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DESCRIPCION
Material para injerto 6seo autélogo

Antecedentes de la invenciéon

La médula 6sea ha sido considerada como una fuente de componentes musculoesquelotogénicos (“MSG”) para la
produccion de materiales para injerto autologos Utiles en la reparacion/regeneracion de tejidos musculoesqueléticos
tales como hueso, cartilago y tendén. El aspirado de médula 6sea (“BMA”) se obtiene tipicamente a partir del pa-
ciente durante cirugia mediante técnicas bien conocidas e incluye los componentes siguientes establecidos en la
Tabla | a continuacion:

Tabla |

Componente BMA Fraccién en volumen

Plasma 40-45% en volumen

Fraccion de recubrimiento de linfa cuajada (BCF) | 1-10% en volumen

Glébulos rojos 45-50% en volumen

La BCF comprende la totalidad de las células de médula ésea nucleadas (“NBMC"), plaquetas, proteinas y molécu-
las contenidas dentro de la banda de densidad de materiales que residen entre el suero y las porciones de glébulos
rojos del BMA, determinado mediante centrifugacion convencional del BMA entero. EI componente NBMC de la BCF
comprende tipicamente el resumen siguiente de tipos de células y las concentraciones aproximadas establecidas en
la Tabla II:

Tabla Il
Tipo NBMC Concentracion nativa relativa (aproxima- Concentracién nativa absoluta
da), (células/células NBMC totales) (aproximada), (células/ml de BMA)
Células precursoras musculoes- <1% <200.000
queléticas (MSPCs)
Células hematopoyéticas nuclea- 95-99% 20x10°
das (HCs)
Reticulocitos (RCs) <0,1% <20.000
Células endoteliales (ECs) <0,1% <20.000

En un primer procedimiento convencional que usa médula 6sea para determinar su capacidad osteogénica, la médu-
la 6sea entera o “fresca” se usa o0 bien directamente como un material de injerto o bien se combina con un material
matriz para producir un material compuesto para injerto 6seo. Por ejemplo, Harada, en Bone, vol. 9, pags. 177-183,
(1988), divulga un material compuesto que comprende BMA entera dentro de una matriz porosa de matriz dsea
desmineralizada (DBM) contenida dentro de una camara de difusion. Sin embargo, la cadmara de difusién tiene una
membrana semipermeable que permite el paso de nutrientes y, de esta forma, previene el influjo de componentes
celulares y de vasculatura criticos para la osteogénesis. Mas aun, puesto que el éxito de este procedimiento depen-
de de en parte de las proporciones nativas de las MSPCs en la médula 6sea, y dichas proporciones nativas de las
MSPCs en la médula ésea del paciente puede a veces estar reducida, la utilidad general de este procedimiento esta
limitada. Mas aun, incluso a proporciones nativas relativamente normales de las MSPCs, estas células son relativa-
mente escasas en la médula 6sea fresca y, por ello, el potencial osteogénico de la médula ésea entera per se es, en
consecuencia, limitado.

En un segundo procedimiento convencional, el plasma se elimina de la médula 6sea entera, y la mezcla remanente
que comprende la BCF y los glébulos rojos se usa o bien directamente como un material para injerto o bien se com-
bina con un material matriz para producir un material compuesto para injerto 6seo. Por ejemplo, Ohgushi, J. Biomed.
Mat. Res., vol. 24, pags. 1563-70, (1990) divulga la centrifugacion de BMA, y el uso de la fraccion glébulo rojo/BCF
remanente como un fluido intersticial dentro de una matriz porosa de HA o TCP. Puesto que el plasma comprende
aproximadamente el 45 por ciento en volumen (“% en volumen”) de aspirado de médula ésea, este procedimiento
produce Unicamente proporciones ligeramente elevadas de las MSPCs (es decir, menos de un incremento del doble)
con relacion a la proporcién nativa de las MSPCs en la médula 6sea fresca. Ademas, la suspensién carece esen-
cialmente de los factores solubles o insolubles que se encuentran en el plasma, tal como albdamina. Por ultimo, la

2




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2383753 T3

presencia de globulos rojos (“RBCs”) en esta composiciéon puede igualmente causar la inhibicion de la actividad de la
MSPC a través de impedimento estérico de accesibilidad a la superficie y de altas concentraciones de hierro locales
después de la lisis de RBC.

En un tercer procedimiento convencional, el recubrimiento de linfa cuajada del BMA se aisla a partir del plasma y las
fracciones de globulos rojos. Por ejemplo, Connolly y otros, JBJS, pags. 684-691, (1989), pensaron “optimizar” el
potencial osteogénico del BMA, y divulgaron el aislamiento de fracciones del BMA y, a continuacion, el uso de dichas
fracciones como material para injerto en camaras de difusién. Connolly usé los procedimientos de aislamiento si-
guientes:

a) centrifugacion simple seguida de eliminacién de la fraccion sobrenadante (es decir, suero),

b) centrifugacion isopicnica seguido de eliminacion separada de las fracciones de células claras (recubri-
mento de linfa cuajada) y glébulos rojos, y

¢) equipo de centrifugacion por gravedad, seguido de eliminacion separada de las fracciones de células cla-
ras (recubrimiento de linfa cuajada) y glébulos rojos.

Aunque Connolly informé que la fraccién de célula clara (recubrimiento de linfa cuajada) concentrada producida
mediante centrifugacion isopicnica proporcioné la mayor proporcion de la produccién de calcio dentro de la camara
de difusién, Connolly eligi6 la fraccion de glébulos rojos/célula clara producida mediante centrifugacién simple (es
decir, fracciones de célula clara y glébulos rojos) para estudio adicional. Mas aun, Connolly no proporcioné un mate-
rial soporte de substrato poroso dentro de la camara de difusién. Por ultimo, los ejemplos de Connolly que usaron la
BCF eliminaron igualmente los factores presentes en la fraccién de plasma del BMA.

En un cuarto procedimiento convencional, el recubrimiento de linfa cuajada aislado se fraccioné posteriormente. Por
ejemplo, Budenz y otros, Am. J. Anat., vol. 159, pags. 455-474, (1980), divulgan el aislamiento de fracciones de la
BCF del aspirado de médula 6sea en altas concentraciones, y la insercion de dicha fraccion concentrada dentro de
un depésito de difusion el cual, a continuacion, se implanté en ratas. Las limitaciones asociadas con las camaras de
difusién han sido expuestas anteriormente. Budenz no divulga el uso de la fraccion BCF entera in toto. Por ultimo,
Budenz no divulga un material soporte de substrato poroso dentro de la camara de difusion.

En un quinto procedimiento convencional, se combiné una fraccién enriquecida de las MSPCs (con relacion a todas
las otras NMBCs) con un material matriz para producir un injerto 6seo. Las MSPCs pueden enriquecerse mediante
una diversidad de procedimientos bien conocidos. Por ejemplo, la Patente de EE.UU. No. 6.049.026 ("Muschler
‘026") divulga el paso del aspirado de médula 6sea a través de una matriz capaz de retener selectivamente las
MSPCs. Este procedimiento produce un material compuesto que tiene cantidades enriquecidas de las MSPCs (es
decir, hasta 2-8 veces mayor que la proporcion de MSPC nativa encontrada en el mismo volumen de médula ésea
autologa). Sin embargo, este material compuesto esté libre también de las células, moléculas y proteinas presentes
en el BMA que no son retenidas por el substrato, y esta reducido de otros constituyentes encontrados en el BMA, los
cuales no tienen una alta afinidad por el substrato. Ademas, el procedimiento divulgado por Muschler ‘026 para el
enriquecimiento de las MSPCs es ineficaz, dejando de capturar de manera rutinaria entre aproximadamente el 33%
y el 56% de las MSPCs presentes en el BMA. Mas aun, Muschler divulga el lavado opcional del substrato cargado
de MSPC con el fin de eliminar todas las células que han sido Unicamente pobremente retenidas, reduciendo, de
esta forma, incluso la posterior presencia de células que no tienen una alta afinidad por el substrato. Muschler divul-
ga la adicién opcionalmente al material compuesto de diversos constituyentes bioactivos discretos tales como pla-
quetas, moléculas de adhesién de células (tales como colagenos), factores de crecimiento (tales como BMPs), anti-
cuerpos (tal como STRO-1).

Algunos investigadores han divulgado el cultivo in vitro del BMA entero o fraccionado en un esfuerzo para obtener
una poblacion plena y pura de las MSPCs. Por ejemplo, Majors, J. Orthop. Res., vol. 15, pags. 546-557, (1997),
divulgaron el aislamiento de la BCF del BMA mediante centrifugacion, cultivo de la BCF para producir una poblacién
de MSPC enriquecida, y tefiido de las MSPCs como un medio para ensayar la poblacion progenitora osteoblastica
dentro del BMA.

La Solicitud de Patente Publicada PCT No. 97/40137 (“Kadiyala”) divulga composiciones y procedimientos para el
aumento de la formacién ésea mediante la administracion de células madre mesenquimales humanas aisladas con
un material ceramico o matriz 0 mediante la administracién de células madre mesenquimales humanas; médula
entera, fresca, o combinaciones de la misma en un biopolimero reabsorbible que soporta su diferenciacion dentro
de su linaje osteogénico. Kadiyala contempla el suministro de (i) células madre mesenquimales humanas expandi-
das de cultivo, aisladas; (ii) médula 6sea recientemente aspirada; o (iii) su combinacion en un material soporte o
matriz para proporcionar un area de fusion y una masa de fusion 6sea mejoradas, cuando se compara con la matriz
sola. En el Ejemplo V, se divulga una composicién que comprende colageno/material compuesto ceramico mezclado
al 50:50 con células nucleadas de médula 6sea fresca que ha sido concentrada diez veces por centrifugacion y ais-
lamiento del recubrimiento de linfa cuajada (BMC). El procedimiento requerido para la producciéon de las MSPCs
purificadas, expandidas mediante cultivo, es un procedimiento largo y arduo (que frecuentemente requiere aproxi-
madamente 21 a 56 dias) y, por ello, no puede llevarse a cabo intra-operativamente. La Patente de EE.UU. No.
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5.914.121 (“Robey”) divulga una composicion que comprende MSPCs cultivadas y polvo de HA/TCP, y opcionalmen-
te la adicién de trombina y fibrinégeno comercialmente preparado a la composicién con el objeto de obtener pega-
mento de fibrina.

Unos pocos investigadores han informado sobre matrices porosas de suplemento que contienen fracciones de MSG
concentrados con BMA entero. Por ejemplo, Walsh, en “Autologous Growth Factor Gel (AGF) And Spinal Fusion”,
47" Annual Meeting, ORS, (Febrero 2001), divulga un material para injerto que comprende una matriz porosa HAP,
PRP y BMA entero. Sin embargo, Walsh no divulga una fraccién fisiolégica, concentrada, de aspirado de médula
O0sea BMA fraccionada, Unicamente BMA entero.

Matsukura, en “Concentration of Bone Marrow Derived Osteoprogenitors for Spinal Fusion”, Am. Soc. Bone. Min.
Res. 22" Annual Meeting Abstracts, (Septiembre 2000), divulga un material para injerto que comprende una fraccion
enriquecida de MSPCs, médula 6sea entera y una matriz porosa. Matsukura no divulga una fraccion fisiolégica,
concentrada, de aspirado de médula ésea BMA fraccionada. La fraccion enriquecida de las MSPCs expuesta en
Matsukura no es una suspension y, en consecuencia, esta reducida en cuanto de los constituyentes solubles pre-
sentes en la fraccion fisiolégica correspondiente de BMA que tiene altas proporciones de MSPCs.

El Documento WO-A-02/068010 titulado “Composite Bone Marrow Graft Material with Method and Kit” (“Muschler 11”)
divulga un material para injerto de médula 6sea de material compuesto que comprende una matriz implantable bio-
compatible porosa, una poblacién enriquecida de células progenitoras (MSCPs) y un material de coagulo. El material
de coagulo puede ser un coagulo de sangre formado a partir de sangre, un coagulo de médula ésea, un gel de pla-
queta, un concentrado de plaqueta, céagulo de fibrina o un pegamento de fibrina. Puesto que la poblacién enriqueci-
da de las MSPCs esta formada mediante el procedimiento expuesto en Muschler | y, en consecuencia (al igual que
Matsukura) esta reducida con respecto de los constituyentes solubles presentes en la fraccion fisiolégica correspon-
diente de BMA que tiene altas proporciones de MSPCs, Muschler Il no divulga una fraccion fisiolégica, concentrada,
de aspirado de médula 6sea (BMA) fraccionada.

En suma, las tecnologias convencionales o bien:

a) usan médula entera como una fuente de MSPCs y, en consecuencia, conllevan bajas concentraciones de
MSPC (tal como Walsh),

b) buscan enriquecer las MSPCs mediante la eliminacion de otros constituyentes de MSG que se encuen-
tran en el BMA y, por tanto, no tienen algunos de los constituyentes MSG suplementarios presentes en el
BMA (tal como Muschler 1),

¢) introducen constituyentes de MSG suplementarios aislados dentro de materiales compuestos que tienen
proporciones enriquecidas de MSPCs y, en consecuencia, tienen Unicamente parcialmente suministrados
los constituyentes de MSG suplementarios presentes en el BMA (tal como Muschler 1), o bien

d) agregan solamente el BMA entero dentro de materiales compuestos que tienen proporciones enriqueci-
das de MSPCs y, en consecuencia, tienen Unicamente proporciones no incrementadas de los constituyen-
tes de MSG suplementarios (tal como Muschler Il y Matsakura).

Ademas, existe Unicamente una apreciacion esporadica en la técnica anterior de las ventajas de combinar fracciones
de MSG con una matriz porosa. Por ejemplo, no existe divulgacion en la técnica anterior de una combinacién de una
fraccion fisiolégica de BMA en combinacién con una matriz y suplementada con BMA entero.

Sumario de la invenciéon

Los autores de la presente invencion estiman que los materiales para injerto para reparacion de tejidos a base de
materiales compuestos que tienen capacidades musculoesquelotéginicas mejoradas, deberian comprender no solo
proporciones de MSPC incrementadas, sino también proporciones adecuadas de otros constituyentes MSG que se
encuentran en el BMA, los cuales se piensa que juegan un papel en la via de reparacién de tejidos. Sin embargo, los
autores de la presente invencién han notado que los procedimientos convencionales de concentracion de las
MSPCs reducen o eliminan completamente muchos de los constituyentes musculoesqueletogénicos MSG en el
BMA, los cuales se estima que juegan un papel significativo en la musculoesquelotegénesis. Por ello, los autores de
la presente invencion han concluido que, aunque la etapa convencional de concentracion de las MSPCs proceden-
tes del BMA puede potenciar en un aspecto la osteogénesis (mediante la potenciacién de de las proporciones de
MSPC), ello puede igualmente limitar en un segundo aspecto la reparacion del tejido (reduciendo, y a veces comple-
ta eliminando, los constituyentes MSG de soporte importantes procedentes del BMA). De acuerdo con ello, los pro-
ductos con alta proporcién de MSPC convencionales resultantes poseen desventajas significativas.

En consecuencia, con el fin de resolver esta insuficiencia en materiales para injertos 6seos convencionales, la pre-
sente invencion implica el mezclado de dos fracciones concentradas de BMA con el fin de hacer frente a las defi-
ciencias de la técnica anterior.
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La invencion proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico tal como se define en la rei-
vindicacion 1.

De acuerdo con la invencion, la primera fraccion posee proporciones incrementadas de las MSPCs, tiene proporcio-
nes mayores de este constituyente MSG critico que los materiales compuestos que usan Unicamente el BMA entero
como una fuente de MSPC (tal como Harada y Walsh). Dado que el injerto de la invencion incluye una segunda
fraccion del BMA, este posee incluso mas constituyentes MSG que el material compuesto Unicamente concentrado
de Ohgushi. Dado que el segundo componente de esta via es una fraccion del BMA, este injerto puede contener
proporciones incrementadas de los constituyentes de soporte. Dichas proporciones incrementadas serian mayores
que las que se encuentran en otros injertos ricos en MSPC convencionales que proporcionan suplementaciéon usan-
do unicamente el BMA entero (tal como Matsukara y Muschler II).

Aungue Muschler | y Robey exponen el suplementado de los componentes MSPC concentrados con constituyentes
seleccionados eliminados durante el procedimiento de concentracion de MSPC, cada una de estas referencias pare-
ce proporcionar Unicamente una reintroduccion de un fragmento de los constituyentes del BMA (es decir, la reintro-
duccién de Unicamente ciertos constituyentes individuales seleccionados, tales como factores de crecimiento o fi-
brin6geno, dentro de la composicién de MSPC concentrada). Debido a esta via de fragmentos, el material compues-
to puede carecer todavia de cantidades eficaces de otros constituyentes también presentes dentro del BMA, los
cuales pueden jugar también papeles importantes en la reparacion de tejidos.

Este material compuesto puede hacerse facilmente simplemente mediante la produccién de una fraccion rica en
MSPC a partir del BMA entero (por ejemplo, mediante la produccién del producto rico en MSPC de Muschler I) y, a
continuacion, poniendo en contacto dicho producto con una fraccion fisiolégica del BMA (producida, por ejemplo,
mediante la centrifugacion de la fraccion eluida de la primera etapa para obtener PRP).

Dado que la fuente de MSPC de esta via es una fraccion del BMA, esta puede contener proporciones mayores de
MSPC de las que estan presentes en injertos convencionales (tal como Harada y Walsh), usando el BMA entero
como una fuente de MSPC. Puesto que la fraccion tiene una proporcién reducida de RBCs, sus MSPCs pueden ser
menos concentradas que las MSPCs en el material compuesto de Ohgushi. Puesto que la fraccion del BMA de este
material compuesto es una fraccion fisioldgica, esta contiene proporciones incrementadas de la adaptacion nativa de
células y otros factores solubles que probablemente juegan un papel en la musculoesqueletogénesis y, por ello,
contienen proporciones mayores de constituyentes de soporte que las encontradas en materiales compuesto que
poseen esencialmente MSPCs aisladas suplementadas Unicamente mediante el BMA entero (tal como Muschler y
Matsukura). De acuerdo con ello, este injerto resuelve las deficiencias anteriormente indicadas de la técnica anterior.

Ademas, este material compuesto puede hacerse facilmente simplemente concentrando las MSPCs a partir del BMA
entero (por ejemplo, mediante la retencién de Unicamente el recubrimiento de linfa cuajada procedente del BMA
centrifugado) y, a continuacion, poniendo en contacto la fraccion fisioldgica rica en MSPC retenida con la matriz
porosa.

Para los fines de la presente invencion, una “fraccion fisiol6gica de aspirado de médula 6sea BMA” es cualquier
fraccion de BMA obtenible mediante centrifugacion de BMA entero, en la que la fraccion no es tratada posteriormen-
te para separar los diversos constituyentes presentes en dicha fraccion. A modo de ilustracién, una fraccion fisiol6gi-
ca de este tipo de aspirado de médula 6sea BMA es la porcion de recubrimiento de linfa cuajada. Aungue las reali-
zaciones preferidas usan la centrifugacion como el medio para la obtencién de la “fraccion fisiolégica de aspirado de
médula 6sea BMA”, otros procedimientos que permiten el aislamiento de una fraccién fisiolégica de aspirado de
médula ésea BMA obtenible mediante centrifugacién se contemplan igualmente como incluidos dentro del ambito de
la presente invencion. Por ejemplo, la lisis de glébulos rojos produce una “fraccion fisiolégica de aspirado de médula
6sea BMA” que comprende las NBMCs y, en consecuencia, es equivalente celularmente a la fracciéon de recubri-
miento de linfa cuajada. Una “fraccion fisioldgica de aspirado de médula ésea BMA” no incluye el aspirado de médu-
la 6sea entero, pero incluye BMA sin agua. Las concentraciones del constituyente MSG en una “fraccion fisioldgica
de aspirado de médula 6sea” son mayores que las que se encuentran en el BMA entero (es decir, estan concentra-
das). De acuerdo con la presente invencion, una “fraccion fisioldgica de aspirado de médula 6sea” tiene una multitud
de constituyentes MSG presentes en cantidades relativas, las cuales son iguales a las cantidades relativas que se
encuentran en cualquier segmento continuo de BMA centrifugado. Tiene la adaptacion nativa de los constituyentes
MSG contenidos dentro de una banda de densidad dada del BMA centrifugado. Puesto que la adaptacion nativa se
mantiene, la “fraccion fisioldgica de aspirado de médula 6sea BMA” contiene no uno sino muchos constituyentes que
se estima que son provechosos en los MSG, y en proporciones relativas esencialmente iguales a las obtenibles
mediante centrifugacién. A modo de ilustracion, cuando la “fraccion fisiologica de aspirado de médula 6sea BMA” es
la porcién de recubrimiento de linfa cuajada del BMA, esta contiene todos los diversos constituyentes presentes en
la Tabla Il, y estos constituyentes tienen las concentraciones relativas tipificadas tal como se muestran en la Tabla Il.
Para los fines de la presente invencion, el agua no se considera que sea un constituyente del BMA y, en consecuen-
cia, la eliminacién de Unicamente el agua procedente de una “fraccién fisioldgica, concentrada, de aspirado de
médula 6sea BMA”, no cambia la naturaleza de dicha fraccién como una “fraccién fisioldgica de aspirado de medula
O0sea BMA”.
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Descripcion detallada de la invenciéon

Para los fines de la presente invencién, médula ésea “fresca”’ es médula 6ésea que esta sin fraccionar, o “entera”. Un
“tamafio de poro promedio Dso* se determina mediante porosimetria por mercurio. Las “células de médula ésea nu-
cleadas” (“NBMCs") incluyen MSCPs, células hematopoyéticas nucleadas (HCs), pre-osteoblastos (POs), reticuloci-
tos (Rcs), y células endoteliales (ECs), pero no incluyen glébulos rojos o plaquetas. Las etapas de “concentracion” y
“aislamiento” se refieren a aquellos procedimientos que incrementan la concentracion de un constituyente en un
volumen mediante la eliminaciéon de o bien agua o bien otros constituyentes no seleccionados. Por ejemplo, las
MSPCs pueden concentrarse eliminando la porcion de plasma de un aspirado de médula 6sea centrifugada. Una
"proporcién” de un constituyente es su concentracion en términos de mg/ml o células/ml.

Para los fines de la presente invencion, una “proporcion reducida” de un constituyente significa que el constituyente
esta presente en una proporcion que es menor que su proporcion nativa correspondiente en el BMA autélogo. Una
composicion que tiene una proporcién reducida de un constituyente incluye realizaciones en las cuales el constitu-
yente esta totalmente ausente.

Para los fines de la presente invencion, una poblacion “incrementada” de MSPCs es una que tiene una proporcion
mayor de MSPCs que la que se encuentra en el aspirado de médula ésea autélogo original procedente de dicho
individuo. Es decir, una poblacién incrementada de MSPCs se satisface mediante la condicion:

MSPClinc >1 Q.
[MSPClasp

Para los fines de la presente invencién, una poblacién “enriquecida” de MSPCs significa que la proporcion de las
MSPCs comparada con las Hcs es mayor en el material compuesto para injerto de médula 6sea que en el aspirado
de médula 6sea autélogo original. Es decir, una poblacion enriquecida de MSPCs se satisface mediante la condi-
cion:

MSPClinc > [MSPClas (2).
[HClinc [HClasp

Para los fines de la presente invencion, el “tejido musculoesquelético” comprende hueso, tendén, cartilago, ligamen-
to, musculo y periodontio. Los “injertos musculoesqueletogénicos” incluyen injertos osteogénicos, injertos condrogé-
nicos e injertos tenogénicos.

Para los fines de la presente invencion, un material “adherente” es un material que puede adherirse al material de
matriz porosa cuando pasa a través del material de la matriz porosa.

En algunas realizaciones, la fraccion fisiolégica del BMA esta suspendida dentro de los poros de la matriz. Puesto
gue las MSPCs de esta realizaciéon no estan adheridas a la superficie de la matriz, sino mas bien simplemente sus-
pendidas dentro de los poros, pueden ser mas activas y mas proximas a su etapa de de desarrollo fisiolégico. Igual-
mente, pueden formar agregados de células.

En algunas realizaciones, las MSPCs estan presentes en la fraccion fisiolégica en una proporcién 2 veces mayor
que su proporcion nativa en el BMA entero, preferiblemente en una proporciéon 5 veces mayor que su proporcion
nativa en el BMA entero. Estas realizaciones proporcionan una concentracion incluso mayor de su componente
critico de MSG.

En algunas realizaciones, los RBCs obtenidos del BMA estan presentes en la fraccion fisiolégica en una proporcion
menor del 20% de su proporcion nativa en el BMA entero, permitiendo, de esta forma, que el recubrimiento de linfa
cuajada rico en MSPC represente una gran porcion del volumen de la fraccién del BMA retenido y permitiendo, de
esta forma, proporciones incluso mayores de constituyentes MSG celulares tales como MSPCs.

En algunas realizaciones, el BMA fraccionado comprende ademas fibrinbgeno presente en la fraccién fisiologica a
una proporcién menor del 20% de su proporcién nativa en el BMA entero. Puesto que la inmensa mayoria del fi-
brin6geno esta en el volumen de plasma del BMA fraccionado, el mantenimiento de la proporcién de fibrindgeno baja
(por ejemplo, substancialmente mediante la eliminacién de la fraccion PPP), permite que el recubrimiento de linfa
cuajada rico en MSPC represente una gran proporcion del volumen de la fraccion de BMA retenido, permitiendo,
incluso, proporciones mayores de constituyentes MSG celulares tales como MSPCs.

En algunas realizaciones, el BMA entero comprende ademas células hematopoyéticas HCs en una proporcion nati-
va, la fraccion fisioldgica del BMA comprende ademas células hematopoyéticas HCs, y las MSPCs presentes en la
fraccion fisioldgica estan enriquecidas. Esta realizacion puede llevarse cabo seleccionando Unicamente una porcion
relativamente rica en MSPC del recubrimiento de linfa cuajada, proporcionando, de esta forma, una proporcion muy
alta de MSPCs en el material compuesto. Sin embargo, preferiblemente las HCs estan presentes en la fraccion fi-
siolégica en una proporcion de al menos el 25% de su proporcion nativa en el BMA entero, proporcionando, de esta
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forma, el material compuesto con una proporcién proxima a la nativa de HCs que actian soportando la musculoes-
queletogénesis.

En algunas realizaciones, el BMA entero comprende ademas plaquetas que tienen una proporcién nativa, y el BMA
fraccionado comprende ademas plaquetas presentes en la fraccion fisioldgica en una proporcion mayor que su pro-
porcién nativa. Si se agrega un agente de liberacion de plaquetas (tal como trombina) a este material compuesto, la
trombina puede causar una liberacién de factores de crecimiento MSG (tal como TGF-B) contenidos dentro de las
plaquetas. La proporcion de plaquetas concentradas de esta realizacidn es ventajosa puesto que proporcionara mas
de estos factores de crecimiento deseables. En algunas realizaciones, las plaquetas estan presentes en la fraccién
fisiolégica en una proporcion 2 veces mayor que su proporcion nativa (obtenible, por ejemplo, a partir de una frac-
cion fisiolégica tipo PRP).

En algunas realizaciones, la fraccion fisioldgica consiste esencialmente en el recubrimiento de linfa cuajada del
BMA. Esta realizacion esencialmente maximiza las proporciones de las NBMCs y las plaquetas deseables en la
fraccion obtenible mediante simple fraccionamiento por gravedad del BMA entero, mediante la eliminacién de subs-
tancialmente las fracciones RBC y PPP del BMA.

En algunas realizaciones el BMA entero comprende ademas plaquetas que tienen una proporcién nativa, y el BMA
fraccionado comprende ademas plaquetas presentes en la fraccion fisiolégica en una proporcién menor que su pro-
porcion nativa. Dicha realizacidon puede ser deseable si se agregan factores de crecimiento al material compuesto
procedentes de otra fuente, tal como PRP procedente de sangre entera. En dichas realizaciones, las plaquetas pue-
den estar presentes en la fraccidn fisiolégica en una proporcién no mayor del 50% de su proporcién nativa.

En algunas realizaciones, la fraccion fisiolégica consiste esencialmente en la fraccion NMBC del recubrimiento de
linfa cuajada del BMA. Esta realizacion esencialmente maximiza las proporciones de las NMBCs deseables en la
fraccion obtenible mediante simple fraccionamiento por gravedad del BMA entero, mediante la eliminacién de subs-
tancialmente las fracciones RBC, PPP y plaquetas del BMA.

En algunas realizaciones, las HCs estan presentes en la fraccion fisioldgica en una proporcidon mayor que su propor-
cion nativa. Esta realizacién proporciona una proporcion mayor de su tipo de célula MSG sin necesariamente reque-
rir el enriquecimiento en MSPC.

En algunas realizaciones, tanto las MSPCs como las HCs estan presentes en la fraccién fisiolégica en una propor-
cién 2 veces mayor que su proporcion nativa. Esta realizacién proporciona una alta proporciéon de los que posible-
mente son los dos tipos de células mas importantes para MSG.

En algunas realizaciones, la fraccion fisiologica comprende ademas factores de crecimiento liberados a partir de
plaguetas obtenidas del BMA. Dichos factores de crecimiento ayudan en los MSG.

En algunas realizaciones, la fraccion fisiolégica comprende fibrina.

En algunas realizaciones, la matriz porosa tiene un tamafio de poro de al menos 50 um. Este tamafio de poro pro-
medio mas grande proporciona una via mas facil para las células MSG de lo que se logra con un tamafio de poro de
20 um. Preferiblemente, la matriz porosa tiene un tamafio de poro de al menos 100 pum.

En algunas realizaciones, la matriz porosa y la fraccion fisiologica tienen cada una un volumen no poroso, en el que
la relacion volumétrica de la fraccion fisiolégica a la matriz esta entre 1:1 y 1:20. Cuando la relacion es al menos de
1:1, la fraccion fisiologica esta presente en cantidades suficientemente grandes como para ayudar en los MSG.
Cuando la relacién no es mayor de 1:20, la matriz porosa esta presente en cantidades suficientemente grandes
como para formar una estructura.

En algunas realizaciones, el BMA entero comprende ademas un primer constituyente de soporte en una proporcion
nativa, la fraccion fisiol6gica comprende ademas una proporcién reducida del primer constituyente de soporte, y el
material compuesto comprende ademas c) un suplemento de MSG que comprende el primer constituyente de sopor-
te, estando presente el primer constituyente de soporte en el suplemento en una proporcién mayor que la proporcion
reducida del primer constituyente de soporte en la fraccion fisiologica.

En algunas realizaciones, la fraccion fisioldgica del BMA es una suspension, y el suplemento de SMG comprende
una mezcla seleccionada entre el grupo que consiste en sangre entera y BMA entero. Esta realizacién permite obte-
ner suplemento de MSG de manera autéloga durante cirugia sin manipulacién adicional.

En algunas realizaciones, la fraccion fisiolégica del BMA es una suspension, y el suplemento de MSG comprende
una fraccién fisioldgica de una mezcla seleccionada entre el grupo que consiste en sangre entera y BMA entero.

En algunas realizaciones, el suplemento de MSG comprende una fraccion fisiolégica de sangre entera. Un suple-
mento de sangre entera es ventajoso dado que puede obtenerse a partir del paciente en el punto de cirugia. Preferi-
blemente, la fraccion fisiolégica de sangre entera comprende plasma rico en plaquetas PRP. Pueden obtenerse
factores de crecimiento concentrados a partir de este PRP con un minimo de manipulacion.
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En algunas realizaciones, el suplemento de MSG comprende una fraccion fisiologica del BMA entero. Esta fraccion
puede obtenerse a partir de la misma etapa de separacién que produjo la primera fraccion fisioldgica.

En algunas realizaciones, la fraccion fisiolégica comprende una fraccion de recubrimiento de linfa cuajada fisiologica
gue esta presente en la fraccion fisioldgica en una proporcion de al menos 2 veces mayor que su proporcion nativa.

Puede usarse cualquier procedimiento convencional de obtencién de aspirado de médula 6sea. En un procedimien-
to, el acceso percutaneo a la cresta iliaca anterior o posterior se obtiene a través de una aguja de orificio grande (es
decir, Jamshidi) y jeringuilla. La aspiraciéon de los contenidos de la médula dentro de una jeringuilla pre-llenada con
un anticoagulante, tal como heparina sédica, se realiza al tiempo que retira la aguja hacia atrds y se saca de su
punto mas profundo de insercién. Pueden realizarse multiples punciones dentro del hueso con el fin de obtener aspi-
raciones con la cantidad la mas pequefia de contaminacion de sangre periférica.

En algunas realizaciones, se obtiene una fraccion fisiolégica del BMA que tiene MSPCs concentradas mediante el
primer fraccionamiento de BMA entero para obtener un BMA fraccionado y, a continuacion, eliminacion de las frac-
ciones no deseadas con el fin de dejar la fraccion fisiolégica que tiene las MSPCs incrementadas. El fraccionamiento
del aspirado de médula 6sea puede llevarse a cabo mediante cualquier procedimiento convencional de aislamiento
de células nucleadas, incluyendo la centrifugacion por gradiente de densidad, lisis osmaética de células particulares
(tal como agua para lisar glébulos rojos), y otros procedimientos para la concentracion de la porcién osteogénica
activa de médula ésea fresca. En un procedimiento preferido, el aspirado en primer lugar se centrifuga a 500 g du-
rante 5-10 minutos, dando como resultado un aspirado fraccionado que tiene una fraccion de plasma, una porcion de
recubrimiento de linfa cuajada entera que comprende una porcion rica en NMBC y una porcién rica en plaquetas, y
una fraccion RBC. Dentro de la fraccién rica en NMBC existe una fraccion que tiene una proporcién enriquecida de
MSPCs. A continuacion, las fracciones de plasma, PRP y RBC son substancialmente eliminadas mediante extrac-
cion, aislandose, de esta forma, esencialmente la porcién rica en NMBC. Opcionalmente, pueden igualmente elimi-
narse una fraccién o fracciones seleccionadas de la fraccion de recubrimiento de linfa cuajada entera, dejando una
fraccion que tiene una proporcion enriquecida de las MSPCs.

Preferiblemente, las MSPCs en la fraccion fisiol6gica del BMA estan presentes en la fraccion fisiolégica en una pro-
porcion de al menos aproximadamente 2 veces su proporcién nativa. Esta proporcion incrementada puede logarse
eliminando al menos aproximadamente el 90% de o bien el plasma o bien los glébulos rojos procedentes del aspira-
do de médula 6sea fraccionado. Mas preferiblemente, las MSPCs estan presentes en una proporcion de al menos 5
veces su proporcién nativa. Esta proporcion incrementada puede lograrse eliminando al menos aproximadamente el
90% de o bien las fracciones de plasma o bien de glébulos rojos procedentes del aspirado de médula 6sea fraccio-
nada. Mas preferiblemente, las MSPCs estan presentes en la fraccion fisiolégica en una proporcion de al menos 10
veces su proporcién nativa. Esta proporcién incrementada puede lograrse eliminando al menos aproximadamente el
99% de o bien el plasma o bien los glébulos rojos procedentes del aspirado de médula dsea.

Preferiblemente, la HC de la fraccion fisiologica esta presente en la fraccion fisioldégica en una proporcion de al me-
nos aproximadamente 2 veces su proporcion nativa. Esta proporcién puede incrementarse eliminando al menos
aproximadamente el 90% de o bien el plasma o bien los glébulos rojos procedentes del aspirado de médula ésea
fraccionado. Mas preferiblemente, la HC esta presente en la fraccidn fisiolégica una proporcion de al menos 5 veces
su proporcion nativa. Esta proporcion puede lograrse eliminando al menos aproximadamente el 90% de o bien del
suero o bien de glébulos rojos procedentes del aspirado de médula 6sea fraccionada. Mas preferiblemente, la HC
esta presente en una proporcion de al menos 15 veces su proporcion nativa. Esta proporcion puede lograrse elimi-
nando al menos aproximadamente el 99% de o bien el suero o bien los glébulos rojos procedentes del aspirado de
médula ésea.

Sin desear teorizar, se estima que las HCs juegan un papel de soporte importante para las MSPCs en la formacién
de osteoblastos mediante la formacién por secrecion de una diversidad de factores de crecimiento y de citocinas, asi
como mediante la estimulacion de la diferenciacion a través del contacto directo de célula a célula y, por ello, estan
deseablemente presentes en las suspensiones ricas en CTCPC a proporciones elevadas. De acuerdo con ello, en
una realizacion, la presente invencion proporciona un material compuesto para injerto autélogo en un paciente que
tiene proporciones nativas de MSPCs y HCs, comprendiendo el material compuesto para injerto:

a) una suspension que comprende tipos de células MSPC y HC, en la cada uno de los tipos de células
MSPC y HC estan presentes en una concentracion de al menos 2 veces mayor que sus proporciones nati-
vas, y la suspension excluye al menos una porcion de las células nucleadas que se encuentran en la médu-
la 6sea,

b) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm.

De acuerdo con ello, en una realizacion, la presente invencion proporciona un material compuesto para injerto auto-
logo para injerto en un paciente, comprendiendo el material compuesto para injerto:

a) una porcion de recubrimiento de linfa cuajada entera de médula 6sea entera,

b) al menos una porcion de una porcion de plasma de médula ésea entera, y
8
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C) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pum.

Dado que el componente de la matriz porosa del material compuesto de la presente invencion tiene un tamafio de
poro promedio Dsg, determinado mediante porosimetria por mercurio, de al menos 20 pm, su porosidad es suficiente
para permitir que las células de médula 6sea nucleadas fluyan a través del mismo (es decir, una estructura). la ca-
pacidad de estas células nucleadas para atravesar la matriz (y de las células nativas nucleadas para penetrar en la
matriz) permite a la MSG acoplarse suavemente y sin fisuras tanto dentro como alrededor del substrato. Por el con-
trario, la tecnologia del contendor de difusion de Harada no proporciona una osteogénesis sin fisuras.

Preferiblemente, la matriz esta hecha a partir de un material para injerto implantable, biocompatible. Preferiblemente,
es también reabsorbible. En algunas realizaciones, el material tiene una superficie cargada. Preferiblemente, el
compuesto comprende entre aproximadamente 5-50% en volumen de matriz y entre aproximadamente 50-95% en
volumen de suspensién dispuesta dentro de los poros formados por la matriz. Si el volumen de la fraccion de la
matriz es menor de aproximadamente 5% en volumen (excluyendo su porosidad), en ese caso, el efecto de la matriz
como una estructura no es significativo.

Los ejemplos de materiales para injerto implantables, biocompatibles, que tienen una superficie cargada, incluyen
materiales ceramicos que comprenden fosfato célcico tal como, por ejemplo, hidroxiapatito o fosfato tricalcico; asi
como matriz 6sea desmineralizada; o matriz 6sea mineralizada. Otros materiales para injerto adecuados incluyen
acido polilactico, acido poliglicélico, acido poligalactico, policaprolactona, éxido de polietileno, 6xido de polipropileno,
polisulfona, polietileno, y polipropileno. Otros materiales para injerto adecuados son acido hialurénico, el cual puede
purificarse con o sin reticulacion, biocristal, gelatina y colageno. Los materiales para injerto particularmente adecua-
dos incluyen, por ejemplo, secciones dseas cancelosas mineralizadas aisladas, polvos o granulos de hueso minera-
lizado, secciones Oseas cancelosas desmineralizadas, polvos o granulos de hueso desmineralizado, matriz 6sea
desmineralizada extraida con guanidina-HCI, hueso canceloso o cortical sinterizado, hidroxiapatito coralino comer-
cializado por Interpore bajo el nombre comercial de Interpore 500™, o Interpore 200™, ProOsteon 500R™ y materia-
les ceramicos en %énulos tales como los incorporados dentro del substituto para injerto 6seo CollahggraftTM comercia-

lizado por Zimmer ™, o colageno filamentoso o esponjas de gelatina tal como Gelfoam™ o Helistat™.

En algunas realizaciones, las moléculas de adhesién de células estan unidas a la superficie de la matriz. El término
“moléculas de adhesion de células” se refiere de manera colectiva a lamininas, fibronectina, vitronectina, moléculas
de adhesién de células vasculares (V-CAM), moléculas de adhesion intercelular (I-CAM), tenascina, trombospondi-
na, osteonectina, osteopontina, sialoproteina 6sea, y colagenos. Opcionalmente, la matriz tiene factores de creci-
miento unidos a la superficie de la misma. Tal como se usa en la presente invencion, el término “factores de creci-
miento” abarca cualquier producto celular que module el crecimiento o la diferenciacion de otras células, particular-
mente células progenitoras del tejido conjuntivo. Los factores de crecimiento incluyen, pero sin limitarse a ellos,
isoformas de factores de crecimiento obtenidos de plaquetas (PDFG), factores de crecimiento de fibroblastos, facto-
res de crecimiento epiteliales, isoformas de TGF-§, factores de crecimiento de tipo insulina, y proteinas morfogéni-
cas oOseas.

Opcionalmente, la matriz tiene anticuerpos que tienen afinidad por las células madre progenitoras del tejido conjunti-
vo unidas a la superficie de la misma. Los anticuerpos adecuados incluyen, a modo de ejemplo, STRO-1, SH-2, SH-
3, SH-4, SB-10, SB-20, y anticuerpos de fosfatasa alcalina. Dichos anticuerpos estan descritos por Haynesworth y
otros, en Bone, vol. 13, pags. 69-80, (1992a); Bruder, S. y otros, en Trans. Ortho. Res. Soc., vol. 21, pag. 574,
(1996); Haynesworth y otros, en Bone, vol. 13, pags. 69-80, (1992); Stewart, K. y otros, en J. Bone Miner. Res., vol.
11 (Supl.), pag. S142, (1996); Flemming JE, y otros, en Embryonic Human Skin. Developmental Dynamics, vol. 212,
pags. 119-132, (1988); y Bruder SP, y otros, en Bone, vol. 21, (no. 3), pags. 225-235, (1997).

En algunas realizaciones, la matriz tiene un nimero suficiente de poros o de vias de paso, de manera tal que el area
superficial accesible del substrato es al menos cinco veces mayor que el de un objeto sélido que tenga las mismas
dimensiones exteriores. De acuerdo con ello, puede logarse el area superficial total preferida usando un substrato
gue comprenda una masa de polvo, una masa de granulos, una masa de fibras, o un blogue altamente poroso de
material de substrato. Preferiblemente, el tamafio de poro promedio en la matriz es mayor de 20 um, mas preferi-
blemente mayor de 50 um, lo mas preferiblemente mayor de 100 pm.

Igualmente, de acuerdo con la presente invencion, el aspirado de médula 6sea entera puede centrifugarse para
proporcionar un aspirado fraccionado; los glébulos rojos y el plasma son substancialmente eliminados del aspirado
para obtener una fraccion fisiolégica del BMA que comprende una suspensién de recubrimiento de linfa coagulada
entera que tiene células de médula 6sea nucleadas (NMBC) presentes en la fraccion fisioldgica a una concentraciéon
2 veces (y preferiblemente al menos 5 veces) su proporcion nativa; y, a continuacion, esta suspension de recubri-
miento de linfa coagulada se introduce en una matriz porosa adecuada. De acuerdo con ello, el material compuesto
de la invencién puede comprender:

a) una fraccion fisiolégica que comprende una suspension de células de médula 6sea nucleada NMBC en-
tera, en la cual estan presentes tanto tipos de células MSPC y como de HC en una poblacién de células en-
tre 2 y 9 veces mayor que sus proporciones nativas, y
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b) una matriz porosa, en la que la matiz tiene un tamafio del poro promedio de al menos 20 um.

Para los fines de la presente invencién, una “suspensiéon de NBMC entera” comprende una suspension en la cual la
relacién de MSPCs a HCs esta dentro de 50 puntos de porcentaje de la relacion nativa de MSPC:HC presente en el
aspirado de médula ésea entera autéloga. En otras palabras, la suspension de recubrimiento de linfa cuajada entera
satisface la relacion siguiente:

0,50.[IMSPClasp < [MSPClsusp < 1,50.[MSPClasp @A).
[HC] asp [HC] susp [HC] asp

Preferiblemente, la relacion de MSPC:HC en la suspension esta dentro del 25% de la del aspirado nativo, mas prefe-
riblemente dentro del 5%.

Una suspension de NMBC entera es ventajosa dado que contiene cantidades concentradas de dos de los principa-
les tipos de células obtenidas de BMA que se estima que juegan un papel en los MSG.

Opcionalmente, el componente de plaquetas del BMA fraccionado es eliminado también durante el procedimiento
anteriormente descrito con el fin de proporcionar una suspensién de NMBC entera esencialmente aislada. Cuando
esta suspension NBMC entera aislada se combina con una matriz adecuada, el material compuesto resultante com-
prende:

a) una fraccién de recubrimiento de suspensién de NBMC entera esencialmente aislada en la cual estan
presentes tipos de células MSPC y HC en una poblacion de células entre 2 y 9 veces mayor que sus pro-
porciones nativas, y

b) una matriz implantable estéril porosa, en la que la matiz tiene un tamafio del poro promedio de al menos
20 pm.

El material compuesto resultante para uso en injerto 6seo autélogo comprende:
a) una fraccion fisiolégica de BMA que comprende:
i) una proporcioén enriquecida de células progenitoras de tejido conjuntivo MSPCs, y

i) células hematopoyéticas (HCs) que tienen una proporcion que es al menos el 25% de su pro-
porcion nativa, y

b) una matriz implantable biocompatible porosa, en la que la matiz tiene un tamafio del poro promedio de al
menos 20 pm.

Preferiblemente, el material compuesto anterior comprende un agente gelificante til para mantener el compuesto
unido. En algunas realizaciones, el agente gelificante es un agente coagulante que comprende una cantidad de
fibrinbgeno que, cuando se agrega al material compuesto, esta presente en el material compuesto a una concentra-
cion de al menos 0,1 mg/cm3 del material compuesto, mas preferiblemente de al menos 0,5 mg/cms. Preferiblemen-
te, el agente coagulante esta seleccionado entre el grupo que consiste en plasma pobre en plaquetas, plasma rico
en plaquetas y aspirado de médula ésea entero. Tipicamente, el agente coagulante se activa mediante un activador
tal como trombina. El activador puede mezclarse dentro del material compuesto antes de su colocacion en un sitio
herido, o colocarlo simultaneamente con el material compuesto en el sitio herido. En algunas realizaciones, el fi-
brindgeno esta presente en la fraccion fisioldgica del BMA. En otras, se agrega como un componente separado. En
algunas realizaciones, el agente gelificante es colageno.

Tal como se ha indicado anteriormente, se estima que la concentracion convencional de la fraccion NBMC (por
ejemplo, mediante centrifugacion seguido de separacion) dentro del BMA que conduce a las MSPCs incrementadas,
puede igualmente conducir a una reduccion no deseable en el componente concentrado resultante de al menos
alguno de los constituyentes nativos siguientes dentro del BMA, algunos de los cuales al menos pueden jugar un
papel de soporte en la musculoesqueletogénesis. Algunos de estos constituyentes de soporte se estima que son:

a) constituyentes a base de plasma, tal como:
i) proteinas de plasma (tanto adherentes como no adherentes), tal como VCAM; y
i) factores de crecimiento solubles, tales como EGF y TGF-3,

b) constituyentes a base de recubrimiento de linfa coagulada, tal como:

i) células distintas de MSPC, tales como HCs y OBs;
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i) proteinas y moléculas las cuales o bien son no adherentes (tal como RDGF) o bien no residen
en la fraccién rica en MSPC del recubrimiento de linfa coagulada obtenible mediante centrifuga-
cion, tal como las interleucinas secretadas secretas por las HCs;

iii) plaquetas,
iv) factores de crecimiento liberados por plaquetas, tales como TGF-B y PDFG, y
c) constituyentes a base de glébulos rojos, tal como hemoglobina de union a oxigeno.

Dependiendo del procedimiento usado para concentrar las MSPCs, cada uno de los constituyentes de soporte nati-
vos anteriormente mencionados del BMA puede representar el constituyente reducido de la presente invencion.
Puesto que la presencia de estos constituyentes reducidos nativos se considera normalmente como deseable para
los MSG, en algunas realizaciones, las cantidades volumétricas de los componentes primero y segundo se seleccio-
nan de manera tal que, cuando los componentes primero y segundo se combinan, la cantidad total del constituyente
reducido en el material compuesto resultante es al menos el 25% de su proporcion nativa, determinada sobre una
base volumétrica. Para los fines de la presente invencion, cuando la cantidad total del constituyente reducido en el
material compuesto resultante es al menos el 25% de su proporcién nativa, el constituyente reducido esta en una
proporcion “cerca de la nativa”. Preferiblemente, la cantidad total del constituyente reducido en el material compues-
to es al menos del 33% de su proporcion nativa, mas preferiblemente al menos el 50%.

Preferiblemente, esta mezcla MSG se carga dentro de una matriz soporte para proporcionar un material compuesto
para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a partir de aspirado de médula 6sea BMA entero que tiene propor-
ciones nativas de células progenitoras musculoesqueléticas MSPCs y un primer constituyente de soporte, compren-
diendo el material compuesto:

a) una fraccion fisioldgica del BMA que comprende:

i) MSPCs presentes en la fraccion fisioldgica en una proporcién mayor que su proporcién nativa en
el BMA entero, y

i) una proporcién reducida del primer constituyente de soporte, y

b) un suplemento MSG que comprende el primer constituyente de soporte, estando presente el primer cons-
tituyente de soporte en el suplemento en una proporcidon mayor que la proporcién reducida del primer cons-
tituyente de soporte en la fraccion fisioldgica, y

¢) una matriz implantable biocompatible porosa, en la que la matiz tiene un tamafio del poro promedio de al
menos 20 pum.

En una primera realizacion preferida dirigida al llenado de constituyentes nativos reducidos, el BMA entero se mani-
pula (preferiblemente mediante centrifugacion a alta rpm) para formar un BMA fraccionado, y la fraccion RBC, la
fraccion de plasma y el botén de plaqueta son eliminados del BMA fraccionado para dejar un primer componente
que consiste esencialmente en la fraccion de célula de médula ésea nucleada NBMC de la fraccién de recubrimiento
de linfa coagulada entera (que comprende altas proporciones de MSPCs). Puesto que las bandas de RBC, plasmay
plaquetas comprenden aproximadamente 90-95% en volumen (“% en volumen”) del BMA, la proporcion de MSPC en
el primer componente se ha incrementado aproximadamente 9-19 veces sobre su proporcion nativa en el BMA. Sin
embargo, este primer componente también esta libre de constituyentes importantes que tipicamente residen en las
fracciones de plasma y plaguetas del BMA entero y pueden jugar un papel en los MSG, incluyendo, pero sin limitar-
se a ellos, fibrinégeno (que se encuentra en la fraccién de plasma), factores de crecimiento solubles a base de
plasma, y factores de crecimiento liberasdos de las plaquetas durante la reaccién de liberacion de plaquetas, tal
como PDFG. Cada uno de estos constituyentes se estima que juegan un papel en los MSG.

De acuerdo con ello, en una realizacién, el segundo componente del material compuesto comprende plaquetas en
una proporcién mayor que la presente en el primer componente. Cuando estos componentes se mezclan, la propor-
cion de plaquetas en el material compuesto es mayor que la que inicialmente se encuentra en el primer componente.

Como alternativa, el segundo componente del material compuesto comprende un factor de crecimiento obtenido de
plaquetas libre en una proporcién mayor que la presente en el primer componente. Cuando estos componentes se
mezclan, la proporcién del factor obtenido de plaquetas libre en el material compuesto es mayor que la que inicial-
mente se encuentra en el primer componente.

Preferiblemente, el segundo componente de esta realizacion tiene una proporcion de plaquetas o de factor de creci-
miento obtenido de plaquetas al menos igual al de su proporcion nativa. En un primer caso, el segundo componente
consiste esencialmente en aspirado de médula 6sea entero, el cual contiene tanto plaguetas como factores obteni-
dos de plaquetas esencialmente en sus proporciones nativas. Cuando este segundo componente se mezcla con el
componente de recubrimiento de linfa cuajada, las proporciones de plaquetas y de factores obtenidos de plaquetas
en el material compuesto pueden estar cerca de las proporciones nativas. En un segundo caso, el segundo compo-
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nente es plasma rico en plaquetas (PRP). Cuando este componente se mezcla con el componente de recubrimiento
de linfa cuajada, la proporcién de plaguetas o de factor obtenido de plaquetas en el material compuesto puede ser
igual o exceder a la del BMA nativo.

En realizaciones preferidas, la relacion volumétrica del primer componente al segundo componente esta entre 1:1y
1:20, mas preferiblemente entre 1:3 y 1:10. Opcionalmente, si las plaquetas se seleccionan como el suplemente
MSG, estas pueden volverse a suspenderse en volimenes de plasma (hasta a partir de PRP) antes de mezclarlas
con la fraccién de recubrimiento de linfa cuajada aislada.

En una segunda realizacion preferida, el BMA se manipula (preferiblemente mediante centrifugacion) para formar un
BMA fraccionado. A continuacion, no solamente se eliminan las fracciones de plasma y RBC, sino también una frac-
cion pobre en MSPC del recubrimiento de linfa cuajada, del BMA fraccionado (tal como Budenz), para formar un
primer componente que comprende MSPCs enriquecidas. Puesto que las fracciones de RBC, plasma, y del recubri-
miento de linfa cuajada eliminadas pueden comprender al menos aproximadamente el 95-99 por ciento en volumen
(“% en volumen”) del BMA, la proporcion de MSPC en el primer componente puede incrementarse al menos 20
veces (y frecuentemente hasta 50 veces) sobre su proporcién nativa en el BMA, y ha sida enriquecido con relacion a
las otras NBMCs tal como HC. Sin embargo, este primer componente esta también reducido respecto de constitu-
yentes importantes que tipicamente residen en la fraccion de recubrimiento de linfa cuajada entera y pueden jugar
un papel en MSG, incluyendo, pero sin limitarse a ellos, ciertas NBMCs y proteinas del recubrimiento de linfa cuaja-
da y moléculas presentes originalmente en la porcién de recubrimiento de linfa cuajada eliminada. Por ejemplo, una
NBMC la cual puede reducirse durante el enriqguecimiento de MSPC es HC. Estas proteinas del recubrimiento de
linfa cuajada reducida, moléculas y HCs pueden jugar un papel en los MSG.

De acuerdo con ello, en una realizacién, el segundo componente del material compuesto comprende HCs presentes
en el segundo componente en una proporcién mayor que la presente en el primer componente. Cuando estos com-
ponentes se mezclan, la proporcién de HCs en el material compuesto es mayor que la que se encuentra en el primer
componente.

Como alternativa, el segundo componente del material compuesto comprende una fraccion fisioldgica de BMA que
comprende proteinas obtenidas del recubrimiento de linfa cuajada en una proporcién mayor que la presente en el
primer componente. Cuando estos componentes se mezclan, la proporcion de las proteinas obtenidas del recubri-
miento de linfa cuajada en el material compuesto es mayor que la que inicialmente se encuentra en el primer com-
ponente.

Preferiblemente, el segundo componente de esta realizacién tiene una proporciéon de HC o de proteina de recubri-
miento de linfa cuajada al menos igual a la de su proporcién nativa. En un primer caso, el segundo componente es
preferiblemente aspirado de médula dsea entero, el cual contiene tanto HC como proteinas de recubrimiento de linfa
cuajada esencialmente en sus proporciones nativas. Cuando este segundo componente se mezcla con el compo-
nente de recubrimiento de linfa cuajada, las proporciones de HC y de proteinas de recubrimiento de linfa cuajada en
el material compuesto pueden estar cerca de las proporciones nativas. En un segundo caso, el segundo componen-
te es una fraccién de recubrimiento de linfa cuajada fisioldgica, la cual tipicamente tiene proporciones de proteina de
recubrimiento le linfa cuajada y HC que exceden a las del BMA entero nativo en un factor de aproximadamente 9-19.
Cuando este componente se mezcla con el primer componente enriquecido en MSPC, las proporciones de proteina
de recubrimiento de linfa cuajada y de HC en el material compuesto pueden ser iguales o exceder a las del BMA
nativo.

Este procedimiento preferido da como resultado una suspensién que comprende aspirado de médula ésea entero o
recubrimiento de linfa cuajada entera (que contiene inherentemente sus proporciones nativas de NBMCs de no
MSPC que estima son necesarias para soportar adecuadamente la activad osteogénica de MSPC) que tiene una
proporcion enriquecida de MSPCs.

En realizaciones preferidas, la relacion volumétrica del primer componente al segundo componente esta entre 1:1y
1:20, preferiblemente entre 1:3 y 1:10.

En realizaciones preferidas en las cuales la fraccion fisiologica de BMA tiene proporciones de MSPC enriquecidas, la
fraccion MSPC enriquecida se obtiene mediante la centrifugacion de aspirado de médula 6sea y, a continuacion, el
aislamiento de la fraccidon rica en MSPC dentro de la fraccion NBMC. En algunas realizaciones, puede obtenerse
una fraccioén rica en MSPC mediante el aislamiento de la porcién del BMA centrifugado que tiene una densidad de
entre 1,06 g/cm3 y 1,09 g/cm3, mas preferiblemente entre 1,07 g/cm3 y 1,08 g/cm. La suspension resultante com-
prende una fraccion fisiolégica de BMA que consiste esencialmente en constituyentes que tienen una densidad
minima de aproximadamente 1,06 g/cm3 y una densidad maxima de aproximadamente 1,09 g/cms.

En dichas fracciones aisladas, la concentracion de MSPC esta tipicamente entre 1.000 y 1.000.000 células por milili-
tro (ml). A continuacion, esta fraccion MSPC enriquecida puede mezclarse con suplementos de MSG que tienen
proporciones (y preferiblemente nativas) mayores de HCs, (tal como aspirado de médula 6sea fresco) para producir
una suspension que tiene proporciones enriquecidas de MSPCs y proporciones casi nativas de HCs. En una realiza-
cion preferida, se agregan aproximadamente 1-5 partes en volumen de una primera fraccion fisioldgica que contiene
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una fraccion MSPC altamente enriquecida a aproximadamente 5-9 partes en volumen de una suspensién que tiene
proporciones nativas de HCs para producir una suspension que tiene tanto proporciones enriquecidas de HCs como
de proporciones casi nativas de HCs. En una realizacion especialmente preferida, la primera fraccion fisiologica se
obtiene mediante centrifugacion por gradiente de densidad, y de esta forma contiene aproximadamente una propor-
cion de MSPC aproximadamente 10 veces mayor que la proporcion de MSPC en el BMA nativo, y la suspensién es
aspirado de médula 6sea entero. Estas dos suspensiones se mezclan en una relaciéon en volumen de aproximada-
mente 1:9 para obtener una nueva suspension que comprende a) aproximadamente 0,1% de MSPC presente al
110-400% de su proporcién nativa, y b) aproximadamente 95% de HC presente a aproximadamente 90% de su
proporcion nativa.

En una tercera realizacion preferida, el BMA entero se manipula para formar un BMA fraccionado, y al menos parte
de la fraccion de plasma se elimina del BMA fraccionado para formar un primer componente que comprende una
fraccion de recubrimiento de linfa cuajada concentrada (la cual comprende MSPCs). Puesto que el plasma entero
comprende aproximadamente 50 por ciento en volumen (“% en volumen”) del BMA, la proporcién de MSPC en el
primer componente se ha incrementado hasta aproximadamente 2 veces sobre su proporcién nativa en el BMA. Sin
embargo, este primer componente esta también reducido en constituyentes importantes que tipicamente residen en
la fraccién de plasma y pueden jugar un papel en los MSG, incluyendo, pero sin limitarse a ellos, fibrindbgeno y otras
proteinas del plasma tales como factores de crecimiento solubles.

De acuerdo con ello, en una realizacion, el segundo componente del material compuesto comprende fibrinégeno en
una proporcién mayor que la presente en el primer componente. Cuando estos componentes se mezclan, la propor-
cion de fibrinégeno en el material compuesto es mayor que la que inicialmente se encuentra en el primer componen-
te. Preferiblemente, el segundo componente que comprende fibrinégeno es una fraccion fisiolégica del BMA o de
sangre entera.

Como alternativa, el segundo componente del material compuesto comprende una fraccion fisiologica del BMA que
comprende un factor de crecimiento soluble obtenido de plasma con una proporcién mayor que la presente en el
primer componente. Cuando estos componentes se mezclan, la proporcion del factor de crecimiento soluble obteni-
do de plasma en el material compuesto es mayor la que inicialmente se encuentra en el primer componente.

Preferiblemente, el segundo componente de esta realizacién tiene una proporcion de fibrinégeno o de factor de cre-
cimiento soluble obtenido de plasma al menos igual a la de su proporcion nativa. En un primer caso, el segundo
componente comprende aspirado de médula ésea entero, el cual contiene tanto fibrinégeno como factores de creci-
miento solubles en aproximadamente sus proporciones nativas (debido a la adicion de anticoagulantes). Cuando
este segundo componente se mezcla con el primer componente de recubrimiento de linfa cuajada, las proporciones
de fibrinégeno y del factor de crecimiento soluble en el material compuesto puede aproximarse a las presentes en el
BMA nativo. En un segundo caso, el segundo componente es plasma entero del cual se ha extraido el agua y, en
consecuencia, contiene fibrindgeno concentrado y factor de crecimiento soluble concentrado. Cuando este compo-
nente se mezcla con el recubrimiento de linfa cuajada concentrado del primer componente, la proporcion de fibriné-
geno o de factor de crecimiento soluble obtenido de plasma en el material compuesto puede ser igual o exceder de
la del BMA nativo.

En un caso particularmente preferido de esta realizacion, el BMA se centrifuga para formar un BMA fraccionado, y
no solamente la fraccién de plasma sino también la fraccién RBC son substancialmente eliminadas del BMA fraccio-
nado, dejando un primer componente que consiste esencialmente en una porcién de recubrimiento de linfa cuajada
entera (la cual comprende altas proporciones de MSPCs e incluye plaquetas). Puesto que las fracciones de RBC y
plasma comprenden aproximadamente el 90-95% por ciento en volumen (% en volumen) del BMA, la proporcién de
MSPC en el primer componente se ha incrementado aproximadamente 9-19 veces sobre su proporcion nativa en el
BMA.

De acuerdo con ello, los materiales para injerto 6seo autélogos de materiales compuestos de acuerdo con la presen-
te invencion, pueden producirse a partir de BMA entero que tiene una proporcion nativa de células de médula 6sea
nucleares NBMC usando un procedimiento, que comprende las etapas de:

a) proporcionar una suspension que comprende una fraccion de recubrimiento de linfa cuajada concentrada
que tiene una proporcion de NBMC al menos 2 veces mayor (preferiblemente, entre aproximadamente 9 y
aproximadamente 19 veces mayor) que su proporcion nativa, y

b) mezclar el primer componente con un segundo componente que comprende (y preferiblemente consiste
esencialmente de) BMA entero.

Este procedimiento da como resultado una suspension del BMA entero (el cual inherentemente contiene sus propor-
ciones nativas de fibrindgeno y de factores de crecimiento que se estima son necesarios para el soporte adecuado
de la actividad osteogénica de la MSPC) que tiene una proporcién enriquecida de MSPCs. En realizaciones preferi-
das, la relacion volumétrica del primer componente al segundo componente esta entre 1:1 y 1:20, mas preferible-
mente entre 1.3y 1:10.
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De acuerdo con ello, se proporciona una composicién osteogénica para la produccién de materiales para injerto
Gseo autdlogos a partir de BMA entero, que tiene una proporcion nativa de células de médula dsea nucleares NBMC
que comprende:

a) un primer componente que comprende una suspension de recubrimiento de linfa cuajada concentrada
que tiene una proporcion de NBMC de al menos 2 veces mayor (preferiblemente, al menos 9-19 veces ma-
yor) que su proporcion nativa, y

b) un segundo componente que comprende (y preferiblemente consiste esencialmente de) BMA entero.

Preferiblemente, la composicidon osteogénica se carga dentro de una matriz soporte para proporcionar un material
compuesto para uso en injerto 6seo autélogo, que comprende:

a) una suspension que comprende:

i) una suspension de recubrimiento de linfa cuajada concentrada que tiene una proporcién de
NBMC al menos 2 veces mayor (preferiblemente, al menos 9-19 veces mayor) que su proporcion
nativa, y

i) BMA entero, y
b) una matriz implantable biocompatible porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm.

De acuerdo con la invencién, la primera fraccién de BMA que tiene proporciones de MSPC incrementadas es prefe-
riblemente una fraccion fisiologica, y mas preferiblemente comprende la fracciéon de recubrimiento de linfa cuajada
entera. Sin embargo, en algunas realizaciones, la primera fraccién no necesita ser fisioldgica. Por ejemplo, en algu-
nas realizaciones, el BMA se pasa a través de una matriz porosa capaz de retener de manera selectiva las MSPCs,
tal como Muschler I, para formar un primer componente que comprende MSPCs enriquecidas. De acuerdo con
Muschler, este procedimiento puede incrementar la proporcién de MSPC en el primer componente (el cual incluye el
substrato) en hasta 19 veces sobre su proporcion nativa en el BMA (si el volumen del material de la matriz es 10%
del volumen del BMA tratado). Sin embargo, este primer componente puede carecer igualmente de constituyentes
importantes que tipicamente residen en la fraccion de recubrimiento de linfa cuajada y pueden jugar un papel en los
MSG, incluyendo, pero sin limitarse a ellos, ciertos NBMCs no adherentes y proteinas de recubrimiento de linfa cua-
jada no adherentes presentes normalmente en el recubrimiento de linfa cuajada, y proteinas no adherentes normal-
mente presentes en el plasma. Por ejemplo, una NBMC no adherente que puede reducirse durante el procedimiento
de enriquecimiento de MSPC de Muschler es el leucocito polimorfonuclear. Una proteina de plasma no adherente
gue puede reducirse durante este procedimiento de enriquecimiento de MSPC es la interleuquina-1. Estas proteinas
de recubrimiento de linfa cuajada y plasma no adherentes y las NBMCs no adherentes pueden jugar un papel en los
MSG.

De acuerdo con ello, en una realizacién, el segundo componente del material compuesto comprende una fraccion
fisiolégica del BMA que comprende una NBMC no adherente en una proporcién mayor que la presente en el primer
componente. Cuando estos componentes se mezclan, la proporcion de las NBMCs no adherentes en el material
compuesto es mayor que la que inicialmente se encuentra en el primer componente.

Como alternativa, el segundo componente del material compuesto comprende una fraccion fisioldgica del BMA que
comprende una proteina de recubrimiento de linfa cuajada no adherente en una proporcién mayor que la presente
en el primer componente. Cuando estos componentes se mezclan, la proporcion de proteina de recubrimiento de
linfa cuajada no adherente en el material compuesto es mayor que la que inicialmente se encuentra en el primer
componente. Como alternativa, el segundo componente del material compuesto comprende una fraccion fisioldgica
del BMA que comprende una proteina de plasma no adherente en una proporcidon mayor que la presente en el pri-
mer componente. Cuando estos componentes se mezclan, la proporcion de proteina de plasma no adherente en el
material compuesto es mayor que la que inicialmente se encuentra en el primer componente.

Preferiblemente, el segundo componente de esta realizacién tiene una proporcion de NBMC no adherente, proteina
de plasma no adherente o proteina de recubrimiento de linfa cuajada no adherente al menos igual a la de sus pro-
porciones nativas. En un primer caso, el segundo componente es preferiblemente aspirado de médula 6sea entero,
el cual contiene proteinas de HC no adherentes y de recubrimiento de linfa cuajada no adherente y de plasma esen-
cialmente en sus proporciones nativas. Cuando este segundo componente se mezcla con el primer componente de
MSPC enriquecido, la proporcién de constituyente no adherente en el material compuesto puede estar cerca de las
proporciones nativas. En un segundo caso, el segundo componente comprende una fracciéon de recubrimiento de
linfa cuajada entera, la cual tiene proporciones de proteina de NBMC no adherente y de recubrimiento de linfa cua-
jada no adherente que exceden de las del BMA nativo en un factor de aproximadamente 9-19. Cuando este compo-
nente se mezcla con el primer componente MSPC enriquecido, la proporcién de proteinas de recubrimiento de linfa
cuajada no adherente o la proporcion de NBMC no adherente en el material compuesto puede ser igual o exceder la
del BMA nativo.
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Se estima ademas que el grado con el que estan unidas tanto las MSPCs como otros materiales MSG dentro de un
material compuesto musculoesquelotogénico a la matriz porosa, puede influir en el impacto de los materiales que
juegan en la cadena de episodios que conducen a la musculoesquelotogénesis. En particular, el impacto y/o el papel
jugado por un material bioactivo puede depender de si el material bioactivo esta a) predominantemente unido a la
superficie de la matriz porosa, b) predominantemente suspendido dentro de los intersticios de la matriz porosa, o c)
presente tanto sobre la superficie de la matriz porosa como suspendido dentro de sus intersticios.

Se estima que los autores de la presente invencion han fabricado a medida primeramente la microestructura de los
materiales compuestos musculoesquelotegénicos de manera tal que no solamente los factores de crecimiento solu-
bles sino también los componentes celulares MSG, tales como las MSPCs, se suministren en un estado unido o
parcialmente unido, libre predeterminado, dependiendo de su disponibilidad deseada en la produccién de respuestas
musculoesqueletogénicas especificas.

En general, cuando un material bioactivo esta libremente suspendido dentro de los intersticios de la matriz, esta
esencialmente disponible inmediatamente para la actividad MSG dentro de la matriz porosa. La libre suspension de
dicho material puede ser deseable cuando dicho material bioactivo juega un papel en las fases iniciales de la muscu-
loesquelotogénesis. Por ejemplo, ciertos materiales bioactivos juegan un papel deseable en un mecanismo en fase
temprana (tal como quimiotaxis) y, en consecuencia, puede ser deseable que al menos una porciéon de dicho mate-
rial esté libremente suspendido dentro de los intersticios de la matriz. Cuando el material esta en esta fase libremen-
te suspendido, esta esencialmente inmediatamente disponible para actuar como un agente quimiotactico. Un mate-
rial compuesto que tiene una matriz porosa y un material bioactivo libremente suspendido dentro de la misma, puede
hacerse, por ejemplo, mezclando el material bioactivo con un agente coagulante activado antes de su exposicion a
la matriz. El procedimiento de coagulacion retendra esencialmente el material bioactivo dentro del coagulo, previ-
niendo, de esta forma, que el material bioactivo llegue a unirse a la matriz porosa.

En algunas realizaciones, las MSPCs estan suspendidas dentro de los intersticios de la matriz porosa.

Por ello, en algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG
hecho a partir de aspirado de médula 6sea BMA entero que tiene una proporcidn nativa de células progenitoras
musculoesqueléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene intersticios, y
b) MSPCs presentes en una proporcién mayor que su proporcion nativa en el BMA entero,
en el que las MSPCs estan suspendidas dentro de los intersticios de la matriz.

Si se desea la suspension libre de un constituyente MSG dentro de los intersticios de la matriz porosa, el constitu-
yente puede primeramente mezclarse con un material formador de gel (tal como una solucién conteniendo fibrinoge-
no o una solucién de colageno), y la mezcla se deja gelificar. Esta mezcla pre-gelificada que comprende un material
gel que tiene un constituyente MSG libremente suspendido dentro de él, puede, a continuacion, mezclarse con mate-
rial matriz poroso.

De manera similar, si se desea que un material bioactivo juegue un papel en un mecanismo de una fase posterior,
en ese caso, puede ser deseable que dicho material esté unido a la superficie de la matriz. Cuando el material esta
unido en esta fase, no esta inmediatamente disponible y pasa a estar disponible Unicamente tras su liberacion de la
superficie de la matriz porosa.

Si se desea un compuesto que tenga una matriz porosa y un material bioactivo unido a ella, este puede hacerse, por
ejemplo, percollando un constituyente MSG a través de la matriz porosa, siempre y cuando que el constituyente
MSG tenga una superficie quimica disponible para ser unida a la superficie de la matriz porosa.

Para todos los fines de la presente invencion, los constituyentes que estan “substancialmente unidos” a la matriz
porosa incluyen constituyentes que estan unidos o bien directamente o bien indirectamente a la superficie de la
matriz porosa. Los ejemplos de unién indirecta incluyen la unién de moléculas homdlogas o heterélogas.

En otras circunstancias aun, puede ser deseable que una porcion del material bioactivo esté libremente suspendido
y otra porcion del mismo material bioactivo esté unida. Una mezcla de este tipo de fases unidas y libremente sus-
pendidas puede ser deseable cuando el material bioactivo juega papeles tanto en las fases previa como posterior
de la musculoesqueletogénesis. Para los fines de la presente invencién, cuando entre el 20% y el 80% de un mate-
rial bioactivo esta unido a la matriz porosa, se considera que esta “parcialmente unido” a la matriz.

Si se desea un compuesto que tenga una matriz porosa y un material bioactivo parcialmente unido, este puede
hacerse, por ejemplo, formulando una suspension de baja viscosidad que tenga tanto el material bioactivo como un
agente gelificante, exponiendo la suspension a la matriz porosa, y fabricando a medida el grado de unién mediante
el ajuste del tiempo de gelificacion. El grado de union en un sistema de este tipo dependera de de la cantidad de
tiempo transcurrido para que se forme el gel reductor de la movilidad. Por ejemplo, si se elige pegamento de fibrina
como el gel, el tiempo para la formacion del gel puede ajustarse facilmente ajustando la cantidad de trombina usada
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en la reaccion de coagulacion. Si se desea un material compuesto que tenga un grado mayor de material bioactivo
unido, en ese caso, se usa una pequefia cantidad de trombina, alargandose, de esta forma, el tiempo de coagula-
cion, tipicamente hasta al menos 2,1 minutos. Si se desea un material compuesto que tenga un grado menor de
material bioactivo unido, en ese caso, se usa una cantidad mayor de trombina, reduciéndose, de esta forma, el tiem-
po de coagulacion, tipicamente hasta no mas de 1,9 minutos.

En consecuencia, en algunas realizaciones, mas del 80% del componente MSPC se une a la matriz porosa. En otras
realizaciones, mas del 80% del componente MSPC de la fraccion fisioldégica que tiene proporciones de MSPC incre-
mentadas se adhiere a la matriz porosa, estando el resto esencialmente libremente suspendida en los intersticios de
la matriz. En otras realizaciones, entre el 20% y el 80% del componente MSPC de la fraccidn fisiologica que tiene
proporciones de MSPC incrementadas esta adherida a la matriz porosa, estando el resto esencialmente libremente
suspendida en los intersticios de la matriz.

En consecuencia, en algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesquele-
togénico MSG hecho a partir de aspirado de médula 6sea BMA entero que tiene una proporcion nativa de células
progenitoras musculoesqueléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm,

b) MSPCs presentes dentro de un primer material de coagulo pre-coagulado, estando presente el material
dentro de los intersticios de los poros de la matriz.

Preferiblemente, este comprende ademas c) una fraccién fisiolégica del BMA que tiene las MSPCs sustancialmente
eliminadas del mismo, estando presente la fraccion dentro de los intersticios de la matriz porosa. En algunas realiza-
ciones, la fraccion comprende un coagulo formado in situ, en el que la formacién in situ del coagulo se completa o
bien en mas de 1,9 minutos o bien en al menos 2,1 minutos. En algunas realizaciones, la fraccion comprende un
segundo material de coagulo pre-coagulado. En otras, el material compuesto comprende ademas c) una fraccién
fisiolégica del BMA, estando presente la fraccion dentro de los intersticios de la matriz porosa, en la que las MSPCs
estan presentes como un componente de la fraccion.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea BMA entera que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
queléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm,
b) un primer material de coagulo coagulado in situ presente dentro de los intersticios de los poros, y
¢) MSPCs presentes dentro del material de coagulo coagulado in situ,

en el que la coagulacion del material de coagulo coagulado in situ se produce durante al menos 2,1 minutos.

Preferiblemente, el material compuesto comprende ademas d) una fraccion fisiolégica del BMA que tiene las MSPCs
sustancialmente eliminadas del mismo. El material compuesto puede comprender también igualmente d) una frac-
cion fisiologica del BMA, estando presente la fraccion dentro del primer material de coagulo coagulado in situ, en el
que las MSPCs estan presentes como un componente de la fraccion fisioldgica.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea BMA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
gueléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm,
b) un primer material de coagulo coagulado in situ presente dentro de los intersticios de los poros, y
¢) MSPCs presentes dentro del material de coagulo coagulado in situ,

en el que la gelacion del material de gel in situ se produce durante no mas de 1,9 minutos.

Preferiblemente, el material compuesto comprende ademas d) una fraccion fisiolégica del BMA que tiene las MSPCs
sustancialmente eliminadas del mismo. Este puede comprender también igualmente d) una fraccion fisiologica del
BMA, estando la fraccion presente dentro del primer material de coagulo coagulado in situ, en el que las MSPCs
estan presentes como un componente de la fraccion.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea BMA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
queléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm,
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b) un material de coagulo coagulado in situ presente dentro de los intersticios de los poros, y
¢) MSPCs predominantemente unidos a la superficie de la matriz,

en el que el material de coagulo comprende una fraccion fisiolégica del BMA que tiene las MSPCs substancialmente
eliminadas del mismo.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea BMA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
queléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm,
b) un material de coagulo pre-coagulado presente dentro de los intersticios de los poros, y
¢) MSPCs presentes dentro de los intersticios de los poros,

en el que el material de coagulo comprende una fraccion fisiolégica de BMA que tiene las MSPCs substancialmente
eliminadas del mismo.

Preferiblemente, las MSPCs estan predominantemente unidas sobre la superficie de la matriz porosa. En algunas
realizaciones, las MSPCs estan predominantemente presentes dentro del material de coagulo pre-coagulado, o
predominantemente presentes en un coagulo formado in situ, en el que la coagulacién del material de coagulo coa-
gulado in situ se produce durante al menos 2,1 minutos, o durante no mas de 1,9 minutos.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea BMA entera que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
queléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm,

b) un material de coagulo pre-coagulado presente dentro de los intersticios de los poros,
¢) MSPCs predominantemente presentes dentro del material de coagulo, y

d) un suplemento de MSG predominantemente unido a la superficie de la matriz.

Preferiblemente, el material compuesto comprende ademas e) una fraccion fisiolégica del BMA que tiene las MSPCs
eliminadas del mismo. Preferiblemente, el material compuesto comprende ademas f) un primer material de coagulo
coagulado in situ, en el que la fraccion fisiologica esta presente dentro del primer material de coagulo coagulado in
situ.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea BMA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
gueléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm,

b) un material de coagulo coagulado in situ presente dentro de los intersticios de los poros,
c) MSPCs predominantemente presentes dentro del material de coagulo, y

d) un suplemento de MSG predominantemente unido a la superficie de la matriz.

Preferiblemente, el material compuesto comprende ademas e) una fraccion fisiolégica del BMA que tiene las MSPCs
substancialmente eliminadas del mismo. En otras realizaciones, el material compuesto comprende ademas €) una
fraccion fisioldgica del BMA, estando la fraccion fisiolégica esta presente dentro del material de coagulo coagulado in
situ, en el que las MSPCs estan presentes como un componente de la fraccion fisioldgica.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea BMA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
queléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm,
b) MSPCs predominantemente unidas a la superficie de la matriz, y

c¢) suplemento de plasma rico en plaquetas PRP predominantemente unido a la superficie de la matriz.
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Preferiblemente, el material compuesto comprende ademas d) una fraccion fisiolégica del BMA que tiene las MSPCs
eliminadas del mismo.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea BMA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
gueléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm,
b) un material de coagulo coagulado in situ presente dentro de los intersticios de los poros,
¢) un suplemento de MSG predominantemente unido a la superficie de la matriz,
d) una fraccion fisiolégica del BMA que tiene las MSPCs eliminadas del mismo,
en el que las fraccion fisiol6gica esta presente dentro del material de coagulo coagulado in situ.

Preferiblemente, el material compuesto comprende ademas e) MSPCs, en el que las MSPCs estan predominante-
mente unidas sobre la superficie de la matriz porosa. En otras realizaciones, el material compuesto comprende
ademas e) MSPCs y f) un material de coagulo pre-coagulado, en el que las MSPCs estan predominante presentes
dentro del material de coagulo coagulado.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea BMA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
queléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 um,
b) un material de coagulo coagulado in situ presente dentro de los intersticios de los poros,
¢) un suplemento de MSG predominantemente unido a la superficie de la matriz,
d) una fraccidn fisiol6gica del BMA que tiene las MSPCs eliminadas del mismo,
en el que la fraccién esta presente dentro del material de coagulo coagulado in situ.

Preferiblemente, el material compuesto comprende ademas e) MSPCs, en el que las MSPCs estan predominante-
mente unidas sobre la superficie de la matriz porosa. En otras realizaciones, el material compuesto comprende
ademas e) MSPCs y f) un material de coagulo coagulado in situ, en el que las MSPCs estan predominantemente
presentes dentro del material de gel gelificado in situ. En otras realizaciones, el material compuesto comprende
ademas e) una fraccion fisiolégica del BMA, estando presente la fraccion dentro del material de coagulo pre-
coagulado, en el que las MSPCs estan presentes como un componente de la fraccion.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea BMA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
gueléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm,

b) un material de coagulo pre-coagulado presente dentro de los intersticios de los poros,

¢) MSPCs predominantemente presentes dentro del material de coagulo,

d) un material de coagulo coagulado in situ presente dentro de los intersticios de los poros, y
e) un suplemento de MSG presente dentro del material de coagulo coagulado in situ.

Preferiblemente, el material compuesto comprende ademas e) una fraccion fisiolégica del BMA que tiene las MSPCs
eliminadas de la misma. Preferiblemente, el material compuesto comprende ademas f) un primer material de coagulo
coagulado in situ, en el que la fraccion esta presente dentro del primer material de coagulo coagulado in situ.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea BMA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
queléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm,
b) un primer material de coagulo coagulado in situ presente dentro de los intersticios de los poros,

¢) un suplemento de MSG presente dentro del material de coagulo coagulado in situ, y
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d) MSPCs presentes dentro del material de coagulo coagulado in situ,
en el que la coagulacion del material de coagulo coagulado in situ.se produce en no mas de 1,9 minutos.

Preferiblemente, el material compuesto comprende ademas e) una fraccién fisiolégica del BMA que tiene MSPCs
eliminadas de la misma. En otras realizaciones, el material compuesto de la reivindicacion C11 comprende ademas
e) una fraccion fisiologica del BMA, estando presente la fraccion dentro del material de coagulo coagulado in situ, en
el que las MSPCs estan presentes como un componente de la fraccion.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea BMA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
queléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 um,
b) un primer material de coagulo coagulado in situ presente dentro de los intersticios de los poros,
¢) un suplemento de MSG presente dentro del material de coagulo coagulado in situ, y
d) MSPCs presentes dentro del material de coagulo coagulado in situ,
en el que la gelacion del material de coagulo coagulado in situ.se produce durante al menos 2,1 minutos.

Preferiblemente, el material compuesto de la reivindicacion C21 comprende ademas e) una fraccion fisioldgica del
BMA que tiene las MSPCs eliminadas de la misma. En algunas realizaciones, el material compuesto comprende
ademas e) una fraccion fisiolégica del BMA, estando presente la fraccién dentro del material de coagulo coagulado
in situ, en el que las MSPCs estan presentes como un componente de la fraccion.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea BMA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
gueléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm,
b) un material de coagulo pre-coagulado presente dentro de los intersticios de los poros,
¢) un suplemento de MSG presente dentro del material de coagulo coagulado in situ,
d) un material de coagulo pre-coagulado presente dentro de los intersticios de los poros, y
e) una fraccion fisiolégica del BMA que tiene las MSPCs eliminadas de la misma,

en la que la fraccién esta presente dentro del material de coagulo pre-coagulado.

Preferiblemente, el material compuesto comprende ademas e) MSPCs, en las que las MSPCs estan predominante-
mente unidas sobre la superficie de la matriz porosa. En otras realizaciones, el material compuesto comprende
ademas e) MSPCs, en las que las MSPCs estan presentes como un componente de la fraccion. En otras realizacio-
nes, el material compuesto comprende ademas e) MSPCs, en las que las MSPCs estan presentes dentro del mate-
rial de coagulo coagulado in situ.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea BMA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
queléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm,
b) un material de coagulo coagulado in situ presente dentro de los intersticios de los poros,
¢) un suplemento de MSG presente dentro del material de coagulo coagulado in situ, y
d) una fraccion fisiolégica del BMA que tiene las MSPCs eliminadas de la misma,
en el que la fraccion fisioldgica esta presente dentro del material de coagulo coagulado in situ.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea BMA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
queléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm,

b) un material de coagulo coagulado in situ presente dentro de los intersticios de los poros,
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¢) un suplemento de MSG que comprende una fraccién fisiolégica del BMA, estando el suplemento de MSG
presente dentro del material de coagulo coagulado in situ, y

e) MSPCs predominantemente unidas a la superficie de la matriz porosa.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea BMA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
gueléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 um,

b) un material de coagulo coagulado in situ presente dentro de los intersticios de los poros,
¢) un suplemento de MSG libre de constituyentes obtenidos del BMA, y

d) MSPCs predominantemente unidas a la superficie de la matriz porosa.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea BMA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
gueléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm,

b) un material de coagulo pre-coagulado presente dentro de los intersticios de los poros,
c) MSPCs predominantemente presentes dentro del material de coagulo, y

d) un suplemento de MSG presente dentro del material de coagulo.

Preferiblemente, el material compuesto comprende ademas €) una fraccion fisioldgica del BMA que tiene MSPCs
eliminados de la misma. Preferiblemente, el material compuesto comprende ademas f) un primer material de coagulo
coagulado in situ, en el que la fraccién esta presente dentro del primer material gelificado in situ. En otras realizacio-
nes, el material compuesto comprende ademas €) una fraccion fisiolégica del BMA, estando presente la fraccion
fisiolégica dentro del material de coagulo pre-coagulado, en el que las MSPCs estan presentes como un componen-
te de la fraccion.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea BMA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
queléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 um,

b) un material de coagulo pre-coagulado presente dentro de los intersticios de los poros,

¢) un suplemento de MSG presente dentro del material de coagulo,

d) un material de coagulo coagulado in situ presente dentro de los intersticios de los poros, y
f) MSPCs presentes dentro del material de coagulo coagulado in situ,

Preferiblemente, el material compuesto comprende ademas f) una fraccion fisiolégica del BMA que tiene MSPCs
eliminados de la misma. Preferiblemente, la fraccidn esta presente dentro del primer material de coagulo cuagulado
in situ. En algunas realizaciones, el material compuesto comprende ademas f) una fraccion fisioldgica del BMA,
estando presente la fraccion fisioldgica dentro del material de coagulo pro-coagulado, en el que las MSPCs estan
presentes como un componente de la fraccion.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea MBA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
gueléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm,

b) un material de coagulo pre-coagulado presente dentro de los intersticios de los poros,
¢) un suplemento de MSG presente dentro del material de coagulo,

d) un material de coagulo coagulado in situ presente dentro de los intersticios de los poros,

e) una fraccion fisiolégica del BMA que tiene las MSPCs eliminados de la misma y presentes dentro del ma-
terial de coagulo cuagulado in situ, y
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f) MSPCs predominantemente unidas a la superficie de la matriz.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea MBA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
gueléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm,
b) un material de coagulo pre-coagulado presente dentro de los intersticios de los poros,

¢) un suplemento de MSG que comprende una fraccién fisiolégica del BMA, estando el suplemento de MSG
presente dentro del material de coagulo pre-coagulado, y

d) MSPCs predominantemente unidas a la superficie de la matriz porosa.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea MBA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
gueléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm,
b) un material de coagulo pre-coagulado presente dentro de los intersticios de los poros,
¢) un suplemento de MSG predominantemente unido a la superficie de la matriz,
d) una fraccion fisiolégica del BMA que tiene las MSPCs eliminadas de la misma,
en la que la fraccién esta presente dentro del material de coagulo coagulado in situ.

En algunas realizaciones, se proporciona un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a
partir de aspirado de médula 6sea MBA entero que tiene una proporcion nativa de células progenitoras musculoes-
gueléticas MSPCs, que comprende:

a) una matriz porosa que tiene un tamafio de poro promedio de al menos 20 pm,
b) un material de coagulo pre-coagulado presente dentro de los intersticios de los poros,
¢) un suplemento de MSG presente dentro del material de coagulo pre-coagulado, y
d) una fraccion fisiolégica del BMA que tiene las MSPCs eliminadas de la misma,
en la que la fraccién esta presente dentro del material de coagulo pre-coagulado.
Ejemplos

A continuacion, se presentan seis procedimientos a modo de ejemplo para proporcionar un compuesto de la presen-
te invencion. Cada uno de estos ejemplos usa como un material de partida una suspensién que comprende un recu-
brimiento de linfa cuajada entera. Sin embargo, pueden usarse otras suspensiones ricas en NBMC, tal como cual-
quier suspensién que tenga células de médula 6sea nucleadas NBMCs presentes en una poblacion de células al
menos 3 veces mayor que su proporcion nativa.

Ejemplo 1

En esta realizacion, las MSPCs estan selectivamente unidas a la matriz porosa, mientras que una porcién de los
constituyentes no adherentes del BMA (es decir, el efluente) estan suspendidos dentro de los intersticios de la ma-
triz.

Una suspension de recubrimiento de linfa cuajada entera concentrada se pasé o percoldé sobre un recipiente que
contenia la matriz porosa con el fin de retener las células que se adhieren a la matriz porosa. A continuacion, las
células no adherentes eluidas de la re-suspensién (por ejemplo, HCs, POs y RCs) pueden recogerse y volverse a
percolar sobre el recipiente, o bien una porcién de las mismas puede agregarse a la mezcla de células adherentes-
matriz porosa, con el fin de mantenerlas en suspensién. Los constituyentes no unidos de la suspension pueden ser
atrapados dentro de la suspension mediante la adiciéon a la mezcla de agentes gelificantes tal como fibrindgeno y
activadores gelificantes tal como trombina.

El material compuesto resultante contiene células MSG unidas (tales como MSPCs enriquecidas), plaquetas unidas,
células MSG libremente suspendidas (tal como ECs), y constituyentes de soporte libremente suspendidos (tal como
fibrinégeno).

De acuerdo con ello, se proporciona un procedimiento que comprende las etapas de:
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a) proporcionar una suspension que comprende células de médula 6sea nucleadas NBMCs presentes en
una poblacion de células al menos 3 veces mayor que su proporcion nativa (preferiblemente substancial-
mente libre de glébulos rojos y plasma), y opcionalmente fibrinbgeno, y opcionalmente un componente BMA
entero,

b) combinar la suspensién con una matriz porosa, y, opcionalmente,

c) agregar un activador de coagulacion a la suspension para formar un coagulo dentro de los intersticios de
la matriz porosa.

En otras realizaciones, se proporciona un procedimiento que comprende las etapas de:

a) proporcionar una suspension que comprende una suspension que comprende células de médula ésea
nucleadas NBMCs presentes en una poblacion de células al menos 3 veces mayor que su proporcion nati-
va, comprendiendo las NBMCs MSPCs y células no adherentes (y opcionalmente fibrinégeno, y opcional-
mente un componente BMA entero),

b) pasar la suspension a través de una matriz porosa para producir un material compuesto que comprende:
i) una matriz porosa, y
i) MSPCs unidas a la matriz porosa, y
iii) un efluente que comprende las células no adherentes,

c) suspender el efluente dentro de la matriz porosa, de manera que el material compuesto comprenda
ademas:

iv) células no adherentes libremente suspendidas, y, opcionalmente,
d) agregar un activador de coagulacion a la suspensién para formar un coagulo.
Ejemplo 2

En esta realizacion, las MSPCs concentradas se suspendieron libremente dentro de los intersticios de la matriz po-
rosa.

Una suspensién de recubrimiento de linfa cuajada entera concentrada se combiné con un material de plasma rico en
plaquetas y se introdujo en un recipiente de reaccién que permite la coagulacién de la suspension de células con un
plasma ricos en plaquetas.

De acuerdo con ello, se proporciona un procedimiento que comprende las etapas de:

a) proporcionar una suspension que comprende células de médula ésea nucleadas NBMCs presentes en
una poblacién de células al menos 2 veces mayor que su proporcion nativa (preferiblemente substancial-
mente libre de glébulos rojos y plasma), comprendiendo las NBMCs MSPCs,

b) mezclar la suspension con una composicion que comprende una cantidad eficaz de fibrinogeno para for-
mar un coagulo capaz de suspender libremente las NBMCs (comprendiendo la composicién preferiblemente
ademas factores de crecimiento (preferiblemente, PRP), para producir una mezcla.

La mezcla de célula y plasma rico en plaguetas de esta realizacién puede igualmente combinarse con una matriz
porosa en un recipiente de reaccion. Esta combinacion tendria el efecto de atrapar las MSPCs enriquecidas en la
suspension coagulada, pero no necesariamente en una forma adherente a la superficie del substrato poroso. De
acuerdo con ello, dependiendo del tiempo de coagulacion, el material compuesto podria tener unos constituyentes
MSPC suspendidos o parcialmente unidos.

En consecuencia, preferiblemente, este procedimiento comprende ademas las etapas de:
¢) combinar la mezcla con una matriz porosa para producir un material compuesto que comprende:
i) una matriz porosa,
i) un material de coagulo que ocupa los intersticios de la matriz porosa, y
iii) MSPCs libremente suspendidas dentro del material de coagulo.
En consecuencia, se proporciona un material compuesto que comprende:

i) una matriz porosa,
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i) un material de coagulo que ocupa los intersticios de la matriz porosa, y
iii) MSPCs libremente suspendidas dentro del material de coagulo.
Igualmente de manera preferible, este procedimiento comprende ademas las etapas de:
¢) combinar la mezcla con una matriz porosa para producir un material compuesto que comprende:
i) una matriz porosa,
if) un material de coagulo que ocupa los intersticios de la matriz porosa, y
iii) MSPCs parcialmente unidas a la matriz porosa.
Ejemplo 3

En esta realizacion, las MSPCs estan unidas a la matriz porosa, en tanto que los suplementos estan liboremente
suspendidos dentro de un coagulo dentro de los intersticios de la matriz porosa.

La suspension de recubrimiento de linfa cuajada entera concentrada se pas6 o percolé sobre un recipiente que con-
tenia la matriz porosa de una manera tal que permite la adherencia de las MSPCs a la matriz porosa, y la poblacion
no adherente de células y los componentes solubles se combinaron posteriormente con PRP. A continuacion, esta
combinacién se combind con la mezcla substrato poroso-NBMC y se agregé un activador de coagulacién para crear
un coagulo, el cual contiene tanto la mezcla de substrato-NBMC como los agentes bioactivos obtenidos a partir de
las plaquetas.

De acuerdo con ello, se proporciona un procedimiento que comprende las etapas de:

a) proporcionar una suspension que comprende una suspension que comprende células de médula ésea
nucleadas NBMCs presentes en una poblacion de células al menos 3 veces mayor que su proporcion nati-
va, comprendiendo las NBMCs MSPCs y células no adherentes, y opcionalmente fibrinégeno, y opcional-
mente un componente BMA entero),

b) pasar la suspension a través de una matriz porosa, para producir un primer material compuesto que
comprende:

i) una matriz porosa, y
i) MSPCs unidas a la matriz porosa, y
iii) un efluente que comprende las células no adherentes,

¢) combinar el efluente con una composiciéon que comprende una soluciéon que contiene fibrinégeno (y pre-
feriblemente plaguetas), para producir una mezcla.

Preferiblemente, este procedimiento comprende ademas las etapas de:

d) suspender la mezcla dentro de los intersticios de la matriz porosa del primer material compuesto, y, op-
cionalmente,

e) agregar un activador de coagulacion a la mezcla para formar un segundo material compuesto que com-
prende:

i) una matriz porosa, y
i) MSPCs unidas a la matriz porosa,
iii) un coagulo de fibrina dentro de los intersticios de la matriz porosa, (y opcionalmente)
iv) factores de crecimiento libremente suspendidos dentro del coagulo de fibrina.
De acuerdo con ello, se proporciona un segundo material compuesto que comprende:

i) una matriz porosa, y

ii) MSPCs unidas a la matriz porosa,

iii) un coagulo de fibrina dentro de los intersticios de la matriz porosa, (y opcionalmente)

iv) factores de crecimiento libremente suspendidos dentro del coagulo de fibrina.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2383753 T3

Ejemplo 4

El componente de recubrimiento de linfa cuajada entera concentrada se paso sobre la matriz porosa. A continuacion,
el material compuesto de matriz porosa-MSPC adherido se combind con una parte alicuota del BMA entero o una
fraccion fisiolégica del mismo (tal como PPP o PRP) con el fin de atrapar la composicion substrato-NMBC adherida
en un coagulo parcial conteniendo los elementos deseables de aspirado de médula ésea entera sin fraccionar, fres-
ca. La fracciéon no adherente de las NBMCs procedente del aislado de médula 6sea original puede agregarse igual-
mente a la composicién de médula ésea fresca-substrato poroso-NBMC.

De acuerdo con ello, se proporciona un procedimiento que comprende las etapas de:

a) proporcionar una suspension que comprende células de médula 6sea nucleadas NBMCs presentes en
una poblacion de células al menos 3 veces mayor que su proporcion nativa, comprendiendo las NBMCs
MSPCs y células no adherentes, (preferiblemente libres de glébulos rojos y plasma), y opcionalmente fi-
brindgeno,

b) pasar la suspension a través de una matriz porosa para producir (i) un primer material compuesto que
comprende la matrizy células NMBC adheridas, y (ii) un efluente que comprende células no adherentes:

c) agregar BMA entero al primer material compuesto para producir un segundo material compuesto, y op-
cionalmente

d) agregar el efluente al segundo material compuesto.
Preferiblemente, este procedimiento comprende ademas las etapas de:

e) agregar un activador de coagulacion al segundo material compuesto para formar un coagulo.
Ejemplo 5

En Muschler I, se describe un procedimiento que comprende una primera etapa de pasar el BMA entero a través de
una matriz porosa con el fin de retener y concentrar las MSPCs sobre la misma, y una segunda etapa de mezclado
mecanico de la combinacion de matriz porosa-MSPC con médula dsea coagulada. Sin embargo, se ha encontrado
que la etapa de mezclado mecanico afecta negativamente la integridad de la combinacién de matriz porosa-MSPC.

De acuerdo con ello, se proporciona a continuacién un procedimiento que comprende las etapas de:

a) mezclar una matriz porosa con particulas coaguladas obtenidas del BMA o de sangre para producir una
mezcla, y

b) pasar el BMA a través de la mezcla.
El material compuesto resultante comprende:
a) una matriz porosa,
b) una pluralidad de particulas de coagulo, y

¢) MSPCs unidas tanto a la superficie de la matriz porosa como a las superficies de las particulas de coagu-
lo.

Dado que la matriz porosa y las particulas de coagulo estan pre-mezcladas, las MSPCs permanecen unidas a la
matriz y las superficies de las particulas de coagulo.

La Tabla lll mas adelante, proporciona un resumen de la disposicién de los diferentes elementos bioactivos del ma-
terial compuesto de la presente invencion producidos mediante los cinco ejemplos directamente anteriores.

Ejemplo 6

El objetivo de este ejemplo profético es generar un material para injerto obtenido de células de médula ésea que es
superior a las caracteristicas de formacion 6sea in vivo de aspirado de médula 6sea fresca.

En primer lugar, se obtuvo una muestra de 20 ml de médula ésea humana mediante técnicas de aspiracion conven-
cionales. En segundo lugar el aspirado se dividié en dos porciones. La Porcion #1 contenia 16 ml de aspirado de
médula 6sea y se us6 para generar un recubrimiento de linfa cuajada (es decir, la porciéon NBMC aislada del aspira-
do). La Porcién #2 contenia 4 ml de aspirado e inicialmente se mantuvo sin fraccionar. En tercer lugar, se generé un
recubrimiento de linfa cuajada mediante un medio de gradiente de densidad apropiado, tal como centrifugacion.
Después del aislamiento de las células de recubrimiento de linfa cuajada de la Porcion #1 (por ejemplo, mediante
separacion de las fracciones no elegidas mediante pipeta), se agregd solucion salina a la porcion de recubrimiento
de linfa cuajada para re-suspender el recubrimiento de linfa cuajada y formar un volumen de 16 ml. Esta re-
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suspension deberia contener una proporciéon nativa de NBMC. En cuarto lugar, el recubrimiento de linfa cuajada re-
suspendido y las suspensiones de BMA enteros se mezclaron de acuerdo con los voliumenes listados en la Tabla |, y
las mezclas se centrifugaron para producir fracciones de la mezcla recubrimiento de linfa cuajada/célula de médula
Osea entera. A continuacion, el sobrenadante de esta mezcla centrifugada se elimind para obtener una fraccién
concentrada de la mezcla de recubrimiento de linfa cuajada/célula de médula 6sea entera. En quinto lugar, el granu-
lo se re-suspendié o bien con solucién salina o bien con PRP de acuerdo con la Tabla I. Dando por supuesto que la
eliminacion de las porciones de plasma y RBC tiene como efecto una potenciacién de 19X en la proporcion de recu-
brimiento de linfa cuajada, esta re-suspension deberia contener proporciones concentradas de NBMC (es decir, en
el entorno de 7-16 veces las proporciones nativas de las NBMCs). En sexto lugar, las formulaciones de granulo re-
suspendidas se cargaron dentro de vehiculos de suministro, y se aplicé un vacio al vehiculo cargado para extraer el
aire atrapado dentro del vehiculo. En séptimo lugar, en los vehiculos que contenian PRP, se agreg6 trombina a los
vehiculos para formar coagulos. En octavo lugar, se implantaron quirargicamente los implantes.

TABLA Il
Ndmero de Parte alicuota de recubri- | Parte alicuota del Parte alicuota de Concentracion de recu-
ensayo miento de linfa cuajada BMA entero (ml) solucion salina/PRP brimiento de linfa cuajada
(ml) (ml)

1 4 0 1 ~16X nativa
2 3 0 1 ~15X nativa
3 2 0 1 ~13X nativa
4 1 0 1 ~10X nativa
5 3 1 1 ~12X nativa
6 2 1 1 ~10X nativa
7 1 1 1 ~07X nativa
8 0 1 1 ~0,5X nativa
9 0 0 1 0

En algunas realizaciones, se proporciona un sistema preferido de desechables para uso en combinacién con la
combinacién deseada de componentes bioactivos descritos anteriormente. Un recipiente que contiene una primera
abertura en un primer extremo con un didmetro suficiente para permitir el movimiento de la combinacién de fluidos a
través del mismo, y, en un segundo extremo, una valvula normalmente cerrada que se puede abrir para aliviar la
presion de dentro del recipiente cuando un componente fluido se mueve a través del recipiente y la porosidad de la
matriz contenida dentro de él. Esta valvula puede comprender una llave de tres vias convencional. Como alternativa,
puede usarse un filtro que tenga una porosidad suficientemente fina como para permitir el paso del aire pero no del
material celular (por ejemplo, un filtro de 0,22 micrometros), en lugar de la valvula como un modo de mantenimiento
de un medioambiente estéril dentro del recipiente. Ademas, el uso del filtro asegura que se evita el flujo de las célu-
las a través del mismo. De acuerdo con ello, esta realizacion permite la introduccion de una solucion dentro del reci-
piente que contiene el substrato poroso y alivia la presion atmosférica de dentro del recipiente al tiempo que mantie-
ne la esterilidad.

El dltimo producto comprende una mezcla de substrato poroso-NBMC, el cual puede estar opcionalmente embebido
dentro de un coagulo de médula 6sea o gel de plaquetas. A continuacion, este material para injerto puede extruirse a
partir del recipiente e implantarse directamente dentro del sitio que requiere aumento de tejido 6seo.
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REIVINDICACIONES

1. Un material compuesto para injerto musculoesqueletogénico MSG hecho a partir de aspirado de médula 6sea
BMA entero aut6logo que tiene proporciones nativas de células progenitoras musculoesqueléticas MSPCs y un
constituyente de soporte que comprende una primera fraccién del BMA que comprende:

i) MSPCs presentes en la primera fraccion en una proporcién mayor que su proporcién nativa en el BMA en-
tero, y

ii) una proporcién reducida del constituyente soporte, y

caracterizado porque el material compuesto para injerto incluye una segunda fraccion del BMA que es una fraccién
fisiolégica tal que puede obtenerse mediante centrifugacion del BMA entero sin tratamiento adicional, para separar
los diversos constituyentes presentes en dicha fraccion, en el cual el constituyente de soporte esta presente en la
segunda fraccion en una proporcién mayor que su proporcion nativa en el BMA entero,

en el cual la concentracion de al menos uno de los componentes nativos de la primera y segunda fracciones del
BMA es menor que la del BMA entero.

2. Un material compuesto para injerto tal como se reivindica en la reivindicaciéon 1, en el cual la primera fraccién
comprende una fraccion fisiolégica del BMA tal como puede obtenerse mediante centrifugacion del BMA entero sin
tratamiento adicional, para separar los diversos constituyentes presentes en dicha fraccion.

3. Un material compuesto para injerto tal como se reivindica en la reivindicacion 1, en el cual la primera fraccién
comprende una matriz porosa y las MSPCs estan adheridas a la matriz porosa.
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