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DESCRIPCION
Composicion biocompatible para reemplazar o regenerar tejidos

Campo del invento

El presente invento se refiere al sector médico/quirdrgico y con mayor exactitud se refiere a una composicion
biocompatible destinada a reemplazar o regenerar tejidos bioldgicos.

En particular, pero no de manera exclusiva, dichos tejidos pueden ser tanto tejidos articulares, por ejemplo tejidos
de discos intervertebrales, como tejidos no articulares, tales como huesos del esqueleto.

En el caso de los discos intervertebrales, el campo de interés del invento es el de recuperar la funcionalidad de la
columna vertebral de los pacientes con una cirugia espinal minimamente invasiva y, en particular, para pacientes
sujetos a un proceso involutivo del disco debido a una degeneracion del nucleo pulposo.

Antecedentes del invento

En el tratamiento de los tejidos se percibe que el problema es el de regenerar unos huesos que tienen una
estructura bioldgica y unas caracteristicas biomecanicas especiales, en particular, tejidos articulares, tales como por
ejemplo tejidos de los discos intervertebrales, pero también tejidos no articulares, tales como el tejido 6seo del
esqueleto.

Unos tejidos articulares estan presentes en la columna vertebral y tienen una funcion relevante. Tal como es sabido,
la columna vertebral se compone de una sucesiéon de estructuras Oseas, las vértebras, que estan enlazadas
mediante discos fibrosos - elasticos, los denominados discos intervertebrales. Estos discos tienen la funcion de los
absorbentes de choques entre las partes de vertebras, y se componen de un tejido fibro-cartilaginoso organizado
con el fin de formar: una parte periférica laminar, normalmente denominada anillo, y una parte central blanda,
denominada nucleo pulposo. Los discos intervertebrales estan conectados firmemente con las superficies
orientadas hacia las vertebras, denominadas placas cartilaginosas, o placas terminales, que llevan a cabo una tarea
clave dentro del tropismo de los discos. El anillo, también denominado anillo fibroso, se compone de una sucesién
de capas concéntricas de tejido fibroso en las que estan presentes unas fibras organizadas de colageno. Esta
estructura permite que el anillo consiga un alto médulo de traccion.

En el nucleo pulposo, esta presente una masa gelatinosa ovoidea embebida en el anillo. Ella tiene una consistencia
elastica y resiliente y, debido a su alto contenido de agua, es deformable pero no compresible. Ella contiene células
conjuntivas y células cartilaginosas, a solas o agrupadas. También estan presentes unas células vesiculosas que
ponen en evidencia su derivacion a partir de la espina dorsal. La parte sustancial tiene una naturaleza
mucoproteinica; con la edad disminuye el contenido de agua y de mucoproteinas del nicleo, mientras que aumenta
el contenido de colageno.

El componente principal de la matriz de tejido conjuntivo amorfo del nicleo es un polimero muy hidréfilo
denominado “agrecano”, que pertenece a la familia de los proteoglicanos, y que es capaz de absorber una cantidad
considerable de agua y luego formar una matriz similar a un gel. La cantidad de agua adsorbida por el nucleo
depende no solamente de la composicion de la matriz polimérica sino también de la presién externa normalmente
soportada por el disco. En un disco sano de un individuo joven (de 18 afios) el 80 % del nucleo se compone de
agua, pero esta proporcion disminuye hasta 69 con la edad (a los 77 afios). La caracteristica mecanica de un disco
resulta de la morfologia y de la firmeza de las dos estructuras que lo constituyen: el anillo y el nicleo pulposo. Dicha
caracteristica hace posible que los discos intervertebrales lleven a cabo dos funciones esenciales; mantener la
estabilidad y firmeza de la columna vertebral y al mismo tiempo darle una flexibilidad suficiente.

La degeneracion del disco comienza con frecuencia con unos cambios estructurales de la sustancia intercelular
amorfa: hay una pérdida de agrecano debida a una protedlisis, el nicleo pierde su capacidad de combinarse con
agua y entonces el disco crece mas delgado, perdiendo su capacidad de resistencia. A su vez esto causa una
compresion mas alta sobre el anillo, que hace que su estructura sea mas susceptible a una deslaminaciéon o
disgregacion y luego a un deterioro. Este deterioro para el anillo acelera a su vez la degeneracion del disco, con una
pérdida de resistencia mecanica del mismo.

La reparacion de un disco intervertebral se puede hacer reemplazando todo el disco (“disco artificial total’) o
reemplazando solamente el ndcleo (“nucleo artificial”).

El hecho de cambiar solamente el nucleo puede tener muchas ventajas con respecto al hecho de cambiar todo el
disco. Ante todo, permanecen el anillo y las placas cartilaginosas originales y por lo tanto contintan llevando a cabo
2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2393403 T3

su funcion. Ademas, la operacioén quirdrgica puede ser mucho mas simple, puesto que una proétesis de nicleo puede
ser implantada con una cirugia minimamente invasiva. De acuerdo con la configuracién y con el material que se
escojan, es posible implantar el dispositivo usando una técnica endoscopica que requiere solamente una pequeina
incision del anillo. Todo esto puede reducir los riesgos asociados con el implante con respecto a los que estan
asociados con el implante de un disco artificial total.

No obstante, este tipo de método se puede usar solamente en unos pacientes en donde una degeneracion del disco
esta en una etapa temprana o intermedia, cuando el anillo es todavia perfectamente integral o enterizo. En lo que
concierne al material, puesto que las prétesis metalicas serian demasiado duras para el nicleo, se han ensayado
muchos elastémeros (tanto los previamente formados como los formados in situ). Sin embargo, la mayor parte de
éstos tienen problemas de biocompatibilidad y/o unas caracteristicas mecanicas inadecuadas.

Unos ejemplos del uso de estos elastdbmeros para reemplazar al nicleo pulposo, tanto por medio de unos implantes,
como por aplicacion de un hidrogel, se dan en el documento de solicitud de patente internacional WO 2004/098756,
por medio de unos materiales no naturales, capaces de proporcionar problemas de biocompatibilidad.

Se conocen también unos sistemas de “andamiaje” de células, como se describen en el documento de patente de
los EE.UU. US 6872387, para reconstruir tejidos in vitro, incluso si se requiere un tratamiento invasivo para implantar
los tejidos regenerados en los pacientes.

El documento WO 03/087303 describe una composicion para el reemplazo de piel, que comprende un alginato, una
gelatina y unas células tales como condrocitos, osteoblastos o fibroblastos, en donde el alginato o la gelatina se ha
reticulado por CaCl,.

El documento de solicitud de patente de los EE.UU. US 2001/016772 describe un material compuesto para la
reparacion de cartilagos, que comprende una matriz de colageno, un alginato y condrocitos en donde el alginato se
ha reticulado por la adicién de CaCl..

El documento WO 02/057355 describe una composicion para la reparacién de juntas y articulaciones, que
comprende un polisacarido reticulable quimicamente y un segundo polisacarido y condrocitos en donde el alginato
es reticulado por la adiciéon de CaCl,.

El documento WO 96/40304 describe una composicion de hidrogel para la reparacion de tejidos tales como defectos
de cartilagos, que comprende un alginato y células tales como condrocitos y un agente de reticulacion, p.ej. calcio;
ademas pueden estar presentes unos factores de crecimiento.

El documento WO 96/28539 describe una composicion para la reparacion de defectos de cartilagos o huesos, que
comprende un hidrogel tal como un alginato que es reticulado con cationes de calcio y células madres
mesenquimales.

Sumario del invento

Entonces, una caracteristica del presente invento es la de proporcionar una composicién destinada a reemplazar o
regenerar tejidos, que sea completamente biocompatible y que se pueda aplicar con una cirugia espinal
minimamente invasiva.

Una caracteristica particular del invento es la de proporcionar una composicién que esté adaptada para reemplazar
o regenerar al nucleo pulposo de un disco intervertebral y que permita una plena recuperacion de la funcionalidad de
la columna vertebral de un individuo afectado por patologias de la columna vertebral, a través de una metodologia
biocompatible y minimamente invasiva.

Estos y otros objetivos se alcanzan mediante la composicion biocompatible de acuerdo con el invento para
reemplazar o regenerar tejidos, en particular, tejidos articulares tales como el nudcleo pulposo de discos
intervertebrales, o también otros tejidos no articulares tales como tejidos 6seos, comprendiendo esta composicion:
- una matriz de hidrogel que comprende unos polimeros naturales primero y segundo, en donde uno entre
dichos polimeros naturales primero y segundo es un alginato de sodio;
- unas células adaptadas para regenerar a dichos tejidos;
- un agente de reticulacion adaptado para reticular por lo menos a uno de dichos polimeros naturales in
situ, dando a la composicion biocompatible por consiguiente una resistencia apropiada;
cuya caracteristica principal es la de que el agente de reticulacion esta contenido en particulas poliméricas
biodegradables con liberacion controlada, liberando dichas particulas poliméricas biodegradables a dicho agente de
reticulacion de una manera controlada para efectuar selectivamente una accion reticulante sobre dicho alginato de
sodio.
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Preferiblemente, se afiaden a dicha composicién unas moléculas adaptadas para estimular el crecimiento y/o la
diferenciacion de células. En particular, las moléculas adaptadas para estimular el crecimiento y/o la diferenciacion
de células se seleccionan entre el conjunto que se compone de:

- factores de crecimiento;

- moléculas de la matriz extracelular conjuntiva;

- una insulina,

- un ascorbato-2-fosfato.

Ventajosamente, la composicion, que se ha descrito mas arriba, tiene, antes de la etapa de reticulacion, una
densidad de partida tal que ella es inyectable.

En particular, la accion reticulante sobre un alginato de sodio se consigue mediante un agente de reticulacion
contenido en particulas poliméricas biodegradables, liberadas de una manera controlada a partir de polimeros
naturales, por ejemplo una gelatina, o comenzando a partir de polimeros sintéticos, por ejemplo un poli(acido lactico)
o unos copolimeros de acido lactico y acido glicdlico.

Ventajosamente, el segundo polimero natural se selecciona entre el conjunto que se compone de:
- un polimero de naturaleza polisacaridica;
- un polimero de naturaleza proteinica.

En particular, dicho polimero de naturaleza polisacaridica se selecciona entre el conjunto que se compone de:
- acido hialurénico;
- ésteres del acido hialurénico;
- quitosano.

Preferiblemente, dicho polimero de naturaleza proteinica se selecciona entre el conjunto que se compone de:
- un colageno;
- una gelatina;
- una elastina.

En particular, los factores de crecimiento se seleccionan entre el conjunto que se compone de las siguientes
familias:
- un EGF (acrénimo de Epidermal Growth Factor = factor de crecimiento epidérmico), en particular,
TGF-alfa;
- un TGF (acrénimo de Transforming Growth Factor = factor de crecimiento de transformacion), en
particular. TGF-beta;
- un FGF (acrénimo de Fibroblast Growth Factor = factor de crecimiento de fibroblastos);
- un PDGF (acrénimo de Platelet-Derived Growth Factor = factor de crecimiento derivado de plaquetas);
- un IGF (acronimo de Insulin-like Growth Factor = factor de crecimiento similar a insulina).

Preferiblemente, las moléculas de la matriz celular conjuntiva se seleccionan entre el con junto que se compone de:
- proteoglicanos,
- una laminina;
- una fibronectina;
- unatenascina.

Preferiblemente, las células adaptadas para regenerar al tejido del nucleo discal se seleccionan entre el conjunto
que se compone de:

- fibroblastos/fibrocitos;

- condroblastos/condrocitos;

- osteoblastos/osteocitos;

- células notocordales;

- células mesenquimales madres.

La composicion mas arriba descrita tiene diferentes ventajas y, en particular, permite reducir al minimo la invasividad
del implante, con el fin de obtener exactamente la forma deseada del nucleo pulposo y de incorporar agentes
inductores celulares especificos. Esta composicién proporciona, ademas, la estructura tridimensional en la cual las
células, apropiadamente seleccionadas, llevan a cabo la funcién de restaurar in situ las sustancias extracelulares
tipicas del nucleo pulposo y de producir luego unas sustancias fibrilares y amorfas particularmente ricas en
proteoglicanos.

Se da ahora un ejemplo que no limita la composicion a todas las formas de realizaciéon dentro del presente invento.
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EJEMPLO

A una mezcla que comprende 5 ml de una solucion al 4 % de un alginato de sodio en un medio de cultivo (D-MEM)
(composicion 1) y 5 ml de una solucion al 0,4 % de acido hialurénico en un medio de cultivo (D-MEM) (composicién
2), mediando suave agitacion, se le afiade una solucién de 5 ml de una suspension de 300 mg de microparticulas de
gelatina (composicion 3), preparada de acuerdo con el método descrito en un medio de cultivo (D-MEM).

Finalmente, a la composicion final obtenida, se le afiaden, agitando suavemente, 5 ml de una suspension celular
(fibroblastos dérmicos) (200-10° células/ml) en un medio de cultivo completo cargado con un FGF.

El procedimiento mas arriba descrito se lleva a cabo a la temperatura ambiente en condiciones de esterilidad. El
proceso para reticular el alginato, con una subsiguiente consecucion de una matriz de hidrogel tridimensional en
donde hay células vitales embebidas, comienza después de aproximadamente 15 minutos a partir de la adicién de la
composicion 3.

Unas microparticulas biodegradables de la composiciéon 3, usadas para conseguir una liberacion controlada del
agente de reticulacion de alginato de sodio, se pueden preparar por ejemplo tal como se describe seguidamente.

1. Se prepara una fase acuosa (“W”) disolviendo 0,2 g de una gelatina en 20 ml de agua destilada;

2. Se prepara una fase organica (“O”) afadiendo 2 ml de Span 85 (agente tensioactivo de la fase organica) a 110 mi
de isooctano.

3. Se prepara un bafio de hielo en donde se sumerge un globo con una capacidad de 250 ml, en el que se prepara la
emulsion;

4. La fase acuosa (W) se deja escurrir en la fase organica (O) agitando a 1.000 rpm (revoluciones por minuto)
durante 10 minutos;

5. Se afaden 20 ml de Tween 85 (agente tensioactivo de la fase acuosa) mientras que continta la agitaciéon a 1.000
rpm durante otros 10 minutos;

6. Se dejan escurrir 5 ml de una solucidn acuosa al 25 % de glutaraldehido y 15 ml de agua destilada mientras que
continua la agitacion a 1.000 rpm durante otros 15 minutos;

7. Se continua la agitacion a 500 rpm durante otros 35 minutos;

8. Se anaden 20 ml de glicina 0,1 M mezclando a 500 rpm durante otros 10 minutos,

9, Se hacen 4 lavados con agua, centrifugando cada vez a 3.000 rpm durante 5 minutos;
10. Se prepara un bafio en 10 ml de acetona mediando agitacion;

11. Se lleva a cabo un tratamiento con ultrasonidos en un bafio con impulsos ultrasénicos durante 60 minutos con
agitacion periddica del recipiente que contiene las microparticulas y la acetona.

12. Se efectia una etapa de desecacion bajo una campana ventilada a una temperatura ambiente, obteniéndose
como producto final unas microparticulas de gelatina en la forma de un polvo fino.

13. Se afiaden 234 mg de las microparticulas obtenidas de esta manera a una solucién acuosa de cloruro de calcio
al 1,4 %. Después de haber incubado durante 4 horas mediando suave agitacion, las microparticulas son separadas
por centrifugacion y luego secadas. Su peso después de haber cargado es de 300 mg.

A pesar de que en la descripcion y en los ejemplos se ha hecho referencia solamente al hecho de reemplazar o
regenerar el nucleo pulposo, queda claro que el invento se puede extender también a otros tejidos articulares, pero
también a tejidos no articulares tales como tejidos 6seos.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion biocompatible para reemplazar o regenerar tejidos, en particular tejidos articulares, tales como

el nucleo pulposo de los discos intervertebrales, o también tejidos no articulares, tales como tejidos 0seos,

comprendiendo esta composicién:

- una matriz de hidrogel que comprende unos polimeros naturales primero y segundo, en donde uno de dichos
polimeros naturales primero y segundo es un alginato de sodio;

- unas células adaptadas para regenerar a dichos tejidos;

- un agente de reticulacion adaptado para reticular por lo menos a uno de dichos polimeros naturales in situ,
dando a la composicién biocompatible por consiguiente una resistencia apropiada;

caracterizada porque

dicho agente de reticulacion esta contenido en particulas poliméricas biodegradables con liberacion controlada,

liberando dichas particulas poliméricas biodegradables a dicho primer agente de reticulacion de una manera

controlada para efectuar selectivamente una accion reticulante sobre dicho alginato de sodio.

2. Una composicion, de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que se afaden unas moléculas que estan adaptadas
para estimular el crecimiento y/o la diferenciacion de células, en donde dichas moléculas adaptadas para estimular
el crecimiento y/o la diferenciacion de células se seleccionan entre el conjunto que se compone de:

- factores de crecimiento;

- moléculas de la matriz extracelular conjuntiva;

- una insulina,

- un ascorbato-2-fosfato.

3. Una composicion, de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada porque se escoge una densidad de partida
antes de que dicho agente de reticulacion efectie dicha accion reticulante sobre dicho alginato de sodio de manera
tal que dicha composicion sea inyectable.

4. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicho segundo polimero natural se selecciona
entre el conjunto que se compone de:

- un polimero de naturaleza polisacaridica;

- un polimero de naturaleza proteinica.

5. Una composiciéon, de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que dicho polimero de naturaleza polisacaridica se
selecciona entre el conjunto que se compone de:

acido hialurénico;

ésteres del acido hialurénico;

- quitosano.

6. Una composicién, de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que dicho polimero de naturaleza proteinica se
selecciona entre el conjunto que se compone de:

- un colageno;

- una gelatina;

- una elastina.

7. Una composicién, de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que dichos factores de crecimiento se seleccionan
entre el conjunto que se compone de las siguientes familias:

- un EGF, en particular, TGF-alfa;

- un TGF, en particular TGF-beta;

- un FGF;

- un PDGF;

- un IGF.

8. Una composicion, de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que las moléculas de la matriz extracelular conjuntiva
se seleccionan entre el conjunto que se compone de:

- proteoglicanos,

- una laminina;

- una fibronectina;

- una tenascina.

9. Una composicioén, de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dichas células adaptadas para regenerar a dichos
tejidos se seleccionan entre el conjunto que se compone de:

- fibroblastos/fibrocitos;

- condroblastos/condrocitos;

- osteoblastos/osteocitos;



células notocordales;
células mesenquimales madres.
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