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DESCRIPCION
Formulacién de esmalte con amelogenina

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a una nueva y mejorada formulacion de baja concentracion de una sustancia del
esmalte activa, tal como una matriz del esmalte, derivado de la matriz del esmalte y/o una proteina de la matriz del
esmalte que comprende al menos un fragmento de amelogenina, destinada a usarse como una formulacion
farmacéutica o terapéutica. En la presente invencion, dicha sustancia del esmalte activa se incorpora a la matriz
polimérica, en particular destinada para usar en reparacion, regeneracion y/o remodelado tisular, para inducir la
unién entre partes de tejido mineralizado vivo, para unir una pieza de tejido mineralizado vivo a un sitio de union
sobre una pieza de otro tejido vivo, para mejorar la curacién de una herida en la piel 0 mucosa, para prevenir o tratar
una infeccion o una enfermedad inflamatoria, para la formacién o regeneracion de dentina, para favorecer la toma de
un injerto, para tratar neoplasmas benignos derivados epitelialmente, semi-malignos o malignos, para la induccion
de apoptosis, o para rellenar una cavidad de herida y/o un defecto tisular después de un procedimiento y/o trauma,
tal como cirugia citorreductora.

En la presente invencion, la sustancia del esmalte activa que comprende al menos un fragmento de amelogenina se
puede incorporar a la matriz polimérica de manera que se libera por degradacion de la matriz polimérica por accion
enzimatica y/o por difusion. Dicha matriz polimérica es adecuada para crecimiento interno celular, u oclusiéon de
células.

Por tanto la invencion comprende en particular una formulacién farmacéutica o terapéutica de una sustancia del
esmalte activa que comprende al menos un fragmento de amelogenina a una concentracién total inferior en la
formulacion, donde una regulacion espacial y/o selectiva de liberacion de dicha sustancia del esmalte activa permite
que se libere un mayor porcentaje de la sustancia del esmalte activa en el momento de la apropiada actividad
celular.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las sustancias del esmalte activas de la presente invencién (la expresion “una sustancia del esmalte activa” se usa
en el presente contexto para una matriz del esmalte, un derivado de la matriz del esmalte y/o una proteina de la
matriz del esmalte que comprenden al menos un fragmento de amelogenina), pueden inducir no solamente uno, sino
una cascada organizada de factores, encontrados naturalmente en tejidos que se desarrollan adyacentes a la matriz
del esmalte. Mimetizan el medio natural de un tejido en desarrollo y por tanto mimetizan un estimulo natural para la
regeneracion tisular, diferenciacion y/o maduracion celular.

Las proteinas de la matriz del esmalte, presentes en la matriz del esmalte, son la mayor parte muy conocidas como
precursoras del esmalte. Antes de la formacién del cemento, las proteinas de la matriz del esmalte se depositan
sobre la superficie de la raiz en el extremo apical de la raiz dental en desarrollo. Hay evidencia de que la matriz del
esmalte depositada es el factor iniciador para la formaciéon de cemento. Nuevamente, la formacién de cemento en si
misma estad asociada al desarrollo del ligamento periodontal y hueso alveolar. Como se ha demostrado por los
presentes inventores antes de la presente invencion, las proteinas de la matriz del esmalte pueden, por tanto,
potenciar la regeneracién periodontal mediante la imitacion del desarrollo de la fijacion natural en el diente
(Gestrelius S, Lyngstadaas SP, Hammarstrem L. Regeneracion periodontal con Emdogain basada en el
biomimetismo. Clin Oral Invest 4:120-125 (2000)).

La matriz del esmalte estd compuesta por un nimero de proteinas, tales como amelogeninas, enamelina, proteina
de penachos del esmalte, proteasas, y albumina. Las amelogeninas, el constituyente mayoritario de la matriz del
esmalte, son una familia de proteinas hidrofébicas derivadas de un solo gen mediante corte y empalme alternativo y
proceso post-secretor controlado. Estdn muy conservadas a lo largo de la evolucion de los vertebrados y presentan
un alto nivel de homologia secuencial entre todos los vertebrados superiores examinados (aproximadamente 80%).
De hecho, las secuencias del gen transcrito de amelogenina de porcino y humana difieren solamente en 4% de las
bases, Por tanto, las proteinas de la matriz del esmalte, aunque de origen porcino, se consideran “propias” cuando
se encuentran en el cuerpo humano y pueden potenciar la regeneracién dental en humanos sin desencadenar
respuestas alérgicas u otras reacciones no deseadas.

Los derivados de la matriz del esmalte (por ejemplo EMD), en forma de un purificado extracto acido de proteinas de
la matriz del esmalte de porcino, se han usado previamente con éxito para restablecer el ligamento periodontal
funcional, cemento y hueso alveolar en pacientes con grave pérdida de fijacién dental (Hammarstrém et al., 1997,
Journal of Clinical Periodontology 24, 658-668).

Ademas, en estudios sobre células del ligamento periodontal cultivadas (PDL) se demostr6 que la velocidad de
fijacion, crecimiento y metabolismo de estas células aument6 significativamente cuando estuvieron presentes EMD
en los cultivos. También, las células expuestas a EMD mostraron mayor sefalizacion por cAMP intracelular y
produccién autocrina de factores de crecimiento en comparacién con los controles. Por otra parte las células
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epiteliales, aunque aumentaba la sefalizacién por cAMP y secrecién de factores de crecimiento cuando estaban
presentes los EMD, fueron inhibidas tanto en la proliferacion como en el crecimiento (Lyngstadaas et al., 2001,
Journal of Clinical Periodontology 28, 181-188).

En la literatura de patentes se ha descrito previamente que proteinas de la matriz del esmalte y derivados de la
matriz del esmalte (EMD) son capaces de inducir la formacion de tejido duro (por ejemplo, formacion de esmalte,
patente de US No. 4.672.032 (Slavkin)), apoyar la unién entre tejidos duros (EP-B-0 337 967 y EP-B-0 263 086),
favorecer la curacion de heridas abiertas tales como de piel y mucosa, tener un efecto beneficioso en el tratamiento
de enfermedades infecciosas e inflamatorias (EPO 1, 1059934 y EPO I, 01201915.4), inducir la regeneracion de la
dentina (WO 01/97834), facilitar la toma de un injerto (WO 00/53197), inducir apoptosis en el tratamiento de
neoplasmas (WO 00/53196), y facilitar el relleno de una cavidad de herida y/o defecto tisular después de un
procedimiento y/o trauma, tal como una cirugia citorreductora (WO 02/080994).

Para la reparacién o regeneracion tisular, como se ejemplifica en las indicaciones médicas para EMD descritas
anteriormente, las células deben migrar a un lecho de herida, proliferar, diferenciarse, y formar una configuracion
tisular final. Poblaciones de células multiples deben participar frecuentemente en esta respuesta morfogenética.

Sin embargo, cualquiera de los efectos o usos descritos anteriormente de sustancias del esmalte activas, tales como
la matriz del esmalte, derivados de la matriz del esmalte y/o proteinas de la matriz del esmalte, han sido
documentados para formulaciones de sustancia del esmalte activas a concentraciones relativamente altas. Siendo
una concentracion tipica entre 10-30 mg/ml.

Se ha demostrado que la baja concentracion de EMP o amelogenina es eficaz en modelos in vitro, a 1 mg/ml, sin
embargo todos los experimentos in vivo sobre pacientes reales se realizaron con dosificaciones que variaban desde
3 mg/ml a 30 mg/ml. (ver www.molnlycke.com/Files/XelmaResources/Full_report.pdf).

Ningun efecto ha podido observarse hasta ahora con formulaciones de sustancia del esmalte activas a
concentraciones inferiores. Sin desear limitar la presente invencion a una teoria especifica, esto es potencialmente
debido al hecho de que todas las formulaciones farmacéuticas y/o cosméticas usadas hasta ahora se han destinado
a liberar la sustancia del esmalte activa de una manera incontrolada.

Anélogamente, para poder bajar la dosificacion de factor de crecimiento de fibroblastos basico administrado, se
disefaron dispositivos de liberacién controlada basados en el uso de heparina inmovilizada para secuestrar el factor
de crecimiento. Por ejemplo, Edelman et al. (Biomaterials 1991 September; 12(7):619-26) usaron perlas de
SEPHAROSE™ conjugada con heparina dentro de alginato. Las perlas sirvieron como depdsitos que liberaban
factor de crecimiento de fibroblastos basico (“OFGF”) lentamente, basado en la unién y disociacion de bFGF con
heparina.

Se ha demostrado también que péptidos con bi-dominios, que contienen una secuencia sustrato de factor Xllla y
una secuencia peptidica bioactiva, se pueden entrecruzar en geles de fibrina y que el péptido bioactivo retiene su
actividad celular in vitro (Schense, J. C., et al. (1999) Bioconj. Chem. 10:75-81).

Ademas, en los documentos US 2003/0187232 y US 2003/0166833 se demostro la incorporacién de proteinas de
factores de crecimiento integras en matrices de proteinas o polisacaridos basada en la unién de heparina a una
matriz por métodos covalentes o no-covalentes, para formar una matriz de heparina. Después la heparina enlazé no-
covalentemente factores de crecimiento con afinidad por la heparina a la matriz proteica. También se demostrd que
una proteina de fusiéon contenia una regién reticulante tal como un sustrato de factor Xllla y la secuencia proteica
nativa. Se postuld que la incorporaciéon de enlaces degradables entre la matriz y los factores bioactivos es
particularmente til para liberacién duradera de farmacos.

La presente solicitud se refiere a los efectos beneficiosos de una formulacién nueva y mejorada de sustancias del
esmalte activas, aplicable a todos los usos médicos, terapéuticos y cosméticos mencionados anteriormente, donde
dicha sustancia del esmalte activa que comprende al menos un fragmento de amelogenina se incorpora a una matriz
proteica, matriz sintética y/o matriz polisacaridica, andlogas a las matrices mostradas en los documentos US
2003/0187232 y US 2003/0166833, que incluyen combinaciones de dos o mas de las matrices anteriores, de
manera que la sustancia del esmalte activa se libera por degradacién de la matriz y/o por accién enzimatica y/o
difusién, por tanto reduciendo efectivamente la dosis total necesaria en la formulacién y facilitando una regulacion
espacial de liberacién, lo que permite que se libere un mayor porcentaje de la sustancia del esmalte activa en el
momento apropiado de la actividad celular.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion revela por primera vez una formulacién farmacéutica o terapéutica de baja concentracion para
administrar una sustancia del esmalte activa, que comprende una matriz polimérica que puede ser adecuada para el
crecimiento o crecimiento interno celular, o ser oclusiva de células, y al menos una sustancia del esmalte activa que
comprende al menos un fragmento de amelogenina, donde la concentracion de dicha sustancia del esmalte activa
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en la formulacién no es mayor que 1 mg/ml, tal como aproximadamente 1 mg, o menor que 1 mg/ml, tal como menor
que 750 ug/ml, 500 pug/ml, 250 pg/ml, 150 ug/ml, 100 ug/ml, 50 pg/ml, 25 pug/ml, 20 ug/ml, 10 pg/ml, 5 ug/ml, o 1
ug/ml.

La presente invencion proporciona productos y métodos para reparacion, regeneracion, o remodelacion de tejidos
duros y blandos, en particular para crecimiento 6seo y dental, usando matrices poliméricas naturales y/o sintéticas
que tienen una sustancia del esmalte activa, que comprende al menos un fragmento de amelogenina, incorporada o
encerrada en ellas de modo que se puede liberar. Las matrices poliméricas son biocompatibles y/o biodegradables.
Se pueden formar in vitro o in vivo en el momento de la implantaciéon. Una matriz polimérica tipica es adecuada para
crecimiento o crecimiento interno celular, o ser oclusiva de células, dependiendo del tamafio de los poros de la
matriz. La sustancia del esmalte activa se puede incorporar, fijar y/o incluir en las matrices poliméricas, reteniendo
no obstante su bioactividad completa. Mas aun, la sustancia del esmalte activa se puede incorporar, fijar y/o incluir
de modo que se puede liberar usando técnicas que proporcionan control sobre el momento de liberacion y/o el grado
en el que la sustancia del esmalte activa es liberada. Tal formulaciéon se puede usar por ejemplo directamente o
indirectamente para reparacion tisular, usando la matriz polimérica como un vehiculo de liberacién controlada.

Las formulaciones que comprenden las sustancias del esmalte activas descritas antes de la presente invencién se
administran muy habitualmente a concentraciones sustancialmente mayores que las concentraciones previstas en el
presente documento, tales como a concentracion de al menos 30 mg/ml de dicha sustancia del esmalte activa. Mas
aun, se ha establecido en este campo que las formulaciones que comprenden menos de 5 mg de proteina/ml son de
hecho insuficientes, como se documenta en el ejemplo 1 para EMD, que se formula en un gel convencional de PGA.

Como se documenta de modo convincente en los ejemplos, los inventores pudieron demostrar sorprendentemente
que la nueva formulacién de baja concentracién que comprende una matriz polimérica y una sustancia del esmalte
activa, que comprende al menos un fragmento de amelogenina, permite una reduccién de la concentracion
necesaria de la sustancia del esmalte activa a entre 1 pg/ml y 1 mg/ml, tal como entre 100 ug/ml y 500 ug/ml, 50
pug/mly 250 ug/ml, 50 pg/mly 150 pg/ml, 10 ug/ml y 200 pg/ml, 10 ug/mly 100 ug/ml, 5 ug/mly 100 pg/ml, 1 ug/mly
50 ug/ml, o incluso menos.

La matriz polimérica relacionada con la presente invencién esta formada por moléculas precursoras que se reticulan
en una red polimérica ibnicamente, covalentemente, o por combinacién de ambos modos, o por hinchamiento de
uno o mas material(es) polimérico(s), o por ligaduras fisicas, por ejemplo por puntos de reticulacién formados a
través de agregacién de bloques extremos a través de diferencias de fase o solubilidad. En una primera realizacién
de la presente invencion, dicha matriz forma una red polimérica que tiene suficiente espaciado inter-polimero para
permitir crecimiento, crecimiento interno y/o migracion de células en la matriz. Tipicamente, en esta realizacion
particular, la matriz polimérica reticulada forma un gel. En una segunda realizacion de la presente invencion, dicha
matriz forma una red polimérica con un tamafno de poro estrecho, que ocluye el crecimiento interno y/o migracién de
células a la matriz y que es suficientemente estrecho para restringir la sustancia del esmalte activa dentro de la
matriz. Ademas, aun en otra realizacion, dicha segunda realizacién puede degradarse en el tiempo para contener
suficiente espaciado inter-polimero para permitir crecimiento, crecimiento interno y/o migraciéon de células a la
matriz.

Las dos realizaciones especificas de la presente invencion anteriormente descritas sirven a fines especificos y
diferentes, y por tanto son alternativamente preferibles dependiendo del pretendido uso de la formulacion de baja
concentracion de las sustancia del esmalte activas que comprenden al menos un fragmento de amelogenina. Por
ejemplo, se puede preferir una forma de matriz oclusiva de células cuando la intencién de uso es proporcionar una
barrera biodegradable que impide al tejido blando circundante interaccionar con la region a proteger, lo que evitara
por ejemplo la infeccién de una herida. En otro ejemplo se prefiere especialmente esta forma cuando se busca una
funcion de barrera durante el tiempo de curacién completa para la regeneracion eficaz del hueso, tal como en un
defecto de lecho del implante. Tal realizacién puede tomar la forma de una membrana. Ademas, tal matriz preferida
se puede disefar, por ejemplo, para incluir sitios predestinados para degradacién enzimatica o hidrolitica, y por tanto
con el tiempo se vuelve invasiva a las células. Por otra parte, si por ejemplo una herida de tejido blando o una
cavidad de herida resultante de cirugia citorreductora se ha de rellenar con una formulacion de baja concentracion
que comprende una sustancia del esmalte activa que comprende al menos un fragmento de amelogenina, el
crecimiento interno y/o migracién celular es beneficioso para la curacién de dicha herida, y asi tipicamente se
prefiere una formulacién en gel que tiene un tamafio de poro que es suficientemente grande para permitir
crecimiento interno y/o migracion celular. Nuevamente, los geles tipicos de PEG no siempre comienzan con tamafos
de poro que son suficientemente grandes para permitir crecimiento interno y/o migraciéon celular, pero se pueden
disenar en el tiempo, por ejemplo tras la degradacion enzimatica por enzimas liberadas por invasion o células
adyacentes, o por degradacién hidrolitica 0 mecéanica para contener tamanos de poro suficientemente grandes para
permitir crecimiento interno y/o migracion celular. También, en algunas aplicaciones, dichas dos formas especificas
podrian ser intercambiables, o usadas conjuntamente.

En una realizacion, la matriz polimérica esta formada por proteinas, preferiblemente proteinas presentes
naturalmente en el paciente en el que se ha de implantar la matriz polimérica. Una proteina natural de matriz
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polimérica especialmente preferida es la fibrina, aunque se pueden usar también matrices poliméricas producidas a
partir de otras proteinas, tales como colageno y gelatina. Se pueden usar también polisacaridos y glicoproteinas
para formar la matriz polimérica.

En otra realizacion también preferida se usan polimeros sintéticos para formar la matriz polimérica que se reticulan
por enlace i6nico o covalente o fisico.

El material de la matriz polimérica es preferiblemente biodegradable por enzimas naturalmente presentes o por
hidrélisis. Ademas la velocidad de degradacién se puede manipular por el grado de reticulaciéon y la inclusiéon de
inhibidores de proteasas en la matriz polimérica. Los sitios degradables permiten mas liberacién especifica de la
sustancia del esmalte activa de las matrices. Por ejemplo, la degradacion basada en actividad enzimatica permite la
liberacion de una sustancia del esmalte activa, que comprende al menos un fragmento de amelogenina, para ser
controlada por un proceso celular tal como proteolisis localizada mas que por difusion de la sustancia del esmalte
activa a través del gel. El sitio o enlace degradable se escinde por enzimas liberadas por células que invaden la
matriz polimérica o que la circundan. Esto permite a las sustancias del esmalte activas, que comprenden al menos
un fragmento de amelogenina, ser liberadas a diferentes velocidades dentro del mismo material dependiendo de la
localizacién de las células dentro del/adyacentes al material.

La actividad proteolitica especifica celular es, por ejemplo, vital en las aplicaciones que transcurren durante largos
periodos de tiempo. Una liberacién controlada de la sustancia del esmalte activa que comprende al menos un
fragmento de amelogenina como se ha descrito en este documento, reduce eficazmente la cantidad de sustancia del
esmalte activa total necesaria, puesto que su liberacién esta controlada por procesos celulares. La conservacion de
la sustancia del esmalte activa y su biodisponibilidad son ventajas distintas de explotar la actividad proteolitica
especifica celular respecto al uso de dispositivos de liberacién controlada por difusién que caracteristicamente da
por resultado la pérdida de una cantidad significativa de sustancia del esmalte activa en un arranque inicial de
liberacién.

DESCRIPCION DETALLADA
Sustancias del esmalte activas

La matriz del esmalte es un precursor del esmalte y se puede obtener a partir de cualquier fuente natural relevante,
es decir, un mamifero en el que los dientes estan en desarrollo. Una fuente adecuada es desarrollar dientes a partir
de animales sacrificados tales como, por ejemplo, terneros, cerdos o corderos. Otra fuente es, por ejemplo, la piel de
pescado. En el presente contexto, la expresion “sustancia del esmalte activa” se usa para abarcar la matriz del
esmalte, derivados de la matriz del esmalte y/o proteinas de la matriz del esmalte no discriminantes de su fuente.

La matriz del esmalte se puede preparar a partir de dientes en desarrollo como se ha descrito previamente (EP-B-0
337 967 y EP-B-0 263 086). La matriz del esmalte se recoge por raspado y los derivados de la matriz del esmalte se
preparan, por ejemplo, por extraccion con disolucion acuosa tal como un tampdn, un &cido o base diluidos, o una
mezcla de agua/disolvente, seguido por exclusion de tamafos, desalado u otras etapas de purificacién, seguido
alternativamente por liofilizacién. Alternativamente las enzimas se pueden desactivar por tratamiento con calor o
disolventes, en cuyo caso los derivados se pueden almacenar en forma liquida sin liofilizacion.

Como una fuente alternativa de los derivados o proteinas de la matriz del esmalte se pueden usar también rutas
sintéticas generalmente aplicables, muy conocidas por el profesional, o usar células eucariotas y/o procariotas
cultivadas modificadas por técnicas de DNA. Por tanto las proteinas de la matriz del esmalte pueden ser de origen
recombinante y/o sintético (ver, por ejemplo, Sambrook, J. et al.: Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1989).

Asi, un aspecto de la presente invencion se refiere a una formulacién farmacéutica y/o terapéutica para administrar
una sustancia del esmalte activa, que comprende una matriz polimérica y al menos una proteina recombinante o
sintética seleccionada del grupo de sustancia del esmalte activas que comprenden al menos un fragmento de
amelogenina, que se pueden modificar quimicamente. En una realizacion preferida, dicha proteina tiene al menos un
residuo de cisteina que esta situado en el N-terminal, o C-terminal, de dicha proteina.

En el presente contexto, los derivados de la matriz del esmalte son derivados de la matriz del esmalte que incluyen
una o varias proteinas de la matriz del esmalte, que comprenden al menos un fragmento de amelogenina, o partes o
fragmentos de tales proteinas producidas naturalmente por empalme o proceso alternos, o por escisiéon enzimatica o
quimica de una proteina de longitud natural, o por sintesis de polipéptidos in vitro o in vivo (por ejemplo, métodos de
DNA recombinante y/o cultivo de células diploides). Los derivados de proteinas de la matriz del esmalte incluyen
también polipéptidos o proteinas relacionadas con la matriz del esmalte que comprenden al menos un fragmento de
amelogenina. Los polipéptidos o proteinas se pueden unir a una adecuada molécula vehiculo biodegradable tal
como acidos poliaminicos o polisacaridos, o sus combinaciones. Ademas, la expresién derivados de la matriz del
esmalte abarca también sustancias analogas sintéticas que comprenden al menos un fragmento de amelogenina.
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Las proteinas son macromoléculas biolégicas constituidas por residuos aminoacidicos unidos conjuntamente por
enlaces peptidicos. Las proteinas, como polimeros lineales de aminoacidos, se llaman también polipéptidos.
Tipicamente, las proteinas tienen 50-800 residuos aminoacidicos y por tanto tienen pesos moleculares en el
intervalo de desde aproximadamente 6.000 hasta aproximadamente varios centenares de miles de Dalton o mas.
Las proteinas pequefas se llaman péptidos u oligopéptidos.

Las proteinas de la matriz del esmalte son proteinas que normalmente estan presentes en la matriz del esmalte, es
decir, el precursor del esmalte (Ten Cate: Oral Histology, 1994; Robinson: Eur. J. Oral Science, Jan. 1998, 106
Suppl. 1:282-91), o proteinas, péptidos o fragmentos de tales proteinas que se pueden obtener por escision de tales
proteinas. En general, tales proteinas tienen un peso molecular por debajo de 120.000 Dalton e incluyen
amelogeninas, no-amelogeninas, no-amelogeninas ricas en prolina y tuftelinas.

Los ejemplos de proteinas para usar de acuerdo con la invencion son amelogeninas, fragmentos y sus derivados, y
sus mezclas. Una preparacion que contiene una sustancia del esmalte activa para usar de acuerdo con la invencion
puede contener también al menos dos de las sustancias proteinicas mencionadas anteriormente. Ademas, algunas
de las proteinas para usar de acuerdo con la invencién se encuentran en el producto comercializado EMDOGAIN®
(BIORA AB, Suecia).

EMDOGAIN® (BIORA AB, S-205 12 Malmg, Suecia), un derivado de la matriz del esmalte muy conocido en la
técnica, contiene 30 mg de proteina de la matriz del esmalte, calentada durante 3 horas a aproximadamente 80°C
con el fin de inactivar proteasas residuales, por 1 ml de Disoluciéon Vehiculo (Alginato de Propilenglicol), que se
mezclan antes de la aplicacion a menos que la proteina y el vehiculo se prueben por separado. La relacion en peso
es aproximadamente 80/8/12 entre los principales picos proteicos a 20, 14, y 5 kDa, respectivamente.

En general, las proteinas mayoritarias de una matriz del esmalte se conocen como amelogeninas. Estas constituyen
aproximadamente 90% peso/peso de las proteinas de la matriz. EI 10% peso/peso restante incluye no-amelogeninas
ricas en prolina, tuftelina, proteinas de penachos del esmalte, proteinas de suero y al menos una proteina salivar; sin
embargo también pueden estar presentes otras proteinas tales como, por ejemplo, amelina (ameloblastina,
sheathlina) que se han identificado en asociacién con la matriz del esmalte. Ademas, las diversas proteinas se
pueden sintetizar y/o procesar en varios tamanos diferentes (es decir, diferentes pesos moleculares). Asi, se ha
descubierto que las proteinas dominantes en la matriz del esmalte, amelogeninas, existen en varios tamanos
diferentes que forman conjuntamente agregados supramoleculares. Ellas son sustancias notablemente hidrofébicas
que bajo condiciones fisiologicas forman agregados. Pueden llevar o ser vehiculos de otras proteinas o péptidos. El
tamano de los agregados es variable, que comprende una media de tamafo entre aproximadamente 10 nm y 100
um, 100 nm-10 um, o 50 nm-1 um, frecuentemente mayores, tales como entre 100 nm-100 um, 20 nm-100 um, 25
nm-100 um, 50 nm-100 um, 10-100 nm, 10-25 nm, 100-50 nm, 20-30nm, 20-50 nm, 20-60 nm, 25-45 nm, 25 nm-50
nm, 25 nm-75 nm, 50 nm-75 nm, etc. En general, el tamano de los agregados puede ser variable, dependiendo
también de la concentracion de proteinas, péptidos y/o fragmentos en una disolucidon/matriz dada y de la presencia
de otras sustancias en la matriz.

Por tanto la invencioén se refiere a una formulacion farmacéutica o terapéutica que comprende una amelogenina, y/o
al menos un fragmento y/o un sub-fragmento de una amelogenina.

Otra realizacion también preferida se refiere ademas a una formulacion farmacéutica o terapéutica que comprende
una pre-pro amelogenina.

También se consideran que son adecuadas otras sustancias proteicas/polipeptidicas para usar de acuerdo con la
presente invencién. Los ejemplos incluyen proteinas o fragmentos de proteinas tales como proteinas ricas en prolina

y poli(prolina).

Otros ejemplos de sustancias que se consideran adecuadas para usar de acuerdo con la presente invencién son los
agregados de tales proteinas, de derivados de la matriz del esmalte y/o de proteinas de la matriz del esmalte asi
como metabolitos de la matriz del esmalte, de derivados de la matriz del esmalte y proteinas de la matriz del
esmalte. Los metabolitos pueden ser de cualquier tamarfio, que varia desde el tamafo de las proteinas hasta el de
péptidos cortos.

Las proteinas, polipéptidos, péptidos y/o sub-fragmentos de ellos, relacionados con esta invencién, pueden estar en
una forma sustancialmente aislada o purificada. Se entenderd que las proteinas, polipéptidos, péptidos y/o sub-
fragmentos de ellos se pueden mezclar con vehiculos o diluyentes, que no interferiran con el pretendido fin de las
proteinas, polipéptidos, y/o sub-fragmentos de ellos y que sin embargo se consideraran como sustancialmente
aislados. Tal forma sustancialmente purificada comprendera generalmente la proteina, péptido y/o fragmento de
ellos en una preparacion en la que mas del 90%, por ejemplo 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de la proteina de la
preparacién es una proteina, polipéptido, péptido y/o fragmento de la invencion.

Ademas, cualquier secuencia aminoacidica que es al menos 70% idéntica, tal como ser al menos 72%, 75%, 77%,
80%, 82%, 85%, 87%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% O 99% idéntica a la secuencia
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aminoacidica de una proteina, polipéptido, péptido y/o sub-fragmento de una sustancia del esmalte activa que
comprende al menos un fragmento de amelogenina de acuerdo con la invencién, se considera también que esta
dentro del alcance de la presente invencion.

Por una proteina, polipéptido, péptido y/o fragmento de ellos que tiene una secuencia aminoacidica al menos 95%,
por ejemplo, idéntica a una secuencia aminoacidica de referencia, se entiende que la secuencia aminoacidica de por
ejemplo el polipéptido es idéntica a la secuencia de referencia excepto que la secuencia aminoacidica puede incluir
hasta 5 mutaciones puntuales por cada 100 aminoacidos de la secuencia aminoacidica de referencia. En otras
palabras, para obtener un polipéptido que tiene una secuencia aminoacidica al menos 95% idéntica a una secuencia
aminoacidica de referencia: hasta 5% de los aminoacidos de la secuencia de referencia se pueden suprimir o
sustituir con otro aminoacido, o un nimero de aminoacidos de hasta 5% de los aminoacidos totales de la secuencia
de referencia se puede insertar en la secuencia de referencia. Estas mutaciones de la secuencia de referencia
pueden ocurrir en las posiciones amino- o carboxi-terminales de la secuencia aminoacidica de referencia o en
cualquier sitio entre las posiciones terminales, esparcidas individualmente entre aminoacidos de la secuencia de
referencia 0 en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia.

En la presente invencion, un programa de algoritmos locales es muy adecuado para determinar la identidad. Los
programas de algoritmos locales (tales como Smith-Waterman) comparan una subsecuencia de una secuencia con
una subsecuencia de una segunda secuencia, y encuentran la combinacién de subsecuencias y el alineamiento de
esas subsecuencias que produce la mayor puntuacion de similitud global. Los huecos internos, si se permiten, se
penalizan. Los algoritmos locales funcionan bien para comparar dos proteinas multidominios que tienen un solo
dominio o solo un sitio de unién en comun.

Los métodos para determinar la identidad y similitud estan codificados en programas publicamente disponibles. Los
métodos preferidos de programas de ordenador para determinar la identidad y similitud entre dos secuencias
incluyen, pero no estan limitados a, el paquete de programas GCG (Devereux, J et al. (1994)) BLASTP, BLASTN, y
FASTA (Altschul, S.F. et al. (1990)). El programa BLASTX esta publicamente disponible en el NCBI y otras fuentes
(BLAST Manual, Altschul, S.F. et al., Altschul, S. F. et al (1990)). Cada programa de analisis de secuencias tiene una
matriz de puntuacion por defecto y unas penalizaciones de los huecos por defecto. En general, se esperaria que un
bidlogo molecular use los ajustes por defecto establecidos por el programa informatico usado.

Las proteinas de una matriz del esmalte se pueden dividir en una parte de alto peso molecular y un parte de bajo
peso molecular, y se ha descubierto que una fraccion bien definida de las proteinas de la matriz del esmalte tiene
propiedades valiosas con respecto al tratamiento de defectos periodontales (es decir, heridas periodontales). Esta
fraccion contiene proteinas extraibles con acido acético llamadas generalmente amelogeninas y constituye la parte
de bajo peso molecular de una matriz del esmalte (cf. EP-B-0 337 967 y EP-B-0 263 086).

La parte de bajo peso molecular de una matriz del esmalte tiene una actividad adecuada para inducir unién entre
tejidos duros en defectos periodontales. Sin embargo, en el presente contexto las proteinas activas no estan
restringidas a la parte de bajo peso molecular de una matriz del esmalte. Actualmente, las proteinas preferidas
incluyen proteinas de la matriz del esmalte tales como amelogeninas con pesos moleculares (medidos in vitro con
SDS-PAGE) por debajo de 60.000 Dalton aproximadamente, pero las proteinas que tienen un peso molecular
superior a 60.000 Dalton tienen también propiedades prometedoras como candidatos para, por ejemplo, favorecer el
crecimiento de tejido conectivo.

Como se ha mencionado anteriormente, las proteinas, polipéptidos o péptidos para usar de acuerdo con la invencion
tienen tipicamente un peso molecular de a lo sumo 120 kDa aproximadamente, tal como, por ejemplo, a lo sumo 100
kDa, 90 kDa, 80 kDa, 70 kDa 6 60 kDa determinados por electroforesis SDS PAGE.

Una preparacién de una sustancia del esmalte activa para usar de acuerdo con la invencion puede contener también
una mezcla de sustancias del esmalte activas, que comprenden al menos un fragmento de amelogenina, con pesos
moleculares diferentes.

En consecuencia se considera que la sustancia del esmalte activa, que comprende al menos un fragmento de
amelogenina, para usar de acuerdo con la invencién tiene un peso molecular de hasta aproximadamente 40.000 tal
como, por ejemplo, un peso molecular de entre aproximadamente 5.000 y aproximadamente 25.000.

Separando las proteinas, por ejemplo por precipitacién, cromatografia de intercambio i6nico, electroforesis
preparativa, cromatografia de filtracion en gel, cromatografia en fase reversa o cromatografia de afinidad, se pueden
purificar amelogeninas de diferentes pesos moleculares.

Se puede variar la combinacion de pesos moleculares de amelogeninas, desde un compuesto dominante de 20 kDa
hasta un agregado de amelogeninas con muchos pesos moleculares diferentes entre 40 y 5 kDa, y hasta un
compuesto dominante de 5 kDa. Otras proteinas de la matriz del esmalte tales como la tuftelina o enzimas
proteoliticas presentes normalmente en la matriz del esmalte se pueden afiadir y ser transportadas por el agregado
de amelogenina.
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En general, la matriz del esmalte, derivados de la matriz del esmalte y proteinas de la matriz del esmalte son
sustancias hidrofébicas, es decir, menos solubles en agua especialmente a elevadas temperaturas. Tipicamente,
estas proteinas son solubles a valores de pH no fisiolégicos y a una temperatura baja tal como 4-20°C
aproximadamente, aunque ellas se agregaran y precipitaran a la temperatura corporal (35-37°C) y pH neutro.

En una realizacion especificamente preferida, una formulacion de baja concentracion de sustancia del esmalte
activas para usar de acuerdo con la presente invencién comprende por tanto sustancias del esmalte activas, que
comprenden al menos un fragmento de amelogenina, que estan agregadas al menos parcialmente, y/o que tras la
aplicacion in vivo son capaces de formar agregados. El tamano de particula de dichos agregados esta en un
intervalo de desde aproximadamente 200 um a aproximadamente 10 um, tal como entre 100 um y 10 nm, 10 um y
100 nm, T umy 20 nm, 1 umy 10 nm, 5umy 10 nm, 10 umy 1 nm, 100 umy 10 nm, 100 umy 1 nm, 1 umy 1 nm,
Tumy5nm,1umy 15 nm.

Como la matriz polimérica relacionada con la presente invencion se forma reticulando moléculas precursoras en una
red polimérica, dicha matriz puede formar una red polimérica que tiene espaciado inter-polimero suficientemente
estrecho para permitir el confinamiento de agregados de sustancia del esmalte activas, que comprenden al menos
un fragmento de amelogenina, dentro de la matriz. En una realizaciéon actualmente preferida, tal red polimérica con
tamanos de poro suficientemente estrechos se formara a un pH neutro, y/o in situ tras la aplicacion de las moléculas
precursoras en el cuerpo del paciente, provocando asi automaticamente la agregacion y/o precipitacion de las
sustancias del esmalte activas.

De acuerdo con la presente invencion, una sustancia del esmalte activa que comprende al menos un fragmento de
amelogenina se puede usar junto con otras sustancias farmacoldgicas activas tales como, por ejemplo, sustancias
antibacterianas, antiinflamatorias, antivirales, antifingicas o en combinaciéon con quimioterapia local, inductores de
apoptosis, factores de crecimiento tales como por ejemplo TGFB, PDGF, IGF, FGF, EGF, factor de crecimiento de
queratinocitos o sus analogos peptidicos. También se pueden usar enzimas - inherentemente presentes en la matriz
del esmalte o su preparacion, o anadidas - en combinacion con una matriz del esmalte, derivado de la matriz del
esmalte y/o proteina de la matriz del esmalte, especialmente proteasas.

Dependiendo del uso de la sustancia del esmalte activa que comprende al menos un fragmento de amelogenina,
una composicién puede ser una composicion farmacéutica y/o terapéutica, o cosmética. En adelante la expresion
“composicion farmacéutica y/o terapéutica” se entiende también que abarca composiciones cosméticas asi como
composiciones pertenecientes a la denominada &rea gris entre productos farmacéuticos y cosméticos, a saber,
productos cosmeceéuticos.

Una composicién farmacéutica y/o terapéutica que comprende una sustancia del esmalte activa, que comprende al
menos un fragmento de amelogenina, sirve como un sistema de liberacion de farmaco. En el presente contexto, la
expresion “sistema de liberaciéon de farmaco” indica una composicion farmacéutica y/o terapéutica (una formulacién
farmacéutica y/o terapéutica o una forma de dosificaciéon) que por administraciéon presenta la sustancia activa al
cuerpo de un humano o un animal.

Aparte de la sustancia del esmalte activa, que comprende al menos un fragmento de amelogenina, y de la matriz
polimérica, una composicion farmacéutica y/o terapéutica para usar de acuerdo con la invencién puede por supuesto
comprender también excipientes adicionales farmacéutica y cosméticamente aceptables.

Un excipiente farmacéutica o cosméticamente aceptable se define actualmente como una sustancia que es
sustancialmente inofensiva al individuo al que se ha de administrar la composicion. Tal excipiente cumple con los
requisitos dados por las autoridades nacionales de la salud. Las farmacopeas oficiales tales como por ejemplo la
farmacopea britanica, la farmacopea de los Estados Unidos de América y la farmacopea europea establecen
patrones para excipientes farmacéuticamente aceptables.

La eleccién de excipiente(s) farmacéuticamente aceptable(s) en una composiciéon para usar de acuerdo con la
invencién y su concentracién 6ptima no se puede predecir generalmente y se debe determinar sobre la base de una
evaluacién experimental de la composicion final. Sin embargo, un profesional en formulaciéon farmacéutica y/o
terapéutica puede encontrar orientacion en por ejemplo “Remington’s Pharmaceutical Sciences”, 18th Edition, Mack
Publishing Company, Easton, 1990.

Matrices de Fibrina

La fibrina es una material natural que se ha descrito para varias aplicaciones biomédicas. La fibrina se ha descrito
como material para matrices de crecimiento interior celular en la patente de U.S. No. 6.331.422 de Hubbell et al. Los
geles de fibrina se han usado anteriormente como selladores a causa de su capacidad para unirse a muchos tejidos
y de su papel natural en la curaciéon de heridas. Algunas aplicaciones especificas incluyen el uso como un sellador
para fijacion de injertos vasculares, fijacion de valvulas cardiacas, colocacion de huesos en fracturas y reparacion de
tendones (Sierra, D. J., Journal of Biomaterials Applications, 7:309-352 (1993)). Ademas, estos geles se han usado
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como dispositivos para liberacion de farmacos, y para regeneracion neuronal (Williams, et al., Journal of
Comparative Neurobiology, 264:284-290 (1987)).

Se han caracterizado los procedimientos por los que el fibrinbgeno se polimeriza en fibrina. Inicialmente, una
proteasa escinde la molécula dimera de fibrindgeno en los dos sitios simétricos. Hay varias proteasas posibles que
pueden escindir el fibrinégeno, que incluyen trombina, reptilasa, y proteasa lll, y cada una actla en la proteina en un
sitio diferente (Francis, et al., Blood Cells, 19:291-307, 1993). Una vez que se escinde el fibrindbgeno, ocurre una
etapa de autopolimerizacién en la que los monémeros de fibrinégeno se retnen y forman un gel polimérico
reticulado no-covalentemente (Sierra, 1993). Este autoensamble sucede porque los sitios de unién llegan a
exponerse después de ocurrir la escision por proteasas. Una vez que estan expuestos, estos sitios de union en el
centro de la molécula se pueden unir a otros sitios de las cadenas de fibrinégeno que estan presentes en los
extremos de las cadenas peptidicas (Stryer, L. en Biochemistry, W. H. Freeman & Company, NY, 1975). De esta
manera se forma una red polimérica. El factor Xllla, una transglutaminasa activada a partir del factor XlII por
proteolisis de trombina, puede entonces reticular covalentemente la red polimérica. Existen otras transglutaminasas
y también se pueden implicar en la reticulacién covalente y empalme a la red de fibrina.

Una vez que se forma un gel de fibrina reticulada, la degradacion subsiguiente esta firmemente controlada. Una de
las moléculas clave en el control de la degradacién de fibrina es el inhibidor de plasmina a2 (Aoki, N., Progress in
Cardiovascular Disease, 21:267-286, 1979). Esta molécula actla por reticulacién a la cadena o de fibrina a través de
la accion del factor Xllla (Sakata, et al., Journal of Clinical Investigation, 65:290-297, 1980). Uniéndose al gel, una
alta concentracién de inhibidor puede estar localizada en el gel. El inhibidor actla entonces impidiendo la unién de
plasmindgeno a fibrina (Aoki, et al., Thrombosis and Haemostasis, 39:22-31, 1978) e inactivando la plasmina (Aoki,
1979). El inhibidor de plasmina a2 contiene un sustrato de glutamina. La secuencia exacta se ha identificado como
NQEQVSPL (NO ID SEC: 12), con la primera glutamina que es el aminodcido activo para la reticulacion.

Se ha demostrado que péptidos con bi-dominios, que contienen una secuencia sustrato del factor Xllla y una
secuencia peptidica bioactiva, se pueden reticular en geles de fibrina y que este péptido bioactivo retiene su
actividad celular in vitro (Schense, J.C., et al. (1999) Bioconj. Chem. 10:75-81).

Una formulaciéon farmacéutica y/o terapéutica preferida de la presente invencién comprende por tanto una matriz
polimérica que es adecuada para crecimiento o crecimiento interno celular, o es oclusiva de células, y al menos una
proteina seleccionada del grupo de sustancias del esmalte activas, que comprenden al menos un fragmento de
amelogenina, donde la concentracion de dicha sustancia del esmalte activa no es mayor de 1 mg/ml de formulacion,
y donde la matriz polimérica comprende fibrina. En dicha formulacion farmacéutica y/o terapéutica, una sustancia del
esmalte activa de acuerdo con la presente invencién se puede acoplar a un dominio sustrato de transglutaminasas,
tal como una secuencia sustrato del factor Xllla.

Esta secuencia sustrato del factor Xllla puede incluir, por ejemplo, GAKDV, KKKK, o NQEQVSPL. El acoplamiento
entre la sustancia del esmalte activa, que comprende al menos un fragmento de amelogenina, y el dominio sustrato
de transglutaminasas puede realizarse por sintesis quimica.

Alternativamente, el dominio sustrato de transglutaminasas puede ser un sustrato para una transglutaminasa distinta
del factor Xllla. EI dominio de sustrato del factor Xllla mas preferido tiene una secuencia aminoacidica de

NQEQVSPL, pero también otras proteinas que reconocen las transglutaminasas, tales como la fibronectina, se
pudieron acoplar al péptido sustrato de transglutaminasas.

Tabla 1

Dominios sustrato de transglutaminasas

YRGDTIGEGQQHHLGG Un péptido con glutamina en el sitio de acoplamiento de
transglutaminasas en la cadena de fibrinégeno

GAKDV Un péptido que mimetiza el sitio de acoplamiento de
lisina en la cadena de fibrinbgeno

KKKK Un péptido con una poli(lisina) en un sitio de
acoplamiento al azar

NQEQVSPL Un péptido que mimetiza el sitio de reticulacién en el
inhibidor de plasmina a2 (abreviado con TG).

Matrices Sintéticas

Las reacciones de reticulacién para formar matrices sintéticas para aplicacién en el cuerpo incluyen (i)
polimerizacion por radicales libres entre dos 0 mas precursores que contienen dobles enlaces insaturados, como se
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describe en Hern et al., J. Biomed. Mater. Res. 39:266-276 (1998), (ii) reaccién de sustitucion nucleofilica tal como
por ejemplo entre un precursor que incluye un grupo amina y un precursor que incluye un grupo succinimidilo como
se describe en la patente de U.S. No. 5.874.500 de Rhee et al., (iii) reacciones de condensacion y adicién y (iv)
reaccion de adicién de tipo Michael entre un nucledfilo fuerte y un grupo o enlace insaturado conjugado (como un
electrofilo fuerte). Especialmente preferida es la reaccion entre una molécula precursora que tiene un grupo tiol o
amina como grupo nucleofilico y moléculas precursoras que incluyen grupos acrilato o vinilsulfona como grupos
electrofilicos. EI mas preferido como grupo nucleofilico es el grupo tiol. Las reacciones de adicion de tipo Michael
estan descritas en el documento WO 00/44808 (Hubbell et al.). Las reacciones de adicion de tipo Michael permiten
reticulacion in situ de al menos un primer y un segundo componente precursor bajo condiciones fisiolégicas de una
manera autoselectiva, incluso en presencia de materiales biolégicos sensibles. Cuando uno de los componentes
precursores tiene una funcionalidad de al menos dos, y al menos uno de los otros componentes precursores tiene
una funcionalidad mayor que dos, el sistema reaccionara autoselectivamente para formar un biomaterial
tridimensional reticulado.

En consecuencia, un aspecto de la presente invencion se refiere a una formulacién farmacéutica y/o terapéutica
para administrar una sustancia del esmalte activa que comprende una matriz polimérica adecuada para crecimiento,
crecimiento interno y/o migracién celular, o que es oclusiva de células, y una sustancia del esmalte activa que
comprende al menos un fragmento de amelogenina, donde dicha matriz se forma por una reaccion de adicién
nucleofilica entre un nucledfilo fuerte y un enlace insaturado conjugado, o un grupo insaturado conjugado.

Preferiblemente, los grupos insaturados conjugados o enlaces insaturados conjugados son acrilatos, vinilsulfonas,
metacrilatos, acrilamidas, metacrilamidas, acrilonitrilos, vinilsulfonas, 2- 6 4-vinilpiridinio, maleimidas, o quinonas.

Los grupos nucleofilicos son preferiblemente grupos tiol, grupos amino o grupos hidroxilo. Los grupos tiol son
sustancialmente mas reactivos que los grupos amino no protonados. El pH es importante en esta consideracion: el
grupo tiol desprotonado es sustancialmente mas reactivo que el tiol protonado. Por tanto, las reacciones de adicién
que implican una insaturacién conjugada, tal como un acrilato o una quinona, con un tiol para convertir dos
componentes precursores en una matriz polimérica se realizard frecuentemente mejor lo mas rapidamente y
autoselectivamente a un pH de aproximadamente 8. A pH de aproximadamente 8, un nimero significativo de los
tioles de interés estan desprotonados (y por tanto mas reactivos) y la mayor parte de las aminas de interés estan sin
embargo protonadas (y por tanto menos reactivas). Cuando un tiol se usa como la primera molécula precursora, es
muy deseable una estructura conjugada que es selectiva en su reactividad con el tiol en comparacién con las
aminas.

Las primeras y segundas moléculas precursoras adecuadas incluyen proteinas, péptidos, polioxialquilenos,
poli(alcohol  vinilico), poli(etileno-co-alcohol  vinilico), poli(acido acrilico), poli(etileno-co-acido  acrilico),
poli(etiloxazolina), poli(vinilpirrolidona), poli(etileno-co-vinilpirrolidona), poli(acido maleico), poli(etileno-co-acido
maleico), poli(acrilamida), y copolimeros de bloques de poli(dxido de etileno)-co-d(éxido de propileno). Una molécula
precursora especialmente preferida es poli(etilenglicol).

El poli(etilenglicol) (PEG) proporciona un bloque componente conveniente. Se pueden comprar o sintetizar
facilmente PEGs lineales (que significan con dos extremos) o ramificados (que significan con mas de dos extremos)
y después funcionalizar los grupos extremos de los PEG para introducir un nucledfilo fuerte, tal como un tiol, o una
estructura conjugada tal como un acrilato o una vinilsulfona. Cuando estos componentes se mezclan unos con otros
0 con un componente correspondiente en un medio ligeramente basico, se formara una matriz por reaccion entre el
primer y segundo componente precursor. Un componente de PEG puede reaccionar con un componente no-PEG, y
el peso molecular o caracter hidrofilico de cualquier componente se puede controlar para manipular las
caracteristicas mecanicas, la permeabilidad, y el contenido de agua del biomaterial resultante.

Una realizaciéon especialmente preferida de la presente invencién es, por tanto, una formulacién farmacéutica y/o
terapéutica para administrar una sustancia del esmalte activa, que comprende una matriz polimérica, que puede ser
adecuada para crecimiento interno y/o migracion celular, o ser oclusiva de células, y una sustancia del esmalte
activa que comprende al menos un fragmento de amelogenina, donde la concentracién de dicha sustancia del
esmalte activa es menor que 1 mg/ml de formulacién y donde dicha matriz comprende poli(etilenglicol).

Como un ejemplo, es facil sintetizar péptidos que contienen dos o mas residuos de cisteina, y después este
componente puede actuar facilmente como el primer componente precursor con grupos nucleofilicos. Por ejemplo,
un péptido con dos residuos de cisteina libres formara facilmente una matriz cuando se mezcla con un PEG-tri-
vinilsulfona (un PEG que tiene tres brazos con vinilsulfonas en cada uno de sus brazos) a pH fisiolégico o
ligeramente superior (por ejemplo, 8 6 9). También la gelificacion se puede realizar bien a pH incluso mayor, pero a
expensas de la potencial autoselectividad. Cuando los dos componentes precursores liquidos, es decir, los
componentes precursores disueltos, se mezclan conjuntamente, reaccionan durante un periodo de varios segundos
a varios minutos para formar un gel elastico que consiste en una red de cadenas de PEG, que llevan los nédulos de
la red, con los péptidos como enlaces conectores. Los péptidos se pueden seleccionar como sustratos de proteasas
para hacer a la red capaz de ser infiltrada y degradada por las células, como se realiza en una red basada en
proteinas, tal como en una matriz de fibrina. Preferiblemente las secuencias de los dominios son sustratos para las
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enzimas que estan implicadas en la migracion celular (como, por ejemplo, sustratos para enzimas tales como
colagenasa, plasmina, metaloproteinasa (MMP) o elastasa), aunque los dominios adecuados no estan limitados a
estas secuencias. Una secuencia particularmente Util es un sustrato para la enzima plasmina. Las caracteristicas de
degradacion de los geles se puede manipular cambiando los detalles del péptido que sirve como noédulos de
reticulacion. Se puede producir un gel que es degradable por colagenasa, pero no por plasmina, o por plasmina,
pero no por colagenasa. Ademas, es posible hacer que el gel se degrade mas rapida o lentamente en respuesta a
tal enzima, simplemente cambiando la secuencia aminoacidica para alterar la Km o kcat, o ambas, de la reaccion
enzimatica. Asi, se puede producir un biomaterial que es biomimético en que es capaz de ser remodelado por las
caracteristicas de remodelacién normales de las células, por ejemplo, muestra sitios de sustrato para la importante
proteasa plasmina. La gelificacion de los PEG con el péptido es autoselectiva.

Opcionalmente, se pueden incorporar a la matriz agentes biofuncionales para proporcionar enlace quimico a otras
especies (por ejemplo, una superficie tisular). Tener sustratos de proteasas incorporados en la matriz es importante
cuando la matriz esta formada a partir de PEG-vinilsulfona. Aparte de las matrices formadas a partir de la reaccion
de PEG-acrilatos y PEG-tioles, las matrices formadas a partir de PEG-vinilsulfonas y PEG-tioles no contienen
enlaces degradables por hidrélisis. Por tanto, la incorporacion de sustratos de proteasas permite a la matriz
degradarse en el cuerpo.

Las matrices sintéticas son operativamente faciles de formar. Se mezclan dos precursores liquidos; un precursor
contiene una molécula precursora con grupos nucleofilicos y la otra molécula precursora contiene los grupos
electrofilicos. Como disolvente puede servir disolucion salina fisioldgica. Se genera por reaccion calor minimo. Por
tanto, la gelificacion se puede realizar in vivo o in vitro, en contacto directo con el tejido, sin toxicidad perjudicial. Asi,
se pueden usar polimeros distintos de PEG, modificados telequélicamente o modificados en sus grupos laterales.

En consecuencia, la presente invencion se refiere a una formulacién farmacéutica y/o terapéutica para administrar
una sustancia del esmalte activa, que comprende una matriz polimérica y una sustancia del esmalte activa que
comprende al menos un fragmento de amelogenina, donde la concentracién de dicha sustancia del esmalte activa
es menor que 1 mg/ml de formulacién, donde dicha matriz esta preformada, o donde dicha matriz se forma in situ.

En un aspecto especifico de la presente invencion, se forma una microcapsula que tiene una concha externa de una
matriz de PEG y un nlcleo interior que comprende sustancias del esmalte activas agregadas, que comprenden al
menos un fragmento de amelogenina. La microcapsula se forma cuando se usa un pH en un intervalo entre pH 5 y
pH 9,5 durante la polimerizacion de PEG en una mezcla que comprende PEG y sustancias del esmalte activas. La
concha de microcapsula estad formada por PEG polimerizado, que incluye agregados de sustancias del esmalte
activas. Los agregados de sustancia del esmalte activa se forman por el pH en un intervalo de entre pH 5 y pH 0,5,
usado para polimerizacion. Los agregados de sustancias del esmalte activas son demasiado grandes para penetrar
en los poros de la concha de matriz de PEG. En consecuencia, las sustancias del esmalte activas no se liberan
desde la microcapsula hasta que se destruye la concha de matriz de PEG.

Para la mayor parte de las indicaciones para curacion, la velocidad de crecimiento interno celular o migraciéon de
células a la matriz en combinacién con una velocidad de degradaciéon adaptada de la matriz es crucial para la
respuesta global de curacion. El potencial de que las matrices no degradables por hidrélisis lleguen a ser invadidas
por células es principalmente una funcién de la densidad de la red. Si el espacio existente entre puntos o nédulos de
ramificacion es demasiado pequefio con relacion al tamafo de las células, o si es demasiado lenta la velocidad de
degradacion de la matriz que da por resultado crear mas espacio dentro de la matriz, se observara una respuesta de
curacion muy limitada. Se sabe que las matrices de curacién encontradas en la naturaleza, como por ejemplo las
matrices de fibrina, que se forman como una respuesta a dafo en el cuerpo, consisten en una red muy poco
compacta que puede ser invadida muy facilmente por células. La infiltracién esta facilitada por ligandos para
adhesion celular que son una parte integrada de la red de fibrina.

Las matrices producidas a partir de moléculas precursoras sintéticas hidrofilicas, como poli(etilenglicol), se hinchan
en medio acuoso tras la formacion de la red polimérica. Con el fin de conseguir un tiempo de gelificacion
suficientemente corto (entre 3 a 10 minutos a un pH de entre 7 a 8 y una temperatura en un intervalo de 36 a 38°C) y
la reaccién cuantitativa durante la formacién in-situ de la matriz en el cuerpo, la concentracion de partida de las
moléculas precursoras debe ser suficientemente alta. Bajo tales condiciones, las concentraciones de partida
necesarias conducian a matrices demasiado densas para la infiltracién celular cuando la matriz no es degradable en
medio acuoso. Por tanto el hinchamiento de la red polimérica es importante para agrandar y extender el espacio
entre los puntos de ramificacion.

Independientemente de la concentracion de partida de las moléculas precursoras, los hidrogeles producidos a partir
de las mismas moléculas precursoras sintéticas tales como una PEG-vinilsulfona de cuatro brazos y un péptido con
grupos SH, se hinchan al mismo contenido de agua en estado de equilibrio. Esto significa que cuanto mayor es la
concentracion de partida de las moléculas precursoras mayor es el volumen final del hidrogel cuando alcanza su
estado de equilibrio. Si el espacio disponible en el cuerpo es demasiado pequefio para permitir suficiente
hinchamiento y en patrticular si el enlace formado a partir de los componentes precursores no es degradable por
hidroélisis, la velocidad de infiltracion celular y la respuesta de curaciéon disminuirdn. En consecuencia, se debe
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encontrar lo 6ptimo entre dos requisitos contradictorios para aplicacién en el cuerpo. Se ha observado buena
infiltracién celular y subsiguientes respuestas de curacion con una red polimérica tridimensional formada a partir de
la reaccion de un polimero ramificado trifuncional con al menos tres brazos sustancialmente similares en peso
molecular y una segunda molécula precursora que es al menos una molécula bifuncional. La relacién de peso
equivalente de los grupos funcionales de la primera y segunda molécula precursora es entre 0,9 y 1,1. Los pesos
moleculares de los brazos de la primera molécula precursora, el peso molecular de la segunda molécula precursora
y la funcionalidad de los puntos de ramificacion se seleccionan de modo que el contenido de agua de la red
polimérica resultante es entre el % en peso en equilibrio y 92% en peso del peso total de la red polimérica tras la
terminacion de la absorcién de agua. Preferiblemente el contenido de agua es entre 93 y 95% en peso del peso total
de la red polimérica y del agua tras la terminacién de la absorcion de agua. La terminacién de la absorcion de agua
se puede conseguir cuando se alcanza la concentracion en equilibrio o cuando el espacio disponible en el
biomaterial no permite mas aumento de volumen. Por tanto se prefiere elegir que las concentraciones de partida de
los componentes precursores sean lo mas bajas posible. Esto es cierto para todas las matrices hinchables, pero en
particular para aquellas matrices que sufren degradacion mediada por células y no contienen enlaces degradables
por hidrolisis en la red polimérica.

El equilibrio entre el tiempo de gelificacién y la baja concentracién de partida, en particular para geles no
degradables por hidrélisis, se debe optimizar sobre la base de la estructura de las moléculas precursoras. En
particular, el peso molecular de los brazos de la primera molécula precursora, el peso molecular de la segunda
molécula precursora y el grado de ramificacion, es decir, la funcionalidad de los puntos de ramificacion, se deben
ajustar en consecuencia. El mecanismo de reaccion real tiene una influencia pequena en esta interaccion.

Si la primera molécula precursora es un polimero de tres o cuatro brazos con un grupo funcional en el extremo de
cada brazo y si la segunda molécula precursora es una molécula lineal bifuncional, preferiblemente un péptido que
contiene al menos dos grupos de cisteina, entonces el peso molecular de los brazos de la primera molécula
precursora y el peso molecular de la segunda molécula precursora se eligen preferiblemente de manera que los
eslabones entre los puntos de ramificacién tras la formacion de la red tienen un peso molecular en el intervalo de
entre 10 a 13 kDa (bajo las condiciones de que los eslabones son lineales, no ramificados), preferiblemente entre 11
y 12 kDa. Esto permite una concentracion de partida de la suma de la primera y segunda molécula precursora en un
intervalo de entre 8 a 12% en peso, preferiblemente entre 9 y 10% en peso del peso total de la primera y segunda
molécula precursora en disolucion (antes de la formacién de la red). En el caso en que el grado de ramificacion del
primer componente precursor aumente a ocho y la segunda molécula precursora sea sin embargo una molécula
lineal bifuncional, el peso molecular de los eslabones entre los puntos de ramificacién aumenta preferiblemente a un
peso molecular de entre 18 a 24 kDa. En el caso en que el grado de ramificacién de la segunda molécula precursora
aumente de lineal a un componente precursor de tres o cuatro brazos, el peso molecular, es decir, la longitud de los
eslabones aumenta en consecuencia.

En una realizacion preferida de la presente invencion, se elige una composicion que incluye como primera molécula
precursora un polimero de 15 kDa trifuncional de tres brazos, es decir, teniendo cada brazo un peso molecular de 5
kDa y como segunda molécula precursora una molécula lineal bifuncional de un peso molecular en el intervalo de
entre 0,5 y 1,5 kDa, incluso mas preferiblemente alrededor de 1 kDa. Preferiblemente el primer y segundo
componente precursor es un poli(etilenglicol).

En otra realizacion preferida, el primer componente precursor incluye como grupos funcionales grupos o enlaces
insaturados conjugados, los mas preferidos un acrilato o una vinilsulfona, y los grupos funcionales de la segunda
molécula precursora incluyen un grupo nucleofilico, preferiblemente un grupo tiol o grupos amino.

Aun en otra realizacion preferida de la presente invencion, la primera molécula precursora es un polimero de 20 kDa
de cuatro brazos (cada brazo tiene un peso molecular de 5 kDa), que tiene grupos funcionales en el final de cada
brazo y la segunda molécula precursora es una molécula lineal bifuncional de un peso molecular en el intervalo de
entre 1 a 3 kDa, preferido entre 1,5 y 2 kDa. Preferiblemente la primera molécula precursora es un poli(etilenglicol)
que tiene grupos vinilsulfona y la segunda molécula precursora es un péptido que tiene grupos cisteina. En ambas
realizaciones preferidas, la concentracion de partida de la suma de la primera y segunda molécula precursora varia
desde 8 hasta 11% en peso, preferiblemente entre 9 y 10% en peso del peso total de la primera y segunda molécula
precursora y del agua (antes de la formacion de la red polimérica), preferiblemente entre 5 y 8% en peso para
conseguir un tiempo de gelificacion inferior a 10 minutos. Estas composiciones tienen un tiempo de gelificacion a pH
8,0 y 37°C de aproximadamente 1-10 minutos, tal como entre 2-10 minutos, o 3-10 minutos tras la mezcla.

Se describen geles sintéticos adecuados, por ejemplo en el documento WO 03/052091. Un tal ejemplo es un gel
degradable enzimaticamente formado a partir de un PEG ramificado de cuatro brazos, funcionalizado con cuatro
grupos vinilsulfona finales, y el péptido ditidlico de la secuencia Gly-Cys-Arg-Asp-(Gly-Pro-GIn-Gly-lle-Trp-Gly-Gin)-
Asp-Arg-Cys-Gly. Otro ejemplo del documento WO 03/052091 es un gel degradable por hidrélisis, formado
mezclando un poli(etilenglicol) acrilatado (MW 15.000) de cuatro brazos con un poli(etilenglicol) lineal ditidlico (MW
3400), uniéndose covalentemente uno a otro mediante una reaccion de tipo Michael.
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Cuando la matriz contiene enlaces degradables por hidrdlisis, formados por ejemplo por la reaccién preferida entre
acrilatos y tioles, la densidad de red respecto a la infiltracion celular es especialmente importante al principio, pero
en medio acuoso los enlaces se hidrolizaran y la red se volvera menos compacta, para permitir la infiltracion celular.
Con un aumento del grado de ramificacion global de la red polimérica el peso molecular de los inter-eslabones, es
decir, la longitud de los eslabones debe aumentar.

En una realizacion especifica de la presente invencién una formulacion de baja concentracion que comprende una
sustancia del esmalte activa, que comprende al menos un fragmento de amelogenina, y una matriz polimérica que
es oclusiva de células se obtiene por reaccion de al menos dos precursores en presencia de agua. Dicha
formulacion se prefiere especialmente para favorecer la formacién de hueso en un sitio de implante, por ejemplo en
un tratamiento muy conocido en la técnica como “Regeneracién Guiada de Hueso”. Aqui, el sitio donde se desea la
formacion de hueso esta separado del tejido circundante por una barrera que inhibe a las células de tejidos blandos
no-osteogénicas de entrar en el sitio, permitiendo asi a las células de la médula 6sea rellenarlo. La matriz polimérica
de acuerdo con la presente invencion que forma tal membrana se obtiene por una reaccion de dos o mas
precursores, donde los puntos de cruce adyacentes de una cadena de precursores estan conectados por una
cadena que tiene menos de 10000 atomos, tal como menos de 5000, 1000, 900, 800, 750 atomos, o incluso mas
preferido, menos de 670 atomos, por ejemplo entre 250-350 a&tomos, por ejemplo 300 atomos.

En detalle, un primer precursor comprende un nucleo que lleva 2 0 mas cadenas con un grupo terminal insaturado
conjugado o un enlace terminal insaturado conjugado. El nucleo puede ser un solo atomo tal como un atomo de
carbono o de nitrégeno, o una molécula pequena tal como una unidad de 6xido de etileno, un azucar, un alcohol
multifuncional tal como un penta-eritritol, glicerina u oligoglicerina tal como hexaglicerina. Las cadenas son polimeros
lineales o cadenas de alquilo lineales o ramificadas, que comprenden opcionalmente heteroatomos, grupos amida o
grupos éster. Ademas de las cadenas, el nlcleo puede ademas ser sustituido con residuos alquilo lineales o
ramificados o polimeros que no tienen grupos o enlaces insaturados conjugados terminales. En una realizacion
actualmente preferida, el primer precursor tiene 2 a 10 cadenas, lo mas preferiblemente 2 a 6, 6 4 a 8 cadenas. Los
enlaces insaturados conjugados terminales son preferiblemente maleimida, acrilatos, acrilamidas, quininas, y 2- ¢ 4-
vinilpiridinios. En una realizacion también preferida el primer precursor tiene 2 a 10 cadenas, lo mas preferiblemente
3 a 8 cadenas, tal como 3 a 6 cadenas.

Un segundo precursor comprende un nulcleo portador de 2 6 mas cadenas que tienen cada una un grupo tiol unido a
cualquiera de los Ultimos 20 atomos en el extremo de la cadena. Por ejemplo, un residuo de cisteina se puede
incorporar a la cadena. Preferiblemente, el grupo tiol es terminal. El nicleo puede ser un solo atomo, tal como un
atomo de carbono o de nitrégeno, o una molécula pequefa tal como una unidad de 6xido de etileno, un azlcar, un
alcohol multifuncional tal como un pentaeritritol, glicerina u oligoglicerina tal como una hexaglicerina. Las cadenas
son polimeros lineales, o cadenas alquilicas lineales o ramificadas que comprenden opcionalmente heteroatomos,
grupos amida o grupos éster. Ademas de las cadenas, el nicleo puede ademas ser sustituido con residuos alquilo
lineales o ramificados, o polimeros, que no tienen grupos o enlaces insaturados conjugados terminales. En una
realizacion preferida, el segundo precursor tiene 2 a 10 cadenas, lo mas preferiblemente 2 a 6, 6 4 a 8 cadenas. En
una realizacion también preferida, el segundo precursor tiene 2 a 10 cadenas, lo mas preferiblemente 3 a 8 cadenas,
tal como 3 a 6 cadenas. La suma de las cadenas del primer y segundo precursor es mayor o igual a 5, tal como
mayor o igual a 6, preferiblemente mayor o igual a 8, para obtener una red tridimensional densa.

Cada nucleo de los precursores forma un punto de cruce. Los puntos de cruce adyacentes estan conectados por
una cadena que tiene menos de 10000 atomos, tal como menos de 5000, 1000, 900, 800, 750 atomos, o incluso
mas preferido, menos de 670 atomos, por ejemplo entre 250-350 atomos, por ejemplo 300 atomos, donde dichos
atomos son solamente los atomos que estan en la cadena principal de la cadena, que significa no contar los
sustituyentes o atomos de hidrégeno. Preferiblemente, el nimero de atomos entre dos puntos de cruce adyacentes
es menor que aproximadamente 330 atomos, lo méas preferiblemente entre 30 y 120 atomos. Es decir, las mallas de
la red tridimensional resultante son varios érdenes de magnitud menores que las dimensiones de una célula (1-100
um) y también menores que los agregados formados por las sustancias del esmalte activas a pH neutro, que pueden
ser por ejemplo de entre 10 nm y 100 um y serian retenidos.

En una realizacion actualmente preferida de la presente invenciéon las mallas de la red son por tanto de entre 10 nm-
10 um, es decir, los poros son mas pequefos que, 0 N0 mayores que aproximadamente 1 um en promedio, tal como
menores que 500 nm, 400 nm, 300 nm, 250 nm, 200 nm, 100 nm, 75 nm, 50 nm, 10 nm. Preferiblemente los
tamanos de los poros se seleccionan para que sean de entre 10 um y 10 nm, tales como entre 10 um y 100 nm, 10
umy 10 nm, 1 umy 100 nm, 500 nmy 10 nm, 500 nm y 250 nm, 50 nm y 10 nm etc.

Incorporacion de la sustancia del esmalte activa en la matriz polimérica
Otra realizacion también preferida de la presente invencion se refiere particularmente a una formulacion
farmacéutica y/o terapéutica de baja concentracion para administrar una sustancia del esmalte activa, que

comprende una matriz polimérica y una sustancia del esmalte activa, que comprende al menos un fragmento de
amelogenina, unida a dicha matriz por enlace covalente o no covalente. En particular, dicha sustancia del esmalte
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activa se puede unir a dicha matriz debido a una reaccion de adicién nucleofilica de al menos un residuo de cisteina
de dicha sustancia del esmalte activa, que puede ser una proteina, polipéptido o subfragmento de ellos, a un grupo
insaturado de al menos uno de los componentes de la matriz, estando sustituido dicho al menos un residuo de
cisteina en el C-terminal o N-terminal de dicha proteina, polipéptido o subfragmento de ellos. Esta realizacion es
especialmente preferida cuando dicha matriz polimérica forma una red polimérica que tiene suficiente espaciado
inter-polimero para permitir el crecimiento, crecimiento interno y/o migracién de células a la matriz. Tipicamente, en
esta realizacion particular la matriz polimérica reticulada forma un gel.

Asi, para la incorporacién de una sustancia del esmalte activa que comprende al menos un fragmento de
amelogenina a una matriz formada a partir de componentes precursores, se puede sintetizar un péptido de fusion de
sustancia del esmalte activa, o cualquier otro péptido a incorporar, o alterarlo quimicamente para comprender al
menos un grupo de cisteina (-SH) adicional como dominio de sustrato reticulable. El grupo de cisteina libre
reacciona después con el grupo insaturado conjugado del componente precursor en una reacciéon de adicion tipo
Michael. El grupo tiol de la cisteina puede reaccionar con un enlace insaturado conjugado en el polimero sintético
para formar un enlace covalente.

En una realizacién, dicha sustancia del esmalte activa que comprende al menos un fragmento de amelogenina se
modificara por tanto quimicamente para comprender al menos un grupo adicional de cisteina (-SH).

La cisteina se puede unir directamente a la sustancia del esmalte activa que comprende al menos un fragmento de
amelogenina o unise a una secuencia enlazante, que puede ademas incluir una secuencia aminoacidica degradable
enzimaticamente tal como una secuencia para degradacion proteolitica, o un sustrato para degradacion
polisacaridica y/o una secuencia degradable por plasmina, o una secuencia que es degradable por hidrélisis no
especifica tal como un enlace éster, de manera que la sustancia del esmalte activa se puede escindir de la matriz
por, por ejemplo, enzimas sustancialmente en la forma nativa.

Enlaces Degradables

En general, la liberacién controlada de la sustancia del esmalte activa de la formulacién farmacéutica y/o terapéutica
de la presente invencion reduce la cantidad del total de sustancia del esmalte activa necesaria. En particular, este
efecto se optimiza incluso cuando su liberacién esta controlada por procesos celulares. La conservacion de
sustancia del esmalte activa y su biodisponibilidad son ventajas distintas de explotar la actividad proteolitica
especifica respecto al uso de dispositivos de liberacién controlados por difusién que caracteristicamente dan por
resultado la pérdida de una cantidad significativa de sustancia del esmalte activa en un arranque inicial de liberacion.
En una posible explicacion para la intensa curacion de un defecto 6seo con sustancia del esmalte activa que
contiene al menos un fragmento de amelogenina, unida covalentemente a una matriz, se considera importante que
la sustancia del esmalte activa se administre localmente a lo largo de un periodo extenso de tiempo (es decir, no
justamente una sola dosis pulsada), pero de una manera continua. Esto se realiza por una degradacion lenta
mediante escision enzimatica o escisién hidrolitica de la matriz. De este modo la molécula se libera después
mediante un efecto pseudo-pulsado que ocurre a lo largo de un periodo de tiempo continuo. Por ejemplo, cuando
una célula progenitora se infiltra en la matriz, se encontrara con una molécula de sustancia del esmalte activa y
puede por tanto diferenciarse en un preosteoblasto. Sin embargo, si esa particular célula no continda liberando
sustancia del esmalte activa unida de la matriz, se convertira efectivamente en un osteoblasto y comenzara a
producir matriz 6sea. Finalmente, los efectos terapéuticos de la sustancia del esmalte activa estan localizados en la
region defectuosa y por tanto magnificada posteriormente.

Cualquiera de los monémeros, polimeros, proteinas, polipéptidos, o subfragmentos de ellos, que forman la matriz se
pueden modificar mediante inclusion de enlaces degradables. Tipicamente, éstos seran sitios de escision enzimatica
tales como el sitio de escisién por trombina.

Ademas, proteinas de fusién o péptidos quimera de sustancias del esmalte activas que comprenden al menos un
fragmento de amelogenina, que estan reticuladas a la matriz, pueden contener un sitio degradable entre la proteina
bioactiva y un primer dominio y un sitio de union en un segundo dominio (por ejemplo una cisteina, un sustrato de
factor Xllla o dominio de union a heparina). Estos sitios degradables pueden degradarse por hidrdlisis no especifica
(es decir, un enlace éster) o pueden ser sustratos para degradacién enzimatica especifica (degradacién proteolitica
o polisacaridica).

Los sitios de degradacion permiten a la sustancia del esmalte activa ser liberada con poca o ninguna modificacion en
la secuencia proteica primaria, lo que puede dar por resultado mayor actividad de la sustancia del esmalte activa.
Ademas, los sitios degradables permiten mas liberacién especifica de la sustancia del esmalte activa de las
matrices, tales como geles de fibrina. Por ejemplo, la degradacion basada en actividad enzimatica permite que la
liberacion de una sustancia del esmalte activa se controle por un proceso celular, tal como proteolisis localizada,
mas que por difusion de la sustancia del esmalte activa desde algunos materiales porosos. El sitio o enlace
degradable se escinde por enzimas liberadas desde células que invaden la matriz. Esto permite que la sustancia del
esmalte activa se libere a diferentes velocidades dentro del mismo material dependiendo de la ubicacién de las
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células dentro del material. La actividad proteolitica especifica celular es vital en aquellas aplicaciones que
transcurren durante largos periodos de tiempo.

Las enzimas que se pueden usar para degradacién proteolitica son numerosas. Los sitios degradables
proteoliticamente incluyen sustratos para la colagenasa, plasmina, elastasa, estromelisina, o activadores de
plasminégeno. Las sustancias ejemplares se indican en la tabla 2. P1-P5 indica las posiciones 1-5 hacia el grupo
amino terminal de la proteina desde el sitio donde ocurre la proteolisis. P1’-P4’ indican las posiciones aminoacidicas
1-4 hacia el grupo carboxilo terminal de la proteina desde el sitio donde ocurre la proteolisis.

Tabla 2

Secuencias sustrato muestra para proteasas

Proteasa P5| P4 | P3 | P2 | P1 P1” | P2 | P3 | P4 Referencia

Plasmina L I K M K P Takagi and Doolittle (1975) Biochem.
14:5149-5156

Plasmina N F K S Q L Takai and Dolittle, 1975

Estromelisina | Ac | G P L A L T A L | Smith et al., (1995). J. Biol. Chem.
270:6440-6449

Estromelisina Ac P F E L R A | NHz | Smith et al., 1995

Elastasa Z- A A F A | NH Besson et al., (1996) Anal. Biochem.

(?) 237:216-223

Colagenasa G P L G I A G P | Netzel-Amett et al., (1991) J. Bio. Chem.,
266:6747-6755

t-PA P H Y G R S G G Coombs et al., (1998) J. Bio. Chem.
273:4323-4328

u-PA P G S G R S A S G Coombs et al., 1998

En otra realizacion preferida, un dominio oligoéster se pudo insertar entre el primer y segundo dominio. Esto se pudo
realizar usando un oligoéster tal como oligémeros de acido lactico.

El sustrato de degradacion no enzimatica puede consistir en cualquier enlace que sufre hidrolisis por un mecanismo
catalizado por un acido o base. Estos sustratos pueden incluir oligoésteres tales como oligbmeros de acido lactico o
glicélico. La velocidad de degradacién de estos materiales se puede controlar mediante la eleccion de oligémero.

Sustratos polisacaridicos

Ademas puede ocurrir degradacion enzimatica con sustratos polisacaridicos para enzimas tales como heparinasa,
heparitinisa, y condroitinasa ABC. Cada una de estas enzimas tiene sustratos polisacaridicos. En virtud de la
presencia de heparina en todos los sistemas de union a heparina, el sustrato para heparinasa esta ya construido en
estos sistemas.

Por tanto también se prevé una formulacion farmacéutica y/o terapéutica para administrar una sustancia del esmalte
activa, que comprende una matriz polimérica y una sustancia del esmalte activa que comprende al menos un
fragmento de amelogenina donde la concentracion de dicha sustancia del esmalte activa es 1 mg/ml de formulacién
o menor, y donde dicha sustancia del esmalte activa estéd unida covalentemente o no covalentemente a dicha matriz
mediante al menos un fragmento de unién a heparina.

Se puede anadir una sustancia proteolitica durante la sintesis peptidica de la sustancia quimera del esmalte activa o
de la sustancia quimera del esmalte activa-heparina. La sustancia quimera del esmalte activa de unién a heparina se
pudo modificar para contener una secuencia de degradacion proteolitica insertando un sustrato de proteasa, tal
como la secuencia para plasmina (ver por ejemplo Tabla 2), entre el sustrato del factor Xllla y el dominio de unién a
heparina. Un sustrato con una K, alta y una keat baja se pudo usar para escision lenta mientras se ocupaban sitios
activos de la proteasa. Se pudieron usar sustratos de escision distintos de los de la plasmina para permitir que la
liberacion de la sustancia del esmalte activa sea independiente de la degradacion de la matriz.

Al mismo tiempo se pude insertar un dominio oligoéster entre el segundo dominio tal como el sustrato del factor Xllla
y el primer dominio, que es la sustancia del esmalte activa o el dominio de unién a heparina, o también el dominio
heparinico de la quimera durante la etapa de sintesis peptidica. Esto pudo realizarse usando un oligoéster tal como
oligémeros de &cido lactico.

Un sustrato de degradacion no enzimatica puede consistir en cualquier enlace que sufre hidrélisis por un mecanismo
catalizado por un &cido o una base. Estos sustratos pueden incluir oligoésteres tales como oligdmeros de acido
lactico o glicolico. La velocidad de degradacién de estos materiales se puede controlar mediante la eleccion de
oligbmero
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Heparina; Péptidos de Union a Heparina

Una matriz polimérica de acuerdo con la presente invencién puede ademas modificarse mediante la inclusion de
heparina y/o fragmentos de unién a heparina, que se unen directa o indirectamente a proteinas que se unen a la
heparina. En el dltimo caso, las proteinas pueden unirse a la heparina, que entonces esta disponible para unirse a
una sustancia del esmalte activa que incluye un sitio de unién a heparina, o la misma sustancia del esmalte activa
puede contener una parte de heparina que esta unida por ciertas sustancias del esmalte activas de unién a
heparina. Estas se pueden unir al material de la matriz usando técnicas estandar como se discute con mas detalle
mas adelante.

Una realizacién prevista de la presente aplicacion es, por tanto, una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de baja
concentracion para administrar una sustancia del esmalte activa, que comprende una matriz polimérica adecuada
para crecimiento o crecimiento interno, u oclusion de células, y una sustancia del esmalte activa que comprende al
menos un fragmento de amelogenina, donde la concentracion de dicha sustancia del esmalte activa es menor que 1
mg/ml de formulacién, y donde dicha matriz esta modificada mediante la inclusién de al menos una heparina y/o al
menos un fragmento de unién a heparina.

En una realizacion preferida, la heparina se une a geles de fibrina no convalentemente usando un sistema de dos
partes que consiste en un péptido quimera y heparina propiamente dicha. El péptido quimera consiste en dos
dominios, un sustrato del factor Xllla y un dominio de unién a polisacaridos. Una vez que el péptido quimera se
reticula en el gel de fibrina, se une a la heparina (u otros polisacaridos) por interacciones no covalentes.

Se ha descubierto que numerosas proteinas tienen afinidad de union a la heparina. Se pueden encontrar ejemplos
en la Tabla 3 mas abajo.

Tabla 3

Secuencias de union a heparina

Proteina Dominio de unién a heparina Referencia
Anti-trombina Ill K(BA)FAKLAARLYRKA Tyler-Cross, R., et. Protein Science, 3:
620-627
Factor Plaquetario 4 YKKIIKKL Zucker and Katz, (1991).
Exper. Biol. Med.: 693-702
Célula Neural KHKGRDVILKKDVR Kallapur, et al., Adhesion Molecule
(1992) J. Neurosci. Res. 33: 538-548
Fibronectina YEKPGSPPREVVPRPRPCV Haugen, et al., (1992). J. Neurosci. 12:
KNNQKSEPLIGRKKT 2034-2042
bFGF (factor de crecimiento de | KDPKRL SwissPROT: P09038
fibroblastos basico) YRSRKY
aFGF (factor de crecimiento de | YKKPKL SwissPROT: P05230
fibroblastos acido)
LPL (lipasa lipoproteica) AKRSSKM Hata, et al., J. Biol. Chem. 268: 8447-
CRKRCN 8457

En una alternativa realizacién prevista, la sustancia del esmalte activa muestra por si misma afinidad por sustratos
de unioén que tienen afinidades de uniéon a heparina, tales como las sustancias ejemplificadas en la tabla 3. En tal
realizacion, la sustancia del esmalte activa que contiene al menos un fragmento de amelogenina se une a la matriz
polimérica covalentemente o no covalentemente como se ha descrito anteriormente, proporcionando asi un dominio
similar a la heparina para interacciones no covalentes con cualquier otra sustancia con afinidad de unién a heparina.

Sitios de Union Celular

Las células interaccionan con su entorno ambiental mediante interacciones proteina-proteina, proteina-oligosacarido
y proteina-polisacarido en la superficie celular. Las proteinas de la matriz extracelular proporcionan un huésped de
sefales bioactivas a la célula. Se requiere que esta red densa suporte a las células, y se ha demostrado que
muchas proteinas de la matriz controlan la adhesién, esparcimiento, migracion y diferenciacién celular (Carey,
Annual Review of Physiology, 53:161-177, 1991). Algunas de las proteinas especificas que se ha demostrado que
son particularmente activas incluyen laminina, vitronectina, fibronectina, fibrina, fibrindbgeno y colageno (Lander,
Journal of Trends in Neurological Science, 12:189-195, 1989). Se han realizado muchos estudios de laminina, y se
ha demostrado que la laminina juega un papel vital en el desarrollo y regeneracion de nervios in vivo y células
nerviosas in vitro (Williams, Neurochemical Research, 12:851-869, 1987), asi como en la angiogénesis.
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Se han identificado algunas de las secuencias especificas que interaccionan directamente con receptores celulares
y causan adhesion, dispersion o transduccion de sefales.

Se ha demostrado que la laminina, una gran proteina de multidominios (Martin, Annual Review of Cellular Biology,
3:57-85, 1987), consiste en tres cadenas con varios dominios de union al receptor. Estos dominios de union al
receptor incluyen la secuencia YIGSR de la cadena B1 de laminina (Graf, et al., Cell, 48:989-996, 1987; Kleinman, et
al., Archives of Biochemistry and Biophysics, 272:39-45, 1989; and Massia, et al., J. of Biol. Chem., 268:8053-8059,
1993), LRGDN de la cadena A de laminina (Ignatius, et al., J. of Cell Biology, 111:709-720, 1990) y PDGSR de la
cadena B1 de laminina (Kleinman, et al., 1989). También se han identificado otras varias secuencias de
reconocimiento para células. Estas incluyen IKVAV de la cadena A de laminina (Tashiro, et al., J. of Biol. Chem.,
264:16174-16182, 1989) y la secuencia RNIAEIIKDI de la cadena B2 de laminina (Liesi, et al., FEBS Letters,
244:141-148, 1989).

En una adicional realizacion preferida, se incorporan a la matriz sitios peptidicos para adhesién celular, a saber,
péptidos que se unen a receptores que favorecen la adhesién en las superficies celulares a los biomateriales de la
presente invencion. Tales péptidos que favorecen la adhesion se pueden seleccionar del grupo como se ha descrito
anteriormente. Particularmente preferidas son la secuencia RGD de fibronectina y la secuencia YIGSR de laminina.
La incorporacién de sitios de unién celular es una realizacién particularmente preferida con matrices sintéticas, pero
también se pueden incluir con matrices naturales. La incorporacion se puede hacer, por ejemplo, simplemente
mezclando un péptido de union celular que contiene cisteina con la molécula precursora que incluye el grupo
insaturado conjugado, tal como acrilato de PEG, PEG-acrilamida o PEG-vinilsulfona varios minutos antes de mezclar
con el resto del componente precursor que incluye el grupo nucleofilico, tal como el componente precursor que
contiene tiol. Si el sitio de union celular no incluye una cisteina, puede ser sintetizado quimicamente para incluir una.
Durante esta primera etapa, el péptido que favorece la adhesién llegara a incorporarse en un extremo del precursor
funcionalizado en modo multiple con una insaturacién conjugada; cuando el multi-tiol restante se afiade al sistema
se formara una red reticulada. Otra implicacién importante del modo mediante el cual se preparan las redes aqui, es
la eficacia de la incorporacion de ligandos bioactivos colgantes tales como sefales de adhesién. Esta etapa ha de
ser cuantitativa, porque, por ejemplo, los ligandos no unidos (por ejemplo sitios de adhesion) pudieron inhibir la
interaccion de células con la matriz. La derivatizacién del precursor con tales oligopéptidos colgantes se realiza en
una primera etapa en gran exceso estequiométrico (minimo: 40 veces) de precursores electrofilicos de multiples
brazos respecto a los tioles y por tanto es claramente cuantitativa. Aparte de impedir la inhibicion no deseada, este
logro es biolégicamente incluso mas significativo: la conducta celular es extremadamente sensible a pequefios
cambios en las densidades de ligandos, y un conocimiento preciso de los ligandos incorporados ayuda a disefar y
entender las interacciones célula-matriz. En resumen, la concentracion de sitios de adhesién covalentemente
enlazados a la matriz influye significativamente en la velocidad de infiltracion celular. Por ejemplo, para un hidrogel
dado, un intervalo de concentracién de RGD se puede incorporar a la matriz que soporta crecimiento interno celular
y migracion celular de una manera 6ptima,

Una realizacion preferida actualmente es, por tanto, una formulacién farmacéutica y/o terapéutica de baja
concentracion para administrar una sustancia del esmalte activa, que comprende una matriz polimérica adecuada
para crecimiento o crecimiento interno celular, y una sustancia del esmalte activa que comprende al menos un
fragmento de amelogenina, donde la concentracion de dicha sustancia del esmalte activa es menor que 1 mg/ml de
formulacion, y donde dicha matriz se modifica mediante la inclusién de RGD. Ver, por ejemplo, los ejemplos 2 y 4 en
la seccion experimental.

Métodos de Uso

La presente invencion proporciona una formulacion de sustancias del esmalte activas de baja concentracion para
reparacion, regeneracioén o remodelacién de tejidos duros y blandos, en particular para el crecimiento 6seo y dental
usando matrices naturales y/o sintéticas que tienen una sustancia del esmalte activa, que comprende al menos un
fragmento de amelogenina, liberable incorporada y/o incluida en ellas. Las matrices son biocompatibles y/o
biodegradables y se pueden formar in vitro o in vivo en el momento de la implantacion. La sustancia del esmalte
activa que comprende al menos un fragmento de amelogenina se puede incorporar y/o incluir en las matrices y
retiene su completa bioactividad. Mas aun, como se ha esbozado anteriormente, la sustancia del esmalte activa que
comprende al menos un fragmento de amelogenina puede ser liberable incorporada, usando técnicas que
proporcionan control sobre cémo y cuando y en qué grado la sustancia del esmalte activa es liberada, de manera
que la matriz se puede usar para reparacion de tejidos directa o indirectamente, usando la matriz como un vehiculo
de liberacion controlada.

La nueva formulacién farmacéutica y/o terapéutica de baja concentracion descrita en el presente documento se
puede usar para reparacion, regeneracion y/o remodelacion de tejidos, y/o liberacién de una sustancia del esmalte
activa, antes del o en el momento de la implantacién. En algunas realizaciones sera deseable inducir reticulacion en
el sitio de administracion para conformar la matriz al tejido en el sitio de implantacion. En otras realizaciones sera
conveniente preparar la matriz antes de la implantacion.
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Se pueden afadir también células a la formulacion farmacéutica y/o terapéutica antes de o en el momento de la
implantacion, o incluso después de la implantacion, durante o después de la reticulacion del polimero para formar la
matriz. Esto puede ser ademas de la, o en lugar de la, reticulacion de la matriz para producir espaciado intersticial
disenado para favorecer la proliferacién o crecimiento interno celulares.

Aunque en la mayoria de los casos sera deseable introducir las formulaciones farmacéuticas y/o terapéuticas para
favorecer el crecimiento y proliferacion celular, en algunos escenarios potenciales, las sustancias del esmalte activas
se usaran para inhibir la velocidad de proliferacién celular. Una aplicacion especifica es inhibir la formacién de
adhesién después de la cirugia e inhibir el crecimiento interno de fibroblastos en un lecho de herida después de la
colocacion de un implante.

En un aspecto particular, la nueva y mejorada formulacion de baja concentracion de matriz del esmalte, derivados de
la matriz del esmalte y/o proteinas de la matriz del esmalte descritos en el presente documento se pretende usar
como un medicamento tal como un agente terapéutico o profilactico, en particular para usar en reparacion,
regeneracion y/o remodelacion de tejidos, para inducir la unién entre partes de tejido mineralizado vivo, para unir
una pieza de tejido mineralizado vivo a un sitio de unién o una pieza de otro tejido vivo, para mejorar la curacion de
una herida en la piel o mucosa, para prevenir o tratar una infeccién o una enfermedad inflamatoria, para la formacién
o regeneracion de dentina, para favorecer la toma de un injerto, para tratar neoplasmas benignos derivados
epitelialmente, semi-malignos o malignos, para la induccion de apoptosis, o para rellenar una cavidad de herida y/o
defecto tisular después de un procedimiento y/o trauma, tal como cirugia citorreductora.

En un segundo aspecto, tal formulacion farmacéutica y/o terapéutica se usara para la fabricacién de un
medicamento para reparar tejido mineralizado tal como hueso, cartilago y dientes, para reparacion tisular de tejido
no mineralizado tal como tejido blando y mucosa, para el tratamiento de una enfermedad que implica inflamacion y/o
infeccion, para la formacién o regeneracién de dentina, para favorecer la toma de un injerto, para tratar neoplasmas
benignos derivados epitelialmente, semi-malignos o malignos, para la induccién de apoptosis, o para rellenar una
cavidad de herida y/o defecto tisular después de un procedimiento y/o trauma, tal como cirugia citorreductora.

Aplicando la nueva y mejorada formulacién de baja concentracion de matriz del esmalte, derivados de la matriz del
esmalte y/o proteinas de la matriz del esmalte, descritos en el presente documento, en un modelo de dehiscencia
periodontal en cerdos (ver el ejemplo 5 en la seccién experimental) para la curacién y regeneracion de tejido
periodontal, en particular para rebrote de tejido mineralizado, se descubrié sorprendentemente que la morfologia de
la estructura 6sea regenerada era diferente de la estructura regenerada cuando se usaba derivado de la matriz del
esmalte en una clasica formulaciéon de alta concentraciéon (30 mg/ml en PGA). Por tanto se descubrié por primera
vez que la nueva formulacién permite neogénesis guiada de tejido mineralizado tal como crecimiento éseo o rebrote
6seo guiados en un cuerpo de mamifero.

Sin querer limitar la presente invencion a una teoria cientifica especifica, se prevé que la estructura ésea
nuevamente formada se forme dentro de la formulaciéon farmacéutica y/o terapéutica para administrar una sustancia
del esmalte activa, que comprende una matriz polimérica que es adecuada para crecimiento interno y/o migracién
celular, y una sustancia del esmalte activa que comprende al menos un fragmento de amelogenina. Por tanto, el
volumen, forma y posicion de esta matriz nueva se puede usar para modelar el volumen, forma y posicién de la
correspondiente generacion &sea, permitiendo aplicaciones nuevas y complejas de tales matrices
independientemente de la concentracion real de sustancia del esmalte activa en tal formulacion. El profesional
entendera que dicha concentracion de matriz del esmalte se puede ajustar para adaptarse mejor a cada necesidad
especifica.

Nuevas aplicaciones médicas y/o dentales posibles para la formulacién farmacéutica y/o terapéutica para administrar
una sustancia del esmalte activa de la presente invencion, que comprende una matriz polimérica que es adecuada
para crecimiento interno y/o migracién celular, y una sustancia del esmalte activa que comprende al menos un
fragmento de amelogenina, son por ejemplo tratamiento de defectos grandes o complejos en los dientes tales como
defectos de furcacion, o rebrote de estructuras 6seas perdidas en el esqueleto, o en las articulaciones de un cuerpo
de mamifero. Esté previsto ademas que la formulacion se puede usar para neogénesis 6sea guiada o rebrote en una
forma especifica in vivo, in situ, o fuera del cuerpo de mamiferos, asi como en una ubicaciéon no terminal del cuerpo
de mamiferos, con lo cual tal estructura 6sea nueva pueda usarse faciimente para implantar en el cuerpo de
mamiferos.

En una realizaciéon actualmente preferida, una formulacién de sustancias del esmalte activas a usar para la nueva
indicacion médica esbozada anteriormente, comprende poli(etilenglicol) y una concentraciéon de dicha sustancia del
esmalte activa, que comprende al menos un fragmento de amelogenina, que es menor que 1 mg/ml de formulacion.

Se prevé ademas un estuche que comprende una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con la
presente invencion y EMDOGAIN® para una aplicaciéon simultdnea de ambas formulaciones, y el uso de tal estuche
combinatorio como un medicamento.

Ventajas de formulaciones de liberacién continua de la presente invencion
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Las formulaciones farmacéuticas y/o terapéuticas de la presente invencion que comprenden una matriz polimérica y
sustancias del esmalte activas, que comprenden al menos un fragmento de amelogenina, se pueden usar como
formulaciones de liberacion continua. La semivida bioldgica de las proteinas/polipéptidos es con frecuencia corta y
por tanto su actividad biolégica se pierde rapidamente cuando se administran al cuerpo. También, con formulaciones
corrientes, en contraste con las formulaciones de liberacion continua descritas en el presente documento, hay un
arranqgue inicial de actividad de la sustancia debido a la gran cantidad de sustancia liberada inicialmente después de
la administracion, tras lo cual la actividad biolégica disminuye con el tiempo. En cambio, usando las formulaciones
farmacéuticas y/o terapéuticas de la presente invencion, la liberacion de las sustancias del esmalte activas se puede
controlar tanto respecto al tiempo de liberacion como a la concentracion liberada. También, usando las
formulaciones farmacéuticas y/o terapéuticas de la presente invencion, la liberacién de las sustancias del esmalte
activas es una liberacion localizada, donde la liberacion ocurre de una manera controlada en el sitio corporal
deseado. Las formulaciones de la presente invencion también permiten liberar una cantidad regular de las
sustancias del esmalte activas durante periodos prolongados de tiempo, incluso durante dias y semanas si se
desea. De este modo el proceso de curacion de heridas es mejorado.

El tiempo durante el cual se libera la sustancia del esmalte activa y la cantidad liberada por unidad de tiempo se
puede ajustar cambiando la composicién de la formulacién farmacéutica y/o terapéutica respecto a la concentracion
de polimero, grado de reticulacion del polimero y sustancia activa, concentracion de sustancias del esmalte activas
que comprenden al menos un fragmento de amelogenina en la formulacion, incorporacion de sitios de escision
enzimatica y otras sustancias biolégicamente activas que afectan a la velocidad de degradacion de la red polimérica
como se ha descrito en otros lugares de este texto. De este modo el perfil de liberacion se puede ajustar como se
desee para cada aplicacién especifica.

Ademds, como algunas de las nuevas formulaciones descritas en el presente documento son mas estables en
formas que las formulaciones clasicas de los derivados de la matriz del esmalte en, por ejemplo, gel de PGA, y
cuando también estan destinadas a ser adecuadas para crecimiento interno celular, pueden usarse por primera vez
para guiar un rebrote particular de tejido mineralizado en una forma especifica, volumen y/o localizacion.

Métodos de Aplicacion

En una realizacion, la formulacion farmacéutica y/o terapéutica se gelifica in situ en o sobre el cuerpo. En otra
realizacién, la composicion farmacéutica y/o terapéutica se puede preformar fuera del cuerpo y después aplicarse en
la configuracién preformada.

Como se ha descrito anteriormente, el material de la matriz se puede fabricar a partir de componentes precursores
sintéticos o naturales. Independientemente de la clase de componente precursor usado, los componentes
precursores deben separarse antes de la aplicacion de la mezcla al cuerpo para prevenir la combinacion o contacto
de uno con otro bajo condiciones que permiten la polimerizacién o gelificacion de los componentes. Para prevenir el
contacto anterior a la administracion, se puede usar un estuche que separa las composiciones una de otra. Al
mezclar bajo condiciones que permiten polimerizacién, las composiciones forman una red tridimensional
suplementada con sustancias del esmalte activas. Dependiendo de los componentes precursores y sus
concentraciones, puede ocurrir gelificacion casi instantaneamente después de mezclar.

En una realizacion la matriz se forma a partir de fibrindgeno. El fibrinbgeno, mediante una cascada de diversas
reacciones origina geles para formar una matriz cuando se pone en contacto con trombina y una fuente de calcio a
temperatura y pH apropiados. Los tres componentes, fibrindgeno, trombina y la fuente de calcio, deben almacenarse
por separado. Sin embargo, siempre que al menos uno de los tres componentes se mantenga separado los otros
dos componentes se pueden combinar antes de la administracién. El fibrinbgeno se puede disolver (que
adicionalmente puede contener aprotinina para aumentar la estabilidad) en una disolucién tampén a pH fisiol6gico
(en un intervalo desde pH 6,5 a 8,0, preferiblemente desde pH 7,0 a pH 7,5) y almacenado separadamente de una
disolucién de trombina en un tampon de cloruro célcico (por ejemplo, intervalo de concentracion de 40 a 50 mM). La
disolucién tampdn para el fibrin6geno puede ser una disolucion tampoén de histidina a una concentracion preferida de
50 mM que incluye ademas NaCl a una concentracion preferida de 150 mM o una disolucion salina de tampén TRIS
(preferiblemente a una concentracion de 33 mM). En una realizacion preferida se proporciona un estuche, que
contiene una sustancia del esmalte activa que comprende al menos un fragmento de amelogenina, fibrindgeno,
trombina, y una fuente de calcio. Opcionalmente, el estuche puede contener una enzima reticuladora tal como factor
Xllla. Esta sustancia del esmalte activa que comprende al menos un fragmento de amelogenina puede ser una
proteina de fusién que contiene un dominio bioactivo de una sustancia del esmalte activa, un dominio sustrato para
una enzima reticuladora y un sitio de degradacion entre el dominio sustrato y dominio bioactivo. La proteina de
fusion puede estar presente en la disolucién de fibrinégeno o de trombina. En una realizacion preferida la disolucién
de fibrinégeno contiene la proteina de fusion.

Las disoluciones se mezclan preferiblemente con un dispositivo de jeringas de dos vias, en el que la mezcla ocurre
apretando los contenidos de ambas jeringas mediante una camara de mezcla y/o aguja y/o mezclador estatico.
Otras opciones también preferidas son afadir las 2 disoluciones a un recipiente, mezclarlas en él, transferirlas a, por
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ejemplo, una jeringa y aplicar después. De manera éptima, ambas disoluciones se pueden disolver en un tampoén
ligeramente acido en la jeringa 1, después unirse a una jeringa con una base que contiene luer hembra (y
alternativamente modificador de viscosidad) y mezclarse mediante mezcla de jeringa-jeringa.

En una realizacion actualmente preferida se almacenan por separado fibrinégeno y trombina en forma liofilizada.
Cualquiera de los dos puede contener la proteina de fusién. Antes de usar, el tampon tris o de histidina se afiade al
fibrinogeno, el tampon puede ademdas contener aprotinina. La trombina liofilizada se disuelve en la disolucién de
cloruro calcico. Posteriormente, las disoluciones de fibrindgeno y trombina se colocan en cuerpos separados de
recipientes/viales/jeringa y se mezclan mediante un dispositivo conector de dos vias tal como una jeringa de dos
vias. Opcionalmente, los cuerpos de recipientes/viales/jeringa son bipartitos que tienen por tanto dos camaras
separadas por un separador ajustable que es perpendicular a la pared del cuerpo de jeringa. Una de las camaras
contiene el fibrinégeno o trombina liofilizados, mientras que la otra camara contiene una disolucion tampon
apropiada. Cuando se presiona el émbolo, el separador se mueve y libera el tampdn en la camara de fibrin6geno
para disolver el fibrinbgeno. Una vez que el fibrindbgeno y la trombina estan disueltos, ambos cuerpos de jeringa
bipartitos se unen a un dispositivo conector de dos vias y los contenidos se mezclan presionandolos mediante la
aguja de inyeccién unida al dispositivo conector. Opcionalmente el dispositivo conector contiene un mezclador
estatico para mejorar la mezcla de los contenidos.

En otra realizacion también preferida, el fibrinbgeno se diluye ocho veces y la trombina se diluye 20 veces antes de
mezclar. Esta relacion da por resultado un tiempo de gelificacion de aproximadamente un minuto.

En una realizacion mas, la matriz polimérica incluida en la formulacion de baja concentracion de la presente
invencién se forma a partir de componentes precursores sintéticos capaces de sufrir una reaccion de adicion
Michael. Puesto que el componente precursor nucleofilico (el multitiol) reacciona solamente con el componente
multi-aceptador (el grupo insaturado conjugado) a pH basico, los tres componentes que se han de almacenar
separadamente antes de la mezcla son: la base, el componente nucleofilico y el componente multi-aceptador. Tanto
el componente multi-aceptador como el componente multitiol se pueden almacenar como una disolucién en
tampones o en &cidos. Se almacena normalmente seco acrilato de PEG. Asi, alternativamente, ambos PEGs se
almacenan secos y se disuelven en tampon basico antes de usar (como se ha documentado en el ejemplo 2), o el
PEG-tiol se almacena en tampon &cido y se mezcla con el acrilato de PEG antes de usar, seguido por mezcla con
una base (ver el ejemplo 3). Ambas composiciones pueden incluir el sitio de unién celular y adicionalmente la
sustancia del esmalte activa que comprende al menos un fragmento de amelogenina. Asi, la primera composicién
del sistema puede incluir por ejemplo la disolucién del componente nucleofilico y la segunda composicién del
sistema puede incluir la disoluciéon del componente multi-aceptador. Una de las dos o ambas composiciones pueden
incluir la base. En otra realizacion, el multi-aceptador y el multitiol se pueden incluir como disolucion en la primera
composicién y la segunda composicion puede incluir la base. La conexién y mezcla tiene lugar de la misma manera
que se ha descrito anteriormente para el fibrindgeno. El cuerpo de jeringa bipartito es también adecuado para los
componentes precursores sintéticos. En vez de fibrindgeno y trombina los componentes multi-aceptador y multitiol
se almacenan en forma pulverizada en una de las camaras y la otra camara contiene el tampoén basico. Otras
opciones también preferidas son afadir las 2 disoluciones a un recipiente, mezclarlas en él, transferirlas a, por
ejemplo, una jeringa y aplicar después. De modo 6ptimo ambos PEGs se pueden disolver en un tampén ligeramente
acido en la jeringa 1, después unirse a una jeringa con una base que contiene luer hembra (y alternativamente
modificador de viscosidad) y mezclarse mediante mezcla de jeringa-jeringa.

Definiciones

“Biomaterial” como se usa generalmente en el presente documento se refiere a un material destinado a interconectar
con sistemas biolégicos para evaluar, tratar, aumentar, o reemplazar cualquier tejido, érgano o funcién del cuerpo
dependiendo del material, temporal o permanentemente. Los términos “biomaterial” y “matriz” se usan como
sinénimos en el presente documento y significan una red polimérica reticulada o entrecruzada que, dependiendo de
la naturaleza de la matriz, se puede hinchar con agua, pero no disolverse en agua, es decir, forma un hidrogel que
permanece en el cuerpo durante un cierto periodo de tiempo realizando ciertas funciones de soporte para el tejido
blando y/o duro traumatizado o defectuoso.

La expresion “matriz proteica” significa una matriz formada por reticulacién de moléculas precursoras proteicas a una
red polimérica, i6bnicamente, covalentemente, o por combinaciones de ambos modos, o hinchando uno o mas
material(es) polimérico(s), es decir, matrices, para formar una red polimérica.

“Matriz polisacaridica” se usa para describir una matriz formada por reticulacion de moléculas precursoras
polisacaridicas a una red polimérica, i6nicamente, covalentemente, o por combinaciones de ambos modos, o
hinchando uno o mas material(es) polimérico(s), es decir, matrices, para formar una red polimérica.

Por “matriz sintética” se entiende una matriz que se forma reticulando moléculas precursoras sintéticas a una red

polimérica, iénicamente, covalentemente, o por combinaciones de ambos modos, o hinchando uno o mas
material(es) polimérico(s), es decir, matrices, para formar una red polimérica.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2384273 T3

La expresién “matriz polimérica” se usa para incluir cualquiera de las matrices proteicas, polisacaridicas y sintéticas
descritas anteriormente. Un polimero es per se una gran molécula formada por la unién de al menos 5 mondémeros.

Cuando se usa en el presente documento, “matriz del esmalte” significa el precursor del esmalte que se puede
obtener a partir de cualquier fuente natural relevante, es decir, un mamifero en el que los dientes estan en
desarrollo. Una fuente adecuada es desarrollar dientes a partir de animales sacrificados tales como, por ejemplo,
terneros, cerdos o corderos. Otra fuente es, por ejemplo, la piel de pescado. En el presente contexto, la expresion
“una sustancia del esmalte activa” se usa para abarcar derivados de la matriz del esmalte y/o proteinas de la matriz
del esmalte no discriminantes de su fuente. Las expresiones “matriz del esmalte”, “derivado de la matriz del esmalte”
(EMD), “proteina de la matriz del esmalte” etc. no se han de confundir con las matrices poliméricas descritas
anteriormente.

“Nucledfilo fuerte” cuando se usa generalmente en el presente documento se refiere a una molécula que es capaz
de donar un par electrénico a un grupo electréfilo en una reaccion de formacion de enlace polar. Preferiblemente el
nucledfilo fuerte es mas nucleofilico que el agua a pH fisiolégico. Ejemplos de nucledfilos fuertes son los tioles y las
aminas.

“Enlace insaturado conjugado” cuando se usa generalmente en el presente documento se refiere a la alternancia de
enlaces multiples carbono-carbono, carbono-heteroatomo o heteroatomo-heterodtomo con enlaces sencillos, o la
unién de un grupo funcional a una macromolécula, tal como un polimero sintético o una proteina. Tales enlaces
pueden sufrir reacciones de adicion.

“Grupo insaturado conjugado” cuando se usa generalmente en el presente documento se refiere a una molécula o
una regién de una molécula que contiene una alternancia de enlaces mudltiples carbono-carbono, carbono-
heteroatomo o heteroatomo-heteroatomo con enlaces sencillos, que tiene un enlace multiple que puede sufrir
reacciones de adicién. Los ejemplos de grupos insaturados conjugados incluyen, pero no estan limitado a,
vinilsulfonas, acrilatos, acrilamidas, quinonas, y vinilpiridinios, por ejemplo, 2- 6 4-vinilpiridinio e itaconatos.

“Moléculas precursoras sintéticas” cuando se usa generalmente en el presente documento se refiere a moléculas
que no existen en la naturaleza.

“Componentes o polimeros precursores que se encuentran naturalmente” cuando se usa generalmente en el
presente documento se refiere a moléculas que pudieron encontrarse en la naturaleza.

“Funcionalizar” cuando se usa generalmente en el presente documento se refiere a modificar una molécula de una
manera que da por resultado la uniéon de un resto o grupo funcional. Por ejemplo, se puede funcionalizar una
molécula por la introduccién de una molécula que hace a la molécula un nucledfilo fuerte o una instauracion
conjugada. Preferiblemente una molécula, por ejemplo PEG, se funcionaliza para convertirse en un tiol, amina,
acrilato, o quinona. Las proteinas, en particular, también se pueden funcionalizar eficazmente por reduccién parcial o
completa de enlaces disulfuro para crear tioles libres.

“Funcionalidad” cuando se usa generalmente en el presente documento se refiere al niUmero de sitios reactivos en
una molécula.

“Funcionalidad de los puntos de ramificacion” cuando se usa generalmente en el presente documento se refiere al
numero de brazos que se extienden desde un punto de la molécula.

“Sitio de adhesion o sitio de uniéon celular” cuando se usa generalmente en el presente documento se refiere a una
secuencia peptidica a la que se une una molécula, por ejemplo un receptor favorecedor de adhesion en la superficie
de una célula. Los ejemplos de sitios de adhesion incluyen, pero no estan limitados a, la secuencia RGD de
fibronectina, y la secuencia YIGSR de laminina. Preferiblemente los sitios de adhesién celular se incorporan al
biomaterial incluyendo un dominio sustrato reticulable a una matriz.

“Actividad biolégica” cuando se usa generalmente en el presente documento se refiere a eventos funcionales
mediados por una proteina de interés. En algunas realizaciones, esto incluye eventos probados midiendo las
interacciones de un polipéptido con otro polipéptido. También incluye probar el efecto que la proteina de interés tiene
sobre crecimiento celular, diferenciacién, muerte, migraciéon, adhesién, interacciones con otras proteinas, actividad
enzimatica, fosforilacion o desfosforilacion proteica, transcripcion, o traduccién.

“Regenerar” cuando se usa generalmente en el presente documento significa volver a crecer una parte o totalidad de
algo, tal como tejido duro o blando, en particular tejido éseo o dental.

“Multifuncional” cuando se usa generalmente en el presente documento se refiere a mas de un grupo funcional
electrofilico y/o nucleofilico por molécula (es decir, mondémero, oligo- y polimero).
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“Reaccion autoselectiva” cuando se usa generalmente en el presente documento significa que el primer componente
precursor de una composicion reacciona mucho mas rapido con el segundo componente precursor de la
composicion, y viceversa que con otros compuestos presentes en una mezcla o en el sitio de la reaccion. Cuando se
usa en el presente documento, el nucledfilo se une preferiblemente a un electrofilo y un electréfilo se une
preferiblemente a un nucledfilo fuerte, mas que a otros compuestos biolégicos.

“Reticulacion” cuando se usa generalmente en el presente documento significa la formacién de uniones covalentes.
Sin embargo, se puede referir también a la formacion de uniones no covalentes, tales como enlaces idnicos, o
combinaciones de uniones covalentes y no covalentes.

Un “gel” es un material en el que una red de polimero reticulado se hincha en medida finita por una fase continua de
una disolucién acuosa.

“Red polimérica” cuando se usa generalmente en el presente documento significa el producto de un procedimiento
en el que basicamente todos los monémeros, oligo- o polimeros se unen por enlaces covalentes intermoleculares a
través de sus grupos funcionales disponibles para dar por resultado una molécula muy grande.

“Fisiolégicas” cuando se usa generalmente en el presente documento significa condiciones como se pueden
encontrar en vertebrados vivos. En particular, condiciones fisiolégicas se refieren a las condiciones en el cuerpo
humano tales como temperatura, pH, etc. Temperaturas fisiolégicas significan en particular un intervalo de
temperatura entre 35°C a 42°C, preferiblemente alrededor de 37°C.

“Densidad de ligaduras transversales” cuando se usa generalmente en el presente documento se refiere al peso
molecular medio entre dos ligaduras transversales (M) de las moléculas respectivas.

“Peso equivalente” cuando se usa generalmente en el presente documento se refiere a mmoles de grupo funcional/g
de sustancia.

“Hinchamiento” cuando se usa generalmente en el presente documento se refiere al aumento en volumen y masa
por absorcion de agua por el biomaterial. Los términos “absorcion de agua” e “hinchamiento” se usan como
sinbnimos en toda esta solicitud.

“Estado de equilibrio” cuando se usa generalmente en el presente documento es como el estado en el que un
hidrogel no sufre aumento o pérdida de masa cuando se almacena bajo condiciones constantes en agua o tampdn.

En el presente contexto, la expresion “oclusiva de células” se usa para describir las caracteristicas de una matriz que
es capaz de encerrar o bloquear células de un compartimiento formado por dicha matriz, de manera que las células
esencialmente no pueden cruzar hacia adentro o hacia fuera de dicho compartimiento. Por ejemplo, esta funcién
similar a la de barrera puede ser facilitada por una matriz polimérica que virtualmente esta configurada como una
membrana y que tiene un tamafio de poro que es mas pequefio que las células que se destina a bloquear la salida o
entrada a dicho compartimiento. Comprensiblemente las dimensiones exactas de los poros son dependientes del
tamano de las células que van a ser bloqueadas.

LEYENDAS DE LAS FIGURAS

Figura 1
Recuperacion de hueso marginal y cemento en funcién de la concentracion de EMD en el gel.

Figura 2
Curacién de defectos 6seos de tamario critico en el craneo de rata como una funcién de la concentracién de EMD en
el gel insertado (n = 4-5).

Figura 3
Profundidad de bolsa medida desde la CEJ al extremo apical del defecto en milimetros. * P < 0,05 (prueba de
ANOVA de una via con ajuste de Bonferroni)

Figura 4
La densidad 6sea dentro del tubo y a lo largo de las paredes del tubo se valoré cuantitativamente aplicando técnicas
histomorfométricas estandar.

Fiogura 5
La densidad 6sea dentro del tubo y a lo largo de las paredes del tubo se valor6 cuantitativamente aplicando técnicas
histomorfométricas estandar. *** P < 0,001 (prueba de ANOVA de una via con ajuste de Bonferroni)

Figura 6
Modelo de dehiscencia periodontal en mini-cerdos, sistema de montaje quirdrgico.
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Figura 7
Documentacion histologica de la regeneracién de un hueso maduro y laminar separado del nuevo cemento por un
ligamento periodontal bien organizado. 7A Emdogain, 7B PEG/Ec

Figura 8
Documentacion histolégica de la regeneracion de un hueso maduro y laminar con PEG/Ec.

Figura 9
Observacion histologica de la presencia de ligamento periodontal después de tratamiento con PEG-Ec (CMC).

Figura 10
Observacion histologica de la presencia de ligamento periodontal después de tratamiento con PEG-Ec (CMC).

Figura 11
Microrrayos X para medida cuantitativa de recuperacién ésea. Emdogain® alcanzé el mayor rendimiento (4 mm
aproximadamente) con un significado estadistico en comparacion con PEG-Ec o PEG-Ek (p < 0,005).

Figura 12
Documentacion histolégica de las morfologias de las estructuras 6seas regeneradas, que eran diferentes entre los
dos tipos del PEG-Ec o PEG-Ek y Emdogain®

Figura 13
Sistema de montaje quirdrgico para tratamiento de bifurcacion de clase 3 en perros. En el dibujo, cada flecha
corresponde aproximadamente a 5 mm.

SECCION EXPERIMENTAL
Ejemplo 1
Regeneracion de Tejido de Soporte Dental en Mono

El objetivo del presente estudio fue valorar el efecto de diferentes concentraciones de derivado de la matriz del
esmalte mezclado con el vehiculo alginato de propilenglicol, sobre la regeneracion de tejidos de soporte dental asi
como valorar su seguridad biolégica. El derivado de la matriz del esmalte usado aqui esta constituido por la fraccion
proteica de bajo peso molecular de una preparacion de la matriz del esmalte convencional.

Materiales y Métodos

Sustancia de prueba: Derivado de la matriz del esmalte, lote PEU 801.

Fuente; La matriz del esmalte se aisl6 de gérmenes dentales de porcino, homogeneizados y se extrajo la fraccién
proteica de bajo peso molecular.

Vehiculo; Disolucién de alginato de propilenglicol al 2,5% peso/volumen, lote PGA 803.

Almacenamiento de la sustancia de prueba y vehiculo; La sustancia de prueba y el vehiculo se almacenaron a
-18°C. Los frascos que contenian la sustancia y el vehiculo se dejaron equilibrar con la temperatura ambiente antes
de usar.

Administracion de la preparacion de la prueba. La sustancia se disolvio con el vehiculo asépticamente bajo una
campana de flujo de aire laminar usada individualmente para los monos. Las concentraciones finales de la sustancia
se prueba se determinaron antes del experimento y se expresaron como mg de proteina/ml de disolucion
reconstituida (tabla 4).

Animales: Siete (7) monos (Macaca fascicularis), de 3 a 4 afos de edad, se compraron del Primate Research
Center, National Bacteriological Laboratory, Solna, SWEDEN, donde los animales se albergaron durante el
experimento. A cada animal se le dio un coédigo de identificacion individual. Se mantuvieron individualmente en
jaulas en un ambiente controlado:

Temperatura 18-22°C

Humedad relativa 40-47%

Luz entre 6 am y 6 pm

Se les dio libre acceso a una comida estandar para monos (R3, Ewos AB, Sodertélje, Sweden) y agua del grifo. La
dieta se suplementé diariamente con fruta fresca.

Disenos experimentales: Los dientes de cada mono se asignaron a grupos de prueba o control. Se realizé cirugia
periodontal de acuerdo con la técnica de Widman modificada. Las preparaciones de prueba se aplicaron a las
superficies radiculares de los dientes de prueba antes de la reposicion y sutura de los colgajos. Los dientes control
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se manejaron por simulacién, pero no recibieron preparaciéon alguna de prueba. El procedimiento, de un modo por
etapas, fue como sigue:

1. Treinta minutos antes de la cirugia se prepararon los viales que contenian la sustancia de prueba. Un vial de
sustancia se prueba se us6 para cada grupos de dos dientes. Se permitieron veinte minutos para que la
sustancia de prueba se disolviera. La disolucion se retir6 con una jeringa de 3 ml y se dej6 depositarse en el
émbolo. El aire se separé cuidadosamente de la jeringa empujando el émbolo.

2. Se anestesiaron los animales con pentobarbital sédico, y el area seleccionada para cirugia se anestesio
localmente y se desinfecté. Un colgajo de espesor total (colgajo mucoperiéstico) se levanté en los lados
orales y faciales de los dientes.

3. La placa 6sea bucal se separé con una gran fresa redonda bajo enjuague constante con disolucion salina
estéril. El area se enjuag6 rigurosamente con disolucion salina estéril y las raices dentales expuestas se
grabaron durante 30 segundos con acido ortofosférico o citrico al 37% (pH 1). Se dio un enjuague final con
disolucién salina estéril. El exceso de fluido se limpié con algodén.

4. Las preparaciones de prueba se aplicaron inmediatamente comenzando en la parte mas apical de los
defectos 6seos y se cubrieron las superficies integras de las raices expuestas.

5. Los colgajos se reposicionaron y suturaron conjuntamente. No se us6 aposito periodontal.

6. Se registro diariamente el aspecto clinico local en torno a los dientes controles y experimentales y conducta
general de los monos.

Estudios terminales. Después de cincuenta y seis dias (8 semanas), los monos se sacrificaron por una sobredosis
de pentobarbital sédico y los dientes controles y restantes se evaluaron histolégicamente.

Preparacion histologica. Los dientes experimentales y controles junto con el hueso alveolar circundante y tejido
blando se diseccionaron y usaron para examen por microscopia éptica. Las muestras se fijaron en formalina
tamponada fria al 10% durante 48 horas, se desmineralizaron en acido férmico al 5%, se incrustaron en parafina y
se seccionaron paralelamente a lo largo del eje de los dientes en una direcciéon bucolingual. Las secciones se
cortaron en serie de pasos en niveles distanciados 20 um y se tifleron con hematoxilina y eosina. Se examinaron
después por transmision con luz ordinaria y polarizada.

Evaluacion. Se registraron las reacciones de los tejidos en las superficies radiculares expuestas y se midio la
distancia, expresada en porcentaje de superficie radicular expuesta, que habia sido cubierta por el nuevo hueso
alveolar y el nuevo cemento (ver figura 1).

Métodos estadisticos. Se usaron métodos estadisticos no paramétricos, es decir, la prueba de suma de rangos de
Wilcoxon y la prueba U de Mann-Whitney, para valorar el significado de las diferencias entre sitios controles y de
pruebas. Los niveles de significacion se indican como sigue:

1. NS no significativo

2 * p<0,05
3. * p<0,01
4. ** p<0,001

Almacenamiento de datos y muestras. Todos los datos en bruto, muestras, el protocolo e informe final de este
estudio estan almacenados en los archivos de BIORA AB, Krokusvagen 12, 181 31 Lidingd, SWEDEN. Referencias
relevantes: BIORA Scientific report 9/88.

Resultados

Observaciones criticas. Todos los animales permanecieron sanos a lo largo del periodo de prueba y no se
observaron efectos secundarios adversos. La curacion tanto en dientes de prueba como en dientes controles fue sin
incidentes.

Conducta general. Todos los animales se comportaron con normalidad con ningunas diferencias aparentes entre
animales individuales.

Consumo de alimentos. El consumo de alimentos y agua parecié ser normal con ningunas diferencias evidentes
entre animales individuales.

Estudios terminales

Examen macroscopico. El aspecto macroscopico reveld encia sana alrededor de todos los dientes de prueba sin
inflamacion gingival evidente. No se observaron efectos secundarios adversos. La encia bucal de todos los dientes
controles muestra una inflamacién moderada con un margen gingival reclinado.
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Examen microscopico. El examen microscopico y morfométrico revelé diferencias significativas entre los grupos de
dientes de prueba y controles (tabla 4 y 5). Cemento nuevo firmemente unido a la superficie radicular instrumentada
se habia formado en grados variables en los dientes de prueba. La capa de cemento contenia fibras periodontales
funcionalmente orientadas asociadas con una membrana periodontal tal como se revela por microscopia con luz
polarizada. Ademas, hueso alveolar unido a la membrana periodontal estaba presente en grados variables sobre las
superficies radiculares experimentales expuestas (tabla 4 y 5). El epitelio de unién no habia proliferado mas alla de
la recién formada capa de cemento y la inflamacién gingival era practicamente inexistente. Ni nuevo hueso alveolar
ni nuevo cemento significativo se habia formado en los dientes controles. Las superficies radiculares expuestas
originalmente estaban cubiertas por un largo epitelio de unién que se habia retraido hasta aproximadamente la mitad
del camino hacia la raiz. Una moderada inflamacion gingival estuvo presente en la mucosa oral bucal. Se
encontraron que eran significativas a varios niveles las diferencias de andlisis estadistico entre los grupos de dientes
de prueba y controles (tablas 4 y 5).

Discusion

El objetivo del presente estudio fue valorar el efecto de diferentes concentraciones de derivado de la matriz del
esmalte, mezclado con el vehiculo alginato de propilenglicol, sobre la regeneracién de tejidos de soporte dental, asi
como valorar su seguridad biolégica. EI modelo usado en el presente estudio es casi idéntico al de entornos clinicos
destinados al uso clinico de derivado de la matriz del esmalte. La preparacién de la prueba se administré como una
ayuda quirurgica durante la cirugia periodontal convencional. Sobre una base de peso corporal las dosis
administradas son inferiores y superiores a la dosis destinada para usar en humanos, que es 7,5 mg de proteina en
una sola aplicacién de tamafo equivalente. Se usaron como controles operaciones simuladas.

Los tejidos de soporte dental (cemento, membrana periodontal y hueso alveolar) no se regeneraran normalmente
tras el tratamiento de periodontitis marginal. En cambio, la superficie radicular expuesta sera cubierta por una capa
de células epiteliales que no proporcionan una unién funcional para el diente. Asi, los tejidos de soporte dental
perdidos en la enfermedad periodontal no se pueden regenerar con métodos convencionales. Esto se confirmé por
los resultados registrados para los dientes controles. Sin embargo, las superficies radiculares condicionadas con las
preparaciones de prueba de 5,3, 10,7 y 26,7 mg de proteina/ml habian desarrollado un aparato de unién periodontal
aparentemente nuevo. Estudios recientes sobre la formacion de la superficie de la raiz dental han demostrado que
esta no solamente cubierta con cemento, sino también con una capa delgada de un tejido similar al esmalte. Este
tejido similar al esmalte se forma durante el desarrollo de la raiz antes de la formacién de cemento. Parece que
proporciona una superficie adecuada sobre la que las células que forman el cemento pueden crecer. En
consecuencia, el cemento se deposita sobre el tejido similar al esmalte y un adecuado aparato de union se
desarrollara.

El presente estudio ha demostrado que, acondicionando superficies radiculares raspadas (instrumentadas) con dosis
de derivado de la matriz del esmalte que exceden de 10 mg, se formara cemento adherente normal y membrana
periodontal asociada (periodonto funcional). Ademas, se habia formado hueso alveolar asociado con la membrana
periodontal. Estas estructuras no se forman normalmente tras la cirugia periodontal convencional. En cambio, el
epitelio de la encia cubrira la superficie radicular expuesta y el nivel de hueso marginal en el mejor de los casos
seguira siendo el mismo. Esto pone de relieve la necesidad de una nueva definicién de regeneracion periodontal
exitosa, basada en los hallazgos del presente estudio.

La regeneracion periodontal exitosa debe implicar la formacion de nuevo cemento firmemente unido a la superficie
radicular instrumentada. La capa de cemento debe contener fibras periodontales orientadas funcionalmente,
asociadas con una membrana periodontal. Ademas, debe estar presente hueso alveolar recién formado unido a la
membrana periodontal.

También fue evidente que la recuperacién de nueva unién y hueso alveolar asociado ocurre solamente a nivel de
superficie radicular cubierta por tejido blando oral reposicionado. Cuanto mas arriba en una direccién coronal esta
cubierta la superficie radicular, mayor ganancia de hueso marginal es posible. Ademas, se puede concluir a partir de
los resultados que una concentracion de derivado de la matriz del esmalte disuelto en PGA que es inferior a 5 mg de
proteina/ml no es suficiente para inducir regeneracién periodontal exitosa. Sin embargo, por encima de esta
concentracion, una suficiente cobertura de las superficies radiculares parecié ser posible.
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Tabla 4

Esquema experimental y recuperacion de cemento y hueso alveolar. Expresada en porcentaje (%) del nivel
original

10

15

20

25

30

Mono Diente | Tratamiento y concentracion de Recuperacién de Recuperacién de

proteina (mg/ml) hueso marginal (%) cemento (%)
11/87 14 Control 0 0
11/87 15 Control 0 1
11/87 24 Control 0 0
11/87 25 Control 0 2
12/87 14 Control 0 2
12/87 15 Control 0 0
12/87 24 Control 0 1
12/87 25 Control 0 3
16/68 14 PEU 0,53 5 8
16/88 15 PEU 0,53 12 16
16/88 24 PEU 5,3 71 76
16/88 25 PEU 5,3 65 69
17/88 14 PEU 2,7 27 30
17/88 15 PEU 2,7 13 19
17/88 24 PEU 26,7 78 86
17/88 25 PEU 26,7 83 85
18/88 14 PEU 10,7 68 75
18/88 15 PEU 10,7 84 87
18/88 24 PEU 0,53 7 8
18/88 25 PEU 0,53 3 4
19/88 14 PEU 2,7 17 19
19/88 15 PEU 2,7 6 9
19/88 24 PEU 5,3 69 74
19/88 25 PEU 5,3 73 77
20/88 14 PEU 26,7 87 91
20/88 15 PEU 26,7 92 94
20/88 24 PEU 10,7 64 67
20/88 25 PEU 10,7 64 87
Tabla 5

Comparacion estadistica entre grupos controles y experimentales

Grupos de prueba

Numero de sitios de prueba: Veinte (20)

Tabla 5A

Recuperacion media de hueso marginal:

PEU 0,53 PEU 2,7 PEU 5,3 PEU 10,7 PEU 26,7
6,8% 15,8% 69,5% 75,0% 85,0%
Tabla 5B
Recuperacion media de cemento:
PEU 0,53 PEU 2,7 PEU 5,3 PEU 10,7 PEU 26,7
9,0% 19,3% 74,0% 79,0% 89,0%

Grupo control

Numero de sitios control: Ocho (8)

Ganancia media de hueso marginal: 0,0%

Ganancia media de cemento: 1,1%
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Prueba de significacion estadistica

Su us6é un método estadistico no paramétrico, la prueba U de Mann-Whitney, para valorar la significaciéon de
diferencias entre sitios de prueba y controles. Se descubrid que los niveles de significacion cuando se comparan
grupos de prueba y controles para la recuperacion de cemento y hueso marginal son:

Tabla 5C

Significacidn estadistica

PEUO0,53 | PEU2,7 | PEO5,3 | PEU 10,7 | PEU26,7 | Control

PEU 0,53 | NS NS * e i NS
PEU 27 NS NS * > * NS
PEU 53 * * NS NS * **

PEI 10,7 e ** NS NS NS e
PEU 26,7 | ™ * * NS NS i
Control NS NS * e i NS
Ejemplo 2

Defecto Craneal de Tamaio Critico de Rata

Cirugia Craneal de Rata

Este protocolo de experimento animal se ha evaluado y permitido por la Autoridad Veterinaria del Canton de Zurich
de acuerdo con la ley Federal Suiza (No. 152/1997). Se usan ratas albinas Sprague-Dawley (de 84-92 dias de edad,
todas hembras). Se albergan en grupos de cuatro animales o0 menos y mantenidas en una dieta estandar.

Se anestesian 27 animales por induccion y mantenimiento con halotano/O,. Se recorta el area quirirgica y se
prepara con Betadine para cirugia aséptica. Se hace una escision lineal desde el hueso nasal hasta la cresta
mediosagital. El tejido blando se repliega y el periostio se disecciona desde el sitio (huesos occipital, frontal, y
parietal). Se crea un defecto de 8 mm por craneotomia con un trépano en una pieza de mano dental, evitando
cuidadosamente la perforacion de la duramadre. El area quirdrgica se lava después abundantemente con disolucion
salina para separar restos 6seos y se coloca un gel preformado dentro del defecto. Los tejidos blandos se cierran
después con grapas de piel. Tras la operacion se proporciona analgesia por inyeccion subcutanea de buprenorfina
(0,1 mg/kg). Las ratas se sacrifican posteriormente mediante asfixia con CO. en el momento apropiado tras la
implantacion. Los sitios de craneotomia con 5 mm de hueso contiguo se recuperan del craneo y se colocan en
etanol al 40%, o se colocan en medio de fijacién (paraformaldehido al 4%).

En todos las etapas, el cirujano es ciego respecto al tratamiento de los defectos.

Preparacion de geles

Se disolvio EMD en &acido acético al 0,10% para producir disoluciones madre con diversas concentraciones,
dependiendo del contenido deseado de EMD de los geles finales. Se disolvié cisteina-RGD, PEG-ditiol 3,4k, y
acrilato de PEG 15k de 4-brazos en tampén de trietanolamina/HCI 0,30 M, pH 8,5. Se moldearon geles de PEG-
EMD mezclando todas las disoluciones para producir 20 ul de disoluciéon que contenia aproximadamente 15% en
peso de PEG con nimeros equimolares de grupos acrilato y tiol, 8 ug de cisteina RGD y 0-250 pug de EMD. La
disolucién se dejo gelificar durante 1 hora a 37°C y los geles se transfirieron después a PBS, pH 7,4. Después de
varias horas se habian hinchado a un volumen de 100 pl, y un diametro de 8 mm.

Radiografia

Se obtienen imagenes de las muestras obtenidas tras el sacrificio y separacion del sitio de defecto con el hueso
contiguo circundante de 5 mm, usando una unidad de radiografia dental con peliculas dentales de velocidad ultra
(Eastman Kodak Company, NY, USA). Después se escanean las radiografias y las imagenes digitales se procesan
con un programa de analisis de imagenes (Leica® Q-Win). El area de nuevo hueso formado dentro y fuera de los
defectos se calcula como porcentaje de area del defecto original para comparar la velocidad de curacion de las
diferentes formulaciones (ver figura 2).

Ejemplo 3

Regeneracion de Tejido de Soporte Dental en cerdo

Obijetivo:

Usar un modelo de dehiscencia para comparaciones clinicas, cuantitativas e histologicas de los efectos locales de

tratamiento con derivados de la matriz del esmalte y/o materiales de injerto, geles de PEG y sobre la curaciéon y
procesos regenerativos en la mandibula en comparacion con dientes controles simulados.

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2384273 T3

Animales:
Minicerdos, Sus scrofa, adultos (> 18 meses), hembras. Los animales son aclimatados y observados en las
instalaciones animales locales antes de la cirugia.

Descripcion experimental:

El animal se mantiene bajo anestesia (i.m. Ketalar + Pentotal y Dormicum). Anestesia local con xilocaina —

adrenalina (Dental).

El animal es inspeccionado.

3. En caso necesario, el cerdo es afeitado alrededor de la boca y la piel se lava después con chlorhexidin® (5
mg/ml en EtOH al 60%). El area de operacion se fotografia.

4. Comienzo en Q1: se aplica anestesia por infiltracion en el pliegue mucobucal. Se deben evitar inyecciones

en la papila interdental y area gingival marginal.

Se evalla el grado de inflamacion y se separa la placa y el calculo.

Se hace una incisién marginal desde el primer premolar al primer molar con incisiones perpendiculares

liberadoras en los extremos. El colgajo mucoperidstico se levanta para exponer el hueso alveolar.

7. El hueso bucal se separa cuidadosamente, usando una fresa e instrumentos manuales, de cada raiz dental
creando defectos de dehiscencia de aproximadamente 6 mm de profundidad y 2 mm de anchura. El
ligamento periodontal y el cemento se separan de la superficie radicular expuesta, bajo irrigaciéon constante
con disolucién salina estéril, desde el segundo premolar hasta el cuarto premolar a una distancia de 6 mm
desde la CEJ. El extremo apical del defecto (AED) se marca con una hendidura. Se ha de crear un total de
6 defectos en cada cuadrante (es decir, 12 en cada mandibula/animal).

8. Tras la separacion del ligamento y cemento, las superficies dentales se tratan con PrefGel® (BIORA,
Sweden) durante 2 minutos antes de ser lavadas con abundantes cantidades de disolucién salina estéril.

9. Se mide la distancia desde la CEJ al AED y se indica y documenta por fotografia.

10. El material de prueba (Ver lista de tratamientos, simulacro = ninguno) se aplica en los defectos y se
documenta por fotografia.

11. El colgajo se reposiciona inmediatamente y se cierra con suturas de vicrilo. El colgajo cubre completamente
los defectos 6seos y el colgajo se reposiciona y fija rigurosamente, lo que nuevamente se documenta por
fotografia.

12. De acuerdo con los puntos 4-14, el procedimiento se repite para Q2.

n

o o

Post-tratamiento:
Los animales se ponen en dieta blanda durante 1 semana tras la cirugia. Antibiotico (se administra estreptocilina, 5
mill u/dia, durante 2 dias desde la cirugia). Analgésicos (Voltaren, 25 mg tras la cirugia).

Observacion:

A las 4, 6 y 8 semanas los animales son sedados y la curacion de los defectos experimentales se examinan. Se
exploran las profundidades de los defectos usando una sonda de bolsa estandar (clinica humana) y la “profundidad
de sondaje de bolsa” se registra en milimetros para cada defecto junto con el grado (si lo hubiere) de recesién
gingival. La curacion se documenta por fotografia. Todos los sucesos adversos se indican.

Terminacion:
El experimento se termina y los animales se sacrifican tras 8 semanas de observacion:

1. 40 ml de pentobarbital sodio 100 mg/ml en Spiritus fort. 290 g/1000 ml se da i.c. a los animales 8 semanas
después de la cirugia de acuerdo con el esquema de prueba.

2. Un segmento que incluye todos los dientes experimentales con raices completas se corta de cada
mandibula experimental.

3. Los segmentos separados se sumergen inmediatamente en un gran volumen (200 ml) recién preparado,
refrigerado (4°C), de formalina tamponada con fosfato a pH 7,4. Los recipientes se deben etiquetar
cuidadosamente con numero de animal, nimero de cuadrante, cirujano y fecha. La formalina se cambia
una vez después de 4 horas para asegurar buena fijacion.

4. Las muestras se tratan para incrustacién en epoxi y seccionar por pulimento lo mas pronto posible. Hasta
que el tratamiento es posible las muestras fijadas por formalina se almacenan en frigorifico.

Preparacion de estuches
Todos los materiales se manipulan bajo condiciones asépticas.

Disolucion de PEG-tiol/EMD:

Se disolvieron 1,20 g de PEG-tiol 2k de 4-brazos en 20 ml de disolucion estéril de acido acético acuoso al 0,05%.
Esta disolucion se esterilizd por filtracion. Se disolvieron 0,520 g de EMD estéril en 10 ml de disolucion estéril de
acido acético acuoso al 0,05%. Ambas disoluciones se combinaron y se rellenaron jeringas de vidrio estériles con
300 pul de cada disolucion de PEG-tiol/EMD. (12 mg de PEG-tiol 2k de 4-brazos y 5,2 mg de EMD por jeringa).

Disoluciones activadoras:
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Se disolvieron 1,865 g de trietanolamina (Merck, Pert) en 250 ml de WFI (agua para inyeccién) (0,050 M) y el pH de
la disolucion se ajustd6 a pH 8,6 usando HCI. Se disolvieron 5,0 g de Keltone HVCR (ISP) en 95 ml de
trietanolamina/disolucién de HCI bajo vigorosa agitacion. Con la disolucion resultante se llenaron jeringas de plastico
con luer hembra (678 mg). Se disolvieron 3,0 de Cekol 10°000 (Noviant; S1408) en 80 ml de
trietanolamina/disolucién de HCI bajo agitacién vigorosa. Con la disolucion resultante se llenaron jeringas de plastico
con luer hembra (678 mg). Las jeringas activadoras se colocaron individualmente en bolsas de piel y vapor
esterilizado (121°C/15 min).

Viales de acrilato de PEG:

3,6 g de acrilato de PEG 15k de 4-brazos (Nektar) se disolvieron en 35 ml de WFI (agua para inyeccion). En un
ambiente limpio, con alicuotas de 0,70 ml de estos viales de disolucion se llenaron viales y se liofilizaron. Tras
liofilizar, los viales se llenaron con nitrdgeno y se cerraron. (72 mg de acrilato de PEG 15k de 4-brazos por vial)

Preparacion de los geles de PEG/EMD (4,9 mg de EMD por g de gel):

Justo antes de la aplicacion, el acrilato de PEG liofilizado se reconstituyé en la disolucién de PEG-tio/EMD vy la
disolucién resultante se transfirié de nuevo a la jeringa de vidrio, que se acoplé luego a una jeringa activadora. Los
contenidos de ambas jeringas se mezclaron moviendo los émbolos una y otra vez aproximadamente 15 minutos.
Después de mezclar, el producto se pudo aplicar durante aproximadamente 2 min, antes de que se habia gelificado
completamente.

Tabla 6

Sistema experimental de cirugia de minicerdo

No. EXP ID CERDO TRATAMIENTO planificado TRATAMIENTO realizado
1 62307 Q1: Simulacion quirargica Q1: Simulacién
Q2: Simulacion quirurgica Q2: Simulacién
2 65867 Q1: 30 mg/ml de Emdogain Q1: 30 mg/ml de Emdogain
Q2: 30 mg/ml de Emdogain Q2: 30 mg/ml de Emdogain
3 64447 Q1: 30 mg/ml de Emdogain Q1: 30 mg/ml de Emdogain
Q2: 30 mg/ml de Emdogain Q1: 30 mg/ml de Emdogain
13 66770 Q1:5 mg/ml de EMD Q1: Tampén-Keltone, GLP 41/46
+ 22 gener. EMD. ALG + 5 mg/ml de Emdogain, GLP 41/47
Q2: 5 mg/ml de EMD Q2: Tampodn-Keltone, GLP 41/46
+ 22 gener. EMD. ALG + 5 mg/ml de Emdogain, GLP 41/47
14 82118 Q1:5 mg/ml de EMD Q1: Tampén-Cekol, GLP 41/45
+ 22 gener. EMD. CMC + 5 mg/ml de Emdogain GLP 41/47
Q2: 5 mg/ml de EMD Q2: Tampdn-Cekol, GLP 41/45
+ 22 gener. EMD. CMC + 5 mg/ml de Emdogain, GLP 41/47

Todos los defectos se trataron con PrefGel® en 1 minuto seguido por lavado abundante con disolucion salina antes
de la aplicacion del articulo de prueba.

Lista de articulos usados:

PerfGel Lote 1008

Emdogain, 30 mg/ml Lote ETP 3102

PGA Lote FoU 2113 en viales de 1,5 ml
EMD, 9,5 mg/vial Lote 9102

Hueso de ceramica Lote LK 040109

Resultados

Como se puede ver claramente en la tabla 7, el derivado de sustancia del esmalte activa (EMD) a una concentracion
de 4,9 mg/ml en GLP 41/47 tenia un efecto similar, o incluso mas pronunciado sobre la curaciéon de los defectos
experimentales que Emdogain 30 mg/ml. Los resultados se compendian en la figura 3. También, como se deduce de
la figura 3, comparando vacio, Emdogain y EMD a una concentracion de 4,9 mg/ml en geles de Keltone o Celco,
después de 4 semanas Emdogain se comporta algo mejor que EMD a una concentracion de 4,9 mg/ml en geles de
Keltone o Celco, después de 6 semanas se comportan aproximadamente igual y después de 8 semanas EMD a una
concentracion de 4,9 mg/ml en geles de Keltone o Celco se comporta mejor. Esto se corresponde muy bien con el
tiempo de degradacién de 4 semanas encontrado para este tipo de gel in vitro (37°C, pH 7,4). Siempre que el gel de
PEG esté presente se esperaria que dificulte el relleno del defecto con hueso en un cierto grado.
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Tabla 7

Profundidad de sondaje de bolsa en mm: diferencia en la media entre momentos de cirugia y observacién

No. Exper. Q1 semana4 | Q1 semana6 | Q1 semana8 | Q2semana4 | Q2semana6 | Q2 semana 8
cerdo
1 1,7 2,7 3,2 1,8 2,5 3,5
2 2,5 3,2 3,5 2,7 2,5 2,7
3 2,5 3,0 3,5 1,8 3,3 3,5
13 1,7 2,5 3,5 2,3 3,7 4,0
14 1,3 3,0 4,5 2,0 3,0 -
Ejemplo 4

Defecto de broca cilindrica en craneo de conejo

Los resultados de este experimento proporcionan informacion respecto al efecto de un nuevo sustituto 6seo
bioactivo sobre la regeneracion 6sea guiada.

Hipotesis:

El efecto de unir sustancias del esmalte activas a una matriz recién desarrollada con capacidades optimizadas de
crecimiento interno celular aumenta la regeneracion de tejido 6seo en comparacion con procedimientos de injerto
estandar (control positivo) y con la curacion espontanea (control negativo).

Materiales y Métodos:

Animales

En el presente estudio se usaron 24 conejos blancos adultos New Zealand, con peso entre 3 y 4 kg, Los animales se
mantuvieron en un ambiente disefiado a propdsito para animales experimentales y se alimentaron con una dieta
estandar de laboratorio.

Procedimientos quirurgicos y materiales:

Se hizo una incisién recta sobre la frente (boveda craneal) de 24 conejos blancos New Zealand, y se levantaron dos
colgajos cutaneos y se replegaron lateralmente. De modo similar se cort6 el periostio y se replegd exponiendo la
parte superior del hueso craneal. En el area de los huesos parietal y frontal derecho e izquierdo se preparé un surco
usando un taladro trépano con un manguito que solo permite una profundidad de perforacién de 1 mm. Se tuvo
cuidado de asegurarse de que la placa cortical externa dentro de este circulo no se retir6. Se hicieron cinco
pequerios defectos con fresa redonda en la placa superior cortical en el interior del circulo para permitir un mejor
acceso a la médula ésea en la camara. Posteriormente, un tubo cilindrico hecho de titanio con una muesca de rosca
de 1 mm de profundidad fue sentado en cada uno de los surcos para estabilidad primaria. Los 4 tubos mostraron
una superficie mecanizada en su interior. Los tubos midieron 6 mm de altura y 6 mm de diametro exterior.

La distribucion de materiales dependié de cada estudio individual. Sin embargo, en cada estudio, uno de los tubos
sirvid como un control negativo y se dejo vacio. Los tres materiales préximos incluyeron los materiales de prueba asi
como un control positivo si es apropiado. Cuando se usé el control positivo, se usdé un material de injerto estandar.
Una opcién fue usar un mineral éseo de origen bovino usado hoy dia en procedimientos estandar de injertos
humanos (Bio-Oss®, Geistlich AG, Wolhusen, Swizerland). Los materiales se distribuyeron entre los cilindros en
cada animal, de manera que el numero de cilindros anterior y posterior para cada animal fue el mismo y el numero a
la izquierda y derecha fue el mismo. Finalmente, para controlar los efectos sistémicos, si se realizd una serie de
dosificacién, ningun par de materiales con diferentes dosis de factor activo se colocé en el mismo animal y algunas
muestras de control se colocaron a propésito en animales que nunca recibieron tratamiento con sustancia del
esmalte activa. Cada muestra se hizo en parejas en un animal individual, por tanto los materiales idénticos en la
parte anterior y posterior eran un conjunto.

Los tubos se dejaron abiertos hacia el lado del hueso, pero se cerraron con una tapa de titanio hacia la piel
cubridora-colgajo periostico. El periostio y el colgajo cutaneo fueron adaptados y se suturaron. 8 animales fueron
sacrificados 4, 8 y 16 semanas después, El nimero de muestras en cada momento para cada tratamiento fue ocho.

Matrices y factores de crecimiento

Bésicamente se usaron dos matrices diferentes en esta prueba. Una matriz de fibrina derivada de fibrinbgeno
humano y un gel sintético a base de PEG, ambas modificadas especificamente para altas capacidades de
crecimiento interno celular. Los geles comprendian una sustancia del esmalte activa, por lo cual la sustancia del
esmalte activa interaccionaba con su matriz de liberacion (enlace covalente) para conseguir un perfil de liberacion
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especifico tras la implantacion. Los geles se mezclaron alternativamente con granulos sintéticos de fosfato calcico.
Los granulos usados consistian en una mezcla de un fosfato tricalcico/hidroxiapatita (relacion 40:60) que se utiliza
mucho en cirugia humana, para conseguir un material de reconstruccion similar a la masilla para procedimientos de
injerto.

Se preparé EMD en dos concentraciones y en dos tipos de geles:
PEG + 100 pg/ml de EMD y PEG + 500 pg/ml de EMD datos y PEG/RGD + 500 pg/ml de EMD

Preparacion histoldgica e histomorfometria

Las muestras se trataron de acuerdo con procedimientos estandar para secciones pulidas sin descalcificacion.

La densidad 6sea dentro del tubo y a lo largo de las paredes del tubo se valoré cuantitativamente aplicando técnicas
histomorfométricas estandar.

Estadistica

Se uso6 la prueba de ANOVA de una via con ajuste de Bonferroni para detectar diferencias entre prueba y control,
asi como a lo largo del tiempo con respecto a prueba o control. El nivel de significacién en todas las pruebas
estadisticas se elige en o = 0,05.

Resultados

Las figuras 4 y 5 demuestran claramente que PEG/RGD + 500 ug/ml de EMD tiene el mejor efecto sobre la
regeneracion 6sea. Por tanto la unién de sustancias del esmalte activas a una matriz nuevamente desarrollada con
capacidades optimizadas de crecimiento interno celular mejora la regeneracién de tejido 6seo.

Ejemplo 5
Modelo de dehiscencia periodontal en minicerdos

1. Introduccion y fundamentos

En la presente investigacién se ha probado derivado de la matriz del esmalte (EMD) preparado con dos nuevos
vehiculos (PEG con alginato o carboximetilcelulosa). El modelo de dehiscencia en minicerdos es de referencia
histérica en lo que respecta a comparaciones clinicas, cuantitativas e histoldgicas de los efectos locales de
tratamiento con derivados de la matriz del esmalte (EMD) sobre la curacién y procesos regenerativos de tejidos
periodontales.

3. Objetivos

El principal objetivo a seguir consiste en la evaluacion de la regeneracion periodontal comparativamente entre
Emdogain® y derivado de la matriz del esmalte (EMD) preparado con los dos nuevos vehiculos (PEG con alginato o
carboximetilcelulosa).

4. Variables bajo investigacion

4.1. Variable principal
e La variable principal consistia en la evaluacion clinica de la reduccion en la profundidad de sondaje de bolsa
periodontal.

4.2. Variables secundarias

e La histologia descriptiva y la histomorfometria basada en la evaluacion de la reduccion de la profundidad de
defecto 6seo, altura de cemento, presencia de ligamento periodontal, area 6sea, formo el primer grupo de vriables
secundarias. Cuando se trata de la evaluacion cuantitativa de tejidos mineralizados, las medidas éseas en
microrrayos X mejoran mucho la calidad del método histomorfométrico porque solamente los tejidos mineralizados
aparecen en las secciones. Esta es la razén por la que en este estudio la histomorfometria se ha realizado en
microrrayos X obtenida a partir de secciones histologicas.

e E| grado de inflamacién (ninguno, leve, moderado, grave), la longitud y anchura de la recesion (medida en mm
desde el punto de unidon cemento-esmalte hasta la parte superior de la encia) pertenecia al segundo grupo de
variables secundarias.

5. Materiales y Métodos

5.1. Animales

Minicerdos, Sus scrofa, adultos (> 18 meses), hembras. Los animales han sido aclimatados y observados en las
instalaciones animales locales antes de la cirugia.

5.2. Cirugia y post-cirugia
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5.2.1. Cirugia
Los animales se han mantenido bajo anestesia general (Ketalar i.m. + Dormicum i.v.). Ademas se realiz6 localmente
anestesia local con xilocaina — adrenalina.

Las diferentes etapas del procedimiento fueron las siguientes:
- Inspeccién del animal y registro en la pagina 1 el Formulario de Registro.

- Los cerdos fueron afeitados alrededor de la boca y la piel se lavo después con chlorhexidin® (5 mg/ml en EtOH al
60%).

- Comienzo en Q1: Se realizé anestesia por infiltracion en el pliegue mucobucal evitando inyecciones en la papila
interdental y area gingival marginal. Se ha evaluado el grado de inflamacién y separado la placa y el calculo.

- Tras haber hecho una incision marginal desde el primer premolar al primer molar con incisiones perpendiculares
liberadoras en los extremos, el colgajo mucoperiéstico se levanté para exponer el hueso alveolar de las mandibulas
superiores.

- Con ayuda de fresa e instrumentos manuales se han separado “ventanas” de placa de hueso bucal asi como
ligamento periodontal y cemento del segundo premolar al cuarto premolar bajo irrigacion constante con disolucion
salina estéril. Los defectos verticales se han creado en el mismo eje de cada raiz dental a una distancia de 5-6 mm
de la CEJ. El extremo apical del defecto (AED) se marcé6 con una hendidura. Las dimensiones finales medias de los
defectos fueron las siguientes: altura = 6 mm, anchura = 2 mm, profundidad = 3 mm.

- Tras la separacion del ligamento y cemento, las superficies dentales se trataron con PrefGel durante 2 minutos
antes de ser lavadas con cantidades abundantes de disolucién salina estéril.

- Se midid y registro la distancia desde la CEJ al AED.

- Los materiales de prueba (simulacion = ninguno) se han aplicado en los defectos.

- Tras el reposicionamiento del colgajo, el sitio de operacion se cerré con suturas de vicrilo. Se prestd una atencion
especial para asegurarse de que el colgajo cubria completamente los defectos 6seos y que se reposiciond vy fijo
rigurosamente.

- El mismo procedimiento se repiti6 para el segundo cuadrante.

La figura 6 muestra una herida tipica de cirugia.

5.2.2. Post-cirugia

Los animales han sido puestos en dieta blanda durante tras la cirugia. Antibiético (se administré estreptocilina, 5 mill
u/dia, durante 2 dias desde la cirugia); analgésicos (Voltaren, 25 mg) tras la cirugia.

5.3. Grupos de prueba y controles

Un total de 10 animales se incluyd en este estudio, pero uno murié por razones no relacionadas con la implantaciéon
de uno de los materiales probados. Como se prepararon dos defectos en cada diente maxilar y se usaron 6 dientes
en cada animal, el nUmero total de defectos en cada animal fue 12. En los grupos mas relevantes (ver mas abajo) se
han evaluado un total de 48 defectos para cada tipo de tratamiento. Los grupos siguientes estuvieron bajo
investigacion:

5.3.1. Grupos de prueba

PEG-Ec = PEG (con CMC) + EMD (a una concentracion de 4,9 mg/ml): 4 animales

PEG-Ek = PEG (con Alg) + EMD (a una concentracion de 4,9 mg/ml): 3 animales

5.3.2. Grupo control positivo
Emdogain® (disponible comercialmente, con EMD a una concentracion de 30 mg/ml): 1 animal

5.3.3. Grupo control negativo
Tabla 8

Vacio: 1 animal

Numero de animales

Simulado 1
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Emdogain 1
PEG-Ek (Alg) 3
PEG-Ec (CMC) 4

5.4. Tiempo de curacion

De acuerdo con los datos previos disponibles en Straumann-Biora (Malmd) se previé valorar la situacién clinica y
realizar medidas periodontales después de 4, 6 y 8 semanas. Ademas se ha realizado evaluacion histologica
(cualitativa y cuantitativa) después de un periodo de curacion de 8 semanas.

5.5. Terminacion
Una inyeccion de 40 ml de Pentobarbital sodio 100 mg/ml en Spiritus fort. 290 g/1000 ml se da i.c. a los animales 8
semanas después de la cirugia de acuerdo con el esquema de prueba.

Se cortd un segmento que incluye todos los dientes experimentales con raices completas de cada mandibula
superior experimental.

5.6. Métodos de analisis

5.6.1. Sondaje periodontal

El sondaje periodontal realizado con una sonda se destind a evaluar la profundidad de bolsa en el dia de la
operaciéon y después de 4, 6 y 8 semanas. Estas medidas se realizaron de acuerdo con las reglas clasicas del
“método ciego”. El investigador no sabia a qué grupo pertenecia el animal bajo examen.

5.6.2. Histologia

Los segmentos separados se sumergieron inmediatamente en un gran volumen (200 ml) recién preparado,
refrigerado (4°C), de formalina tamponada con fosfato a pH 7,4. La formalina se cambi6 una vez después de 4 horas
para garantizar una buena fijacién.

Las muestras se trataron para incrustacion en epoxi y seccionar por pulido (a un espesor de aproximadamente 25
pum).

Las muestras se trataron por métodos clasicos de preparacién no desmineralizada seguido por incrustacién en
metacrilato de metilo, seccionamiento (Polycut-S, Reichert-Jung, Leica Microsystems Switzerland) y tinciéon con azul
de toluidina.

Las secciones histologicas se han usado para el analisis cualitativo y semi-cuantitativo destinado a definir la
presencia de un ligamento periodontal en el sitio injertado.

5.6.3. Microrradiografia

Usando un generador de rayos-X se realizaron microrradiografias en secciones histoldégicas antes de que se habia
intentado el pulido final (espesor 50 um) y se analizaron cuantitativamente por microscopia éptica para evaluar la
altura y area de hueso.

6. Resultados

6. 1. Sondaje periodontal clinico y medidas de recesion
En el presente documento se compendiaran solamente los resultados referentes a las medidas de profundidad de
bolsa.

6.1.1. Sondaje periodontal clinico

Estas medidas clinicas demostraron que cada tratamiento por si mismo es beneficioso en términos de reduccion de
profundidad de bolsa. Existe una disminucion progresiva de la profundidad de bolsa dentro de cada grupo desde el
dia de la operacion hasta la semana 8, a través de las semanas 6 y 4. Las diferencias son estadisticamente
significativas dentro de cada grupo entre estos momentos diferentes. La Unica excepcion es la presencia de una fase
de meseta desde la semana 4 hasta la semana 8 para el grupo de Emdogain. En algunos casos las diferencias son
también estadisticamente significativas cuando se comparan los respectivos momentos de un grupo con otro.
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Tabla 8

Tratamiento Numero de Profundidad de | Profundidad de | Profundidad de | Profundidades
defectos (n) bolsa en la bolsa tras 4 bolsas tras 6 de bolsas tras 8

operacion semanas semanas semanas

PEG/Ec 47 6,69 4,74 3,98 3,28

PRG/Ek 35 6,68 5,18 3,47 3,48

Emdogain 12 6,35 3,60 3,65 2,45

Cirugia de 12 6,35 5,05 2,65 2,25

simulacion

6.2. Histologia (analisis cualitativo y semicuantitativo)

Cualitativamente el grupo Emdogain® mostr6 la regeneracion de un hueso maduro y laminar separado del nuevo
cemento por un ligamento periodontal bien organizado. En general los grupos PEG-Ek y PEG-Ec demostraron la
presencia de un nuevo hueso no maduro y densamente vascularizado que parecia mantenerse en el lugar donde las
2 matrices de PEG habian sido posicionadas durante la cirugia (ver figuras 7 y 8). Se observ6 que en el caso de
PEG-Ec (CMC) la presencia de ligamento periodontal fue equivalente a las encontradas en el grupo de Emdogain®
(ver figuras 9 y 10). Los casos dudosos no se han tenido en cuenta en la tabla siguiente:

Tabla 9
Numero de defectos (n) Ligamento periodontal Porcentaje de presencia
Simulacién 12 4 33%
Emdogain 12 8 66%
PEG-Ek (Alg) 36 17 47%
PEG-Ec (CMC) 48 33 68%
Cantidad de casos dudosos en términos de valoracion de presencia de ligamento periodontal:
Simulacién = 5 PEG-Ek =9
Emdogain = 4 PEG-Ec =10

6.3. Microrrayos X (analisis cuantitativo)

Altura de hueso

Todos los grupos experimentaron una ganancia de hueso significativa de al menos 2 mm. Emdogain® alcanzé el
rendimiento mas alto (aproximadamente 4 mm) con una significacién estadistica comparativamente a los dos grupos
de EmdogainGeneration2 (p < 0,005). El grupo de simulacién se comporté menos bien que Emdogain®, pero mejor
que el grupo PEG-Ec o PEG-Ek. Ver también la figura 11.

Area 6sea
En los cuatro grupos se regenerd una cantidad respetable de hueso (aproximadamente 3 mm?) sin diferencia
estadistica alguna entre las cuatro condiciones.

Tabla 10

Numero de defectos (n) Ganancia de altura de | Area (mm?)

hueso (mm)

Simulacién 6 2,87 (+/-1,51) 2,54 (+/-1,1)
Emdogain 8 3,85 (+/- 0,84) 2,99 (+/- 1,36)
PEG-Ek (Alg) 28 2,26 (+/- 0,95) 2,97 (+/- 2,17)
PEG-Ec (CMC) 30 2,28 (+/- 0,89) 3,28 (+/- 2,21)
7. Discusion

En términos de altura 6sea Emdogain® se comportd de acuerdo con los resultados existentes y literatura ya
publicada. El grupo de simulacién mostré mejores resultados que EmdogainGeneration2.

PEG-Ec mostré una presencia de ligamento periodontal equivalente a Emdogain®, pero solamente en una longitud
que se puede estimar aproximadamente en alrededor de 2 mm.

Aunque las morfologias de las estructuras éseas regeneradas eran diferentes entre los dos PEG-Ec o PEG-Ek (ver

por ejemplo figura 12), se encontré que el uso de PEG-Ec y PEG-Ek dio por resultado la formacién de una cantidad
de hueso similar a las regeneradas por Emdogain®. Se hizo la hipdtesis de que la regeneracién de este hueso
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nuevamente formado tuvo lugar realmente dentro de las dos matrices de PEG suplementadas con EMD. Entonces el
volumen y posicion de estas matrices en el dia de la implantacion pudo actuar sobre el volumen y la altura de la
correspondiente regeneracion 6sea.

Ejemplo 6

Evaluacion de una nueva formulacion de derivado del esmalte activo (PEG-EMD) para regeneracion
periodontal. Un estudio experimental de defectos de bifurcacion de clase 3 en perros.

1. Técnica y fundamentos
El presente estudio se destina a seguir uno piloto (“Evaluacion de Emdogain®Generation2: un estudio piloto en un
modelo de dehiscencia periodontal en minicerdos”) donde se ha manifestado lo siguiente:

“Aunque las morfologias de las estructuras de hueso regenerado eran diferentes entre los dos tipos de
Emdogain®Generation2 y Emdogain®, se encontré que el uso de PEG-Ec y PEG-Ek (ambos llamados PEG-EMD)
dio por resultado la formacion de una cantidad de hueso similar a las regeneradas por Emdogain®. Se hizo la
hipotesis de que la regeneracion de este hueso nuevamente formado tuvo lugar realmente dentro de las dos
matrices de PEG suplementadas con EMD. Por tanto el volumen y posicion de estas matrices en el dia de la
implantacion pudieron actuar sobre el volumen y la altura de la correspondiente regeneracion ésea”

2. Hipotesis
PEG-EMD induce una regeneracién periodontal (hueso, ligamento) que no es inferior a la regeneracion periodontal
obtenida por el uso de Emdogain® cuando se aplica en el tratamiento de defectos de bifurcacion (clase 3 Hamp).

3. Objetivos

3.1. Objetivo principal
El objetivo principal de este estudio serd demostrar en un modelo de perro que PEG-EMD induce cuantitativamente
mayor regeneracion ésea que Emdogain® cuando se usa para el tratamiento de defectos de bifurcacion de clase 3.

3.2. Objetivos suplementarios
Como un segundo objetivo se demostrara que la regeneracion del ligamento periodontal tras la aplicaciéon de PEG-
EMD no es inferior a las obtenidas usando Emdogain® en el modelo anteriormente citado.

5. Variables

4.1. Variable principal
La diferencia en altura del nuevo hueso desarrollada entre la linea de base y los puntos extremos vy
comparativamente entre los grupos de prueba (PEG-EMD) y los grupos de controles positivos (Emdogain®).

4.2. Variable secundaria
La presencia de un ligamento periodontal que recubre la superficie en al menos una raiz que circunda la bifurcacion.

4.3. Variable terciaria
Datos cualitativos que dan, cuando se relinen, una descripcién completa del hueso, ligamento periodontal, cemento
y estructuras de tejidos blandos.

5, Modelo y organizacion animal
5.1. Modelo animal
Perros Hound, de aproximadamente 16 meses de edad y pesando aproximadamente 25 kgs

Las extracciones de P1 y M1, P2 y P3 permaneceran en su lugar. 3 meses mas tarde: creacion de un defecto de
bifurcacion de 5 mm de altura en P2 y P3 (Koo et al., 2004). (Ver figura 13 para un tipico sistema de montaje
quirargico. En el dibujo cada flecha corresponde a 5 mm.)

5.2. Organizacion animal

El alojamiento animal, procedimientos quirdrgicos y seguimiento se realizaran de acuerdo con las normas GLP en
las siguientes quirdrgicas experimentales:

BiomatechNAMSA, Chasse sur Rhone (Lyon), Francia.

6. Resultados esperados y calculo de la potencia

La literatura describe que la altura media del defecto dentro de la bifurcacion de clase 3 en la linea de base es 4,7
mm (+/- 0,2). Se espera que la curacion espontanea después de 4 semanas da por resultado una ganancia de altura
de hueso de 1,8 mm (+/- 0,3). (Koo et al., 2004) — grupos de controles negativos: blanco y PEG
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Un resultado similar se espera después de 4 semanas del grupo de controles (Emdogain®). Después de 2 y 4
meses el aumento debe permanecer limitado, aproximadamente 1,5 mm (+/- 0,5)

El grupo de prueba (PRG-EMD) debe mostrar una ganancia de hueso de 2,0 mm (+/- 0,5) después de 4 semanas,
2,5 mm (+/- 0,5) después de 2 meses y 3,0 mm (+/- 1,0) después de 4 meses.

7. Materiales y Métodos
7.1 Materiales

7.1.1. Material de prueba

PEG-EMD:

Vial que contiene 72 mg de acrilato de PEG 15k de 4-brazos liofilizado

Jeringa que contiene 300 pl de disolucion de 12 mg de PEG-tiol 2k de 4-brazos y 5,2 mg de EMD en &cido acético
acuoso al 0,05% en peso.

Jeringa que contiene 680 = 10 mg de trietanolamina/HCI acuosa 0,05 M, pH 8,5 £ 0,1, que contiene 3,6% en peso de
Cekol 10°000.

Concentracion final de EMD en PEG: 4,9 mg/ml.

7.1.2. Control positivo
Emdogain®
Concentracion de EMD en PGA: 30 mg/ml

7.1.3. Control negativo
Vacio
PEG

7.1.4. Material complementario
Sin material complementario

7.2. Métodos

7.2.1. Diseno de estudio y calendario de trabajo

t0:

Extraciones de P1y M1

t 3 meses: pulimento de la cresta alveolar, creacion de defecto de bifurcacién de clase 3 en P2 y P3
t 4 meses: sacrificio después de 1 mes de tiempo de observacion

t 5 meses: sacrificio después de 2 meses de tiempo de observacion

t 7 meses: sacrificio después de 4 meses de tiempo de observacion

7.2.2. Fase pre-quirdrgica

Extraccion de dientes,

Tiempo de curacién: 3 meses

7.2.3. Fase quirurgica

Creacion de dos defectos de bifurcacion de clase 3 en cada lado mandibular por animal.
Relleno del defecto de bifurcacion con material de control o de prueba.

La sutura es critica

7.2.4. Fase post-quirurgica

Retirada de suturas después de 14 dias de curacion.

6 semanas después de la cirugia, control de placa post-operativo.

7.2.5. Observaciones y analisis
Tomografia microcomputarizada, histologia e histomorfometria

8. Puntos finales y procedimiento terminal
Los animales seran sacrificados en los meses 1, 2 y 4 después de la cirugia.
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1

16

PRT

artificial

péptido del dominio del sustrato de transglutaminasa

1

5 10

2

5

PRT
artificial

péptido de la secuencia del sustrato de factor Xllla

2

Gly Ala Lys Asp Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

3

4

PRT
artificial

péptido de la secuencia del sustrato de factor Xllla

3

Lys Lys Lys Lys

1

<210>
<211>
<212>
<213>

4
8

PRT
artificial
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<220>

<223> dominio del sustrato de transglutaminasa en el péptido TG

<400> 4

Asn Gln Glu Gln Val Ser Pro Leu

1 5
<210> 5
<211> 16
<212> PRT
<213> artificial
<220>
<223> péptido de ditiol
<400> 5
Gly Cys Arg Asp Gly Pro Gln Gly Ile Tyr Gly Gln Asp Arg Cys Gly
1 5 10
<210> 6
<211> 6
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> secuencia del sustrato para proteasa de plasmina

<400> 6

Leu Ile Lys Met Lys Pro
1 5

<210> 7

<211> 6

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> secuencia del sustrato para proteasa de plasmina
<400> 7

Asn Phe Lys Ser Gln Leu

1 5

<210> 8

<211> 8

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> secuencia del sustrato para proteasa de estromelisina
<220>

<221> acetilacion

<222> 1....1

<400> 8

Gly Pro Leu Ala Leu Thr Ala Leu
1 5
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<210> 9
<211> 6
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> secuencia del sustrato para proteasa de estromelisina

<220>
<221> amidacién
<222> 6.....6

<400> 9

Pro Phe Glu Leu Arg Ala
1 5

<210> 10
<211> 5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> secuencia del sustrato para proteasa de elastasa

<220>
<221> amidacién
<222> 5...5

<400> 10

Glx Ala Ala Phe Ala
1 5

<210> 11
<211> 8
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> secuencia del sustrato para proteasa de colagenasa

<400> 11

Gly Pro Leu Gly Ile Ala Gly Pro
1 5

<210> 12
<211> 8
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> secuencia del sustrato para proteasa de t-PA

<400> 12

Pro His Tyr Gly Arg Ser Gly Gly
1 5

<210> 13
<211> 9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
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<223> secuencia del sustrato para proteasa de u-PA
<400> 13

Pro Gly Ser Gly Arg Ser Ala Ser Gly

1 5

<210> 14

<211> 14

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de union a heparina de anti-trombina Il|
<400> 14

Lys Ala Phe Ala Lys Leu Ala Ala Arg Leu Tyr Arg Lys Al:
1 5 10

<210> 15

<211> 8

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> factor de plaquetas 4

<400> 15

ES 2384273 T3

Tyr Lys Lys Ile Ile Lys Lys Leu
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Tyr Glu Lys Pro Gly Ser Pro Pro Arg Glu Val Val Pro Arg Pro Arg

1

16

14

PRT
artificial

célula neural

16

10

17

19
PRT
artificial

secuencia de unién a heparina de fibronectina

17

5 10

Pro Cys Val

<210>
<211>
<212>
<213>

18

15
PRT
artificial

Lys His Lys Gly Arg Asp Val Ile Leu Lys Lys Asp Val Arg
5
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<220>
<223> secuencia de union a heparina de péptido

<400> 18

Lys Asn Asn Gln Lys Ser Glu Pro Leu Ile Gly Arg Lys Lys Thr

1 5 10 15
<210> 19
<211> 12
<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> secuencia de unién a heparina de bFGF

<400> 19

Lys Asp Pro Lys Arg Leu Tyr Arg Ser Arg Lys Tyr
1 5 10

<210> 20
<211> 6
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de union a heparina de aFGF

<400> 20

Tyr Lys Lys Pro Lys Leu
1 5

<210> 21
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de unién a heparina de LPL

<400> 21

Ala Lys Arg Ser Ser Lys Met Cys Arg Lys Arg Cys Asn
1; 5 10

<210> 22
<211> 5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> dominio de union al receptor de la cadena B1 de laminina

<400> 22

Tyr Ile Gly Ser Arg
1 5"

<210> 23
<211> 5
<212> PRT

42



10

15

20

25

30

35

40

<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2384273 T3

artificial

dominio de union al receptor de la cadena A de laminina

23

Leu Arg Gly Asp Asn

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

24

5

PRT
artificial

dominio de union al receptor de la cadena B1 de laminina

24

Pro Asp Gly Ser Arg

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ile

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

25

5

PRT
artificial

secuencia de reconocimiento para células de la cadena A de laminina

25

Lys Val Ala Val
5

26

10

PRT

artificial

secuencia de reconocimiento para células de la cadena B2 de laminina

26

Arg Asn Ile Ala Glu Ile Ile Lys Asp Ile
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién farmacéutica y/o terapéutica para administrar una sustancia del esmalte activa, que comprende
una matriz polimérica y una sustancia del esmalte activa, que comprende al menos un fragmento de amelogenina,
donde la concentracion de dicha sustancia del esmalte activa es aproximadamente 1 mg/ml de formulacién, o
menos.

2. Una formulacién farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con la reivindicacién 1, donde la concentracién de la
sustancia del esmalte activa es menor que 250 ug/ml.

3. Una formulacién farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con la reivindicacién 2, donde la concentracién de la
sustancia del esmalte activa es menor que 100 ug/ml.

4. Una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con la reivindicacién 1, donde la concentracién de la
sustancia del esmalte activa es menor que 50 pg/ml.

5. Una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con la reivindicacién 1, donde la concentracién de la
sustancia del esmalte activa es entre 1 ug/mly 1 mg/ml.

6. Una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con la reivindicacién 1, donde la concentracién de la
sustancia del esmalte activa es entre 10 pg/mly 250 ug/ml.

7. Una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la concentracién de la
sustancia del esmalte activa es entre 100 pg/ml y 500 pg/ml.

8. Una formulacién farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes,
que comprende una matriz polimérica y una sustancia del esmalte unida a dicha matriz por un enlace covalente o no
covalente.

9. Una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes,
donde dicha matriz polimérica se forma por una reaccion nucleofilica de adicion entre un nucledfilo fuerte y un
enlace insaturado conjugado, o un grupo insaturado conjugado.

10. Una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, donde dicha matriz es adecuada para crecimiento interno o migracion celular.

11. Una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, donde dicha matriz es oclusiva de células.

12. Una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, donde dicha matriz esta preformada.

13. Una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, donde dicha matriz se forma in situ.

14. Una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, donde dicha sustancia del esmalte activa es amelogenina.

15. Una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, donde dicha sustancia del esmalte activa estd enlazada a dicha matriz debido a una reaccion
nucleofilica de adiciéon de al menos un residuo de cisteina a un grupo insaturado conjugado de al menos uno de los
componentes de la matriz.

16. Una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con la reivindicacion 15, donde dicho al menos un
residuo de cisteina esta situado en el C-terminal de dicha sustancia del esmalte activa.

17. Una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con la reivindicacion 15, donde dicho al menos un
residuo de cisteina esta situado en el N-terminal de dicha sustancia del esmalte activa.

18. Una formulacién farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15-17,
donde dicha sustancia del esmalte activa esta quimicamente modificada.

19. Una formulacién farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15-18,
donde dicha cisteina esta unida a dicha sustancia del esmalte activa por la via de una secuencia enlazante.
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20. Una formulaciéon farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con la reivindicacién 19, donde dicha secuencia
enlazante comprende una secuencia aminoacidica degradable enzimaticamnte.

21. Una formulacién farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con la reivindicacion 19, donde dicho enlazante
comprende una secuencia para degradacion proteolitica.

22. Una formulacién farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con la reivindicacién 19, donde dicha secuencia es una
secuencia degradable por plasmina.

23. Una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 19-22,
donde dicha secuencia enlazante incluye ademas una secuencia que es degradable por hidrélisis no especifica.

24. Una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con la reivindicacion 23, donde dicha secuencia
comprende un enlace éster.

25. Una formulacién farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 19-24,
donde dicho enlazante comprende un sustrato para degradacion polisacaridica.

26. Una formulacién farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, donde
dicha sustancia del esmalte activa esta incorporada a la matriz polimérica a través de un dominio sustrato de
transglutaminasas.

27. Una formulacién farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con la reivindicacién 26, donde dicho dominio de
transglutaminasas es un dominio sustrato de Factor Xllla.

28. Una formulacién farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, donde
dicha matriz polimérica se modifica a través de la inclusién de al menos una heparina y/o fragmento de unién a
heparina.

29. Una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con la reivindicacion 28, donde dicha sustancia del
esmalte activa esta unida covalentemente o no covalentemente a dicha matriz polimérica a través de al menos un
fragmento de unién a heparina.

30. Una formulacién farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-29, donde
dicha matriz polimérica comprende poli(etilenglicol).

31. Una formulacién farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-29, donde
dicha matriz polimérica comprende fibrina.

32. Una formulacién farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, para usar como un medicamento.

33. Uso de una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1-31, para la fabricacion de un medicamento para reparar tejido mineralizado tal como hueso, cartilago y dientes.

34. Uso de una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1-31, para la fabricacion de un medicamento para reparacion tisular de tejido no mineralizado tal como tejido blando
y mucosa.

35. Uso de una formulacién farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1-31, para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad que implica inflamacién.

36. Uso de una formulacion farmacéutica y/o terapéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1-31, para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad que implica infeccion.

37. Una composicién farmacéutica y/o terapéutica que comprende una formulacién farmacéutica y/o terapéutica de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-32, que comprende ademas una composicion farmacéutica y/o
terapéutica que comprende 30 mg de proteina de la matriz del esmalte, y 1 ml de alginato de propilenglicol, siendo la
relacion en peso aproximadamente 80/8/12 entre los principales picos proteicos a 20, 14 y 5 kDa, respectivamente.
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