
mostraron una gran mineralizacion, cuando se exponian a un fluido corporal simulado, lo que convierte a este
biomaterial en un candidato ideal para la aplicacién en tejidos duros.

Ejemplo 2 - Colageno que incorpora diferentes cantidades totales de los FDP aislados y extraidos: Efecto sobre las
propiedades del biomaterial (in vitro).

Para evaluar el intervalo de las fracciones de polipéptidos extraidos soportadas por un material colageno y retener
las propiedades beneficiosas del material colageno, segun las realizaciones de la invencion, se agregaron diferentes
cantidades (de <0,1 a >50% en peso de FDP) del FDP extraido. (Cs solo, Cp solo y Cp y Cs juntos) a una solucion
de colageno antes de la gelificacion del colageno. Se encontré que, a continuacion, se extrajo un 0,1% de FDP, la
adiciéon de FDP extraido al colageno fue insignificante en términos de mineralizacién y efectos mecanicos (como se
indica en el Ejemplo 1). Ademas, la incorporacion de FDP extraido por encima del 50% en peso seco se vio
obstaculizada por la falta de integracion entre colageno y FDP a una concentracion tan alta de polipéptidos en el gel.
Se logré una alta integracion de los polipéptidos con las nanofibrillas de colageno, cuando se agregd de un 0,1 a
30% en peso seco de FDP.

Ejemplo 3 - Geles de colageno densos que incorporan particulas de Cs y Cp aisladas y extraidas: Efecto sobre la
mineralizacién y propiedades mecanicas (in vitro).

El método del Ejemplo 3 difiere del del Ejemplo 1 en que ambas particulas de polipéptido Cp y Cs extraidas se
agregaron al medio de cultivo o a la solucién de colageno antes del autoensamblaje del colageno. Las particulas de
Cp y Cs extraidas se agregaron como 5y 5% en peso seco, respectivamente. Se encontré que la incorporacion de
5% en peso seco de Cp y 5% en peso seco de Cs juntos adaptaban aun mas las propiedades del gel de colageno,
asi como sus propiedades quimicas y mecanicas. La investigacion mecanica del biomaterial de colageno denso que
incorporaba particulas de Cs y Cp extraidas (DC-Cp-Cs) mostré propiedades entre el biomaterial de colageno denso
que incorporaba solo Cp (DC-Cp -10% en peso de Cp) y el biomaterial de colageno denso que incorporaba solo Cs
(DC-Cs -10% en peso seco de Cs) (Figura 13). DC-Cp-Cs tenia, de hecho, un menor contenido de Cp (que es
responsable del aumento de la mecanica debido a su estructura cristalina), con respecto a DC-Cp y un mayor
contenido con respecto a DC-Cs. Por el contrario, con el tiempo en el fluido corporal simulado (SBF), la menor
cantidad de Cs en el gel de DC-Cp-Cs, con respecto a la de DC-Cs, causé una menor formacion de hidroxiapatita
carbonatada, lo que resulté en un menor médulo de compresion. Sin embargo, el médulo de compresiéon de DC-Cp-
Cs fue mayor en los dias 3 y 7 en SBF en comparacion con el biomaterial DC-Cp. Estos resultados fueron
corroborados por analisis termogravimétrico (TGA). La formaciéon de minerales en DC-Cp-Cs fue de hecho mas alta
que DC-Cp pero mas baja que DC-Cs. La Figura 14 muestra los cambios en los espectros relacionados con la
formacion de hidroxiapatita carbonatada dentro del marco de colageno, ya que era visible por el aumento
dependiente del tiempo en la absorbancia de los picos de fosfato entre 1100-900 cm™y de los picos de carbonato a
alrededor de 1420 y 872 cm™. La figura 15 muestra el analisis termogravimétrico. El residuo en peso representa el
grado de hidroxiapatita carbonatada formada en las construcciones.

Ejemplo 4 - Geles de colageno densos que incorporan particulas de Cs aisladas y extraidas: Efecto sobre la
mineralizacion in vivo en un sitio éseo.

Se produjeron geles hibridos densos de colageno-Cs en forma de varillas, segun una realizacion de la presente
invencion, como se describe en el Ejemplo 1 dispersando particulas de Cs extraidas (10% en peso seco) en la
solucion de colageno antes del autoensamblaje y luego aplicando una técnica de procesamiento de compresion de
plastico. La mineralizacion de estos biomateriales se evalué implantando estos biomateriales acelulares (n = 6) en
defectos bilaterales de tamafio critico femoral (I = 6 mm) en ratas Sprague Dawley™ (peso > 350 g) y utilizando
geles de colageno densos y defectos vacios como controles. Los implantes se extrajeron a las 9 semanas y se
analizaron mediante microCT, lo que mostré que el biomaterial experimenté una mineralizacién en masa homogénea
(Figura 16). En contraste, los controles de gel de colageno presentaron mineralizacion solo en la capa externa.

Ejemplo 5 - Geles de colageno densos que incorporan particulas de Cs aisladas y extraidas: Efecto sobre la
mineralizacion in vivo en un sitio no 6seo

Se produjeron geles hibridos de colageno-Cs densos en forma de disco, segun una realizacion de la presente
invencion, como se describe en el Ejemplo 1 dispersando particulas de Cs extraidas (10% en peso seco) en la
solucion de colageno antes del autoensamblaje y luego aplicando una técnica de fabricacion por compresion de
plasticos. Ratas Sprague Dawley™ (peso > 350 g) recibieron 2 implantes subcutaneos en ambos lados de la
columna justo detras de los omdplatos. Cada rata recibié dos tratamientos: geles de colageno densos control y geles
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densos de colageno-Cs de acuerdo con una realizacion de la presente invencion. Después de 7 dias, se recogio el
tejido para su analisis y se observd la formacion de hueso a través de mediciones microCT (Figura 17). Las
muestras de colageno control no se mineralizaron, ya que no se distinguian del tejido blando circundante (Figura 17,
primera fila). En contraste, los biomateriales de colageno-Cs se sometieron a mineralizacion, ya que aparecian con
un gris mas claro que el tejido blando circundante en la reconstrucciéon microCT transversal (Figura 17, segunda fila).
Los circulos grises muy claros en las reconstrucciones transversales representan las costillas que rodean los
implantes.

Ejemplo 6 - Geles de colageno sembrados con células que incorporan particulas de Cs aisladas y extraidas:
Osteogenicidad

Se produjeron geles hibridos de colageno-Cs densos, segun una realizacién de la presente invencion, como se
describe en el Ejemplo 1, utilizando un 10% en peso seco de particulas de Cs extraidas. Se encontré que los
biomateriales resultantes se pueden sembrar de manera homogénea con diferentes tipos de células (por ejemplo,
osteoblastos o células madre como MSC, densidad celular: 0,5 k-1000 k células/ml de solucién de colageno). En
este ejemplo, se sembraron células madre mesenquimatosas de raton (m-MSC) en el punto de autoensamblaje de
colageno (gelificacion). El potencial osteogénico del biomaterial de colageno-Cs de células sembradas se investigd
en medio osteogénico. La viabilidad celular se investigd a través de proyecciones de intensidad maxima del
citoplasma celular marcado con calceina-AM y la unién del nicleo EtBr-1 en todo el radio de las construcciones en
funcién del tiempo en el cultivo (dias 1, 7, 14 y 21). La actividad metabdlica celular se evalué a través del ensayo
Alamar Blue®. La diferenciacion osteoblastica se evalu6 mediante la expresion de genes osteoblasticos como la
fosfatasa alcalina (ALP), el factor de transcripcion relacionado con runt 2 (Runx2) y la osteopontina (OPN).
Cualitativamente, se uso la tincion de Von Kossa de las secciones histolégicas de los geles para evaluar la
distribucién de la formacion de minerales. FTIR también se utilizé para evaluar la fase mineral formada.

La columna izquierda de la Figura 18 muestra los resultados obtenidos para los geles de colageno, utilizados como
control. La columna derecha de la Figura 18 muestra los resultados obtenidos para los geles de colageno-Cs
sembrados con células, de acuerdo con una realizacion de la presente invencion. La unién de m-MSC al marco de
colageno se indico ya en el dia 1. Progresivamente, en los dias 7, 14 y 21 hubo un aumento en el nimero de células
en ambos ambientes de gel, una indicacion de la excelente citocompatibilidad de los polipéptidos Cs extraidos.
Ademas, la actividad metabdlica de las m-MSC sembradas en colageno y colageno-C no fue estadisticamente
diferente (p > 0,05) para todo el tiempo de cultivo (21 dias), a partir de los resultados de reduccion de Alamar Blue
(Figura 19a). Sorprendentemente, los colageno-Cs sembrados con mMSC regularon por incremento la expresion de
genes osteoblasticos como ALP, Runx2 y OPN en comparacioén con el cultivado en los geles de colageno control, lo
que indico una notable diferenciacion osteoblastica acelerada (Figura 19b). Ademas, hubo un aumento sustancial en
la mineralizacién de los colagenos (Figura 20). La tincion de Von Kossa para fosfato de calcio de secciones
histologicas representativas de m-MSC sembradas en colageno y rollos de biomaterial de colageno-Cs se tomo en
los dias 14 y 21 en cultivo. Las manchas marrones representan las células, mientras que las regiones mas oscuras
representan la matriz mineralizada (Figura 20 a hasta d). Los nddulos de mineralizacion estaban presentes en el
biomaterial de colageno-Cs, pero no en los geles de colageno de control en el dia 14 en cultivo, lo que indicé una
mineralizacion acelerada de los geles hibridos. Ademas, mientras que los geles de colageno y de colageno-Cs se
tifieron positivamente en el dia 21, la mineralizacién de las estructuras hibridas fue mas homogénea y presente en
todo el espesor de los geles. En la Figura 21 se presentan los espectros ATR-FTIR de los geles de colageno y
colageno-Cs sembrados con m-MSCs en los dias 14 y 21 en cultivo. Un aumento en la absorbancia de las bandas v3
POs* y v2 COs* a 1018 y 872 cm™ (flecha negra), respectivamente, sugiri6 la formacion de hidroxiapatita
carbonatada. Una mayor absorbancia de la vibracion vz PO en los dias 7, 14 y 21 indica una mineralizacion
acelerada de los biomateriales de colageno-Cs en comparacion con los controles de colageno de células
sembradas.

Ejemplo 7 - Geles de colageno sembrados con células que incorporan particulas Ts aisladas y extraidas: Viabilidad
celular

Ts es la fraccién soluble de fibroina de seda obtenida a través de la tripsinizaciéon de la proteina. La fraccion Ts se
extrajo siguiendo el mismo procedimiento experimental descrito en el Ejemplo 1 para Cs, pero utilizando tripsina
como proteasa en lugar de a-quimotripsina. Se produjeron geles hibridos densos de colageno-Ts en forma de
varillas sembradas mediante la dispersion de m-MSC y se extrajeron particulas de Ts (10% en peso seco) en la
solucién de colageno antes del autoensamblaje y luego se aplico la técnica de fabricacion de compresion de plastico
como se describe en los Ejemplos 1 y 6. Se usdé microscopia laser de barrido confocal para investigar la viabilidad
celular en sistemas hibridos de colageno-Cs y colageno-Ts a través de proyecciones de intensidad maxima del
citoplasma celular marcado con calceina-AM y la unién del nicleo EtBr-1 en todo el radio de las construcciones en
los dias 1y 7 en cultivo (Figura 22). La fila superior muestra los rollos hibridos Coll-Cs en los dias 1y 7 en cultivo, y
la fila inferior muestra los rollos hibridos Coll-Ts en los dias 1y 7 en cultivo. En el dia 1, m-MSC se adhirieron bien al
esqueleto de Coll-Cs, mientras que en Coll-Ts m-MSCs mantuvieron la forma redonda, tipica del estado no
adherente. En el dia 7 hubo un aumento en el nimero de células para los geles Coll-Cs. Por el contrario, los m-MSC
cultivados en geles Coll-Ts resultaron en un estado de sufrimiento, ya que no proliferaron y no estaban bien
adheridos a la matriz colagenosa. La capacidad de Cs no solo para mantener la viabilidad celular sino también para
dirigir el linaje osteoblastico de las células madre se confirmd al comparar Cs con otra fraccion polipeptidica derivada
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de la fibroina, Ts. Ts pareci6 afectar negativamente a las m-MSC sembradas en el biomaterial, y puede considerarse
citotoxico.

Ejemplo 8 - Geles de colageno que incorporan particulas de Cs aisladas y extraidas: Inyectable

Los geles Coll-Cs sembrados con h-MSC inyectables se prepararon de acuerdo con una realizacion de la presente
invencion mezclando 3,2 ml de solucion de colageno tipo | con 0,8 ml de medio de Eagle modificado con Dulbecco
10 veces concentrado (10 x DMEM), 30 yl de NaOH 5 M y h-MSCs (alrededor de 5k-1000k células/ml de solucién de
colageno, preferiblemente 2x10° células/ml). La solucion (4 ml) se coloco luego en una jeringa de vidrio y se ajusto
para iniciar la fibrilogénesis a 4°C durante 35 minutos. El biomaterial parcialmente gelificado se inyectd luego a
través de una aguja metadlica (s = 0,05-1,5 mm) en un sitio in vivo. El biomaterial inyectado continué su
autoensamblaje in vivo. Las células permanecieron viables después de la inyeccion. Se apreciara que diferentes
tipos de células pueden administrarse de esta manera (por ejemplo, osteoblastos o células madre). Al inyectar el
biomaterial, se obtiene un procedimiento menos invasivo. Una vez inyectado, el biomaterial puede gelificarse aun
mas in situ, rellenar formas dificiles y permitir el contacto directo entre las células trasplantadas contenidas en el
biomaterial y el tejido del huésped. Se puede usar un intervalo de FDP extraido de <0,1 a >50% en peso seco, con
una preferencia por el 10% en peso.

Ejemplo 9 - Caracterizacion de Cs y Cp aislados y extraidos

Se aislaron las fracciones de Cs y Cp y se extrajeron de la fibroina de seda como se describe en el Ejemplo 1.
Especificamente, se preparé un ~1% p/v de fibroina de seda (SF) disolviendo 1,7 g de SF-f con 50 ml de LiBr
acuoso saturado, a 60°C, durante 3 horas. Después de la dilucion con 50 ml de agua destilada, la solucién se filtro y
se dializé profundamente contra agua hasta la eliminacion completa de la sal. La concentracion de SF se determind
espectrofotométricamente a 280 nm (A1s:1cm = 11,3).

Preparacion de fracciones quimotripticas de SF: Se diluyé 1:1 un SF al 1% p/v con carbonato de amonio acuoso 0,1
M, a lo que se anadié a-quimotripsina, previamente disuelta en un pequefio volumen de HCI 1 mM. La relacién de
enzima a sustrato fue de 1:100. La solucion se incubé a 37°C durante 24 horas, durante las cuales se formé un
precipitado gelatinoso. El precipitado (fraccion Cp) se recuperd por centrifugacion, se lavé dos veces con agua y
luego se liofilizé. El sobrenadante se combind en lavados y se liofilizé para recuperar los péptidos solubles (fraccion
de Cs).

Andlisis de aminoacidos: después de la hidrdlisis acida con HCI 6N, a 105°C durante 24 horas, al vacio, los
aminoacidos libres se determinaron mediante HPLC de acuerdo con el Método de AccQ-Tag (Waters). Las muestras
fueron analizadas por duplicado. Se utilizd calibracion estandar externa (Amino Acid Standard H, Pierce). Los
resultados se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1 - Composicién de aminoacidos

Aminoacido (mol %) | Fibroina de seda | Sericina de seda | Fraccion Cs | Fracciéon Cp
Asp 1,6 17,0 4,5 0,4
Ser 11,3 34,8 9,2 11,8
Glu 1,2 4.1 3,1 0,3
Gly 45,9 15,8 36,9 49,1
His 0,3 1,4 0,5 0,0
Arg 0,5 2,5 1,3 0,1
Thr 0,9 6,9 1,9 0,5
Ala 28,6 4,7 24,0 32,0
Pro 0,4 0,7 1,0 0,1
Cys 0,0 0,3 0,0 0,0
Tyr 5,1 3,4 7,5 3,7
Val 2,1 3,2 4,2 1,1
Met 0,1 0,0 0,3 0,0
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Lys 0,3 2,7 0,9 0,1
lle 0,6 0,7 1,6 0,2
Leu 0,5 1,3 1,7 0,1
Phe 0,7 0.4 1,5 0,3

Las caracteristicas tipicas de la composicién de aminoacidos de las proteinas de seda son:

Fibroina de seda (SF): alto contenido de Gly, Ala y Ser, que suman aproximadamente el 85% en moles; Tyr
representa aproximadamente el 5% en moles; los aminoacidos acidos y basicos suman aproximadamente 2,7 y
1,1% en moles, respectivamente; este patrén caracteristico de aminoacidos resulta de la contribucion de al menos
tres polipéptidos:

-la cadena pesada (H), 350 kDa (nativa), que contribuye con aproximadamente el 90% del peso total de SF; su
secuencia es del tipo poli (Ala-Gly), porque las repeticiones -(Gly-Ala),- forman la mayor parte de la estructura
primaria;

-la cadena ligera (L) y P25, 25 kDa cada una (nativa); estos dos polipéptidos son mas heterogéneos en su
composicion;

-las cadenas H y L estan unidas por un puente disulfuro; la relacién molar H:L:P25 es 6:6:1;

Sericina de seda (SS): el SS nativo esta compuesto por 5-6 polipéptidos, que varian ampliamente en peso molecular
(40-400 kDa); su estructura primaria se caracteriza por un alto contenido de Ser (de 30 a 40% en moles en los
polipéptidos individuales), Asp (16-17% en moles) y Thr (~ 7% en moles). Las SS son proteinas globulares que se
adhieren a la superficie del componente fibroso de SF en un estado desnaturalizado debido a las tensiones fisicas y
mecanicas que ocurren durante el hilado de la seda.

Se aislaron péptidos de fibroina de seda sometiendo una soluciéon acuosa de SF a digestion quimotriptica. La
especificidad de escision de la a-quimotripsina es la siguiente: Trp, Tyr, Phe (alta especificidad), Leu, Met, His (baja
especificidad). Teniendo en cuenta la estructura primaria de las cadenas H y L de SF (conocida en la literatura),
podemos esperar un gran numero de sitios de escision, es decir: cadena H: 317 (hi), 332 (lo) y cadena L: 21 (hi), 47
(lo) (Tabla 2). La digestién quimotriptica de SF da como resultado dos fracciones peptidicas, cada una de las cuales
representa aproximadamente un 50% en peso del material de partida. Una fraccion es soluble en agua (Cs) y esta
formada por péptidos SF que pertenecen a las regiones amorfas de la fibra. Su composicion de aminoacidos esta
enriquecida en residuos con cadenas laterales voluminosas y polares, aunque Gly y Ala siguen siendo las mas
abundantes. El peso molecular de estos péptidos es altamente variable, variando de 2 a 10 kDa. La otra fraccién
(Cp), que precipita durante la digestién enzimatica, esta formada por los péptidos mas hidréfobos que comprenden
principalmente las secuencias n repetitivas (Ala-Gly) caracteristicas de las regiones cristalinas de la fibra.
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Tabla 2. Escisién enzimatica de la cadena pesada de fibroina de seda por a-quimotripsina.

Enzima N° de divisiones | Posicién de sitios de division

a-Quimiotripsina | 317 61518 26 30 31 84 115 123 129 135 141 145 171 189 201 213 225 237
249 261 273 311 323 333 341 363 369 385 393 397 405 409 483 491
537 545 553 561 631 639 643 651 678 681 687 693 695 697 701 741
749 753 761 851 859 929 937 941 949 1031 1039 1043 1051 1115 1123
1127 1135 1193 1197 1205 1232 1235 1241 1244 1246 1248 1254 1286
1294 1298 1306 1370 1374 1382 1440 1448 1452 1460 1518 1522 1530
1588 1596 1600 1608 1635 1638 1644 1647 1649 1651 1657 1691 1695
1703 1779 1787 1791 1799 1826 1829 1835 1838 1840 1842 1848 1894
1902 1906 1914 1990 1998 2062 2070 2074 2082 2104 2112 2116 2124
2212 2220 2224 2232 2266 2270 2297 2300 2306 2309 2311 2313 2319
2347 2355 2359 2367 2389 2397 2407 2447 2451 2459 2505 2513 2517
2525 2589 2616 2619 2625 2628 2630 2632 2638 2672 2680 2684 2692
2744 2796 2804 2808 2816 2888 2892 2900 2956 2964 2968 2976 3084
3092 3096 3104 3164 3168 3176 3184 3192 3228 3255 3258 3264 3267
3269 3271 3277 3311 3319 3359 3411 3415 3423 3427 3435 3487 3495
3499 3507 3579 3583 3591 3647 3655 3659 3667 3747 3755 3759 3767
3794 3797 3803 3806 3808 3810 3816 3838 3842 3850 3858 3866 3908
3912 3920 3928 3936 3988 3992 4000 4008 4016 4094 4102 4106 4113
4159 4186 4189 4194 4197 4199 4201 4207 4229 4237 4241 4249 4323
4331 4335 4343 4413 4417 4425 4433 4441 4501 4505 4532 4535 4541
4544 4546 4548 4554 4576 4584 4588 4596 4654 4658 4666 4674 4682
4754 4758 4766 4774 4782 4852 4860 4928 4932 4940 4946 4950 4958
5008 5016 5024 5072 5114 5139 5142 5148 5154 5156 5158 5164 5208
5214 5233 5235 5255

La Figura 23 muestra la caracterizacion fisicoquimica de la fibra de seda y sus fracciones de Cp y Cs extraidas, a)
perfiles de cromatografia de exclusiéon por tamafo de alto rendimiento de SF y de Cp y Cs a-quimotriptico de la
proteina que indican su peso molecular; b) espectros ATR-FTIR de SF, Cp y Cs. Las entradas izquierda y derecha
muestran un primer plano de las resonancias de amida | y Ill, respectivamente. Los espectros de los fragmentos de
SF y Cp confirmaron su estructura de lamina B antiparalela (absorbancia de amida | a 1692 y 1621 cm), mientras
que el espectro de los fragmentos Cs era compatible con un polipéptido amorfo, con pocas estructuras de lamina .

Ejemplo 10 - Cs y Cp aislados y extraidos solos: comportamiento de mineralizacion en SBF

Las fracciones de polipéptidos Cs y las fracciones de polipéptidos Cp se aislaron de fibroina de seda y se extrajeron
como se describe previamente (Ejemplo 1). Las fracciones de polipéptidos extraidos se colocaron en fluido corporal
simulado (SBF) durante 12 horas para evaluar su mineralizacion. Como se puede ver en los espectros ATR-FTIR de
la Figura 24, Cs calcul6 la formacion de apatita carbonatada ya que sus espectros se caracterizaron por absorciones
fuertes con carbonato (1440 y 872 cm™) y fosfato (1078, 1035 y 957 cm™'). La fibroina de seda y la Cp extraida
mostraron solo indicaciones menores o nulas en la formacion de apatita, respectivamente. Las entradas izquierda y
derecha muestran una representacion de las resonancias de amida | y Ill, respectivamente.
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REIVINDICACIONES

1. Un biomaterial que comprende una fraccion soluble Cs o una fraccion precipitada Cp incorporada en un hidrogel o
un precursor de hidrogel, siendo dicha fraccion soluble Cs o dicha fraccion precipitada Cp una fraccién polipeptidica
de fibroina aislada y extraida de forma quimotriptica.

2. Un biomaterial segun la reivindicacion 1, en el que la fraccion polipeptidica aislada y extraida se incorpora en un
precursor de hidrogel y el biomaterial puede gelificarse in situ, opcionalmente en el que el precursor de hidrogel es
una solucion de colageno.

3. Un biomaterial segun la reivindicacién 1, en el que la fracciéon polipeptidica aislada y extraida se incorpora en un
hidrogel y el biomaterial es sustancialmente sélido o similar a un gel y es implantable, opcionalmente en el que el
hidrogel es un material colageno, tal como colageno tipo I.

4. Un biomaterial segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la fraccion de polipéptido aislada y
extraida se incorpora en el hidrogel o precursor de hidrogel en el intervalo de 0,1 a 50% en peso seco; de 0,1 a 30%
en peso seco 0 10% en peso seco, en el que el hidrogel o el precursor de hidrogel es un hidrogel de colageno o un
precursor de hidrogel de colageno.

5. Un biomaterial segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la fibroina se origina a partir de un
gusano de seda o una arafia.

6. Un biomaterial segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el biomaterial comprende ademas
células, moléculas de farmaco, agentes terapéuticos, particulas o agentes bioactivos.

7. Un biomaterial segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la fraccién polipeptidica aislada y
extraida esta en forma de particulas.

8. Un biomaterial segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el hidrogel se selecciona de uno
cualquiera de colageno, alginato, hialuronano, quitosano, fibrina, agarosa y poliacrilamida.

9. Un biomaterial segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en medicina.
10. Un biomaterial de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso:

a) en la construccion, regeneracion, reparacion, reemplazo o aumento de tejido blando o duro en un cuerpo humano
o animal; o

b) como un vehiculo de liberacion de células, moléculas o particulas in vivo.

11. Un biomaterial segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3 a 10 para su uso en la promocion de la
mineralizacién en un cuerpo humano o animal.

12. Un método para fabricar un biomaterial que comprende:

aislar y extraer una fraccion polipeptidica de fibroina por digestién quimotriptica de la fibroina y la separacion de una
fraccion soluble Cs, o una fraccion precipitada Cp de la fibroina digerida,

incorporar la fraccion soluble Cs o la fraccion precipitada Cp en un precursor de hidrogel o un hidrogel; y

opcionalmente ademas que comprende al menos parcialmente gelificar el precursor de hidrogel y, opcionalmente, en
el que el precursor de hidrogel es una solucién de colageno.

13. Un método de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el precursor de hidrogel es una solucion de colageno y
el pH de la solucién de colageno se ajusta de 5,5 a 9,5, preferiblemente de pH de 6 a 9 para iniciar una gelificacion,
al menos parcial.

14. Un método de acuerdo con la reivindicacion 12 6 13, que comprende ademas extraer al menos algo de fluido del
biomaterial al menos parcialmente gelificado para formar un biomaterial denso, o que comprende ademas anadir
células, moléculas de farmaco, agentes terapéuticos, particulas o agentes bioactivos al precursor de hidrogel o al
biomaterial.

15. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, en el que la, al menos una, fraccién
de polipéptido extraida se incorpora en el precursor de hidrogel en el intervalo de 0,1 a 50% en peso seco, de 0,1 a
30% en peso seco, 0 10% en peso seco; en el que el hidrogel o el precursor de hidrogel es un hidrogel de colageno
o un precursor de hidrogel de colageno, opcionalmente en el que las fracciones de Cs y Cp aisladas y extraidas se
proporcionan en cantidades diferentes o iguales.
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Proporcionar al menos una fraccidn polipeptidica (Cs o Cp) de forma quimiotriptica
aislada y extraida a partir de fibroina
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