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COMO BIOTINTA

@Resumen:

Composicion a base de biopolimeros recombinantes y
usos de la misma como biotinta.

La presente invencion se refiere a composiciones que
comprenden biopolimeros recombinantes formados
por combinaciones de mondmeros de tipo
"Recombinameros Tipo Elastina" (ELR, de sus siglas
en inglés Elastin-Like Recombinamers), monémeros
que comprenden la secuencia denominada "silk"
(seda) y/o monémeros que comprenden la secuencia
denominada HLF y que pertenece a una clase natural
de proteinas denominadas zippers. Dichas
composiciones son Utiles para su uso como biotinta
para impresiéon 3D. Ademas, la presente invencion
también se refiere a los métodos para la obtencién de
la composicion de la invencién, asi como al
biomaterial 3D y a los diferentes usos tanto de la
composicion como del biomaterial obtenido.
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DESCRIPCION

Composicion a base de biopolimeros recombinantes y usos de la misma como

biotinta

La presente invencién se refiere a composiciones que comprenden biopolimeros
recombinantes sintetizados a base de mondmeros de tipo “Recombinameros Tipo
Elastina” (ELR, de sus siglas en inglés Elastin-Like Recombinamers), monémeros que
comprenden la secuencia denominada “silk” (seda) procedente del gusano de seda
Bombix mori y/o mondmeros que comprenden la secuencia denominada HLF y que
pertenece a una clase natural de proteinas denominadas zippers. Dichas
composiciones son Utiles para su uso como biotinta para impresion 3D. Ademas, la
presente invencion también se refiere a los métodos para la obtencion de la
composicion de la invencion, asi como al biomaterial 3D y a los diferentes usos tanto

de la composicién como del biomaterial que la comprende.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las técnicas de bioimpresion 3D incluyen estereolitografia, bioimpresién basada en
chorro de tinta, bioimpresion basada en laser y bioimpresion basada en extrusion,
siendo ésta ultima la mas utilizada. En la bioimpresion basada en extrusion, un
hidrogel es introducido dentro de un cartucho y extruido a presién sobre una superficie.
Las estructuras impresas se fabrican por deposicion capa a capa del material
controlando el movimiento temporal y espacial por medio de software CAM — CAD

(Computer Aid Manufacturing - Computer Aid Design).

Hasta ahora, se han realizado numerosas investigaciones utilizando la técnica de
extrusiéon para mimetizar tejidos tales como hueso, tejido cardiaco, cartilago, higado,
pulmén, tejido nervioso, piel y tejido pancreatico (Ozbolat, I.T., et al. Drug Discovery
Today, 2016. 21(8): p. 1257-1271). También se ha utilizado para realizar modelados in
vitro sobre enfermedades vy liberacion de farmacos (Vanderburgh, J., et al. Ann Biomed
Eng, 2017. 45(1): p. 164-179).

Los parametros que debe cumplir un material para poder ser utilizado en bioimpresion

3D se refieren tanto a su proceso de impresion, destacando particularmente la
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printabilidad, afectada por parametros fisicoquimicos como son sus propiedades
reologicas (viscosidad, pseudoplasticidad, viscoelasticidad y limite elastico) y los
mecanismos de entrecruzamiento; y aquellas caracteristicas que permitan su uso
como material biomédico, tales como la biocompatibilidad, destacando que su cinética
de degradacién debe coincidir con la habilidad de las células para formar su propia
matriz extracelular, y sus productos de degradacion no deben ser toxicos para las

mismas.

Existe una amplia variedad de materiales utilizados como biotintas, entre los que se
encuentran aquellos que se han utilizado a lo largo del tiempo en ingenieria de tejidos,
presentando estructura de hidrogeles. Estos hidrogeles utilizados como biotintas se
dividen en naturales (por ejemplo: alginato, gelatina, agarosa, acido hialurénico,
quitosano, matriz extracelular descelularizada, péptidos de DNA, y proteinas
estructurales como el colageno, fibroina de seda y fibrina) y sintéticos (por ejemplo:
poli(acido lactico co-glicdlico (PLGA), acido plurdnico, polietilenglicol (PEG), poli(acido
L-lactico) (PLA) y poli (e-caprolactona) (PCL)). Pese a la variedad de biotintas
existentes, basadas en biopolimeros naturales, sintéticos e incluso en mezclas de
ambos, todavia existen muchos inconvenientes que limitan su uso, sobre todo con
respecto a las propiedades mecanicas y estructurales de las matrices impresas, al
mostrar en determinados casos una alta hidrofilicidad, lo que limita su uso con células,
alta viscosidad que dificulta su impresion, baja integridad de forma, rapida gelificacion
y entrecruzamiento, etc. Otro de los inconvenientes no superados aun, radica también
en la ausencia de biocompatibilidad o de dominios bioactivos que permiten su

interaccion celular.

Para solventar las desventajas que presentan las biotintas formadas a base de
polimeros, mencionadas anteriormente, se han seguido varias estrategias: (1)
Métodos de gelificacion que estabilicen las estructuras, basados principalmente en
procesos fisicos (interacciones idnicas, puentes de hidrégeno o interacciones
hidrofébicas), quimicos (enlaces covalentes generados por medio de reacciones
quimicas) o una combinacion de ambos (Jungst, T., et al. Chemical Reviews. 2016
116(3): 1496-1539); (2) utilizacion de tintas multicomponentes o hibridas, que intentan
suplir normalmente las carencias estructurales de una tinta con la buena printabilidad
de otra, encontrandose mezclas en el estado de la técnica de casi todas las biotintas
existentes (Chimene, D., et al. Ann Biomed Eng. 2016, 44(6): 2090-2102.; (3)
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utilizacién de tintas de sacrificio para aportar una mayor estructura y soporte a la

impresion y (4) uso de materiales sintéticos como soporte.

Hasta la fecha, existen varias composiciones de biotintas comercialmente disponibles,
como son: Gel4Cell basada en polimeros de gelatina y combinada con diferentes
factores de crecimiento (Bioink Solutions, Inc.), CELLINK basada en nanocelulosa y
alginato (CELLINK), Bioink y Osteoink, basadas en de PEG/Gelatina/acido hialurénico
y fosfato de calcio, respectivamente (RegenHU) y Bio127 y bioGel basadas en
Pluronic F127 y Gelatina metacrilada, respectivamente (Biobot). La desventaja de este
tipo de biotintas radica en que es imposible asegurar su comportamiento en cada lote
de produccion, ya que los polimeros de gelatina que las forman se obtienen de la

hidrdlisis del colageno de animales y por lo tanto no se puede asegurar su similitud.

Aunque se han hecho grandes progresos en el desarrollo de nuevas biotintas y sus
técnicas de bioimpresion, todavia existe la necesidad de encontrar nuevos
biomateriales que cumplan con todos los requisitos necesarios que exige una biotinta
adecuada, tales como una buena printabilidad y fidelidad de forma. Especificamente,
seria deseable desarrollar nuevos biomateriales con capacidades de gelificacion o
solidificacién rapidas que proporcionen un ambiente protector para su impresion con
células, asi como biomateriales que se puedan usar a bajas concentraciones,

generando propiedades biomecanicas adecuadas y una gran porosidad.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién describe nuevos biopolimeros recombinantes de tipo ELR
formados por monémeros de dominios presentes en la elastina natural ademas de
monomeros que comprenden la secuencia denominada “silk” (seda) y/o monémeros
que comprenden la secuencia denominada HLF que pertenece a una clase natural de
proteinas denominadas zippers, que no son toxicos, y por tanto, adecuados para su
uso como biotintas. Especificamente, la presente invencion se refiere a composiciones
que comprenden dichos biopolimeros, y concretamente para su uso como biotinta para

impresién 3D.

Los biomateriales basados en ELRs han demostrado un gran potencial en ingenieria

de tejidos, debido fundamentalmente a que se caracterizan por su extraordinaria
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biocompatibilidad, biodegradabilidad y propiedades mecanicas ajustables, asimismo
pueden generar una gran variedad de estructuras autoensambladas tales como
micelas, nanoparticulas, hidrogeles, membranas o nanofibras. Dichos polimeros se
utilizan actualmente en una gran variedad de aplicaciones biomédicas como: terapia
génica, sistemas de liberacion de vacunas, biofuncionalizacion de superficies y como
hidrogeles para aplicaciones de ingenieria de tejidos. Los ELRs permiten el
crecimiento y la proliferacion celular y no inducen ninguna respuesta inmune en
sistemas bioldgicos siendo, por tanto, susceptibles de ser implantados. En el campo
de la ingenieria de tejidos, estos materiales se han utilizado para la regeneracién de

cartilago y disco intervertebral, injertos vasculares y tejidos oculares y hepaticos.

Debido a su produccion mediante la tecnologia del ADN recombinante, la estructura
aminoacidica de los ELR puede disefiarse para modular su entrecruzamiento o su
capacidad de autoensamblado siendo capaces de autoensamblarse en hidrogeles
fisicos y/o quimicos, con la subsiguiente mejora de las propiedades mecanicas,
propiedad que se utilizara para favorecer su uso como biotintas en una bioimpresora
3D. Ademas, se pueden implementar en su secuencia otras funciones, por medio de la
fusion de otras proteinas o la inclusién de dominios bioactivos como son los motivos
de adhesion celular (RGD, REDV, entre otros), factores de crecimiento o

metaloproteinasas para favorecer la desagregacion de la estructura final.

Aparte de los requisitos bioldgicos, los biopolimeros ELRs descritos en esta invencion
presentan otras peculiaridades que pueden ser empleadas para su uso como biotintas.
Estos materiales manifiestan una capacidad de respuesta a la temperatura que puede
ser explotada para la bioimpresion 3D: debido al rapido cambio conformacional que el
polimero sufre por encima de una cierta temperatura, el polimero es capaz de
mantener un estado liquido en el cartucho de la impresora, cambiando de forma rapida
a un estado gel cuando se deposita sobre una placa calefactada. Su inyeccion, por
tanto, se produce en estado liquido y con bajas viscosidades, reduciendo el esfuerzo
aplicado sobre la aguja, lo que facilita su deposicion y protege a las células de la
posible rotura de su membrana. Este comportamiento, denominado "Transicion
Inversa con la Temperatura" o “Inverse Temperature Transition (ITT)”, se caracteriza
por una temperatura de transicion, Tt, que depende de la polaridad media polimérica,
pudiendo ser modulada a través de la variacién de la composicion aminoacidica

presente en la secuencia de los biopolimeros ELRs. Asi, las composiciones de la
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invencién, que comprenden los biopolimeros aqui descritos, gracias a la propiedad ITT
las hace pasar de un estado hidratado y desordenado cuando se encuentran por
debajo de su temperatura Tt, a un plegamiento hidrofébico ordenado cuando se
sobrepasa esa Tt. La utilizacion de esta propiedad unica permite el uso de dichas
composiciones como biotintas ya que son capaces de generar filamentos poliméricos
depositables bajo un sistema de extrusibn con temperatura controlada. Dichos
filamentos se depositan con alta precision y permiten la formacidon de matrices
estructurales que muestran fidelidad de forma en el tiempo y en el espacio,
permitiendo disefar estructuras complejas, capa a capa, con gran versatilidad,

fiabilidad y reproducibilidad.

Los biopolimeros que forman parte de la composicién descrita en la presente
invencion, comprenden diferentes monémeros de tipo ELR, junto con monémeros que
comprenden secuencias de refuerzo para la gelificacion, preferiblemente monémeros
que comprenden la secuencia denominada HLF que pertenece a una clase natural de
proteinas denominadas zippers, y mondémeros que comprenden secuencias de
refuerzo para la estructura, preferiblemente monémeros que comprenden la secuencia

denominada “silk” (seda) procedente de gusanos de seda.

Los mondmeros de tipo ELR utilizados en la presente invencién para la obtencion de
los biopolimeros descritos se basan todos ellos en la utilizacion del mismo dominio de
tipo elastina VPGXG (SEQ ID NO: 7), donde X puede ser cualquier aminoacido
excepto el aminoacido L-prolina, siendo preferidos los aminoacidos valina, acido
glutamico e isoleucina. Entre los mondmeros de tipo ELR utilizados en la presente

invencion se encuentran los monémeros B.

El monémero B es hidrofilico y presenta una composicion disefada para no
transicionar en el rango de las temperaturas fisiolégicas. A efectos de la presente
invencion el mondmero B comprende repeticiones del peptapéptido VPGXG (SEQ ID
NO: 7), mas especificamente el monémero B comprende repeticiones de los
peptapéptidos VPGVG (SEQ ID NO: 7) y VPGEG (SEQ ID NO: 7), mas
especificamente aun, el monémero B comprende la secuencia SEQ ID NO: 2
([((VPGVG),(VPGEG)(VPGVG),].

El mondmero C es hidrofdbico y presenta una composicién disefiada para producir una
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transicion y provocar un entrecruzamiento fisico inicial a temperaturas por debajo de la
temperatura fisiolégica. A efectos de la presente invencion el monémero C comprende
repeticiones del peptapéptido VGIPG (SEQ ID NO: 3), mas especificamente el
monomero C en los biopolimeros de la invencion comprende de entre 2 a 250
repeticiones de la SEQ ID NO: 3, mas especificamente de 40 a 80 repeticiones de la
SEQ ID NO: 3, mas especificamente aun, comprende 60 repeticiones de la secuencia
SEQ ID NO: 3.

Entre los mondémeros utilizados para mejorar la gelificacion del biopolimero de la
invencion se encuentra el mondmero Y que comprende una combinacion entre la
secuencia polimérica anfifilica del dominio de tipo elastina y la secuencia denominada
“silk” procedente del gusano de seda Bombix mori (SEQ ID NO: 8; GAGAGS). A
efectos de la presente invencion, el mondémero Y comprende repeticiones de la
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 8, mas preferiblemente, el monémero Y
comprende de entre 1 a 15 repeticiones de la SEQ ID NO: 8, mas preferiblemente 5
repeticiones. En otra realizacion mas preferida, el mondémero Y comprende la

secuencia aminoacidica segun se define en la SEQ ID NO: 5.

Entre los mondémeros utilizados para mejorar la estructura del biopolimero de la
invencion se encuentra el monémero X que comprende secuencias de refuerzo para
los biopolimeros de la invencién. Dicho mondmero X comprende la secuencia de
aminoacidos del motivo estructural “zipper” que es una secuencia aminoacidica
conocida como HLF y que pertenece a una clase natural de proteinas denominadas
zippers, preferiblemente dicho motivo zipper pertenece a la clase de proteinas
naturales zippers humanas. A efectos de la presente invencién, el mondémero X

comprende una secuencia aminoacidica segun se define en la SEQ ID NO: 4.

Los biopolimeros descritos en la presente invencion comprenden por tanto, diferentes
repeticiones de los mondémeros descritos anteriormente, para dar lugar a biopolimeros

utiles como biotintas para impresion 2D y/o 3D.

Asi, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a una composicién que
comprende un biopolimero que comprende las secuencias aminoacidicas que forman

los mondémeros B, C y al menos el monémero X, Y o ambos.
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Tal y como se muestra en los ejemplos incluidos en el presente documento, la
composicion de la invencién, que comprende al menos un biopolimero recombinante
formado por los monémeros descritos anteriormente es util para su uso como biotinta
cuando dicha composicion preferiblemente comprende un biopolimero que ademas de
los mondmeros de tipo ELR (B y C) comprende en su secuencia una combinacion de
los mondémeros X e Y, o incluso una combinacion de biopolimeros donde el primero de
los biopolimeros comprende en su secuencia ademas de los monémeros de tipo ELR
(B y C) comprende el monémero X y el segundo biopolimero comprende en su
secuencia ademas de los monémeros de tipo ELR (B y C) el mondmero Y. Asi, la
inclusién en el biopolimero del mondmero X que comprende el dominio zipper junto
con el resto de mondmeros hace que las interacciones anfifilicas del hidrogel fisico
formado, se estabilizan mediante la formacién de interacciones coiled-coil procedentes
de la cremallera de la secuencia del dominio zipper. Este fendmeno se observa
fisicamente, dado que la transicidon propia de los mondémeros de tipo ELR con la
temperatura se ve acelerada y reforzada gracias a dichas interacciones “zipper”, por lo
que la composicion de la invencién al ser usada como biotinta muestra una buena
printabilidad en forma de filamentos depositables, y una buena estabilidad a corto
plazo. En cambio, tal y como se puede observar en los ejemplos (ver Ejemplo 4) si la
composicion comprende exclusivamente un biopolimero que comprende ademas de
los mondémeros ELR el mondmero X, dicha estabilidad puede no mantenerse con el

tiempo, debido a la reversibilidad de las interacciones.

Por otro lado, la inclusion del mondmero Y que comprende la secuencia silk junto con
el resto de mondmeros que forman la composicion de la invencion, forman un
biopolimero en forma de hidrogel a través de entrecruzamientos fisicos anfifilicos, y
donde dicho biopolimero esta estabilizado a través de la formacién de laminas
procedentes de la secuencia silk. Esta composicién que comprende los monémeros de
tipo ELR y el monémero Y, sin incluir el mondémero X, no permite la realizacion de una
impresion fidedigna, dado que su extrusién a través de la jeringa de la impresora 3D
no es homogénea, no forma filamentos y por tanto, no retiene la forma una vez
impresa (ver Ejemplo 4). En cambio, dicha composicién, tal y como se observa en el
Ejemplo 4 muestra una gran estabilidad con el tiempo. En este caso, la transicién que
se produce a través del mecanismo de ITT, no es lo suficientemente rapida como para
que el polimero depositado mantenga su estructura, puesto que las interacciones

reforzantes son mas lentas y por tanto eficaces en una etapa posterior a la etapa de
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impresion.

Teniendo en cuenta lo anterior, la composicién de la invencion por tanto, comprendera

un biopolimero que comprenda los mondémeros B, C, X y/o Y, mas preferiblemente la

composicion de la invencidon comprendera un biopolimero que comprenda los

monomeros B, C, X e Y, o alternativamente una combinacién de biopolimeros donde el

primero de los biopolimeros comprenda los monémeros B, C y X y el segundo de los

biopolimeros comprenda los monémeros B, C e Y.

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, la presente invencion se

fundamenta en los siguientes pilares:

Combinacion de mondémeros que comprenden secuencias de tipo ELR
(mondmeros B) y mondmeros C junto con mondmeros que comprenden
secuencias de tipo silk (monémero Y) y zipper (mondmero X); o combinaciones
de biopolimeros que comprenden mondmeros de tipo ELR junto con
mondmeros silk (mondmero Y) y biopolimeros que comprenden mondmeros de
tipo ELR (mondémeros B) y mondmeros C junto con mondmeros zipper
(mondmero X). De esta manera, los mondmeros X aportan la printabilidad
necesaria es decir la capacidad del mantenimiento inicial de la estructura,
mientras que los mondémeros Y aseguran que la estructura se mantenga a lo

largo del tiempo.

Las concentraciones de los biopolimeros (ver Ejemplo 3) que forman la
composicion de la invencion permiten su disolucién en varios disolventes,
mostrando baja viscosidad y comportamiento newtoniano (ver Ejemplo 4), por
lo que facilitan su impresion en impresoras 3D, evitando la aplicacion de
grandes fuerzas de impresion que pueden dafar tanto la impresora como los
materiales que se encuentren en disolucion junto con la biotinta, asi como
facilitando el uso de agujas que contengan menores didmetros, permitiendo la

formacion de filamentos mas finos.

Las composiciones de la invencion permiten su uso en impresién 2D y/o 3D
con muy buena fidelidad de forma (ver Ejemplos 4 y 6). Permiten ademas, ser

utilizadas para la impresidon de soportes y encapsulacion de gran variedad de
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principios activos y células, siendo por tanto utiles en biomedicina, por ejemplo,
aunque sin limitarnos, en medicina regenerativa, por ejemplo, para el
crecimiento celular in vitro o in vivo en procedimientos de terapia celular para la
regeneracion tisular. Para ello, las células y/o principios activos estan,
preferiblemente, dispersos homogéneamente en las composiciones de la
invencion, de manera que tras su impresidon, queden repartidos
predeterminadamente en la matriz y permitan una liberacién controlada del
principio activo o bien una buena adhesion y proliferacion de las células,
llegando a regenerar los tejidos dafiados y actuando, por tanto, como un

implante eficaz y como una matriz extracelular natural.

La deposicién de estas composiciones como biotintas sobre la superficie de
impresion se realiza controladamente a través de un disefio previamente
estipulado por el inventor a través de un software especifico. El proceso de
impresion requiere el mantenimiento del cabezal de extrusion a baja
temperatura, por debajo de la Tt de la composicidon, mientras que la
temperatura de la cama calefactora se mantiene por encima de la Tt de la
composicion. De esta manera, la composiciéon en disolucion de la jeringa
transiciona justo cuando es depositado, de manera que pasa de un estado
desorganizado y liquido cuando se encuentra en la aguja, a un estado de
hidratacion hidréfoba ordenado cuando es dispensada en la cama, logrando asi
la formacién de filamentos sobre la cama, que pueden depositarse capa a

capa, manteniendo la estructura.

Ademas, la composicion de la invencion puede comprender ademas al menos
otro mondmero D, donde dicho monémero D comprende secuencias de
dominios bioactivos, tales como por ejemplo motivos de adhesién celular de
tipo RGD, REDV, factores de crecimiento como el VEGF o metaloproteinasas
que favorezcan la disgregacién controlada de las estructuras formadas, etc. El
hecho de introducir en los biopolimeros que comprenden la composicién de la
invencién este tipo de dominios bioactivos permite disefiar estructuras con
diferentes funcionalidades y bioactividades, dirigidas a la inclusion de por
ejemplo, secuencias de wunién celular especificas, recombinantemente
introducidas en su secuencia, no existiendo esta posibilidad en ninguna biotinta

existente actualmente. La introduccion de diferentes secuencias
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predeterminara, por ejemplo, el comportamiento celular sobre las estructuras
pudiendo llegar a generar matrices con zonas celulares bien diferenciadas,
propiedad necesaria para el disefio mimético de tejidos o microorganos que

puedan ser implantados.

Por tanto, en un primer aspecto, la presente invencién se refiere a una composicion
que comprende un biopolimero que comprende los monémeros B, C y al menos el
monémero X, Y o ambos, donde,

B es una secuencia aminoacidica formada a base de repeticiones del dominio
de tipo ELR (SEQ ID NO: 7), tal y como se ha mencionado anteriormente, mas
preferiblemente, el monémero B comprende la SEQ ID NO: 2,

C es una secuencia aminoacidica formada a base de repeticiones de un
dominio de tipo ELR, mas preferiblemente, el monémero C comprende la SEQ ID NO:
3,

X es una secuencia aminoacidica que comprende el motivo estructural “zipper”,
mas preferiblemente, el monémero X comprende la SEQ ID NO: 4, e

Y es una secuencia aminoacidica que comprende una combinacion entre la
secuencia del dominio de tipo elastina y la secuencia denominada “silk” procedente del
gusano de seda Bombix mori (SEQ ID NO: 8; GAGAGS), mas preferiblemente, el
monomero Y comprende la SEQ ID NO: 5.

En otra realizacion preferida, la composicion de la invencién comprende ademas el
monomero D. Mas preferiblemente, el mondmero D es una secuencia de unién celular
que comprende al menos un péptido que se selecciona de la lista que consiste en:
RGD (Arg-Gly-Asp), como dominio de adhesién celular del receptor de integrinas
avp3, a5B1 y allbf3 (SEQ ID NO: 9), LDT (SEQ ID NO: 27), SEQ ID NO: 10, SEQ ID
NO: 17, SEQ ID NO: 18 o SEQ ID NO: 19, o un dominio de unién a heparina o un
dominio de unién a azucares derivado de lectina, aglutinina, factores de crecimiento,
metaloproteinasas, ademas de las secuencias GTAR (SEQ ID NO: 28) y DRIR (SEQ
ID NO: 29) que pertenecen a la enzima uPA (urokinase plasminogen activator system)
y otras secuencias similares que favorecen la degradacion proteica. Preferiblemente,
el monémero D comprende el dominio RGD (SEQ ID NO: 9) y es preferiblemente la
SEQ ID NO: 6.

El dominio RGD es bien conocido y consiste, como su nombre indica, en los
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aminoacidos arginina, glicina y acido aspartico. Este dominio es reconocido por
proteinas de la superficie celular de diversos tipos celulares y funciona como un
dominio de adhesion celular. EI dominio REDV (SEQ ID NO: 10), también bien
conocido, y que consiste, como su nombre indica, en los aminoacidos arginina, acido
glutamico, acido aspartico y valina; también funciona como un dominio de adhesion
celular y es reconocido por células endoteliales. Un dominio de unién a heparina
funciona como dominio de unién celular puesto que es un dominio de unién a
glicosaminoglicanos de la superficie celular. Igualmente, un dominio de unién a
azucares permite la union a las células a través de los azucares que presentan las
glicoproteinas de membrana. La lectina y la aglutinina tienen dominios bien conocidos
de unidn a azucares. SEQ ID NO: 18 esta presente en la laminina y es reconocida por
diversos tipos celulares, SEQ ID NO: 19 es reconocida por neuritas, es decir, cualquier
expansién del soma de una neurona, ya sea una dendrita o un axén. Estas
secuencias, que forman parte del biopolimero de la invencion, son reconocidas por sus
respectivos tipos celulares y propician su union. Los biopolimeros que contengan SEQ

ID NO: 10 0 SEQ ID NO: 19 se pueden emplear en la generacion de tejidos.

Adicionalmente, los biopolimeros de la invencion, pueden comprender opcionalmente
un monomero adicional, monémero A, que puede estar unido a su extremo 5" y que es
el resultado de la transcripcion de una secuencia nucleotidica iniciadora. Asi, el
monémero A puede comprender la SEQ ID NO: 20, que es el resultado de la

transcripcién de la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 1.

Las secuencias aminoacidicas (se puede usar el término “péptidos” indistintamente
para referirse a las secuencias aminoacidicas) que forman los ménomeros de acuerdo
con las estructuras descritas que dan lugar a los biopolimeros de la invencion, pueden
estar unidos por enlace covalente o cualquier otro tipo de enlace que dé lugar a una
estructura que mantenga las propiedades de los biopolimeros de la presente
invencion. El enlace se selecciona, aunque sin limitarse, de la lista que comprende
puentes de hidrogeno, apareamiento idnico, asociacion hidrofébica o formacion de

complejos de inclusion.

En una realizacion preferida, los monémeros que forman parte de los biopolimeros de
la invencion pueden estar unidos entre si directamente, o mediante secuencias que

facilitan su unién denominadas polipéptidos espaciadores o linkers.
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Asi, a efectos de la presente invencion, el término “linker” o “polipéptido espaciador”,
se refiere a una secuencia de aminoacidos corta, preferiblemente, de hasta 20
aminoacidos de longitud, mas preferiblemente, de hasta 15 aminoacidos de longitud,
mas preferiblemente de hasta 10 aminoacidos de longitud, y aun mas preferiblemente,
de hasta 5 aminoacidos de longitud, situada entre las secuencias de aminoacidos de
los mondémeros B, C, X, Y y/o D que forman los biopolimeros de la invencion segun se
describen de manera general o en las formulas (I) o (ll) definidas mas adelante,
permitiendo la unién entre los diferentes mondmeros. Ventajosamente, dicho
polipéptido espaciador es un péptido con flexibilidad estructural, tal como un péptido
que da lugar a un dominio no estructurado. Practicamente cualquier péptido con
flexibilidad estructural puede ser utilizado como péptido espaciador; no obstante,
ejemplos ilustrativos, no limitativos, de dichos péptidos espaciadores incluyen péptidos
que contienen repeticiones de restos de aminoacidos, e.g., de Val, Gly y/o Ser, o

cualquier otra repeticién adecuada de restos de aminoacidos.

En otra realizacion preferida, la composicién de la invencion se caracteriza por que el

biopolimero que la comprende tiene la estructura (1):

[(Bb‘Cc)'Zz]n'Dd

donde B, C y D son los monémeros descritos anteriormente,

Z se selecciona entre los mondémeros X e Y definidos anteriormente,
b tiene valores de entre 5y 15,

c tiene valores de entre 50 y 70;

z tiene valores de entre 1y 5

n tiene valores de entre 1y 5,y

d tiene valores de entre O y 3.

En otra realizaciéon preferida de la composicion de la invencion, mas especificamente
de la composicion que comprende el biopolimero con estructura (1), el monémero Z es
la SEQ ID NO: 4.

En otra realizacion preferida de la composicion de la invencion, mas especificamente

de la composicion que comprende el biopolimero con estructura (1), el monémero Z es
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la SEQ ID NO: 5.

En una realizacion mas preferida, la composicion de la invencién se caracteriza por
que comprende una combinacién de biopolimeros de estructura (I) donde el primer
biopolimero comprende el monémero Z de SEQ ID NO: 4 y se encuentra en dicha
composicion a una concentracion de al menos un 20% en peso, preferiblemente de
entre un 20 a un 40% en peso, mas preferiblemente al menos un 40% en peso, y el
segundo biopolimero comprende el monémero Z de SEQ ID NO: 4 y se encuentra en
la composicion a una concentraciéon de al menos un 60% en peso, preferiblemente de

entre un 60% a un 80% en peso.

En otra realizacion preferida de la composicién de la invencién, esta se caracteriza por

que el biopolimero que la comprende tiene la estructura (ll):

Z1-[(Bp-Cc)-Z2,]5-Dy,

donde B, C y D se han definido previamente,

Z1 es una secuencia aminoacidica que comprende el motivo estructural “zipper”, mas
preferiblemente, comprende el mondmero X, mas preferiblemente ain comprende la
SEQID NO: 4,y

Z2 es una secuencia aminoacidica que comprende que comprende el motivo
estructural “silk”, mas preferiblemente, comprende el mondémero Y, mas
preferiblemente ain comprende la SEQ ID NO: 5,

b, ¢, z, n y d se han definido previamente.

En otra realizacion preferida de la composicion de la invencion, esta se caracteriza por
que b tiene un valor de 10, c tiene un valor de 60, z tiene un valor de 1, n tiene un valor

de 2 y d tiene un valor de 0 o 1.

En otra realizacion preferida, la composicion de la invencion comprende al menos uno
de los biopolimeros con estructura (I) que se seleccionan de la lista que consiste en:
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15 o combinaciones de

los mismos.

En otra realizacion preferida, la composicién de la invencion comprende una
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combinacion de biopolimeros de estructura (I) donde el primer biopolimero comprende
una secuencia que se selecciona de la lista que consiste en: SEQ ID NO: 12 0 SEQ ID
NO: 15, mas preferiblemente la SEQ ID NO: 15, y el segundo biopolimero comprende
una secuencia que se selecciona de la lista que consiste en: SEQ ID NO: 13 0 SEQ ID
NO: 14, mas preferiblemente la SEQ ID NO: 14.

En otra realizacion mas preferida, la composicion de la invencion comprende el
biopolimero de SEQ ID NO: 16.

En otra realizacion preferida, la composicién de la invencion puede comprender
ademas, células, moléculas bioactivas, principios activos o combinaciones de los

mismos.
En la Tabla 1 se muestran los diferentes biopolimeros descritos en la presente
invencién, junto con cada uno de los mondmeros que los comprenden y la estructura

de cada uno.

Tabla 1. Caracterizacién de los biopolimeros de la invencion.

Nombre Estructura Secuencia SEQ ID NO:
Polimero 2 {((VPGVG),-(VPGEG)-
(101696 Da) {(B10-Ce0)-Y}2 (VPGVG).]1o[VGIPGJeo)- 12
[V(GAGAGS)sGl2}2

{([VPGVG),-(VPGEG)-
(VPGVG),]10[VGIPGJg0-
{(Bi-Ceo)-Xl | [VGGGGGKENQIAIRASFLEK 13
ENSALRQEVADLRKELGKCK
NILAKYEAGGGGG]},

Polimero 3
(104119 Da)

{[VPGVG),-(VPGEG)-

(VPGVG)]10[VGIPGleo-

, [VGGGGGKENQIAIRASFLEK

gggg}g%:) {(B15-Ceo)-X}-D | ENSALRQEVADLRKELGKCK 14
NILAKYEAGGGGG]),-

(IVPGIG]AVTGRGDSPASS )s-

Y

{([(VPGVG)-(VPGEG)-
(VPGVG)]10[VGIPGleo)-

(120051 by | {BwCe}YlzD | [V(GAGAGS)GL- 15
([VPGIG]sAVTGRGDSPASS )s-
\
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Nombre Estructura Secuencia SEQ ID NO:
[VGGGGGKENQIAIRASFLEK
ENSALRQEVADLRKELGKCK
NILAKYEAGGGGG]-
Polimero 6 {((VPGVG)-(VPGEG)-

X~{(B10-Ce0)-Y}2-D 16

(126393 Da) (VPGVG),]1o[VGIPGlgo)-
[V(GAGAGS)sG]2}2-
([VPGIGJsAVTGRGDSPASS)s-

\

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un acido nucleico que
comprende una secuencia nucleotidica que codifica para la secuencia aminoacidica

del biopolimero del primer aspecto de la invencién.

El acido nucleico (en adelante, acido nucleico de la invencion) incluye secuencias de
acido nucleico cuyo producto de la transcripcion, el ARN mensajero (ARNm) codifica
para la misma secuencia de aminoacidos (en adelante, secuencia de aminoacidos de
la presente invencion o secuencia de aminoacidos de la invencion). También se
incluyen secuencias variantes degeneradas de las secuencias nucleotidicas de Ila
invencion, cuyo producto es un biopolimero con las mismas caracteristicas que el
biopolimero de la invencién. También se incluyen secuencias de nucledtidos que
codifiquen para secuencias aminoacidicas que tengan modificaciones en su extremo
N-terminal, C-terminal y/o en alguna posicion aminoacidica interna de modo que la
funcién del biopolimero resultante sea la misma que la que resulta de la traduccion de
la secuencia de ARNm transcrita a partir de la secuencia de nucledtidos de la
invencion. La secuencia de aminoacidos puede estar codificada por cualquier
secuencia nucleotidica que de lugar a cualquiera de las secuencias de aminoacidos de
la invencion. Debido a que el cédigo genético es degenerado, un mismo aminoacido
puede ser codificado por diferentes codones (tripletes), por ello, la misma secuencia

de aminoacidos puede ser codificada por distintas secuencias de nucledétidos.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, las secuencias nucleotidicas que
codifican para los monémeros B, C, X, Y, y/o D que comprenden los biopolimeros de
la invencion, pueden estar unidas entre si directamente, o mediante polipéptidos

espaciadores o linkers. A efectos de la presente invencion, la secuencia
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polinucleotidica que codifica para cada uno de los biopolimeros de la invencion, puede

por tanto, comprender linkers.

En una realizacion preferida, las secuencias nucleotidicas que codifican para cada uno
de los biopolimeros de la invencioén se seleccionan de la lista que consiste en: SEQ ID
NO: 21, que codifica para el biopolimero 1 que comprende la SEQ ID NO: 11; la SEQ
ID NO: 22 que codifica para el biopolimero 2 que comprende la SEQ ID NO: 12; la
SEQ ID NO: 23 que codifica para el biopolimero 3 que comprende la SEQ ID NO: 13;
la SEQ ID NO: 24 que codifica para el biopolimero 4 que comprende la SEQ ID NO:
14; la SEQ ID NO: 25 que codifica para el biopolimero 5 que comprende la SEQ ID
NO: 15 y la SEQ ID NO: 26 que codifica para el biopolimero 6 que comprende la SEQ
ID NO: 16.

El acido nucleico de la presente invencion puede tener unido a su extremo 5' una
secuencia nucleotidica que sirva de secuencia iniciadora de la transcripcidon. La
secuencia puede ser, pero sin limitarse, la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 1, que
codifica en cada biopolimero de la invencion para la secuencia aminoacidica SEQ ID
NO: 20, también denominado mondmero A en la estructura final de cada biopolimero.
Asimismo, el acido nucleico de la presente invencion puede tener unido a su extremo
3' una secuencia de terminacion de la transcripcion como por ejemplo, pero sin

limitarse, la secuencia GTATGA.

La secuencia nucleotidica que codifica para la secuencia aminoacidica de los
biopolimeros que forman parte de la composicién de la presente invencion, se inserta
en un vector de expresion. Asi, un aspecto mas de la presente invencion se refiere a

un vector de expresion que comprende el acido nucleico de la invencion.

A efectos de la presente invencién, el término “vector de expresidon” se refiere a un
fragmento de ADN que tiene la capacidad de replicarse en un determinado huésped vy,
como el término indica, puede servir de vehiculo para multiplicar otro fragmento de
ADN que haya sido fusionado al mismo (inserto). Inserto se refiere a un fragmento de
ADN que se fusiona al vector; en el caso de la presente invencioén, el vector puede
comprender cualquiera de las secuencias nucleotidicas que codifican para cualquiera
de los biopolimeros de la invencién, fusionadas al mismo, que puede replicarse en el

huésped adecuado. Los vectores pueden ser plasmidos, cosmidos, bacteriéfagos o
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vectores virales, sin excluir otro tipo de vectores que se correspondan con la definiciéon

realizada de vector.

La transfeccion de una célula, definida en un parrafo anterior, se lleva a cabo con
técnicas conocidas en el estado de la técnica, por ejemplo pero sin limitarse, con
electroporacion, con biolistica, Agrobacterium tumefaciens o cualquier otra técnica que
permita la integracion de cualquiera de los acidos nucleicos de la invencién en el ADN

de la célula huésped, ya sea gendmico, cloroplastico o mitocondrial.

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

como ya se ha mencionado anteriormente.

Un tercer aspecto de la presente invencion se refiere a una célula aislada transfectada

con el acido nucleico del segundo aspecto de la invencion.

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

que carece de pared celular).

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

hongos, algas o plantas.

18



10

15

20

25

30

35

ES 2754 824 Al

Una vez establecida su secuencia, los biopolimeros que comprenden la composicion
de la invencién, pueden ser objeto de tratamientos adicionales tales como procesos de
homogeneizacion y purificacién, ampliamente conocidos en el estado de la técnica,
que ayuden a obtener el nivel de citocompatibilidad deseado, permitiendo su uso
combinado con células u otras moléculas bioactivos y/o componentes con diferentes
actividades diagnésticas. Asimismo, pueden procesarse a través de diferentes etapas
mecanicas, enzimaticas y/o quimicas para alcanzar las propiedades poliméricas
deseadas, tanto morfolégicas como fisicas. También se utilizaran varios procesos de
caracterizacion para asegurar su uso en perfectas condiciones, como son el analisis
de su composicidon aminoacidica, caracterizaciones fisicas o el analisis reoldgico de

las biotintas formadas por las composiciones descritas en la presente invencion.

Un cuarto aspecto de la presente invencion se refiere al uso de la composicion de la

invencion como biotinta, preferiblemente como biotinta para impresién 3D.

Un quinto aspecto de la presente invencion se refiere a la biotinta que comprende la

composicion segun se describe en la presente invencion.

A efectos de la presente invencion, las biotintas se preparan utilizando componentes
estériles y asegurando siempre su uso bajo condiciones de esterilidad. Los diferentes
biopolimeros disefiados para formar las biotintas descritas, pueden ser impresos con
células o sin células, y también se pueden usar como soporte para otras biotintas tales

como materiales preparados a partir de tejidos y érganos descelularizados.

Un sexto aspecto de la presente invencion se refiere a un biomaterial 3D que

comprende la composicion de la invencidn.

En cualquiera de las realizaciones descritas aqui, las composiciones, biotinta y
biomateriales descritas en la invencion pueden incluir ademas uno o mas agentes (por
ejemplo, excipientes, aditivos, principios activos, agentes biolégicamente activos, etc.,)
adecuados para los fines previstos, que incluyen agentes terapéuticos (por ejemplo,
agentes biolégicamente activos) y muestras bioldgicas. Tipicamente, se dice que la
adiciéon de tales agentes "funcionaliza" la composicion, biotinta o biomaterial,

proporcionando funcionalidad anadida. Ejemplos no limitantes de dichos agentes
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adecuados para ser anadidos para la funcionalizacion de las composiciones, biotintas
y biomateriales de la invencion, incluyen, pero no se limitan a: particulas conductoras o
metalicas; particulas inorganicas; tintes/pigmentos; farmacos o principios activos (por
ejemplo, antibiéticos, moléculas pequefias 0 compuestos organicos de bajo peso
molecular); proteinas y fragmentos o complejos de los mismos (por ejemplo, enzimas,
antigenos, anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos); células y
fracciones de las mismas (virus y particulas virales, células procariotas tales como
bacterias, células eucariotas tales como células de mamiferos y células vegetales,

hongos).

El término "agente biolégicamente activo" como se usa en el presente documento se
refiere a cualquier molécula que ejerce al menos un efecto bioldgico in vitro o in vivo.
Por ejemplo, el agente biolégicamente activo puede ser un agente terapéutico para
tratar o prevenir un estado o condicién de enfermedad en un sujeto. Los agentes
biolégicamente activos incluyen, sin limitacion, moléculas organicas, materiales
inorganicos, proteinas, péptidos, acidos nucleicos (por ejemplo, genes, fragmentos de
genes, secuencias reguladoras de genes y moléculas antisentido), nucleoproteinas,
polisacaridos, glicoproteinas y lipoproteinas. Las clases de compuestos
biolégicamente activos que pueden incorporarse en la composicion descrita en la
presente incluyen, sin limitacién, agentes anticancerigenos, antibiéticos, analgésicos,
agentes antiinflamatorios, inmunosupresores, inhibidores de enzimas,
antihistaminicos, anticonvulsivos, hormonas, relajantes musculares, antiespasmaédicos,
oftalmicos agentes, prostaglandinas, antidepresivos, sustancias antipsicéticas, factores

troficos, proteinas osteoinductivas, factores de crecimiento y vacunas.

En algunas realizaciones, el aditivo es un agente terapéutico. Como se usa en este
documento, el término "agente terapéutico” significa una molécula, grupo de
moléculas, complejo o sustancia administrada a un organismo con fines de
diagnéstico, terapéuticos, médicos preventivos o veterinarios. Como se usa en este
documento, el término "agente terapéutico" incluye un "farmaco" o una "vacuna". Este
término también puede incluir especificamente acidos nucleicos y compuestos que

comprenden acidos nucleicos que producen un efecto terapéutico.

El término "agente terapéutico" también incluye un agente que es capaz de

proporcionar un efecto bioldgico, fisiolégico o terapéutico local o sistémico en el
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sistema bioldgico al que se aplica. Por ejemplo, el agente terapéutico puede actuar
para controlar la infeccion o inflamacioén, potenciar el crecimiento celular y la
regeneracion tisular, controlar el crecimiento tumoral, actuar como analgésico,
promover la unién anti-célula y potenciar el crecimiento éseo, entre otras funciones.
Otros agentes terapéuticos adecuados pueden incluir agentes antivirales, hormonas,
anticuerpos o0 proteinas terapéuticas. Otros agentes terapéuticos incluyen
profarmacos, que son agentes que no son biolégicamente activos cuando se
administran pero, tras la administracion a un sujeto, se convierten en agentes
biolégicamente activos a través del metabolismo o algun otro mecanismo.
Adicionalmente, una composicion de suministro de farmaco a base de seda puede

contener un agente terapéutico o combinaciones de dos 0 mas agentes terapéuticos.

En algunas realizaciones, el agente estimula la formacion de tejido, y/o la curacién y el
recrecimiento de tejidos naturales, y cualquier combinacion de los mismos. Los
agentes que aumentan la formacion de nuevos tejidos y/o estimulan la curacién o el
recrecimiento del tejido nativo en el sitio de la inyeccion pueden incluir, entre otros,
factores de crecimiento (factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de
crecimiento transformante beta (TGF-beta, plaquetas). factor de crecimiento derivado
(PDGF), factores de crecimiento epidérmico (EGF), péptidos activados por el tejido
conectivo (CTAP), factores osteogénicos que incluyen proteinas morfogénicas dseas,
heparina, angiotensina Il (A-ll) y fragmentos de los mismos, factores de crecimiento
tipo insulina, factores de necrosis tumoral, interleucinas, factores estimuladores de
colonias, eritropoyetina, factores de crecimiento nervioso, interferones, analogos
biolégicamente activos, fragmentos y derivados de tales factores de crecimiento, y

cualquier combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, el agente es un agente de curacién o cicatrizacion de
heridas. Como se usa en el presente documento, un "agente de curaciéon o
cicatrizacion de heridas" es un compuesto o composicién que promueve activamente

el proceso de cicatrizacion de heridas.

En ciertas realizaciones, los agentes activos descritos en este documento son

inmundgenos. En una realizacion, el inmundgeno es una vacuna.

En algunas realizaciones, el agente puede ser una célula, por ejemplo, una célula
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bioldgica. Las células utiles para la incorporacion en la composiciéon pueden provenir
de cualquier fuente, por ejemplo, mamifero, insecto, planta, etc. En algunas
realizaciones, la célula puede ser una célula humana, células de primate, células de
mamifero, células de roedor, etc., preferiblemente una célula humana. En algunas
realizaciones, la célula puede ser una célula genéticamente modificada. Una célula
puede modificarse genéticamente para expresar y secretar un compuesto deseado,
por ejemplo, un agente bioactivo, un factor de crecimiento, un factor de diferenciacion,
citoquinas y similares. Los métodos para modificar genéticamente células para
expresar y secretar compuestos de interés son conocidos en la técnica y son

facilmente adaptables por un experto en la técnica.

En algunas realizaciones, las composiciones, biotintas y biomateriales de la invencién
pueden incluir un colorante, tal como un pigmento o tinte o una combinacion de los
mismos. Se pueden incluir pigmentos y colorantes organicos y/o inorganicos,

fluorescentes, etc.

Por lo tanto, a la vista de lo descrito anteriormente, otro aspecto de la presente
invencion se refiere a la composicion, biotinta y biomaterial segun se describen en la

misma para su uso como medicamento.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a la composicion, biotinta y
biomaterial segun se describen en la presente invencién para su uso en regeneracion
tisular, asi como para la generacion de tejidos que simulen patologias, que sirvan
como modelos de enfermedades, o que contengan defectos para el testaje de nuevos
compuestos terapéuticos y/o profilacticos, evitando asi la utilizacion de modelos

animales.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para la obtencion de la
composicion de la invencion, que comprende las siguientes etapas:
(a) cultivar la célula del tercer aspecto de la invencion en las condiciones
adecuadas para la expresién del acido nucleico del segundo aspecto de la
invencion.

(b) purificar el biopolimero codificado por dicho acido nucleico.

El grado de complejidad composicional impuesto por las necesidades del disefio
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multifuncional no puede ser alcanzado por técnicas estandar de sintesis
macromolecular. El biopolimero se obtiene como proteina recombinante, mediante
técnicas adaptadas de biologia molecular y biotecnoldgica, en microorganismos o

plantas modificados genéticamente.

La secuencia nucleotidica que codifica para la secuencia aminoacidica del biopolimero

de la presente invencion, se inserta en un vector de expresion definido anteriormente.

La transfeccion de una célula, definida en un parrafo anterior, se lleva a cabo con
técnicas conocidas en el estado de la técnica, por ejemplo pero sin limitarse, con
electroporacion, con biolistica, Agrobacterium tumefaciens o cualquier otra técnica que
permita la integracion de cualquiera de los acidos nucleicos de la invencion en el ADN

de la célula huésped, ya sea genémico, cloroplastico o mitocondrial.

La expresion del acido nucleico en la célula de la invencién da lugar a un biopolimero

que puede ser purificado mediante técnicas conocidas en el estado de la técnica.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencion se desprenderan en parte de la descripcién y en parte de la practica de la
invencion. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Electroforesis en gel de acrilamida del biopolimero 1 con el marcador de peso
molecular en el carril de la izquierda y el biopolimero 1 en el carril de la derecha. Los
pesos moleculares se indican en kilodaltons (kDa).

FIG. 2. Analisis de espectroscopia de masas (MALDI-ToF, del inglés “Matrix-assisted
laser desorption/ionization- time of flight”) del biopolimero 1 en el cual se muestra el
valor de su Masa Molecular experimental de 92897 Da, siendo el teérico 93175 Da y la
diferencia entre ambos atribuible al error de medida. También se observa el caracter
monodisperso de la molécula, apareciendo solo un estrecho pico.

FIG. 3. Andlisis de espectroscopia de infrarrojos (FTIR-ATR, del inglés “Fourier
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Transform Infrared - Attenuated Total Reflectance”) del biopolimero 1 en el cual se
muestran las senales caracteristicas de los grupos amida (~1700 cm-1) presentes en
los biopolimeros proteicos disefiados.

FIG. 4. Analisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) del biopolimero 1 en el cual
se observa la senal de los hidrégenos pertenecientes al grupo amina NH (7,5 - 8,5
ppm) al grupo metilo CH;3 (0,5 — 1,0 ppm) y al grupo metileno CH (1,0 — 2,3; 3,5 —
4,5ppm).

FIG. 5. Electroforesis en gel de acrilamida del biopolimero 2 con el marcador de peso
molecular en el carril de la derecha y el biopolimero 2 en el carril de la izquierda. Los
pesos moleculares se indican en kilodaltons (kDa).

FIG. 6. Analisis de MALDI-TOF del biopolimero 2 en el cual se muestra el valor de su
Masa Molecular experimental de 101664 Da, siendo el teérico 101696 Da y la
diferencia entre ambos atribuible al error de medida.

FIG. 7. Analisis de FTIR-ATR del biopolimero 2 en el cual se muestran las senales
caracteristicas de los grupos amida (~1700 cm-1) presentes en los polimeros proteicos
disefados.

FIG. 8. Analisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) del biopolimero 2 en el cual
se observa la sefal de los hidrégenos pertenecientes al grupo amina NH (7,5 - 8,5
ppm) al grupo metilo CH;3 (0,5 — 1,0 ppm) y al grupo metileno CH (1,0 — 2,3; 3,5 —
4,5ppm).

FIG. 9. Electroforesis en gel de acrilamida del biopolimero 3 con el marcador de peso
molecular en el carril de la izquierda y el biopolimero 3 en el carril de la derecha. Los
pesos moleculares se indican en kilodaltons (kDa).

FIG. 10. Analisis de MALDI-TOF del biopolimero 3 en el cual se muestra el valor de su
Masa Molecular experimental de 103793 Da, siendo el tedérico 104119 Da y la
diferencia entre ambos atribuible al error de medida.

FIG. 11. Analisis de FTIR-ATR del biopolimero 3 en el cual se muestran las sefales
caracteristicas de los grupos amida (~1700 cm-1) presentes en los polimeros proteicos
disefiados.

FIG. 12. Analisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) del biopolimero 3 en el cual
se observa la sefal de los hidrégenos pertenecientes al grupo amina NH (7,5 - 8,5
ppm) al grupo metilo CH;3 (0,5 — 1,0 ppm) y al grupo metileno CH (1,0 — 2,3; 3,5 —
4.5ppm).

FIG. 13. Electroforesis en gel de acrilamida del biopolimero 4 con el marcador de peso

molecular en el carril de la derecha y el biopolimero 4 en el carril de la izquierda. Los
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pesos moleculares se indican en kilodaltons (kDa).

FIG. 14. Analisis de MALDI-TOF del biopolimero 4 en el cual se muestra el valor de su
Masa Molecular experimental de 122882 Da, siendo el tedrico 123345 Da y la
diferencia entre ambos atribuible al error de medida.

FIG. 15. Analisis de FTIR-ATR del biopolimero 4 en el cual se muestran las sefales
caracteristicas de los grupos amida (~1700 cm-1) presentes en los polimeros proteicos
disefiados.

FIG. 16. Analisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) del biopolimero 4 en el cual
se observa la sefal de los hidrégenos pertenecientes al grupo amina NH (7,5 - 8,5
ppm) al grupo metilo CH;3 (0,5 — 1,0 ppm) y al grupo metileno CH (1,0 — 2,3; 3,5 —
4,5ppm).

FIG. 17. Electroforesis en gel de acrilamida del biopolimero 5 con el marcador de peso
molecular en el carril de la derecha y el biopolimero 5 en el carril de la izquierda. Los
pesos moleculares se indican en kilodaltons (kDa).

FIG. 18. Analisis de MALDI-TOF del biopolimero 5 en el cual se muestra el valor de su
Masa Molecular experimental de 120611 Da, siendo el tedrico 120921 Da y la
diferencia entre ambos atribuible al error de medida.

FIG. 19. Analisis de FTIR-ATR del biopolimero 5 en el cual se muestran las sefales
caracteristicas de los grupos amida (~1700 cm-1) presentes en los polimeros proteicos
disefados.

FIG. 20. Analisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) del biopolimero 5 en el cual
se observa la sefal de los hidrégenos pertenecientes al grupo amina NH (7,5 - 8,5
ppm) al grupo metilo CH;3 (0,5 — 1,0 ppm) y al grupo metileno CH (1,0 — 2,3; 3,5 —
4,5ppm).

FIG. 21. Electroforesis en gel de acrilamida del biopolimero 6 con el marcador de peso
molecular en el carril de la derecha y el biopolimero 6 en el carril de la izquierda. Los
pesos moleculares se indican en kilodaltons (kDa).

FIG. 22. Analisis de MALDI-TOF del biopolimero 6 en el cual se muestra el valor de su
Masa Molecular experimental de 125857 Da, siendo el tedrico 126393 Da y la
diferencia entre ambos atribuible al error de medida.

FIG. 23. Analisis de FTIR-ATR del biopolimero 6 en el cual se muestran las senales
caracteristicas de los grupos amida (~1700 cm-1) presentes en los polimeros proteicos
disefados.

FIG. 24. Analisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) del biopolimero 6 en el cual

se observa la sefal de los hidrégenos pertenecientes al grupo amina NH (7,5 - 8,5
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ppm) al grupo metilo CH;3 (0,5 — 1,0 ppm) y al grupo metileno CH (1,0 — 2,3; 3,5 —
4,5ppm).

FIG. 25. Fotografias del biomaterial impreso con la composicion que comprende
diferentes concentraciones (300, 250, 200, 180, 150 y 120 mg/mL) del biopolimero 5
pre-curado (SEQ ID NO: 15) que se muestran en la columna A, y del biopolimero 4
(SEQ ID NO: 14) que se muestra en la columna B, utilizando PBS1x como disolvente.
FIG. 26. Fotografias de diferentes biomateriales impresos con las diferentes
composiciones de la invencién a una concentracion de 250 mg/mL utilizando PBS1x
como disolvente, donde se pone de manifiesto la printabilidad (Columna A) y la
observacion fibrilar (Columna B) de dichos biomateriales. BP: Biopolimero. El
porcentaje de las combinaciones de biopolimeros se refieren al porcentaje expresado
en peso.

FIG. 27. Viscosidad (expresado en Pascales por segundo, Pa.s) de las biotintas
formadas por diferentes biopolimeros de la invencion sometidas a una velocidad (1/s)
de corte ascendente.

FIG. 28. Evaluacion de la variacién de la viscosidad en diferentes biotintas de la
invencion sometida a una velocidad de corte elevada por un corto intervalo de tiempo.
Paso 1: Velocidad de corte de 5 s™'. Paso 2: Velocidad de corte de 1000 s™". Paso 3:
Velocidad de corte de 5s7".

FIG. 29. Efecto de la temperatura sobre la viscosidad de diferentes biotintas de la
invencion analizadas.

FIG. 30. Fotografias de diferentes estructuras impresas con la biotinta que comprende
el biopolimero 4 (SEQ ID NO: 14) utilizando PBS1x como disolvente donde se muestra
la estabilidad de las estructuras impresas a lo largo de 3 dias.

FIG. 31. Fotografias de diferentes estructuras impresas con la biotinta que comprende
el biopolimero 5 pre-curado (SEQ ID NO: 15) utilizando PBS1x como disolvente donde
se muestra la estabilidad de las estructuras impresas a lo largo de dos dias.

FIG. 32. Fotografias de diferentes estructuras impresas con la biotinta que comprende
la combinacion de los biopolimeros 60% en peso del biopolimero 4 (SEQ ID NO: 14) y
40% en peso del biopolimero 5 pre-curado (SEQ ID NO: 15) utilizando PBS1x como
disolvente donde se muestra la estabilidad de las estructuras impresas a lo largo de 40
dias.

FIG. 33. Fotografias de diferentes estructuras impresas con la biotinta que comprende
el biopolimero 6 (SEQ ID NO: 16) utilizando PBS1x como disolvente donde se muestra

la estabilidad de las estructuras impresas a lo largo de 40 dias.
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FIG. 34. Grafico que muestra un analisis de la adhesion celular temprana a los tiempos
de 30 min, 2 horas y 4 horas, de las mezclas del biopolimero 4 (60% en peso) de SEQ
ID NO: 14 y del biopolimero 5 pre-curado (40% en peso) de SEQ ID NO: 15 que
comprende la secuencia de adhesion RGD (bloques blancos) y de la mezcla del
biopolimero 3 (60% en peso) de SEQ ID NO: 13 y del biopolimero 2 (40% en peso) de
SEQ ID NO: 12 que no comprenden secuencia de adhesién celular (bloques negros).
FIG. 35. Analisis de la proliferacion celular a lo largo de 21 dias sobre superficies
impresas a base de las mezclas del biopolimero 4 (60% en peso) de SEQ ID NO: 14 y
del biopolimero 5 pre-curado (40% en peso) de SEQ ID NO: 15 que comprende la
secuencia de adhesion RGD (Bloques blancos) y de la mezcla del biopolimero 3 (60%
en peso) de SEQ ID NO: 13 y del biopolimero 2 (40% en peso) de SEQ ID NO: 12 que
no comprenden secuencia de adhesion celular (bloques negros).

FIG. 36. Fotografia microscépica de una superficie impresa con la biotinta que
comprende la combinacion del biopolimero 4 (60% en peso) de SEQ ID NO: 14 y del
biopolimero 5 pre-curado (40% en peso) de SEQ ID NO: 15 utilizando PBS1x como
disolvente, sobre la que se han sembrado y cultivado células HFF-1 durante 7 dias. La
tincion realizada con DAPI/Phalloidina muestra los nudcleos celulares en azul y las
fibras de actina en verde.

FIG. 37. Fotografias microscopicas de una superficie impresa con la biotinta que
comprende la combinacién del biopolimero 4 (60% en peso) de SEQ ID NO: 14 y del
biopolimero 5 pre-curado (40% en peso) de SEQ ID NO: 15 utilizando PBS1x como
disolvente, sobre la que se han sembrado y cultivado células HFF-1 durante 7 dias. La
tincion realizada con DAPI/Phalloidina muestra los nucleos celulares en azul y las
fibras de actina en verde. Se muestran diferentes planos focales para corroborar la

tridimensionalidad del sistema.

EJEMPLOS

A continuacion se ilustrara la invencidon mediante unos ensayos realizados por los
inventores, que describen la sintesis de la composicion de la invencion, asi como sus

caracteristicas. Los ejemplos se proporcionan para poder comprender la descripcion, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.
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EJEMPLO 1. Obtencidon y caracterizacion de los biopolimeros proteicos

recombinantes que forman la composicién de lainvencién.

El disefo y la obtencion de las secuencias nucleotidicas sintéticas que codifican para
las secuencias aminoacidicas de los distintos biopolimeros empleados, incluyendo los
biopolimeros que comprenden la composicion de la invencidn se realizaron como esta
descrito en W0/2010/092224. Igualmente, la expresion, purificacion y caracterizacion

de los biopolimeros se llevé a cabo como esta descrito en W0/2010/092224.

Brevemente, los ELRs se disefian y obtienen mediante tecnologias de ADN
recombinante. Una vez que la secuencia nucleotidica que codifica para la proteina
deseada ha sido introducida en la cepa bacteriana Escherichia coli, ésta se somete a
un cultivo en fermentador, que permite un control absoluto de sus condiciones de
produccion. Cuando se alcanza la fase estacionaria en la curva de crecimiento del
cultivo bacteriano, se procede a la extraccion del ELR deseado mediante la lisis
ultrasoénica de la pared bacteriana. La purificacién del biopolimero se llevara a cabo
aprovechando su propiedad de transicion inversa con la temperatura, realizando ciclos
de calentamiento y enfriamiento del debris bacteriano hasta la obtencién del polimero

puro.

Tras un proceso de eliminacion de las sales a través de dialisis, todos los biopolimeros
utilizados se liofilizan, mostrando una apariencia blanquecina y algodonosa, y se

reservan hasta su uso en este estado a -20°C.

Para caracterizar los biopolimeros obtenidos, se utilizan las siguientes técnicas:

— Electroforesis en gel de acrilamida (PAGE) en presencia de SDS que permite
estimar de forma aproximada el peso molecular del biopolimero ademas de
verificar su pureza.

— Espectrometria de masas MALDI-TOF en un espectrémetro modelo Q-Star
para obtener el peso molecular del polimero de forma exacta.

— Espectro de resonancia magnética nuclear de protéon (H1-RMN) realizado en
un espectréometro modelo Bruker ARX300.

— Espectro de infrarrojo (FT-IR) utilizando un espectrofotémetro Cary 50.

— Cromatografia HPLC con deteccion UV utilizando un sistema de gradiente
HPLC modelo WATERS 600 con un detector WATERS 2487, que permite
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determinar la composicién de aminoacidica.

— Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de soluciones acuosas del material
con concentracion de 50 mg/ml en un equipo Mettler Toledo 822e DSC, para

obtener la temperatura de transicion inversa del polimero.

biotintas.

Para demostrar la efectividad de la composicion de la invencion, especificamente para
su uso como biotinta, se disefiaron los siguientes biopolimeros (Tabla 2), para

posteriormente determinar cuales son las mejores composiciones para su uso como

Tabla 2. Biopolimeros, estructura y secuencias aminoacidicas y nucleotidicas:

Nombre

Estructura

Secuencia

aminoacidica

Secuencia

nucleotidica

Biopolimero 1
(93175 Da)

{(B10-Ce0)}>-D

SEQ ID NO: 11

SEQ ID NO: 21

Biopolimero 2
(101696 Da)

{(B10-Ce0)-Y}2

SEQ ID NO: 12

SEQ ID NO: 22

Biopolimero 3
(104119 Da)

{(B10-Ce0)-X}2

SEQ ID NO: 13

SEQ ID NO: 23

Biopolimero 4
(123345 Da)

{(B10-Ce0)-X}2-D

SEQ ID NO: 14

SEQ ID NO: 24

Biopolimero 5
(120921 Da)

{(B10-Ce0)-Y}-D

SEQ ID NO: 15

SEQ ID NO: 25

Biopolimero 6
(126393 Da)

X-{(B10-Ce0)-Y}.-D

SEQ ID NO: 16

SEQ ID NO: 26

Biopolimero 1 (1107 aminoacidos)

Estructura: (A)-{( B4 o-Cso)}z-D .

Secuencia

aminoacidica:

SEQ ID NO:

11:  MESLLP-{[VPGVG),-(VPGEG)-

(VPGVG),]1o[VGIPGJso}o-([VPGIG]sAVTGRGDSPASS)s-V

Codificado por la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 21.

La composicion de aminoacidos tedrica y la obtenida mediante HPLC con deteccién

UV (luz ultravioleta) se presentan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Analisis de la composicion de aminoacidos del biopolimero 1.

Glu Gly lle Leu Pro Ser Val
Tedrico 21 | 440 | 120 | 2 | 221 | 1 | 301
Analisis
naisie
aminoacidos | o nerimental| 22,01 |432,83|119,34| 1,91 |224,02| 1,09 |304,80

El rendimiento de la produccion fue de 227,65 mg/L.

El peso molecular tedrico para el biopolimero 1 es de 93175 Da y se estimé
experimentalmente por electroforesis en gel de poliacrilamida (Fig. 1) y por
espectrometria de masas MALDI-TOF resultando ser de 92897 Da. Los espectros de
HPLC, asi como de infrarrojos (IR) y de resonancia magnética nuclear (RMN)
obtenidos para el biopolimero 1 quedan recogidos en las Figs. 2, 3 y 4,
respetivamente.

La Temperatura de transicion obtenida mediante DSC en MQ a pH 7,8 fue de 19,10°C,

mientras que en PBS 1X a pH 7,65 fue de 14,66°C.

Biopolimero 2 (1233 aminoacidos)

Estructura: (A)-{(B10-Ceo)-Y}2
Secuencia SEQ ID NO: 12
(VPGVG),]10[VGIPGleo)-[V(GAGAGS)sC]z}-

Codificado por la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 22.

aminoacidica MESLLP-{([(VPGVG),-(VPGEG)-

La composicion de aminoacidos teédrica y la obtenida mediante HPLC con deteccién

UV (luz ultravioleta) se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4: Analisis de la composicion de aminoacidos del biopolimero 2.

Ala Glu Gly lle Leu
. Teorico 40 21 504 120 2
Analisis
amino-acidos | gyperimental | 33,17 | 24,57 | 501,30 | 122,87 | 2,46
Met Pro Ser Val
e Tedrico 1 221 21 305
Analisis
amino-acidos | orimental | 1,72 |232.22| 17,20 | 294,39
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El rendimiento de la produccion fue de 178,9 mg/L.

El Peso Molecular tedrico para el polimero 2 es de 101696 Da y se estimd
experimentalmente por electroforesis en gel de poliacrilamida (Fig. 5) y por
espectrometria de masas MALDI-TOF (Fig. 6) resultando ser de 101664 Da. Los
espectros de IR y de RMN obtenidos para el biopolimero 2 quedan recogidos en las
Figs. 7 y 8, respetivamente.

La Temperatura de transicion obtenida mediante DSC en MQ a pH 6,14 fue de
20,08°C, mientras que en PBS1X a pH 6,40 fue de 16,92°C.

Biopolimero 3 (1213 aminoacidos)

Estructura: (A)-{(B10-Ce0)-X}2

Secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 13: MESLLP-{[VPGVG),-(VPGEG)-
(VPGVG),]10[VGIPGJeo-
[VGGGGGKENQIAIRASFLEKENSALRQEVADLRKELGKCKNILAKYEAGGGGG]},
Codificado por la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 23.

La composicion de aminoacidos teédrica y la obtenida mediante HPLC con deteccién

UV (luz ultravioleta) se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5: Analisis de la composicion de aminoacidos del biopolimero 3.

Ala | Arg | Asn | Asp Cys Glu Gin Gly lle
Tedric
Anlisis | o | 12| 6 | 6 | 2 2 33 | 4 | 462 | 126
amino- _
deidos | EXPeT |12 17| 535 | 6,17 | 1,94 | 0,97 | 3353 | 4,51 | 468,61 | 136,08

Leu Lys Met | Phe Pro Ser Tyr Val

cooqTedricl o 2 |1 | 2 | 21| 5 | 2 | 305
Analisis 0
amino-
acidos

Experi

mental 11,441 10,20 | 1,72 | 2,70 | 238,81 | 5,68 | 2,72 | 273,06

El rendimiento de la produccion fue de 517,22 mg/L.

El Peso Molecular tedrico para el polimero F es de 104119 Da y se estimé
experimentalmente por electroforesis en gel de poliacrilamida (Fig. 9) y por
espectrometria de masas MALDI-TOF (Fig. 10) resultando ser de 103.793 Da. Los

espectros de IR y de RMN obtenidos para el biopolimero 3 quedan recogidos en las
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Figs. 11y 12, respetivamente.
La Temperatura de transicion obtenida mediante DSC en MQ a pH 7,5 fue de 15,30 °C
mientras que en PBS1X a pH 7,5 fue de 14,18°C.

Biopolimero 4 (1435 aminoacidos)

Estructura: (A)-{(B10-Cgo)-X}2-D

Secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 14: MESLLP-{[VPGVG),-(VPGEG)-
(VPGVG)]10[VGIPGJeo-
[VGGGGGKENQIAIRASFLEKENSALRQEVADLRKELGKCKNILAKYEAGGGGG]},-
([VPGIG]sAVTGRGDSPASS)e-V

Codificado por la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 24.

La composicion de aminoacidos teédrica y la obtenida mediante HPLC con deteccién

UV (luz ultravioleta) se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. Andlisis de la composicion de aminoacidos del biopolimero 4.

Ala | Arg |Asp+Asn| Cys |Glu+GIn| Gly lle Leu

e Tedrico 24 12 8+6 2 33+4 534 156 12
Analisis
amino-
acidos Experimental | 18,34 6,50 11,72 1,97 37,83 |563,8|148,32| 11,84

Lys | Met Phe Pro Ser Thr Tyr Val

- Teorico 12 1 2 257 23 6 2 341
Analisis
amino-
acidos

Experimental | 9,75 (1,39| 1,16 283,18 12,65 | 3,83 | 2,67 |350,61

El rendimiento de la produccion fue de 239,81 mgl/L.

El Peso Molecular tedrico para el biopolimero 4 es de 123345 Da y se estimé
experimentalmente por electroforesis en gel de poliacrilamida (Fig. 13) y por
espectrometria de masas MALDI-TOF (Fig. 14) resultando ser de 122882 Da. Los
espectros de IR y de RMN obtenidos para el biopolimero 4 quedan recogidos en las
Figs. 15y 16, respetivamente.

La Temperatura de transicion obtenida mediante DSC en MQ a pH 6,48 fue de 17,58
°C, mientras que en PBS 1X a pH 6,02 fue de 14,92°C.
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Biopolimero 5 (1455 aminoacidos)

Estructura: (A)-{(B10-Ce0)-Y}.-D

SEQ ID NO: 15: MESLLP-{([((VPGVG),-(VPGEG)-
(VPGVG),]10[VGIPGle0)-[V(GAGAGS)5Gl2}-([VPGIG]IsAVTGRGDSPASS ))e-V
Codificado por la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 25.

Secuencia aminoacidica

La composicion de aminoacidos tedrica y la obtenida mediante HPLC con deteccién

UV (luz ultravioleta) se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Analisis de la composicién de aminoacidos del biopolimero 5.

Ala Arg Asp Glu Gly lle
Analisis Teodrico 52 6 6 21 574 150
amino-
acidos |Experimental| 50,94 4,31 5,39 29 581,86 | 149,41
Leu Met Pro Ser Thr Val
Analisis Tedrico 2 1 257 39 6 341
amino-
acidos | Experimental 0 1,37 | 255,77 | 31,08 | 4,33 |335,86

El rendimiento de la produccion fue de 203,07 mg/L.

El Peso Molecular teérico para el biopolimero 3 es de 120921 Da y se estimd
experimentalmente por electroforesis en gel de poliacrilamida (Fig. 17) y por
espectrometria de masas MALDI-TOF (Fig. 18) resultando ser de 120611 Da. Los
espectros de IR y de RMN obtenidos para el biopolimero 2 quedan recogidos en las
Figs. 19 y 20, respetivamente.

La Temperatura de transicion obtenida mediante DSC en MQ a pH 6,59 fue de 20,84
°C, mientras que en PBS 1X a pH 7,24 fue de 17,26°C.

Biopolimero 6 (1508 aminoacidos)

Estructura: (A)-X-{(B1o-Cep)-Y}>-D

Secuencia SEQ ID NO: 16: MESLLP-
[VGGGGGKENQIAIRASFLEKENSALRQEVADLRKELGKCKNILAKYEAGGGGG]-
{(I((VPGVG),-(VPGEG)-(VPGVG),]10[VGIPGJe0)-[V(GAGAGS)5Gl,}»-
([VPGIG]sAVTGRGDSPASS)s-V

Codificado por la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 26.

aminoacidica

La composicion de aminoacidos tedrica y la obtenida mediante HPLC con deteccién
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UV (luz ultravioleta) se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8. Analisis de la composicion de aminoacidos del biopolimero 6.

Ala Arg |Asn+Asp| Cys |Glu+GIn Gly lle Leu
Analisis Tedrico 58 9 3+7 1 27+2 585 153 7
amino-
acidos | Experimental | 53,78 | 7,72 11,15 0,32 38,85 |583,93(147,01| 8,90
Lys Met Phe Pro Ser Thr Tyr Val
Analisis Tedrico 6 1 1 257 41 6 6 343
amino-
acidos | Experimental | 12,37 | 0,98 1,13 260,95| 35,50 4,54 13,91 | 323,98

El rendimiento de la produccion fue de 116 mg/L.

El Peso Molecular teérico para el biopolimero 6 es de 126393 Da y se estimé
experimentalmente por electroforesis en gel de poliacrilamida (Fig. 21) y por
espectrometria de masas MALDI-TOF (Fig. 22) resultando ser de 125857 Da. Los
espectros de IR y de RMN obtenidos para el biopolimero 6 quedan recogidos en las
Figs. 23y 24, respetivamente.

La Temperatura de transicion obtenida mediante DSC en MQ a pH 7,50 fue de
20,42°C, mientras que en PBS 1X a pH 7,50 fue de 17,41°C.

Ejemplo 2. Determinacidon de la composicién de la biotinta de la invencién que

permite una impresién éptima.

Las impresiones en 3D con los diferentes biopolimeros descritos en la Tabla 2, o con
las mezclas de los mismos, se realizan teniendo en cuenta la temperatura de
transicion inversa de cada uno de ellos. Dicha temperatura de transicion junto con las
propiedades concretas de las composiciones de los biopolimeros de la invencion, hace

que las potenciales biotintas gelifiquen mediante un simple cambio en la temperatura.

El sistema experimental utilizado comprende una impresora REGEMAT 3D sobre la
que se ha instalado un cabezal conectado a un bafio refrigerante que permite
mantener la temperatura de inyeccion a 4°C. Por otra parte, la impresora cuenta con

una cama calefactora que se mantiene a 30°C durante el proceso de impresion.

En el caso del biopolimero 1 (SEQ ID NO: 11), la gelificacion es debida a las fuerzas
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intermoleculares hidrofdbicas presentes entre sus bloques C (hidrofébico) y B
(hidrofilico). El bloque D, que comprende especificamente el péptido RGD introducido
a mayores en su secuencia no afecta a la formacion del gel, sino que se introduce
para aportar biofuncionalidad en el biopolimero. Este biopolimero 1 se utilizara como
control negativo de la bioimpresién, dado que no contiene ninguno de los monémeros

X, Y o ambos.

El resto de biopolimeros 2 (SEQ ID NO: 12), 3 (SEQ ID NO: 13), 4 (SEQ ID NO: 14), 5
(SEQ ID NO: 15) y 6 (SEQ ID NO: 16), que contienen los mondémeros C (hidrofébico) y
B (hidrofilico) de base, ademas de los otros monémeros X y/o Y, también muestran
estas interacciones hidrofobicas. Todos ellos también contienen el bloque D que
comprende, en los ejemplos mostrados, especificamente el péptido RGD para aportar

biofuncionalidad al biopolimero, permitiendo que induzca adhesion celular.

Los biopolimeros 4 (SEQ ID NO: 14) y 3 (SEQ ID NO: 13) comprenden la secuencia
zipper (SEQ ID NO: 4), que permite la formacién de hélices alfa a través de la
interaccion de fuerzas electrostaticas entre aminoacidos cargados, contribuyendo a la
estabilidad del polimero. Los biopolimeros 5 (SEQ ID NO: 15) y 2 (SEQ ID NO: 12)
muestran las mismas interacciones hidrofdbicas, pero en este caso estabilizadas
gracias a la formacién de laminas beta procedentes de la secuencia silk (SEQ ID NO:
8), mediante la formacion de puentes de hidrégeno entre los grupos amido y carboxilo

presentes en sus aminoacidos.

Para el caso particular del biopolimero 5 (SEQ ID NO: 15) se ha llevado a cabo una
comparacion entre su gelificacion cuando dicho biopolimero se ha sometido a un
tratamiento de pre-curado (a partir de aqui se le denominara biopolimero 5 pre-curado)
o cuando no ha sido sometido a dicho tratamiento (que se le seguira llamando
biopolimero 5). El tratamiento de pre-curado se realiza debido a la variabilidad que
presenta el biopolimero 5 en cuanto a su estructura a nivel molecular pudiendo
presentar distinto grado de formacion de hojas beta que afectan a sus caracteristicas
mecanicas. Durante la produccién y purificacion del biopolimero 5, se produce la
formacion de laminas beta a través de enlaces de puente de hidrogeno. Dicho
entrecruzamiento no es homogéneo entre los diferentes lotes del biopolimero,
generando lotes de diferente entrecruzamiento inicial. Realizando la ruptura de los

puentes de hidrégeno con el tratamiento de pre-curado, se asegura que el estado
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inicial de formacion de hojas beta es el mismo para todos los lotes. Para llevar a cabo
el tratamiento del pre-curado, en primer lugar se procede a la homogenizacién del
mismo realizando una ruptura de sus fuerzas intermoleculares mediante la utilizacion
de acido férmico, que permite partir de un estado con ausencia de laminas beta. A
partir de este estado, se somete el biopolimero a un curado a 37°C durante 24 horas
favoreciendo la formacion de laminas beta. De esta manera se asegura el mismo
estado inicial en todos los lotes de este polimero y se parte de un estado pre-gelificado

previsiblemente mas adecuado para la impresion.

Tanto el biopolimero 1 (SEQ ID NO: 11) mezclado junto con el biopolimero 4 (SEQ ID
NO: 14), asi como el biopolimero 1 (SEQ ID NO: 11) mezclado con el biopolimero 5
pre-curado (SEQ ID NO: 15), sirven también como control negativo de la impresién. Su
impresién demuestra que solamente en el caso de que la mezcla comprenda ambas

secuencias de refuerzo se obtiene una 6ptima impresion (Fig. 26).

Por otro lado, con el objetivo de comprobar si las mezclas de los polimeros 4 y 5 pre-
curado se comportan de la misma manera cuando los monémeros X e Y se localizan
en el mismo biopolimero, se sintetizé el biopolimero 6 (SEQ ID NO: 6). Este
biopolimero 6 posee tanto las interacciones hidrofdbicas iniciales como las
interacciones electrostaticas y de puentes de hidrégeno procedentes de las

secuencias Zipper y Silk.

Se llevaron a cabo diferentes impresiones con composiciones que comprenden los
biopolimeros 1, 4, 5, 5 pre-curado y 6, solos 0 combinados. Para ello, mediante el
software propio de la impresora REGEMAT 3D se disefia una gradilla de 10x10 mm,
con una altura de 1,30 mm (correspondiente a 6 capas de altura), y porosidad de
1,5mm dispuesta en angulo de 90°. Se inyectaran las diferentes composiciones de los
biopolimeros de la invencion con una tobera de 0,25 mm y 0,06 mm/s de flujo. El flujo
se adecla si es necesario en cada caso, para poder realizar lineas de anchura

similares que permitan comparar mejor las estructuras entre si.

Se estima que la concentracion éptima de impresion del biopolimero 5 pre-curado
disuelto en diferentes concentraciones de PBS 1x (120, 150, 180, 200, 250 y 300
mg/mL) es de 250 mg/mL, tal y como se observa en la Fig. 25, dado que dicha

concentracion es la concentracion a la que la viscosidad de la disolucion es adecuada
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para el proceso de “inyeccion” mediante la impresora 3D. Por tanto, se selecciona la
concentracién de 250 mg/mL para la realizacién de la comparacion de las diversas
impresiones. Para el caso del biopolimero 4, tal y como se observa también en la Fig.
25, la concentracion adecuada para el proceso de inyeccion en la impresora 3D es de
250 mg/mL.

La impresién de las gradillas disefiadas permite realizar una semi-cuantificacion de la
printabilidad de los diversos biopolimeros de la invencion a través de la medida de la
printabilidad, que nos da una idea de la semejanza que presenta la estructura impresa
con respecto a la disefiada. En este caso se disefan y se imprimen poros de forma
cuadrada, por lo que se establece un parametro (Pr) para medir la semejanza de las

impresiones con respecto a estos cuadrados.

La biotinta que demuestre una buena printabilidad debe depositarse a través de la
extrusion de filamentos de morfologia constante que permitan su deposicion en altura,
sin fusionarse unos con otros. Si la biotinta demuestra menor printabilidad, esto no
sucede y los filamentos tienden a colapsar y fusionarse, formando porosidades que
tienden a ser circulares. Se define por tanto la circularidad como:
c 4mA
12
Donde L define el perimetro y A el area. Cuanto mas cerca se encuentre el valor

obtenido a 1, mayor sera la circularidad, siendo 1 un circulo perfecto.

En el caso de formas cuadradas, la circularidad sera mw/4, y se puede definir el

parametro Pr basado en la forma cuadrada como:

LZ

T 1
4 C 164

Pr =

Para una printabilidad ideal, los poros interconectados seran cuadrados y el valor de

Pr sera 1.

La determinacion del parametro Pr se realiza tomando fotografias con un microscopio
digital LEICA DMS 1000 y las imagenes o6pticas tomadas se analizan a través del
software Image J (n=5) (Fig 26).
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Los resultados de dicho parametro para las muestras ensayadas se resumen en la
Tabla 9.

Tabla 9: Medida de la printabilidad (Pr) obtenida en cada biotinta impresa a una

concentracién final de 250mg/mL.

BIOTINTAS (250 mg/mL) VALOR Pr
biopolimero 1 -
biopolimero 4 0,94 + 0,03
biopolimero 5 -
biopolimero 5 pre-curado 0,90 £ 0,09
biopolimero 6 0,97 +0,10
biopolimero 1 (40%) + biopolimero 4 (60%) 0,77 £ 0,04
biopolimero 1 (60%) + biopolimero 5 (40%) 0,73+£0,10
biopolimero 4 (60%) + biopolimero 5 (40%) 0,86 + 0,04
biopolimero 4 (20%) + biopolimero 5 pre-curado (80%) 0,65+ 0,32
biopolimero 4 (60%) + biopolimero 5 pre-curado (40%) 0,96 + 0,04
biopolimero 4 (80%) - biopolimero 5 pre-curado (20%) 0,93 £ 0,02

Otro parametro, cualitativo en este caso, para determinar la printabilidad de las
biotintas es la observacion fibrilar, es decir, si la deposicion de los polimeros se
deposita capa a capa y se observan las fibras depositadas, la estructura tendera a
colapsar menos que si estas fibras se funden entre si, provocando menor fidelidad de

forma.

En la Fig. 26 se observan las fotografias de las impresiones realizadas. Tras la
medicion del parametro Pr, se observa que a partir de un valor de Pr de 0,90, las
impresiones se realizan de manera controlada, permitiendo la deposicion de fibras que
no se mezclan entre si cuando se depositan, manteniendo su estructura fibrilar en

altura.

Como se observa en la Fig. 26, el biopolimero 1 no gelifica tras su impresion, por lo
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que no mantiene su estructura. Este comportamiento se corresponde con el esperado,
dado que éste polimero no contiene los mondmeros X y/o Y que permiten la

estabilidad del gel que forma.

Al contrario que sucede en el biopolimero 1, cuando los biopolimeros presentan los
monomeros X y/o Y, como en el caso de los biopolimeros 4, 5 y 5 pre-curado, se
consiguen realizar impresiones con los mismos. El biopolimero 5 permite su impresion
pero la estructura impresa se disgrega rapidamente de manera que no permite realizar
la medicion de su imprimibilidad. En cambio, el polimero 5 pre-curado muestra una
sobre-gelificacién, que se observa en la deposicion no linear de las fibras, pese a que
su fidelidad en la impresién es elevada. Por tanto, el hecho de que la muestra gelifique
debido a un cambio de temperatura no es una condicion suficiente como cabria
esperar para conseguir una buena biotinta para este sistema y asi obtener superficies
impresas que muestren una estructura que realmente se asemeje a la disefiada. El
fendmeno que acompafia a la gelificacién y las modificaciones en las propiedades
mecanicas del material antes y después de la gelificacién son determinantes y pueden

ser inadecuadas sin poderse predecir cual es el material adecuado como biotinta.

Por ultimo el biopolimero 4 muestra estructuras fidedignas con valores de Pr de 0,94
(FIG. 26).

Como el polimero 5 pre-curado muestra un parametro mas alto de imprimibilidad que
el polimero 5, para demostrar el efecto sinérgico que los monémeros X e Y, se
selecciona como portador del monémero Y el polimero 5 pre-curado, de manera que
se imprimen las mezclas: biopolimero 4 (80% en peso) + biopolimero 5 pre-curado
(20% en peso); biopolimero 4 (60% en peso) + biopolimero 5 pre-curado (40% en
peso) y biopolimero 4 (20% en peso) + biopolimero 5 pre-curado (80% en peso). La
impresion de las proporciones del biopolimero 4 (60% en peso) + biopolimero 5 pre-
curado (40% en peso) muestran el valor mas alto de Pr obtenido en las mezclas
impresas, por lo que se puede considerar esta mezcla como Optima para impresion
3D. El valor mas bajo se obtiene cuando la proporcién del biopolimero 5 pre-curado es
mas elevada. Por otra parte, la impresion de la mezcla del biopolimero 4 (60% en
peso) + biopolimero 5 (40% en peso), nos permite observar que cuando la mezcla en
la impresion para este tipo de polimeros es 6ptima, si el biopolimero 5 no se encuentra

sometido a un pre-curado, la imprimibilidad disminuye, haciéndose necesaria la
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utilizacién del biopolimero 5 pre-curado si se quiere obtener una mejor fidelidad en la

estructura.

Para comprobar la sinergia entre los monémeros X e Y, se imprimen también las
mezclas que comprenden el biopolimero 5 (40% en peso) + biopolimero 1 (60% en
peso) y la mezcla del biopolimero 4 (60% en peso) + biopolimero 1 (40% en peso).
Dichas mezclas muestran impresiones de peor imprimibilidad, comprobando que para
la obtencién de una buena imprimibildad se hace necesaria la mezcla de los

biopolimeros que comprenden los monémeros X e Y.

Por ultimo, la impresién del biopolimero 6, muestra una muy buena fidelidad de forma
en la que se observa la deposicion de las fibras, de manera que no se acaban
superponiendo del todo. Se obtiene para este polimero el valor mas alto de
imprimibilidad correspondiente a 0,97. Aunque el valor de Pr obtenido para este
polimero no dista mucho del de la mezcla que comprende el biopolimero 4 (60% en
peso) + biopolimero 5 pre-curado (40% en peso), se observa en la impresién una

mayor facilidad en su deposicién, con un mejor control sobre las fibras depositadas.

Ejemplo 3. Propiedades mecéanicas de las composiciones de la invencion.

Se llevé a cabo un analisis reologico para analizar las propiedades mecanicas de las
composiciones de la invencion para su uso como biotintas. Se seleccionan aquellas
composiciones que han demostrado tener una mayor printabilidad, correspondiéndose
con las composiciones que comprenden el biopolimero 4, el biopolimeros 6, el
biopolimero 5 pre-curado y la mezcla de los biopolimeros 4 (60% en peso) +

biopolimero 5 pre-curado (40% en peso).

El estudio reoldgico se lleva a cabo con un redmetro AR 200 EX de TA Instruments,
equipado con una placa peltier, y una geometria de 40mm de diametro. Todas las

composiciones analizadas se mantienen a 4°C durante los ensayos.

La primera caracterizacidén se basa en el estudio de la variacién de la viscosidad que
presentan las composiciones de la invencion para su uso como biotintas cuando se
encuentran sometidas a una velocidad de corte creciente (Fig 27). Tanto el

biopolimero 4 como la mezcla que comprende el biopolimero 4 (60% en peso) + el
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biopolimero 5 pre-curado (40% en peso), no muestran una disminuciéon de su
viscosidad cuando se produce un aumento en la velocidad de corte, por lo que se
comportan como fluidos newtonianos que poseen viscosidades relativamente bajas (1
Pa.s, aproximadamente). El hecho de que se comporten como fluidos newtonianos de
bajas viscosidades, permite realizar deposiciones controladas con menores esfuerzos
de corte, protegiendo asi las células que se encuentren embebidas en dichas
composiciones. Por otro lado, la composicion formada por el biopolimero 5 pre-curado
manifiesta una disminucion de su viscosidad cuando se produce un aumento del
esfuerzo de cizalla, partiendo de viscosidades de 10 Pa.s y llegando a estabilizarse en
viscosidades de 1 Pa.s cuando se somete la biotinta a velocidades elevadas de corte.
Este comportamiento de la biotinta se asemeja con el que describe un fluido

pseudoplastico.

Por otra parte, la composicion que comprende el biopolimero 6 presenta un
comportamiento visco-plastico (o plastico Bingham), mostrando una viscosidad de 2,35
Pa.s hasta que alcanza un esfuerzo de deformacién critico correspondiente a 248,6
1/s, a partir del cual, comienza a disminuir ligeramente su viscosidad hasta llegar a
1,41 Pa.s.

Se puede concluir que las composiciones que comprenden el mondémero Y muestran
un comportamiento pseudoplastico en las biotintas. En el caso del biopolimero 6, este
comportamiento sufre un retraso, se comienza a apreciar una vez que se sobrepasa
un esfuerzo de deformacion critico. Dicho comportamiento se corresponde con un

plastico de comportamiento visco-plastico o plastico Bingham.

Para simular el proceso de inyeccion al que se ven sometidas las composiciones de la
invencion cuando se usan como biotintas en una impresora, se llevé a cabo un analisis
tixotrépico de las mismas. Este analisis consiste en someter los biopolimeros a una
velocidad de corte elevada durante un corto periodo de tiempo, tratando de asemejar
las fuerzas a las que se ven sometidas las biotintas al atravesar una aguja de diametro

muy pequefio en el proceso de impresion.

Los resultados obtenidos en el analisis tixotropico de las composiciones descritas
anteriormente puso de manifiesto que no existe una variacién en su viscosidad cuando

se simula el proceso de inyeccion, es decir, ninguna de las composiciones analizadas
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varia su viscosidad al estar sometida durante un corto periodo de tiempo a un alto

esfuerzo de cizalla (Fig 28).

Posteriormente se procedié al analisis de la variacion de la viscosidad cuando se
produce un aumento en la temperatura. El analisis determina cual es la temperatura
idonea a la que se debe precalentar la base de impresién para lograr una mayor

viscosidad en la biotinta y, por tanto, una mayor resolucién en la impresion.

Los resultados demuestran que la viscosidad polimérica de las composiciones
analizadas aumenta a medida que se incrementa la temperatura hasta alcanzar un
valor maximo que depende de cada composicién, y que varia de entre 18-22°C, y
posteriormente dicha viscosidad disminuye paulatinamente a medida que se sigue
incrementando la temperatura (Fig. 29). Esta viscosidad maxima alcanzada es
diferente para cada composicién de biotinta y dicho maximo se alcanza a distinta
temperatura. Asi, tal y como se observa en la Fig. 29, la composicion que comprende
el biopolimero 4 presenta una viscosidad de 212,5 Pa.s a una temperatura de 15,0°C;
la composicion que comprende el biopolimero 5 pre-curado presenta una viscosidad
de 90,9 Pa.s a la temperatura de 18,4°C, la composicion que comprende el
biopolimero 6 presenta una viscosidad de 371 Pa.s a la temperatura de 21,7°C y la
composicion que comprende la mezcla de biopolimero 4 (60% en peso) + biopolimero
5 pre-curado (40% en peso) presenta una viscosidad de 242,6 Pa.s a la temperatura
de 19,5°C.

Teniendo en cuenta dichos resultados, existe una correlacién entre las viscosidades
maximas alcanzadas por las biotintas estudiadas y su printabilidad. Asi, las biotintas
que muestran menor printabilidad (las biotintas que comprenden los biopolimeros 4 y
biopolimero 5 pre-curado, respectivamente) alcanzan una viscosidad maxima inferior
que aquellas de mayor printabilidad (las biotintas que comprenden la mezcla
biopolimero 4 (60% en peso) + biopolimero 5 pre-curado (40% en peso) y la biotinta
que comprende el biopolimero 6). Este hecho se explica teniendo en cuenta que
cuanta mayor viscosidad demuestre poseer una biotinta, mayor sera su fidelidad en la

impresion.

Asimismo, se ha observado que en todas las biotintas existe un punto critico de

temperatura a partir del cual la viscosidad comienza a aumentar paulatinamente, y
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dicho punto critico de temperatura se corresponde aproximadamente con los 8,5°C
para las biotintas que comprenden el biopolimero 4 y la mezcla del biopolimero 4 (60%
en peso) + biopolimero 5 pre-curado (40% en peso), y los 11°C para las biotintas que
comprenden el biopolimero 5 pre-curado o el biopolimero 6. Este punto critico indica
que para poder imprimir con viscosidades bajas, las biotintas se deben mantener en el

reservorio por debajo de esta temperatura.

EJEMPLO 4. Estabilidad en fluido de las biotintas.

A continuacion se analizé la estabilidad de las composiciones descritas en la presente
invencién en un fluido seleccionado, que para el caso del presente ejemplo es PBS 1x.
Dado que las estructuras impresas con las composiciones descritas en la presente
invencion serviran para cultivos in vitro, o para modelos tisulares, éstas deberan ser
capaces de mantenerse estables en medios acuosos durante periodos de tiempo
prolongados. Para este ejemplo se disefian unos cilindros de 6mm de diametro y 1,5
cm de altura, y las impresiones se llevaron a cabo a través de una tobera de 0,25 mm
de diametro. Las composiciones ensayadas han sido las composiciones que
comprenden el biopolimero 4, biopolimero 5 pre-curado, biopolimero 6 o la mezcla del

biopolimero 4 (60% en peso) + biopolimero 5 pre-curado (40% en peso).

La impresion con la composicion que comprende el biopolimero 4 a una concentracion
de 250 mg/mL en PBS 1x, muestra un buen mantenimiento estructural, pero que no es
capaz de mantenerse a lo largo del tiempo (Fig. 30). Por el contrario, las impresiones
con las composiciones que comprenden el biopolimero 5 pre-curado, en las mismas
condiciones que las mencionadas anteriormente, muestra una menor fidelidad de
forma y un colapsamiento de la misma en un corto intervalo de tiempo, lo que no
permite imprimir estructuras que en altura mantengan de manera adecuada la forma,

pese a que con el tiempo si que muestran estabilidad (Fig. 31).

Por el contrario, la impresién con la composicion que comprende la mezcla del
biopolimero 4 (60% en peso) + biopolimero 5 pre-curado (40% en peso), solventa los
inconvenientes que dichas composiciones presentan por separado al ser utilizadas
como biotintas. Esta mezcla permite realizar una impresion con buena fidelidad de
forma y mantenimiento estructural a lo largo del tiempo, permitiendo la realizacién de

estructuras complejas (Fig. 32). De igual manera, la biotinta que comprende la
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composicion con el biopolimero 6 también muestra un mantenimiento estructural a lo

largo del tiempo, ya que comprende en su secuencia los monémeros X e Y (Fig. 33).

EJEMPLO 5. Evaluaciéon de la viabilidad y citotoxicidad celular de las

composiciones.

Una vez evaluada la printabilidad de las composiciones de la invencion como biotintas
y su consistencia a lo largo del tiempo, se procedié a evaluar su citotoxicidad y la
viabilidad celular utilizando la linea celular de fibroblastos humanos HFF-1. Para ello
se imprimen gradillas circulares porosas de 5mm de diametro y 1mm de altura, con

porosidad cuadrada de 1Tmm de lado.

La composicién seleccionada para realizar los ensayos ha sido la composicién que
comprenden la mezcla del biopolimero 4 (60% en peso) + biopolimero 5 pre-curado
(40% en peso), dado que, tal y como se ha demostrado en los ejemplos previos, son
las composiciones que han demostrado la mejor printabilidad y estabilidad a lo largo
del tiempo, ya que comprenden los mondémeros X e Y. Para determinar la bioactividad
que dicha composicion posee al comprender en la secuencia de los biopolimeros que
las comprenden el mondémero D, especificamente el mondmero D que comprenden la
secuencia RGD, mas especificamente el monémero D que comprende la secuencia
SEQ ID NO: 6, se utiliza como control negativo una composicion que comprende la
mezcla del biopolimero 3 (60% en peso) + biopolimero 2 (40% en peso), donde dicha
composicion comprende la misma estructura que la otra composicién ensayada, pero
carece del mondémero D, que permite la funcionalizacién y por lo tanto la bioactividad

de las composiciones.

Sobre cada superficie impresa con cada una de las composiciones mencionadas
previamente, se sembraran 10.000 células. Se realiza un ensayo de Alamar blue para
estudiar la viabilidad temprana y la proliferacion celular. El Alamar Blue es un reactivo
que contiene un indicador fluorescente que se reduce variando de color gracias a la
actividad metabdlica celular, permitiendo la determinacién cuantitativa de la viabilidad
y citotoxicidad celular. A través del ensayo de Alamar blue se observa la viabilidad
celular temprana, a 30 minutos, 2 horas y 4 horas de la siembra con cada una de las

composiciones ensayadas. Mediante una recta de calibrado se calcula el numero de
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células adheridas sobre las superficies y se pone de manifiesto que el numero de
células que se adhieren es significativamente superior en aquellas gradillas que han
sido impresas con la composicién que comprende la mezcla del biopolimero 4 (60% en
peso) + biopolimero 5 pre-curado (40% en peso) que comprende el monémero D, con
respecto a la composicion que comprende la mezcla del biopolimero 3 (60% en peso)
+ biopolimero 2 (40% en peso) que no comprende el monémero D (Fig. 34). Por tanto,
se deduce que la presencia de la secuencia de adhesion de integrinas RGD en las

biotintas permite y mejora la adhesion celular temprana.

Por otra parte, también se analiza la proliferacion celular de fibroblastos sobre las
gradillas impresas con las composiciones mencionadas previamente, durante largos
periodos de tiempo, 21 dias. Los resultados muestran un aumento paulatino del
porcentaje de reduccion de AlamarBlue en ambas composiciones a lo largo del tiempo,
partiendo de un porcentaje del 4,4% en el inicio hasta el 64,1% en el caso de la
composicion que comprende la mezcla de los biopolimeros 4 (60% en peso) +
biopolimeros 5 pre-curado (40% en peso), y de un 2,2% en el inicio hasta un 53,2% en
el caso de la composicion que comprende la mezcla de los biopolimeros 3 + (60% en
peso) + biopolimero 2 (40% en peso) (Fig. 35). Dicho porcentaje es significativamente
superior en el caso de las gradillas que han sido impresas con la composicion que

comprende la mezcla con el monémero D en su secuencia.

Para demostrar que las células se han adherido a las gradillas impresas con las
composiciones mencionadas anteriormente, se llevd a cabo una tincion
DAPI/Phalloidina. La tincion DAPI (azul) se utiliza para tehir los enlaces adenina-timina
del DNA presente en el nucleo celular, mientras que la Phalloidina (verde) se utiliza
para tefir los filamentos de actina, permitiendo la observacion del resto del citoplasma.

La combinacién de ambas tinciones permite la observacion de la morfologia celular.

Se realiza la tincion de DAPI/Phalloidina a los 14 dias del cultivo de los fibroblastos
con las gradillas impresas con la composicion que comprende el biopolimero 4 (60%
en peso) + biopolimero 5 pre-curado (40% en peso). En la Fig. 36 se observa como
las células se han adherido a las gradillas impresas, situandose preferentemente de
manera longitudinal, llegando a formar una matriz tridimensional. También se observan
las células dispuestas en diferentes alturas correspondientes a la deposicion de las

diferentes fibras (Fig. 37), demostrando que la morfologia o estructura de la gradilla
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condiciona la disposicién y el crecimiento celular.

Por lo tanto, tal y como se muestran en los ejemplos incluidos en el presente
documento, las composiciones que comprenden la mezcla del biopolimero 4 + el
biopolimero 5 pre-curado, asi como las composiciones que comprenden el biopolimero
6, pueden ser utilizadas como biotintas. Dichas composiciones poseen una buena
printabilidad, permitiendo la impresion de estructuras resolutivas en altura y estables
en el tiempo (Tabla 9, Fig. 30 y 31), especificamente gracias a la presencia en sus
secuencias de los mondémeros X y/o Y. Ademas, poseen bajas viscosidades que
facilitan la impresion a bajas temperaturas (Fig. 27), y un rapido aumento de
viscosidad cuando aumenta la temperatura (Fig. 29), hecho que facilita que la
estructura impresa se mantenga estable en el proceso de impresion. Y adicionalmente,

gracias a la presencia del monémero D permiten la adhesion y proliferacion celular.
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REIVINDICACIONES

1. Composicién que comprende un biopolimero que comprende los monémeros B, C
y al menos el monémero X, Y o ambos, donde
B es una secuencia aminoacidica que comprende la SEQ ID NO: 2,
C es una secuencia aminoacidica que comprende la SEQ ID NO: 3,
X es una secuencia aminoacidica que comprende la SEQ ID NO: 4, e

Y es una secuencia aminoacidica que comprende la SEQ ID NO: 5.

2. Composicion segun la reivindicacién 1, donde ademas el biopolimero comprende
el mondémero D, siendo dicho mondmero D una secuencia aminoacidica de union

celular.

3. Composicién segun la reivindicacion 2 donde el monémero D comprende una
secuencia que se selecciona de una lista que consiste en: RGD (SEQ ID NO: 9),
LDT (SEQ ID NO: 27), SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID
NO: 19, SEQ ID NO: 28 0 SEQ ID NO: 29.

4. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 3 donde el monémero D
comprende la SEQ ID NO: 6.

5. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 donde el biopolimero
tiene la estructura ():
[(Bb'CC)'ZZ]n'Dd

donde B, C y D se definen en las reivindicaciones 1 a 4,

Z se selecciona entre los mondémeros X e Y definidos en la reivindicacion 1,
b tiene valores de entre 5y 15,

c tiene valores de entre 50 y 70;

Z tiene valores de entre 1y 5

n tiene valores de entre 1y 5,y

d tiene valores de entre O y 3.

6. Composicion segun la reivindicacion 5 donde Z es la SEQ ID NO: 4.

7. Composicion segun la reivindicacion 5 donde Z es la SEQ ID NO: 5.
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Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, caracterizada por que
comprende un primer biopolimero de estructura (I), donde Z es la SEQ ID NO: 4y

un segundo biopolimero de estructura (l), donde Z es la SEQ ID NO: 5.

Composicién segun la reivindicacion 8 donde el primer biopolimero se encuentra
en la composicién en una concentracion de entre 40-60% en peso y el segundo
biopolimero se encuentra en la composicién a una concentracion de entre 60-40%

en peso.

Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el biopolimero
tiene la estructura (I1):
Z1,-[(By-C¢)-Z2,]n-Dy,

donde B, C y D se definen en las reivindicaciones 1 a 4,

Z1 es una secuencia aminoacidica que comprende la SEQ ID NO: 4 o SEQ ID
NO: 5y Z2 es una secuencia aminoacidica que comprende la SEQ ID NO: 5 0
SEQ ID NO: 4, respectivamente; preferiblemente Z1 es la secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 4y Z2 es la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 5;

b, ¢, z, ny d se definen en la reivindicacion 5.

Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10, donde b tiene un
valor de 10, c tiene un valor de 60, z tiene un valor de 1, n tiene un valorde 2y d

tiene un valor de 0 o 1.

Composicién segun la reivindicacion 2 donde el biopolimero se selecciona de la
lista que consiste en: SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID
NO: 15 and SEQ ID NO: 16.

Composicion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que comprende
ademéds células, moléculas bioactivas, principios activos, o combinaciones de los

mismos.

Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 caracterizada por

gque se encuentra en forma de hidrogel.
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Acido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica que codifica para la
secuencia aminoacidica del biopolimero de la composicién segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 14.

Célula aislada transfectada con el acido nucleico segun la reivindicacién 15.

Uso de la composicidon segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 como

biotinta, preferiblemente para la impresién 2D o 3D de biomateriales.

Uso de la composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, del acido
nucleico segun la reivindicacién 15, o de la célula segun la reivindicacion 16, para
la preparacion de un soporte para obtencion de érganos y/o tejidos o para la

encapsulacion de principios activos o células.

Biotinta que comprende la composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1
ala.

Biomaterial 3D o 2D que comprende la composicion seguin cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 14.

Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 para su Uso como

medicamento.

Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 para su uso en

regeneracion tisular.

Método para la obtencion de la composicibn segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14 que comprende las siguientes etapas:
(a) cultivar la célula segun la reivindicacion 16 en las condiciones adecuadas
para la expresion del &cido nucleico segun la reivindicacion 15,

(b) purificar el biopolimero codificado por dicho acido nucleico.

49



% Intensidad

100 -

20

ES 2754 824 Al

<« 116 kDa

« 66kDa

<« 45kDa

<« 35kDa

Fig. 1

92897 Da

50000

100000 150000 200000 250000 300000 350000
Masa (m/z)

Fig. 2

50



ES 2754 824 Al

[Fp]
Q
o
w O
v N
2 o
o
[ o
S5 un
@ <17
-E O'
[3+]
2 o
o i |
a o
<
u
o
o
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda Cm™!
Fig. 3
. 900
If_ 800
- 700
;/‘_f - .II/‘ J{/I/-/_
= = & ! - 600
500
- 400
| 300
q - 200
A _fl }l "llgkm' - 100
| | Ul'-.,J “ “ﬁ L .
2E6 17 21077 249293 53576 84600 | -100

90 80 70 60 50 40 30 20 1.0 0.0
f1 (ppm)
Fig. 4

51



% Intensidad

ES 2754 824 Al

| <« 116kDa

, <« 66kDa

W <« 45kDa

. &« 35kDa

. & 25kDa

33810 101664
40000 60000 80000 100000 120000
Masa (m/z)
Fig. 6

52




ES 2754 824 Al

f1 (ppm)

Fig. 8

53

o
o™
o
u
w
g o
5
5 |
s ©
(&)
€ un
8
s © !
_8 \
<C o
A ;
o 4
Ln J
O- N,
e Frmwnge’ Rae ‘1‘”"“-'_“-.-.-,“
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda Cm!
Fig. 7
-
1054.00 765.05 1409.65 135298 2711.29
9.0 80 7.0 6.0 50 40 30 20 1.0 0.0

450
400
350
300
250
200
150
100
50



% Intensidad

ES 2754 824 Al

«— 116 kDa

«— 66kDa

«— 45kDa

P |« 35kDa

Fig. 9

34579

T 51990

103793

L“MMMMM

30000

40000

50000 60000 70000 80000 90000 100000 110000 120000

Masa (m/z)

Fig. 10

54



Absorbancia Unidades

0.50 1.00 1.50 2.00

0.00

ES 2754 824 Al

T

9.0

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda Cm*
Fig. 11
_— —_— ‘_l_._l_'L-
848.55 681.96 1347.56 1651.19 2697.09
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
f1(ppm)
Fig. 12

55

- 80
- 70
- 60
- 50
- 40
- 30
:20

- 10



% Intensidad

ES 2754 824 Al

Fig. 13
— 61613
122882
60000 80000 100000 120000 140000 160000
Masa (m/z)
Fig. 14

56



Absorbancia (u.a.)

20

ES 2754 824 Al

1.5

1.0

0.5

0.0

el

Afafae

3500 3000 2500

VS

Fig. 15

A

I ]

By

Numero de onda Cm-’

1000

S

1046.36 2333.45 1961.53  3147.0

100 90 80 70 60 50 40 30 20 1.0
1 (ppm)
Fig. 16

57

u;

O N =R G

0

20
18
16
- 14
12

g




% Intensidad

ES 2754 824 Al

-‘ <— 116 kDa
<— 66 kDa
<— 45kDa
<— 35kDa

Fig. 17
120
100 120611
800
600
400
200

LMY

U AT

114000 116000 118000 120000 122000 124000 126000

Masa (m/z)
Fig. 18

58



ES 2754 824 Al

2.00
P

1.50

Absorbancia Unidades
1.00

o
m -
o
o
g L T L} MIM_M J T }MF‘
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda Cm™
Fig. 19
280
240
200
160
120
80
JMJML . L -
Jan M )

990.57 299.48 563.35 563.93 93.131045.00 |
10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
f1(ppm)
Fig. 20

59



% Intensidad

800 1

600 -

400

200 4

ES 2754 824 Al

.
-

.,— <— 116kDa

Masa (m/z)
Fig. 22

60

™ 6i0a
b
W« 45kDa
W 35kDa
Fig. 21
20912
60291
|
W . 122997
L
60000 80000 100000 120000 140000



ES 2754 824 Al

1.50

1.00

Absorbancia Unidades

0.50

NN

0.00

T T T T T T

3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda Cm™?

Fig. 23

|

e e

184531 3144.75 2677.70  3213.00

.t

100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 00
1 (ppm)
Fig. 24
61

|85
80
F75
F70
65
60
F55
F50
F45
F40
F35
F30
:25
F20
F15

10



ES 2754 824 Al

300 mg/mL

250 mg/mL

200 mg/mL

180 mg/mL

150 mg/mL

120 mg/mL

Fig. 25

62



ES 2754 824 Al

- @8 WA WP By
-

-

L , g =
BP 5 pre-curado  srememfeeseid SRS

bl

0
—

=
=

I

-

BP 4 (20%) + BP 5 pre-
curado (80%)



BP 1 (60%) + BP 5
(40%)

BP 1 (40%) + BP 4
(60%)

BP 4 (60%) + BP 5
(40%)

BP 4 (80%) + BP 5 pre-
curado (20%)

BP 4 (60%) + BP 5 pre-
curado (40%)

ES 2754 824 Al

FIG. 26 (cont.)

64



VISCOSIDAD (Pa.s)

VISCOSIDAD (Pa/s)

10,0
9,0
8,0 e e ¢ ¢ POLIMERO 5
7,0 e POLIMERO 4
6,0 '.. «= a= POLIMERO 6
[ ]
5,0 ’.. e» 60%POLIMERO 4 - 40% POLIMERO 5
[ ]
4,0 %o,
..
[ ]
3,0 - '..
-~- il
2,0 ---h‘-.---------
0..... -~\
LIS
1,0 aE— L
0,0
1,0 10,0 100,0 1000,0
VELOCIDAD DE CORTE (1/s)
FIG. 27
2,5
-G o G o G P G G o G @G @
P
° o GNmy ¢ emmme ¢ “mmm ° -——
1,5 ©0000000%%0000000000000000000000000000
1
L ] L ] [ ] [ ] [ ] [ ] ) -
0,5
0

ES 2754 824 Al

0 50 100 150 200 250

TIEMPO (s)

FIG. 28
65



ES 2754 824 Al

400

\ e e ¢ ¢ POLIMERO 5
350 / ’ \ e POLiIMERO 4
300 \ == roLiMEROS

250 \ e 0% POLIMERO 4 -

, -
- .'/ '\\\ \ 40% POL
100 I/’ oo v, *

150

VISCOSIDAD (Pa.s)

0 10 20 30 40 50
TEMPERATURA (°C)
FIG. 29
RECIEN 2 DIAS 3 DIAS

IMPRESO

FIG. 30

66



ES 2754 824 Al

IMPRIMIENDO RECIEN IMPRESO 2 DIAS

FIG. 31

RECIEN IMPRESO 1 DIA 3 DIAS

7 DIAS 22 DIAS 40 DIAS

FIG. 32

67



ES 2754 824 Al

RECIEN i 40 DIAS
IMPRESO

FIG. 33
6000 - * ok ok
%k %k k T—
5000 - I .
2 |
; 4000 -
— N
WS 3000 -
W
O 2000
o=
O <
5
2
0
30 MINUTOS 2 HORAS 4 HORAS

TIEMPO DE ADHESION

FIG. 34

68



% de reduccién de Alamar Blue

45
40
35
30
25
20
15
10

ES 2754 824 Al

* k%

k%%

* 5k % -[
* kK l

—

%k %k ¥

.

24 Horas 3 DIAS 7 DIAS 14 DIAS

TIEMPO DE INCUBACION

FIG. 35

69

21 DIAS



ES 2754 824 Al

FIG. 37

70



OFICINA ESPANOLA

DE PATENTES Y MARCAS
@ N.° solicitud: 201831008

ESPANA

@ Fecha de prioridad:

INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

@ Fecha de presentacion de la solicitud: 17.10.2018

B) nt.cl.

: Ver Hoja Adicional

DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria @ Documentos citados Reivindicaciones
afectadas

X FERNANDEZ-COLINO, ALICIA, et al. Amphiphilic elastin-like block co-recombinamers 1, 5-6, 11-14
containing leucine zippers: Cooperative interplay between both domains results in injectable and
stable hydrogels. Biomacromolecules, 2015, Vol. 16, Paginas 3389-3398.

Péagina 3389-3391 y tabla 1.

X PEREZ DEL RIiO, EDUARDO, et al. Sintesis y caracterizaciéon de nuevos polimeros| 1-3,5,7, 11-16,
recombinantes tipo elastina fusionados a eGFP para la formacién de nanoparticulas. 18,20y 23.
Universidad de Valladolid, 2015.

Péaginas 3, 5—17 y 25-28

X ZOU, YU, et al. Disefio y sintesis de un nuevo biomaterial recombinante para uso en| 1-5,7,11-13, 15-
regeneracion tisular neuronal. Universidad de Valladolid, 2017. 16y 23.
P&ginas 1-2, 8-18.

A WO 2014/041231 Al (UNIVERSIDAD DE VALLADOLID) 20/03/2014, 1-23
Todo el documento.

A EP 2641965 Al (PARC CIENTIFIC BARCELONA) 25/09/2013, 1-23
Todo el documento.

A ES 2344097 B1 (UNIVERSIDAD DE VALLADOLID) 17/08/2010, 1-23

Todo el documento.

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia
Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la

A: refleja el estado de la técnica

O: referido a divulgacién no escrita
misma categoria de la solicitud

de presentacion de la solicitud

P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha

El

para todas las reivindicaciones

presente informe ha sido realizado
] para las reivindicaciones n°:

Fecha de realizacion del informe

Examinador

17.05.2019 M. J. Garcia Bueno

Péagina
1/3




OFICINA ESPANOLA

DE PATENTES Y MARCAS
@ N.° solicitud: 201831008

@ Fecha de prioridad:

INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

ESPANA @ Fecha de presentacion de la solicitud: 17.10.2018

@ Int. Cl.:

Ver Hoja Adicional

DOCUMENTOS RELEVANTES

nanotechnology. Current topics in medicinal chemistry, 2014, Vol. 14, Paginas 819-836.
Todo el documento.

Categoria @ Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
A IBANEZ-FONSECA, A., et al. Regeneracion 6sea en fémur de conejo mediante el implante de 1-23
una matriz bioactiva basada en recombinameros de tipo elastina (ELRs). LIBRO DE ACTAS,
XXXIII Congreso Anual de la Sociedad Espafiola de Ingenieria Biomédica, noviembre 2015,
Péaginas 331-33.
Todo el documento
A MISBAH, M. HAMED, et al. . Formation of calcium phosphate nanostructures under the influence 1-23
of self-assembling hybrid elastin-like-statherin recombinamers. RSC advances, 2016, Vol. 6,
Péaginas 31225-31234.
Todo el documento.
A JAVIER ARIAS, F., et al. . Recent contributions of elastin-like recombinamers to biomedicine and 1-23

A: refleja el estado de la técnica

Categoria de los documentos citados
X: de particular relevancia O: referido a divulgacién no escrita

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la

misma categoria de la solicitud

de presentacion de la solicitud

P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha

El

presente informe ha sido realizado

para todas las reivindicaciones O para las reivindicaciones n°:

Fecha de realizacion del informe Examinador

17.05.2019 M. J. Garcia Bueno

Péagina
2/3




INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA N de solicitud: 201831008

CLASIFICACION OBJETO DE LA SOLICITUD

CO07K14/78 (2006.01)
AB1L27/52 (2006.01)
A61L27/36 (2006.01)
AB1L27/22 (2006.01)
C09D11/00 (2014.01)
C12N15/00 (2006.01)

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)
CO7K, A61L, C09D, C12N

Bases de datos electrénicas consultadas durante la bisqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, TXTE, XPESP, NPL, MEDLINE, BIOSIS, EMBASE, EMBL ALL, INTERNET.

Informe del Estado de la Técnica Pagina 3/3




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	IET

