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PROCEDIMIENTO DE ESTABILIZACION DE BIOMOLECULAS

DESCRIPCION

SECTOR Y OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencién se encuadra en el ambito del sector farmacéutico y de la
biotecnologia. El procedimiento de estabilizacion de biomoléculas objeto de la presente
invencion pretende dar solucién al problema técnico que representa el hecho de que ciertas
moléculas organicas necesarias para que la maquinaria celular pueda seguir funcionando
(como ATP, NADH, ARN, y muchas proteinas y enzimas) son muy inestables, sobre todo
cuando las condiciones a que se ven expuestas son extremas, por ejemplo pero no

exclusivamente, por aumentos de temperatura.

Para la utilizacion de estas moléculas en ensayos o reacciones y para su empleo clinico,
esas biomoléculas han de mantenerse en condiciones estables hasta su utilizacion.
Ademas, su almacenamiento o transporte no siempre es posible hacerlo en frio y en muchas
ocasiones algunos reactivos que contienen algunas de estas biomoléculas han de ser
transportados o mantenidos en condiciones inadecuadas para el mantenimiento de su
estabilidad. La tecnologia propuesta presenta la posibilidad de aumentar significativamente
la estabilidad de biomoléculas lo que tiene aplicaciones practicas para su utilizacién en
reacciones 0 ensayos enzimaticos o analiticos, en procedimientos clinicos o médicos, o

cualquier otra utilizacion.

ESTADO DE LA TECNICA

Las células vivas se componen de un amplio numero de moléculas organicas. La gran
mayoria de ellas son propias de esas células por lo que se suelen denominar biomoléculas.
Aunque las células parecen perfectamente estables, se sabe que un gran numero de
biomoléculas son relativamente inestables en solucién dependiendo de las condiciones en
las que se mantengan (Stryer L, Berg JM, Tymoczko JL. 2002. Bioquimica. Ed. Reverté,
Barcelona). Por ejemplo, la gran mayoria de biomoléculas no resisten exposicion a
temperaturas relativamente elevadas. Como ejemplos tipicos de biomoléculas inestables
podemos citar, entre otras, el ATP (adenosin trifosfato), NAD (nicotinamida adenina
dinucledtido) y NADP (nicotinamida adenina dinucleétido fosfato), ARN (acido ribonucleico) y

un largo numero de proteinas (Stryer et al. 2002).
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A pesar de la inestabilidad de muchas moléculas bioldgicas, hoy en dia sabemos que
existen microorganismos que necesitan temperaturas elevadas, incluso alrededor de los
100°C, para crecer y desarrollarse (Grogan, DW. 1998. Hyperthermophiles and the problem
of DNA instability. Mol Microbiol. 28: 1043-1049; Vieile C, Zeikus GJ. 2001.
Hyperthermophilic enzymes: Sources, uses, and molecular mechanisms of thermostability.
Microbiol. Mol. Biol. Rev. 65: 1-43). Estos microorganismos terméfilos, sin embargo, utilizan
las mismas biomoléculas que cualquier otro ser vivo (Stetter, KO. 1999. Extremophiles and
their adaptation to hot environments. FEBS Lett 452: 22-25; Daniel, RM, DA Cowan. 2000.
Biomolecular stability and life at high temperatures. Cell Mol Life Sci. 57: 250-264). Un
problema fundamental es como moléculas tan labiles como el ATP, que es la molécula
energética por excelencia en las células, pueden permitir que continte la vida de esas
células a temperaturas elevadas. El ATP, por ejemplo, se descompone un 60% al exponerse
1 h a 95°C y el NAD mas del 95% en dichas condiciones (Daniel and Cowan, 2000) en

solucion a pH 7.

Existen un sinfin de casos en los que distintas biomoléculas de uso comercial se exponen a
elevadas temperaturas u otras condiciones adversas para su estabilidad. En la actualidad,
practicamente todas las biomoléculas inestables se transportan y almacenan bajo
refrigeracion. Sin embargo, existen muchas ocasiones que no es posible mantenerlas
refrigeradas o un sistema de refrigeracion adecuado no esta disponible. El caso mas tipico
seria el envio de biomoléculas para analisis o procedimientos médicos o clinicos a paises
del tercer mundo, o el mantenimiento de reactivos para analisis en condiciones de calor
intenso como pueden ser ambulancias o coches de policia en épocas veraniegas en
Espafa. El problema es conseguir mantener biomoléculas estables en cualquier condicién

ambiental sin necesidad de sistemas caros de congelacion.

Se discuten a continuacion documentos encontrados que reflejan cual es el estado de la

técnica:

CA2568714A1: A biomolecule-containing formulation of increase stability

Esta patente se centra en administrar biomoléculas, glicoproteinas (interferon) en este caso,
en una solucion relativamente compleja que le confiere mayor estabilidad dentro de un fluido
no acuoso. Los interferones son especialmente inestables y han de estabilizarse durante su
administracion. La solucion que proponen incluye la desecacién de la biomolécula (por

ejemplo, por liofilizacion) y suspension de la particula desecada resultante en un fluido no
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acuoso hidrofébico. La particula desecada incluye la biomolécula (interferon) un tampén, un
surfactante, y uno o mas estabilizadores que pueden ser un carbohidrato, un antioxidante y
un aminoacido. La temperatura para las que se propone es de 37°C o ligeramente superior.

El procedimiento objeto de la presente invencién es mucho mas sencillo, es aplicable a
cualquier biomolécula (no sélo glicoproteinas) y puede emplearse para el mantenimiento a
largo plazo de biomoléculas a elevadas temperaturas (muy superiores a 37°C), no
Unicamente durante su administracion. No se requiere la inclusion de la biomolécula como

una suspension de particulas secas.

EP1449523A1: Composition and method for stable injectable liquids

Esta patente se basa en la estabilizacién de vacunas para su transporte sin refrigeracion. La
vacuna o material bioactivo se estabiliza inmovilizandolo en una substancia cristalina
(glassy; por ejemplo, cristales de azucares), de la cual las pequenas particulas siempre se
suspenden en uno o mas fluorocarbonos liquidos en los que las particulas son insolubles. A
efectos de lo buscado en este documento, lo que se utiliza es la elevada densidad de los
fluorocarbonos para separarlos en distintas fases de substancias tampén que disolverian las
particulas cuando necesiten ser utilizadas. Un inconveniente de este procedimiento es que

los fluorocarbonos estan muy regulados por su riesgo ambiental.

Frente a lo divulgado en este documento, el procedimiento de la invencién no contempla
necesariamente el empleo de fluorocarbonos sino que se basa en aumentar la viscosidad
como un método sencillo para estabilizar biomoléculas sometidas a situaciones inadecuadas

para su almacenamiento, transporte o manipulacion.

EP2489736A1: Verfahren zur Stabilisierung einer biologischen Probe

Se basa en el empleo de amidas para la estabilizacion de biomoléculas (sondas bioldgicas).
Esta dirigida al mantenimiento de diversos tipos de biomoléculas, entre ellas acidos
nucleicos y proteinas que pueden estar refrigeradas o no. Opcionalmente se emplean,
ademas de las amidas, diversos compuestos como alcoholes, disolventes, tampones,
sustancias osmoticamente activas, quelatantes u otras, consiguiéndose estabilizar las
biomoléculas en un rango de temperaturas comprendido entre -80 y 80°C. El procedimiento
de invencién propuesto en el presente caso no utiliza amidas y propone un método sencillo
de estabilizar biomoléculas aumentando la viscosidad de la solucién que contiene dichas

biomoléculas.
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US2012308987A1: Matrices and media for storage and stabilization of biomolecules

Esta invencién se basa en el empleo de compuestos, principalmente inorganicos y solubles
en agua, que funcionan como antioxidantes y permiten la estabilizaciéon y almacenaje de
biomoléculas en estado seco (dry-state). En ciertas composiciones emplean lo que
denominan plastificador que es un compuesto que facilita el almacenamiento de la matriz en
estado seco. Estos plastificadores mejoran las propiedades de la matriz (por ejemplo, su
flexibilidad) y entre muchos de los posibles plastificadores que mencionan se encuentra el
etilen glicol. Se menciona que el plastificador no interfiere con la estabilidad quimica o fisica

de las biomoléculas almacenadas.

La principal diferencia con respecto al procedimiento objeto de la presente invencién es que
en esta patente se requiere que se seque la biomolécula, su uso en seco. Ademas la
formulacién es mas compleja y se basa en el empleo de compuestos inorganicos solubles
en agua, antioxidantes y una larga lista de otros posibles compuestos (plastificadores) para
mejorar el funcionamiento de la formula. La formula puede incluir inhibidores de ARNasas,

ADN, ARN, aminoéacidos, entre otros. La formulacion es altamente compleja.

WO00243750A2: Method for stabilizing biomolecules in liquid formulations.

Esta tecnologia se centra en el empleo de solventes liquidos para la estabilizacion de
biomoléculas (proteinas con actividad biolégica fundamentalmente en el tracto respiratorio)
para su empleo en su administracion como aerosoles incluyendo sistemas electrostaticos y
electrohidrodinamicos. La formula se compone de un liquido portador (agua y un liquido
organico), la proteina con efecto biolégico, un estabilizador (un derivado de un carbohidrato
con una cadena carbonada suspendido o disuelto en el liquido portador) y, opcionalmente,
un excipiente farmaceutico. Entre los compuestos organicos que componen los liquidos
portadores o solvente mencionan polietilenglicol entre otros (entre los ejemplos citados
proponen la mezcla etanol/polietilen glicol 80%/20%). Lo mas caracteristico de esta
tecnologia es el empleo del agente estabilizador que se compone de un derivado de un
carbohidrato con una cadena de entre 8-12 carbonos. La presencia del polietilen glicol como
solvente no implica una mayor estabilidad de la proteina ensayada, dicha estabilidad viene

dada por el derivado del carbohidrato, segun los resultados presentados.

Esta invencion se refiere a proteinas y su administracion como aerosoles. La estabilidad que
proporciona esta formulacion parece venir dada (segun sus resultados) por el agente

estabilizador que es el derivado de un azucar con una cadena de 8-12 carbonos.
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A la vista de los documentos del estado de la técnica discutidos en los parrafos anteriores,
seria interesante disponer de una tecnologia que permita rebajar los costes requeridos para
poder transportar y mantener biomoléculas y que sea capaz de mantenerlas estables por
mas tiempo en condiciones de preservacion inadecuadas. Su utilizacién deberia extenderse
a cualquier aplicacion que emplee biomoléculas relativamente inestables para su utilizacion
en condiciones adversas de laboratorio o industria, de utilizacién en analisis de campo o en
lugares inhdspitos o con reducida infraestructura y condiciones lejanas a las ideales para su

preservacion.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
Constituye el objeto de la presente invenciéon un procedimiento para la estabilizaciéon de
biomoléculas caracterizado porque dicha estabilizacion se consigue manteniendo la

viscosidad del medio en el cual se encuentran dichas biomoléculas.

En una realizacién preferente del objeto de la presente invencion, el medio en el cual se
encuentran las biomolécuas es acuoso y el mantenimiento de la viscosidad se lleva a cabo
anadiendo modificadores de la viscosidad seleccionados entre etilenglicol, ectoina,
polisacaridos tales como almidén o ficoll, azlUcares tales como sacarosa, maltosa o
trehalosa, proteinas tales como gelatina, albumina, caseina o enzimas tales como lisozima.
Esta relacion de modificadores de la viscosidad se aporta con caracter indicativo, no

limitativo.

Mas especificamente, se emplea etilenglicol a una concentracion comprendida entre 20% vy

el 70% dependiendo del grado de estabilidad que se desee alcanzar.

Las biomoléculas a estabilizar se seleccionan entre, ARN, ATP, NAD, NADH, NADP, otros
factores enzimaticos, enzimas y proteinas. La referida relacion de biomoléculas se aporta

con caracter indicativo, no limitativo.

En una realizacién particular de la presente invencion, la biomolécula estabilizada es
adenosin trifosfato (ATP), empleandose para ello una solucién acuosa de etilenglicol,
concretamente una disolucion al 50% en tampén fosfato al 0,1 My pH = 7,3. En esas
condiciones, la molécula de ATP es mucho mas estable en dicho medio en un intervalo de

temperaturas comprendido entre 25 y 90°C.
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En otra realizacién particular de la presente invencion, la biomolécula estabilizada es NADH
(nicotinamida adenin nucledtido), empleandose para ello una solucibn acuosa de

etillénglicol, especificamente una disolucién al 50% en tampén fosfato al 0,1 My pH = 7,3.

En otra realizacion de la invencién, el medio utilizado para la estabilizacion del NADH es una
solucién acuosa de ectoina, especificamente una disolucién a una concentracién de 0,45

g/ml.

En ambos casos se consigue incrementar considerablemente el tiempo en el que la

molécula de NADH permanece estable en solucion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1A: Resultados del experimento para determinar la estabilidad del ATP a distinta
viscosidad en presencia y ausencia de etilenglicol a 25°C y 80°C.

Figura 1B: Detalle de los resultados de la figura 1A a 80°C.

Figura 2: Resultados del experimento realizado para determinar el aumento de la
estabilidad del NADH en presencia y ausencia de etilenglicol.

Figura 3: Resultados de la variacion de la tasa de degradacion de NADH frente a la
viscosidad en presencia de etilen glicol

Figura 4: Resultados del experimento realizado para determinar el aumento de la

estabilidad del NADH en presencia y ausencia de ectoina.

DESCRIPCION DETALLADA Y MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION
La presente tecnologia que se propone seria valida para la generalidad de biomoléculas y
especificamente adecuado para pequefias biomoléculas como ATP, NAD, NADH y NADP,

muy comunes en reacciones enzimaticas o ensayos enzimaticos utilizados en analitica.

En un intento de disminuir la interaccién entre las moléculas en suspensién, se propone el
empleo de soluciones con viscosidad elevada con objeto de reducir la friccidn entre
biomoléculas y facilitar asi su mantenimiento o estabilidad. Al aumentar la temperatura, la
viscosidad de los liquidos acuosos disminuye drasticamente lo que resulta en una mayor
inestabilidad de las moléculas por su constante vibraciéon. Por tanto, seria necesaria la
utilizacion de substancias que aumenten la viscosidad de las soluciones donde se

encuentran las biomoléculas para poder aumentar su estabilidad. Por ejemplo, el agua a
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20°C posee una viscosidad de aproximadamente 1.0 mPa.s mientras que a 90°C su

viscosidad se reduce a 0.3 mPa.s, unas 3.2 veces inferior.

Una disminucion de la viscosidad da lugar a una mayor inestabilidad de las moléculas y por
tanto aumenta la degradacion y desnaturalizacion de las biomoléculas o moléculas
organicas clave para el mantenimiento de la vida de las células. El procedimiento objeto de
la presente invencion propone que aumentando la viscosidad se puede conseguir una
estabilizacion de las biomoléculas bajo condiciones extremas (por ejemplo, de temperatura)
de modo que se obtengan tiempos de vida equiparables o superiores a los que presentan

esas biomoléculas en condiciones idoneas de mantenimiento o funcionamiento.

Para ello se propone el empleo de moléculas que proporcionen un aumento de viscosidad
incluso a temperaturas elevadas. Un ejemplo sencillo es el etilenglicol, otros ejemplos
pueden ser gelatinas o almidén, como proteinas o polisacéaridos, respectivamente, entre
otras muchas moléculas. Concentraciones elevadas de moléculas organicas también suelen
resultar en aumentos de viscosidad en la solucion. Ejemplos, pueden ser aminoacidos o

azucares, entre otros.

Ejemplo 1:

Para aumentar la viscosidad de las soluciones con biomoléculas y como modelo para
comprobar la tecnologia se empled etilenglicol. El etilenglicol al 50% en agua y a 80°C
presenta una viscosidad equivalente a la viscosidad del agua a 25°C (o temperatura
ambiente). La biomolécula inestable utilizada como modelo en este estudio fue el ATP
(adenosin trifosfato o trifosfato de adenosina) que es la mdlecula energética por excelencia
en todas las células vivas. La presencia de etilenglicol al 50% en agua no presentaba ningun
efecto en la estabilidad del ATP ni en la reaccién de la luciferasa (Enliten, kit comercial para
la cuantificacién de ATP, Promega). Se comparé la degradacién del ATP a 25°C y 80°C en
solucion acuosa (tampon fosfato 0.1 My pH 7.3) con y sin etilenglicol de forma que se pudo
ver como se degrada el ATP a lo largo del tiempo de incubacién a esas temperaturas. A
80°C, en presencia de etilenglicol la viscosidad era aproximadamente 1 mPa.s (equivalente
a la viscosidad del agua a 25°C) mientras que en solucidn acuosa sin la adicién de
etilenglicol la viscosidad era de aproximadamente 0.3 mPa.s. (Nota: mPa.s = miliPascales

segundo; unidades recomendadas de viscosidad).
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Los resultados a 25°C demostraban que la presencia de etilenglicol no afectaba la
estabilidad del ATP (Figura 1 A). De los resultados a 80°C se observa una mayor estabilidad
del ATP en la solucion mas viscosa (con etilenglicol) (Figura 1 B) la cual permitié la
deteccion de niveles elevados de ATP durante toda la duraciéon del experimento mientras
que a la viscosidad baja el ATP dejaba de ser detectable a las 7 horas (Figura 1 B). En la

Figura 1 B se presenta un detalle de los resultados a 80°C.

Ejemplo 2:

De forma similar se han hecho experimentos para determinar si un aumento de la viscosidad
aumenta la estabilidad del NADH (nicotinamida adenin dinucleotido). Se realizaron dos
experimentos, uno en presencia y ausencia de etilenglicol y otro en presencia y ausencia de
ectoina. Etilenglicol y ectoina son dos compuestos que se utilizan para elevar la viscosidad
de la solucidon. El etilenglicol se utilizo al 50% en agua como en el caso descrito
anteriormente. La ectoina se empled a una concentracion de 0.45 g/ml que daba lugar a un
aumento de la viscosidad con respecto al agua (1.6 mPa.s a 80°C; 7.7 mPa.s a 20°C) similar
al descrito para el caso del etilenglicol. Los experimentos se realizaron con una
concentracién final de NADH de 1 mM. Los resultados obtenidos se muestran en las figuras
2 y 3 (para el NADH con etilenglicol) y 4 (para el NADH con ectoina). En ambos casos
(figuras 2 y 4) se observo que al aumentar la temperatura, las soluciones con mayor

viscosidad conferian una mayor estabilidad a las biomoléculas (NADH en este ejemplo).

En la figura 3 se representa la velocidad de degradacion frente a la viscosidad. Corresponde
a NADH en etilenglicol y las distintas viscosidades se han conseguido aumentando la

concentracion de etilenglicol desde 10 hasta 60%.

Es decir, en presencia de etilenglicol o ectoina se obtenia una mayor viscosidad y a
temperaturas elevadas se observé mayor estabilidad o persistencia del compuesto labil
ensayado (NADH en estos ejemplos) que en soluciones con viscosidad mas baja (en

ausencia de esos compuestos).
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la estabilizacion de biomoléculas caracterizado porque dicha
estabilizacion se consigue manteniendo la viscosidad del medio en el cual se encuentran

dichas biomoléculas.

2. Procedimiento para la estabilizacién de biomoléculas segun la reivindicacion 1,

caracterizado porque el medio en el cual se encuentran las biomolécuas es acuoso.

3. Procedimiento para la estabilizacion de biomoléculas segun las reivindicaciones 1y 2,
caracterizado porque el mantenimiento de la viscosidad del medio acuoso en el cual se
encuentran las biomoléculas se lleva a cabo afadiendo modificadores de la viscosidad
seleccionados entre, etilenglicol, ectoina, almidoén, ficoll, sacarosa, maltosa, trehalosa,

gelatina, albumina, caseina o lisozima.

4. Procedimiento para la estabilizacién de biomoléculas segun la reivindicacion 3,

caracterizado porque el modificador de la viscosidad es etilenglicol.

5.  Procedimiento para la estabilizacion de biomoléculas segun la reivindicacion 4,
caracterizado porque el etilenglicol se afiade al medio acuoso a una concentracion

comprendida entre el 20% y el 70%, preferentemente al 50%.

6. Procedimiento para la estabilizacién de biomoléculas segun las reivindicaciones 1 a 5,
caracterizado porque las biomoléculas a estabilizar se seleccionan entre, ARN, ATP, NAD,

NADH, NADP, otros factores enzimaticos y enzimas.

7. Procedimiento para la estabilizacién de biomoléculas segun la reivindicacion 6,

caracterizado porque la biomolécula estabilizada es adenosintrifosfato (ATP).

8.  Procedimiento para la estabilizacion de biomoléculas segun la reivindicacién 7,
caracterizado porque el medio utilizado para la estabilizacién del ATP es una solucién

acuosa de etilenglicol.

10
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9. Procedimiento para la estabilizacién de biomoléculas segun la reivindicacién 8,
caracterizado porque la solucion acuosa de etilenglicol es una disolucion al 50% en tampdn
fosfatoal 0,1 My pH =7,3.

10. Procedimiento para la estabilizacién de biomoléculas segun la reivindicaciones 8 y 9,
caracterizado porque la molécula de ATP se estabiliza en dicho medio en un intervalo de

temperaturas comprendido entre 25 y 90°C.

11. Procedimiento para la estabilizacion de biomoléculas segun la reivindicacién 6,
caracterizado porque la biomolécula estabilizada es nicotinamida adenin dinucleotido
(NADH).

12. Procedimiento para la estabilizacion de biomoléculas segun la reivindicacién 11,
caracterizado porque el medio utilizado para la estabilizacion del NADH es una solucién

acuosa de etillénglicol.

13. Procedimiento para la estabilizacion de biomoléculas segun la reivindicacion 12,
caracterizado porque la solucion acuosa de etilenglicol es una disolucion al 50% en tampdn
fosfatoal 0,1 My pH =7,3.

14. Procedimiento para la estabilizacion de biomoléculas segun la reivindicacién 11,
caracterizado porque el medio utilizado para la estabilizacion del NADH es una solucién

acuosa de ectoina

15. Procedimiento para la estabilizacion de biomoléculas segun la reivindicacién 14,
caracterizado porque la solucién acuosa de ectoina es una disolucién a una concentraciéon
de 0,45 g/ml.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201330466

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 2010112576 Al (LEUKOCARE AG et al.) 07.10.2010
D02 US 2007172490 Al (SCHOLZ MARTIN) 26.07.2007
D03 LIN CHIEN-CHI et al. PEG Hydrogels for the Controlled Release 28.02.2009

of Biomolecules in Regenerative Medicine. Pharmaceutical
Research (Dordrecht) MAR 2009 03.2009 VOL.: 26 No: 3

Pags: 631-643 ISSN 0724-8741

Doi: doi:10.1007/s11095-008-9801-2.

D04 TAE G et al. Sustained release of human growth hormone from in 01.09.2005
situ forming hydrogels using self-assembly of fluoroalkyl-ended
poly(ethylene glycol). BIOMATERIALS, 20050901 ELSEVIER
SCIENCE PUBLISHERS BV., BARKING, GB 01.09.2005 VOL: 26
No: 25 Pégs: 5259-5266 ISSN 0142-9612.

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud divulga un procedimiento de estabilizacion de biomoléculas basado en el uso de agentes modificadores
de la viscosidad.

Las reivindicaciones 1-4 hacen referencia al medio y al agente utilizado para conseguir el medio viscoso apropiado, y en el
que el agente estabilizador se corresponde con el etilenglicol. Las reivindicaciones 14 y 15 hacen referencia a la ectoina
como agente estabilizador.

D01 divulga un recipiente estéril que comprende un soporte, al menos una biomolécula reversiblemente unido al portador, al
menos un estabilizante que cubre parcial o totalmente las biomoléculas unidas; y opcionalmente una tapa, donde se
selecciona el estabilizador de (poli) péptidos, aminoacidos, hidratos de carbono, polialcoholes, polietilenglicoles, liquidos
i6nicos, solutos compatibles, y / 0 saponinas.

D02 se refiere a una matriz de estimulacion de leucocitos que tiene los siguientes componentes:

a) al menos un vehiculo, b) una matriz soluble para la incorporacion de al menos un componente para generar una
estimulacién de leucocitos y / o la induccién de una tolerancia inmunolégica, c) al menos un componente incorporado en la
matriz soluble, en el que la matriz soluble esta hecho de compuestos de azlcar de cadena larga seleccionados del grupo
gue consiste en almidoén, celulosa, y el glucégeno o polietilenglicol, y en el que los porcentajes de polietilenglicol, basado en
el total de compuesto de azucar de cadena larga y polietilenglicol, es de un 10-50%.

D03 divulga hidrogeles de polietilenglicol (PEG) que se utilizan en una variedad de aplicaciones biomédicas, incluyendo
matrices para liberacion controlada de biomoléculas y andamios para la medicina regenerativa. Se describen los diferentes
mecanismos de polimerizacion de hidrogeles a base de PEG y la importancia de estos hidrogeles biocompatibles en las
aplicaciones de la medicina regenerativa. Ademas, también se discuten los criterios de disefio que son importantes en el
mantenimiento de la disponibilidad y la estabilidad de las biomoléculas, asi como los mecanismos para la carga de
biomoléculas dentro de hidrogeles de PEG.

D04 divulga un procedimiento donde el polietilenglicol es modificado con grupos terminales de fluorocarbono que le confiere
la capacidad de producir una transicion in situ a partir de un liquido inyectable a un hidrogel viscoelastico por la interaccion
hidrofébica de los grupos terminales; esta clase de materiales es util para una variedad de aplicaciones biomédicas,
incluyendo la liberacion sostenida de proteinas. El estado de hidrogel puede ser transformado en un estado inyectable por la
adicion de un disolvente organico toxicolégicamente aceptable, tal como N-metil pirrolidona.

Todos los documentos del estado de la técnica anteriorizan el uso del etilenglicol como agente estabilizador de
biomoléculas, por lo que las reivindicaciones 1-4, 6-8, 11, 12 carecerian de novedad tal y como se menciona en el art. 6 de
la ley 11/1986. D02 divulga un hidrogel que contiene polietilenglicol en proporcion del 10-50%. Asi pues, la reivindicacién 5
careceria también de novedad. Ninguno de los documentos del estado de la técnica divulga las condiciones de
concentracion, pH y temperatura de la solucién estabilizada, tal y como se caracteriza en las reivindicaciones 9, 10, 13, 14,
15, ni tampoco se divulga la ectoina como estabilizador de la disolucién, por lo que tales reivindicaciones si que cumplirian
con el requisito de novedad tal y como se menciona en el art. 6 de la ley. Sin embargo, dado que parece que esas
diferencias no traen consigo un efecto técnico mas alla del de proporcionar moléculas de estabilizacion de matrices o
soluciones para la dispensacion de biomoléculas, las reivindicaciones 9, 10, 13, 14, 15 se considerarian alternativas de
realizacién obvia carentes de actividad inventiva, tal y como se menciona en el art. 8 de la ley 11/1986
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