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DESCRIPCIoN 

ComposiciOn farmaceutica que comprende una pasta de endurecimiento in situ , su fabricaciOn y uso 

Se desarroll6 una composition farmaceutica que comprende una pasta de endurecimiento in situ , que contiene un 

plastificante soluble o miscible en agua que es un disolvente organico, un material de relleno insoluble en agua, 

5 organico o inorganico y un polimero insoluble en agua. La pasta es una formulacien inyectable y moldeable, estable 

que presenta, una vez endurecida in situ , propiedades de andamiaje. La pasta puede usarse ademas como sistema 

de administration para un agente activo en el campo de la regeneration fisular. 

La adiciOn de un material de relleno generador de poros soluble en agua como agente contra la formation de piel 

aumenta la formaci6n de poros con tamarlos de poro de diametros suficientes para la infiltracion celular. 

10 La pasta endurecida es lo suficientemente estable mecanicamente como para usarse como matriz de sustitucien de 

hueso y cartilago asi como regeneraci6n de ligamento, tension o tratamiento de enfermedades periodontales. Todos 

los componentes son totalmente biocompatibles, preferiblemente biorresorbibles y certificados para la aplicaciOn 

parenteral. La liberation sostenida de pepfidos y proteinas puede modularse por la composition y el dim-% del 

procedimiento. 

15 La invention engloba una composition farmaceufica que comprende la pasta de la invenciOn e ilustra el use de 

dicha pasta para la preparaci6n de una composition farmaceutica que va a usarse para el aumento 6seo, para tratar 

defectos Oseos, para tratar una enfermedad distal traumatica y degenerativa, para tratar la dehiscencia 6sea o que 

va a usarse para la elevaciOn del suelo sinusal, regeneration de ligamiento y tension incluyendo reparaci6n 

periodontal. 

20 Antecedentes tecnologicos 

En el campo de la tecnologia farmaceutica, muchos materiales diferentes se han evaluado ya y/o estan todavia en el 

proceso de mejorarse adicionalmente para su uso como material de sustitucion de hueso (injerto 6seo), debido a la 

amplia variedad de requisitos que deben cumplir los materiales. Dependiendo de la indicaciOn, un sustituto de injerto 

6seo ideal debe tener las siguientes propiedades, inicialmente moldeable y facil de conformar y administrar, pero 

25 estable mecanicamente a lo largo del tiempo de manera similar al hueso end6geno para hacer de puente en 

defectos Oseos, rellenar cavidades o para el aumento Oseo, preferiblemente, el material debe poder producir 

endurecimiento in situ para poderse aplicar mediante apficaciones minimamente invasivas. El material debe ser 

biocompafible, preferiblemente biodegradable y biorresorbible y promover la adhesi6n y proliferaciOn celular. Debe 

tener una porosidad interconectada para permitir el crecimiento de celulas para permifir una uniOn al tejido 6seo 

30 circundante (osteoconductividad). Ademas, el material debe poder actuar como portador para factores de 

crecimiento 6seo (BMP) para la liberacien controlada de estas proteinas para introducir la formaci6n de hueso 

(osteoinductividad). De manera ideal, la proteina dentro del material esta protegida frente la degradation proteolitica 

y por lavado en el sitio de implantaciOn. Finalmente, el material debe ser de origen sintetico para evitar infecciones y 

reacciones inmunolOgicas, debe estar disponible en cuanto a su acceso y ser de calidad reproducible. De manera 

35 ideal, los materiales sustitutos de hueso sintefico deben ser claramente visibles en examenes radiograficos para 

inspeccionar el proceso de consolidation y determinar la cantidad y la masa de formaci6n de nuevo hueso. 

No obstante, hasta ahora no existe ningOn material, que pueda satisfacer todos estos requisitos de un material 

preferible. 

Debido a la necesidad medica de injertos 6seos artificiales y a la disponibilidad limitada de hueso aut6logo, 

40 comunmente estan en uso diferentes materiales. Los mas prominentes son los fosfatos de calcio y polimeros 

biorresorbibles del tipo de PLGA. 

Material a base de fosfatos de calcio  

Diversos fosfatos de calcio tales como beta-fosfato de tricalcio (Ca3(PO4)2) (beta-TCP), alfa-fosfato de tricalcio (alfa-

TCP) e hidroxiapatita (Caio(PO4)6(OH)2) (HA) han mostrado ser eficaces como materiales de sustitucion de hueso. El 

45 beta-TCP, por ejemplo, es adecuado tanto como diversos granulados como en trozos (bloques) para el tratamiento 

de defectos 6seos. Los materiales de sustituciem de hueso que contienen fosfato de calcio se usan habitualmente 

cuando la regeneraci6n del hueso ya no es posible o es posible Onicamente con dificultades. Ademas, se usan 

materiales de sustituciOn de hueso cuando la formaci6n de hueso adicional es un requisito previo para un ajuste 

posterior de un implante. Los fosfatos de calcio presentan un efecto osteoconductivo, es decir representan una 

50 estructura inerte que facilita la migraci6n de celulas desde el hueso vecino. La presencia de huesos o diferentes 

celulas mesenquimatosas, sin embargo, es una condici6n previa para la nueva formation de huesos. 

La adiciOn de astillas de hueso autOlogo puede aumentar significafivamente el efecto de los fosfatos de calcio. Estas 

astillas de huesos no son solo osteoconductivas, sino tambien osteoinductivas, es decir producen la transformaciOn 

de celulas madre mesenquimatosas no diferenciadas en osteoblastos y condrocitos. Por motivos de seguridad, se 

55 prefieren las astillas de hueso autegeno a las preparaciones alogenicas o xenogenicas. El uso de huesos autogenos, 

sin embargo, siempre implica un segundo procedimiento quirOrgico, lo que es inc6modo para el paciente y es de 
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acceso limitado. Ademas, las biopsias de material de injerto 6seo autologo tienen varies desventajas incluyendo 

dolor posoperatorio y complicaciones en la recogida del injerto. 

Adernas de los granules y brogues sr:irides mencionados anteriormente, los cementos de fosfato de calcio (CPC) 

representan una enorme erase adicional de materiales a base de fosfato de calcio. Se administran mediante 

5 inyectiOn o rascador en el defecto 6seo coma pasta moldeable, pueden adaptarse al sitio del defecto y se vuelven 

sada tras un periodo de tiempo (Driessens etal. , 2002). 

Uno de los primeros CPC de autoendurecimiento consiste en fosfato de tetracalcio (TTCP) y fosfato de dicalcio 

anhidro (DCPA) (Chow et al. , 2000). Estos componentes reaccionan en presencia de agua para formar hidroxiapatita 

como product° final de la reacci6n de fraguado del cemento. Las reacciones son o bien endotermicas o bien 

10 exotermicas. Las reacciones exotermicas generan suficiente calor para degenerar proteinas osteogenicas, mientras 

que las reacciones de fraguado endotermicas impiden la lesion termica en el tejido circundante. 

Debido a que la hidroxiapatita se forma en un entorno acuoso, es mas similar a apatitas biologicas que a 

hidroxiapatita formada mediante procedimientos a arta temperature. Como consecuencia, el CPC es osteoconductivo 

y experimenta osteointegraci6n rapidamente (Chemg et al. , 1997). 

15 Aunque los CPC parecen tener varies ventajas con respecto a los biomateriales de fosfato de calcio usados 

actualmente, una limitacien aparente es su tiempo de endurecimiento relativamente largo asociado con el efecto de 

!evade explicado mas adelante (Cherng et at , 1997). En los Oltimos afros, se ha desarrollado un CPC adicional que 

contiene alfa-fosfato de tricalcio (alfa-TCP) y carbonato de calcio (CaCO3), fosfato de monocalcio (MCPA), fosfato de 

monocalcio monohidratado (MCPM), fosfato de dicalcio dihidratado (DCPD) o DCPA y Ca(OH)2 (Takagi et al., 2003). 

20 Sin embargo, la mayor parte de los CPC disponibles comercialmente desarrollados en los Oltimos arias tienen alfa-

TCP como el reactante principal con diferentes tamaflos de particula de la fase de polvo initial. Los productos 

disponibles comercialmente incluyen Biobon@ (a-BSM), Biocement D y H, Biofill@, Bonesource@, Calcibon@, 

Cementek@, Mimics Biopex@ y Norian@ SRS@ (Driessens et al. , 2002). 

El alfa-BSM (ETEX Corporation, Cambridge, MA) se compone principalmente de dos fosfatos de calcio, el primero 

25 un fosfato de calcio amorfo (ACP) con una rev:in Ca/P de 1,54, el segundo un fosfato de dicalcio dihidratado (DCPD, 

o brushita). El material es un sustituto de hueso inyectable que se endurece a la temperatura corporal (37°C) en el 

plazo de aproximadamente 20 minutos tras mezclarse con agua o una soluciOn saline, formando una fase de 

hidroxiapatita escasamente cristalina. 

Otra pasta de CPC es el Norian@ SRS@ (sistema de reparation esqueletica), que es un cemento de apatita 

30 carbonatada de endurecimiento rapid°, inyectable usado para rellenar defectos en zonas de hueso esponjoso 

comprometido durante la restauracitin o el aumento del esqueleto. El Norian SRS se endurece para formar dahllita, 

que reproduce estrechamente la fase mineral del hueso y gradualmente se remodela en hueso en el organism° 

mediante reserciOn osteoclasfica y nueva formation de hueso. Es necesario premezclar este CPC en un aparato 

adoptado especial antes de la aplicacion. 

35 La mayor parte de estas formulaciones de CPC disponibles se componen de dos componentes que reaccionan y se 

endurecen cuando se mezclan (Seeherman et al. 2002). Se mezclan los componentes de polvo con una disolucien 

acuosa, incluyendo algunos un acelerador o promotor (per ejemplo, hidrogenofosfato de disodio, Na2HPO4) 

inmediatamente antes de la aplicaciOn. Este procedimiento de premezcla produce desviaciones en la calidad del 

producto final, dependiendo de la manipulaciOn antes de su uso, por ejemplo, suspensi6n inhomogenea. Par tante 

40 este procedimiento de premezclado puede conducir a una disminucion de la estabilidad mecanica del implante y, por 

tanto, a dificultades referentes a la reproducibilidad. 

Otra limitation de estas formulaciones es que si el polvo se mezcla con el componente acuoso, la mezcla comienza 

a sacrificer, por tante el intervalo temporal en que puede administrarse el temente este limitado Onicamente a unos 

pocos minutos. En la situation clinica, el cirujano ha de mezclar apropiadamente el cement° y luego colocar la pasta 

45 de cement° en el defecto en el plaza de tiempo prescrito, lo que es un factor crucial en la consecution de resultados 

6ptimos. 

Una pasta de CPC premezclada, que es estable en la jeringa y solo se endurece tras exponerse a agua contiene 

pelves de TTCP mas DCPA y glicerol como liquido de temente. Sin embargo, la pasta de CPC-glicerol no tuvo una 

buena resistencia al !evade cuando se WO a un campo abierto heeled° (Takagi et al . , 2003). 

50 Este efecto de lavado surge cuando la pasta de CPC entra en contacto con fluidos fisiolegicos 0 cuando se produce 

hemorragia debido a su dificultad en algunos casos para lograr la hemostasia. Tambien se ha encontrado que tales 

pastas a menudo se disgregan partial o completamente o presentan un comportamiento inhomogeneo tan pronto 

coma entran en contacto con fluidos corporales u otras disoluciones acuosas (documento US 6.206.957 y la 

bibliografia en el mismo). Ademas, tales pastas se separan facilmente durante la extrusi6n a partir de jeringas, 

55 forzendose la mayor parte de liquido fuera de la jeringa mientras que las partes mas sOlidas permanecen en la 

jeringa y no pueden retirarse de la misma, ni siquiera por medio de mayor presi6n. Como resultado de una 

separacion, puede obtenerse par tante un material que ya no es adecuado para el fin pretendido. 
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Se han realizado varios intentos en el pasado para mejorar las caracteristicas de los CPC. Cherng et al. anadieron 

hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), carboximetilcelulosa (CMC) y quitosano a los liquidos de cement° (Cherng et al. , 

1997) para mejorar las propiedades de manipulacion de los CPC. Sin embargo, se retard6 el tiempo de 

endurecimiento mediante la adici6n de HPMC y CMC, y se debilito la resistencia mecanica mediante la adicien de o 

5 bien lactato de quitosano o bien acetato de quitosano. Se han realizado otros intentos para mejorar la inyectabilidad 

de los CPC mediante, por ejemplo, un aumento en la raz6n de liquido con respecto a polvo, la adiciOn de iones 

citrato y a adicion de farmacos polimericos al componente liquido (Bohner y Baroud, 2004). Sin embargo, ninguna 

de estas mejoras dio como resultado una pasta de CPC premezclada estable. 

Otro problema importante de los CPC es que presentan sOlo microporos con tamatios de poro de par debajo del 

10 micrtmetro a unos pocos micrometros. Estudios previos con implantes de hidroxiapatita han mostrado que se 

requiere un tamafio de poro de aproximadamente 100 p.R1 a varios cientos de pm (macroporos) para el crecimiento 

de hueso (del Real et al. , 2002). Los macroporos han mostrado ser beneficiosos para facilitar la infiltraciOn celular y 

el crecimiento de tejido. Sin embargo, la macroporosidad siempre da coma resultado una disminucion significativa en 

la resistencia mecanica (Chow, 2000). 

15 Otros grupos trataron de mejorar el comportamiento de resorcion de los CPC, por ejemplo, aumentando la porosidad 

del material (del Real et al. , 2002). Los experimentos mas extensos se ban realizado mezclando los CPC con 

cristales de las dimensiones correctas de compuestos altamente solubles y no toxicos, tales como manitol o 

sacarosa. La desventaja es que la porosidad no puede crearse durante el endurecimiento del cemento en el entomo 

in vivo . La adiciOn de sacarosa o manitol requiere la disolucien de estos componentes tras la aplicacion y el 

20 endurecimiento del cemento en el defecto 6seo para lograr macroporosidad. Otro metodo consiste en la adiciOn de 

NaHCO3 al polvo de cemento inicial y el uso de dos liquidos diferentes para crear macroporos (del Real et al . , 2002). 

Se intent6 un aumento en la resistencia de los CPC a la vez que se formaban macroporos usando, por ejemplo, 

cristales de manitol o fibras de aramida (Xu et al. , 2001). Tambien se encontrO que la incorporaci6n de quitosano, un 

bipolimero natural, aumentaba la resistencia de los CPC, sin embargo, no se generaron macroporos en los CPC que 

25 contenian quitosano (Takagi et al . , 2003; Xu et al. , 2002). 

En general, los CPC experimentan una estabilidad mecanica relafivamente baja (pot ejemplo, resistencia a la 

compresi6n, fragilidad) y falta de macroporosidad, par ejemplo, osteoconductividad, lo que limita su aplicabilidad en 

ortopedia sOlo a aplicaciones sin soporte de carga. Las diferentes reacciones del cemento provocan que la 

hidroxiapatita forme estados de cristalinidad variables que dan como resultado una alteraciOn del tiempo de 

30 resorci6n. Debido a la falta de macroporosidad y, por tanto, osteoconductividad, muchas de las formulaciones de 

cement() son malos portadores para factores de crecimiento osteogenicos. 

Se han realizado intentos adicionales para mejorar los CPC ariadiendo microparticulas de polimeros biodegradables 

(par ejemplo, poli(acido DL-lactico-co-glicOlico, PLGA) coma vehiculos de administraci6n para moleculas bioactivas 

(Ruhe et al . , 2003). Se afiadieron microparticulas de proteina-PLGA al polvo de CPC y se us6 una disoluciOn acuosa 

35 de Na2HPO4 coma liquido, que se ariacliO a la composiciOn poco antes de la aplicaci6n. 

Se acepta generalmente que el CPC necesita una mejora adicional para ampliar sus posibles aplicaciones clinicas. 

Sin embargo, la mejora adicional de las propiedades de materiales debe tener en cuenta la manera en que los 

cirujanos aplican los cementos 6seos a traves de tecnicas de cirugia minimamente invasivas (MIST (minimal 

invasive surgery techniques) citadas en Bohner, 2001). En este sentido, debe considerarse la mejora de materiales 

40 adicional en el equilibria entre lo que se considera, para una determinada aplicaciOn clinica, la inyectabilidad de 

cemento optima, un comportamiento de fraguado rapid°, macroporosidad y resistencia mecanica. 

Recientemente, estos sistemas de CPC se han vuelto interesantes especialmente en combinaci6n con proteinas 

morfogeneticas Oseas (Seeherman et al. , 2003). 

Material a base de PLGA sintetico  

45 Otra clase importante de biomateriales, que desempena un papel predominante en el campo de la ingenieria tisular 

6sea, son los polimeros biorresorbibles (Vert, 1989). Especialmente, la clase de compuestos de los 

poli(hidroxiacidos) fiene perspectivas de aplicaciOn interesantes debido a su biodegradabilidad intrinseca. Estos 

materiales de los que el poli(acido glicolico) (PGA) y poli(acido lactico) (PLA) son los mas prominentes experimentan 

escisi6n de cadena hidrolitica (degradaci6n) en un entorno [termed°. La degradaci6n sostenida conduce finalmente a 

50 las unidades de hidroxiacido correspondientes. La mayor pane de estos productos finales hidroliticos se producen 

coma metabolitos de muchas bacterias y fenotipos celulares. 

El potencial de degradaci6n y sus propiedades mecanicas ofrecen aplicaciones para el uso coma sustratos para 

implantes temporales en la tecnologia medica. Estudios para diversos polimeros en diferentes tejidos documentan la 

biocompatibilidad de estos compuestos in vivo , lo que forma las bases para el desarrollo de implantes comerciales 

55 como dispositivos medicos (Middleton et al . , 2000). 

En la cirugia clinica, los pofiesteres desempefian presumiblemente el papel mas importante en relaciOn can la 

fijaciOn, el aumento y la sustituciOn de hueso. Dispositivos coma tornillos, placas, anclajes o pasadores sirven para la 
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colocacien y fijaciOn de fragmentos de hueso tras la perdida o el cleric 6seo. La principal caracteristica de estos 

polimeros absorbibles en aplicacion es la tette de necesidad de una operaci6n de retirada. Otro punto importante 

este a favor de los dispositivos de fijaciOn polimericos: la integraci6n mecanica del implante en el tejido aseo. 

Un inconveniente importante en los implantes totalmente a base de poliester es la posible acumulaciOn de productos 

5 de degraded& que alcanzan niveles citotexicos y la acidificacion acompafiante en el sitio del implante debido a la 

liberacion que disminuye el pH de mon6meros de acid°, especialmente cuando se usaron implantes no porosos, 

solidos, y la degradaci6n avanza segtin un mecanismo de degraded& volumetrica (Li et al. , 1990). 

Para evitar tales consecuencias negatives provocadas por la disminuciOn del pH local, el implante debe presenter 

porosidad por ejemplo, mediante el procedimiento de lixiviacien de sal para evitar la degraded& volumetrica y, por 

10 tanto, una acumulacion de monameros acidos y reducir la cantidad neta del polimero. Ademas, se ha sugerido 

incorporar sales basicas dentro de los implantes de PLA/ PGA (Agrawal et al. , 1997). Otros enfoques emplean 

ceramicas basicas como fosfatos de calcio como materiales de relleno para poliesteres para equilibrar el valor de pH 

local y aumentar la estabilidad mecanica (Schiller et al. , 2003). Tambien se han producido materiales compuestos de 

hidroxiapatita y PUVPLGA (polilactida-co-glicolida) (Durucan et al. , 2000). El procesamiento de tales materiales 

15 compuestos requiere un tratamiento formic° y el uso de disoluciones en cloroformo del componente polimerico 

(Ignjatovic et al. , 1999). Como alternative, pueden usarse polimeros con mayor estabilidad hidrolitica como polnecido 

hidroxibutirico). 

Para el uso de estos polimeros como sustitutos de hueso, la estrategia comun es disetiar un implante, que satisface 

temporalmente la fund& para permitir un proceso de consolidaciOn y retener la resistencia durante las fases 

20 tempranas en el sitio de implanted& tras la operaciOn. Despues, la perdida de resistencia y el modulo del implante 

deben ester en armonia con la resistencia creciente del tejido lesionado (Tormala et al . , 1995). El avance de la 

degradaci6n crea espacio para procesos de restauraci6n para rellenar el hueco con el crecimiento de tejido de 

huesped vital. En la actualidad, no se dispone de ningun material de relleno que se ajuste a este requisito de manera 

satisfactoria para formar nuevo hueso homogeneo en grandes defectos (Rueger et al. , 1996). 

25 Biomateriales v proteinas osteoinductivas  

Para lograr un efecto osteoinductivo, una alternafiva al uso de huesos aut6genos es el uso de factores de 

diferenciacien y crecimiento 6seo especificos tales como GDF-5 o diferentes proteinas morfogeneticas 6seas (BMP). 

Numerosos estudios con animales muestran claramente que este efecto osteoinductivo puede aumentar mucho si 

estos factores proteicos se combinan con un portador que desacelere la liberacien de proteinas y, par tanto, 

30 aumente el tiempo de residencia eficaz de la proteina en el sifio del defecto y finalmente acelere la consolidacien 

esea en compared& con tampones de formulaciones liquidas. (Seeherman et al. , 2003). En la bibliografia, se 

describen come portadores fosfatos de calcio, colageno, colageno mineralizado (fosfato de calcio que contiene 

colageno) y polimeros biorresorbibles, hidroxiapatita y beta-TCP (Hotz et al . , 1994), apatita hidroxilica de extractos 

de algas (Gao et al . , 1996), extractos 6seos (Gombotz et al. , 1996), colageno (Friess et al. , 1999) y poli(alfa-

35 hid roxi)acidos (Hollinger et al. , 1996). 

Los analisis de la potencia de los portadores recubiertos, que se describen en la bibliografia, no presentan una 

imagen uniforme sino que muestran variaciones significativas que son una consecuencia de o bien el tipo de 

portador seleccionado o bien el metodo de recubrimiento (Terheyden et al . , 1997). Se describen diversos metodos. 

En el documento WO 98/21972, la disolucien en primer lugar de GDF-5 en un disolvente organico y luego su 

40 precipitacion anadiendo agua consiguen el recubrimiento mediante la precipitacien *Ida de GDF-5 sobre beta-
TCP. Debido a la toxicidad de muchos disolventes, sin embargo, no se prefiere un procedimiento de este fipo para la 

producci6n de composiciones farmaceuticas. Lind et al. (1996) Ilevan a cabo el recubrimiento de diversas ceramicas 

de fosfato de calcio en presencia de gelatine (obtenida habitualmente a partir de huesos de bovinos o cerdos) como 

proteina de proteccien. Debido al aumento del riesgo de infecci6n y de reacciones inmunogenicas, sin embargo, 

45 debe evitarse el uso de sustancias animates para la produccien de composiciones farmaceuticas y especialidades 

farmaceuticas. Friess et al. (1999) y Gao et al. (1996) describen el recubrimiento de colagenos con BMP-2. Debido a 

la baja resistencia a la compresion de los colagenos, tales portadores, sin embargo, no son adecuados para muchas 

indicaciones. Esto se aplica particularmente a indicaciones con las que el hueso recien formado ha de sostener una 

carga de presien posterior. Ademas, las calidades farmaceuficas de colageno estan disponibles hasta la fecha a 

50 partir de fuentes animates Cnicamente. Finalmente, segOn la rapida tasa de degradaci6n y liberaciOn de los factores 

de crecimiento en los productos del estado de la tecnica (por ejemplo, rhBMP-2 y esponja de colageno) el contenido 

en principio activo este a menudo drasticamente por encima del nivel fisiolOgico en el tejido eseo. 

Ventajosamente, tal como se da a conocer en el documento WO 03/043673, los presentes inventores han 

encontrado que se logran propiedades osteoinductivas y osteoconductivas mejoradas y fiables in vivo tras la 

55 implanted& en un sujeto, preferiblemente un ser humano, en un dispositivo en el que puede realizarse una 

distribuci& homogenea del portador de material compuesto, tal como beta-TCP u otros fosfatos de calcio, con 

proteina osteoinductiva no agregada, biolegicamente active. Tal agregacion provoca microprecipitaci6n, que es el 

motivo para una distribuci6n inhomogenea que da como resultado propiedades osteoinductivas disminuidas al 

menos significativamente tal como se describe para otros dispositivos en la tecnica anterior, por ejemplo, en el 
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documento W098/21972. Ademas, se ha encontrado que pueden evitarse efectos secundarios no deseados tales 

como inflamacion y reacciones tOxicas del sujeto tras la implantacidn mediante el dispositivo del documento WO 

03/043673, que esta libre de impurezas toxicas o contaminantes infecciosos. En particular, el uso de proteinas 

protectoras (tales como, por ejemplo, gelatina) como mediador de solubilidad es totalmente innecesario para el 

5 dispositivo del documento WO 03/043673. Sin embargo, tales dispositivos no son adecuados para aplicaciones que 

requieren una liberacion retardada del agente activo. 

En el campo del aumento Oseo, los sistemas de liberaciOn retardada se requieren especialmente en vista de la coda 

semivida de proteinas o peptidos en el cuerpo humano con respecto a la induction °Geo, o bien debido a la 

dispersion desde el sitio del implante o bien a troves de degradaci6n. En los primeros intentos para lograr una 

10 liberacion retardada de proteinas morfogeneticas oseas, se han dado a conocer dispositivos en los que tales 

proteinas se han combinado con polimeros biorresorbibles. Hollinger et al. (1996) publicaron el uso de poli(alfa-

hidroxiacidos) como portadores para BMP-2. En combinaci6n con proteinas o peptidos osteogenicos, estos 

polimeros son de especial interes con respecto a lograr una liberacion controlada del agente activo. Wang et al. 

(2000) dan a conocer un procedimiento de liofilizacion de emulsiOn que parte de una disolucion de PLA en cloruro de 

15 metileno para la fabricacion de un andamiaje biodegradable que puede incorporar y administrar macromoleculas 

bioactivas para la regeneraci6n 6sea. Schmidmaier et al. (2000) dan a conocer el uso de una disoluci6n en 

cloroformo de PLA junto con los factores osteoinductivos IGF-I y TGF-beta1 en los implantes de recubrimiento. 

El documento W002/070029 da a conocer una matriz de beta-TCP porosa que se mezcla opcionalmente con 

microesferas de PLGA encapsuladas con OP-1 (proteina osteogenica 1, una proteina morfogenetica 6sea) para 

20 formar un material heterogeneo. A diferencia del documento WO 03/043673, la matriz de beta-TCP en el documento 

W002/070029 presenta vacios separados individuales en vez de poros interconectados. Los poros de esta matriz no 

pueden dotarse de un recubrimiento homogeneo del polimero y/o componente de agente activo. Las microesferas 

las produce Alkmeres, Inc y presentan un diametro de 20 a 500 1.1M que permite la microagregaci6n del agente activo 

encapsulado. Para la production de tales microesferas, se pulverizan disoluciones en cloruro de metileno del 

25 componente polimerico junto con la proteina y se congelan en un etanol sumamente trio (Herbert e t al. , 1998 y 

vease, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 6.726.860), ambas etapas en combinacion con dos disolventes 

organicos diferentes que confieren esfuerzo quimico y mecanico a la proteina. 

Sistemas de administraci6n a base de polimeros biodegradables fluidos  

La colocacien de dispositivos medicos tales como implantes y otros articulos solidos en un organismo implica 

30 frecuentemente un procedimiento quirOrgico. Para algunas aplicaciones, por ejemplo, administraci6n de farmacos o 

minimamente invasivas, sin embargo, se ha descrito que los sistemas de administracion a base de polimeros 

biodegradables pueden introducirse en un organismo como formulaciones fluidas similares a los cementos de fosfato 

de calcio (veanse, por ejemplo, los documentos EPO436667, EP0537559, EP0539751, EP0754032, EP0862416, 

EP1126822, EP1147781, EP1404294, US 6.461.631, US 5.780.044 y US 5.278.202, asi como hom6logos 

35 extranjeros, cedidos a Atrix Laboratories, Inc.). 

A diferencia del CPC tambien fluido, en el que la proteina esta dentro de, o sobre, el portador en contacto directo 

con el medio circundante, puede protegerse y/o estabilizarse una proteina dentro de un portador que contiene 

polimero (por ejemplo, poli(alfa-hidroxiacidos). Ademas, la proteina o el pepfido se libera solo por difusiOn desde el 

cemento de fosfato de calcio mientras que la proteina o el *tido dentro de la matriz de polimero se libera con la 

40 degradacion creciente del polimero y/o por difusi6n desde la matriz de polimero. Por tanto, la cinetica de liberacidn 

puede ajustarse con precisi6n mas facilmente que lo que es el caso para el cemento de fosfato de calcio puro. 

Estas composiciones comprenden un polimero biodegradable insoluble en agua en un disolvente organic° miscible 

en agua biocompatible para formar un implante salido biodegradable in situ dentro del organismo mediante 

exposiciOn a fluidos corporales o un fluido acuoso y se administran como liquidos usando una jeringa para formal' in 

45 situ una matriz solida mediante la disipaci6n o dispersion del disolvente organic° dentro del organismo. Durante el 

contacto con agua, se forma un andamiaje con una estructura de nude° interno altamente porosa rodeada por una 

superficie casi no porosa. 

Esta superficie no porosa inhibe la migraciOn celular al interior del nOcleo interno, por tanto, estos materiales no 

presentan propiedades osteoconductivas. Estos implantes se usan como dispositivos protesicos y/o sistema de 

50 administracion controlada para agentes activos biologicos. 

Otro inconveniente de este tipo de close de materiales en el tiempo de endurecimiento prolongado hasta que el 

material muestra una estabilidad mecanica suficiente. Sin embargo, la degradaci6n posterior in vivo del polimero 

provoca problemas similares a los descritos anteriormente para los andamiajes a base de polimero convencionales. 

Presentan degradaci6n, lo que conduce a una perdida en las propiedades mecanicas, y una disminucion del pH local 

55 hasta un nivel citotoxico. Como consecuencia, esto puede conducir a una respuesta inflamatoria por cuerpo extrano. 

Ademas, no fienen las mismas propiedades bioaavas y osteoconductivas de los sistemas de fosfato de calcio 

descritos anteriormente. 

Por tanto, existe la necesidad de una composicion inyectable y biocompafible mejorada, que proporcione un 
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andamiaje poroso de interconexiOn in vivo para la infiltraciOn y migraciOn celular con un comportamiento de 

endurecimiento acelerado para sustituir el biomaterial par estructuras ()seas a la vez que se reduce la carga 

(contenido en polimero) para el organismo. 

Otro objeto subyacente a la presente invencion es tener una composiciOn que comprende una pasta de 

5 endurecimiento in situ con una buena resistencia al lavado que es estable en su envase y se endurece solo tras 

colocarse en el defecto con tiempo suficiente para ajustar la forma del material al tamano del defecto, Si es 

necesario. 

Otro objeto de la presente invencion es la provisi6n de una composiciOn que comprende una pasta de 

endurecimiento in situ adecuada para la implantacion en un sujeto que necesita un aumento Oseo mediante una 

10 composici6n que puede formar un andamiaje macroporoso en la totalidad de la superficie y el interior del andamiaje 

tras colocarse en el defecto. 

Otro objeto subyacente a la presente invenciOn es la provision de una composiciOn que comprende una pasta de 

endurecimiento in situ adecuada para la implantaciOn en un sujeto que necesita un aumento Oseo con una 

resistencia mecanica suficiente y/o evitar los problemas asociados con una disminucion de pH local inducida por la 

15 degradacian del polimero. 

Otro objeto subyacente a la presente invencian es la provision de una composici6n que comprende una pasta de 

endurecimiento in situ adecuada para la implantacion en un sujeto que necesita un aumento Oseo mediante 

inyecci6n, moldeo, relleno o presion. In situ la pasta con un agente activo permitire la liberacion retardada de un 

agente activo unido a la matriz, preferiblemente con una actividad local optimizada de dicho agente activo. 

20 Otro objeto subyacente a la presente invenciOn es la provision de una composici6n que comprende una pasta de 

endurecimiento in situ adecuada para la implantaci6n en un sujeto que necesita un aumento Oseo mediante 

inyecci6n que permite la fiberaciOn retardada de un agente activo unido y evitar los problemas asociados con una 

disminuci6n de pH local inducida por la degradacion del polimero. 

Otro objeto subyacente a la presente invencion es la provision de una composiciOn que comprende una pasta de 

25 endurecimiento in situ adecuada para la implantaci6n en un sujeto que necesita un aumento oseo mediante 

inyecci6n que permite la liberacion retardada de un agente activo unido y evitar efectos secundarios tOxicos y/o 

respuestas infiamatorias. 

Otro objeto subyacente a la presente invenciOn es la provision de una composici6n que comprende una pasta de 

endurecimiento in situ adecuada para la implantaciOn en un sujeto que necesita un aumento 6seo mediante 

30 inyeccion que permite la liberaciOn retardada de un agente activo unido y que permite menores dosis del agente 

acfivo en comparacion con disposifivos convencionales. 

Otro objeto subyacente a la presente invencion es la provision de una composiciOn que comprende una pasta de 

endurecimiento in situ adecuada para la implantacion en un sujeto que necesita hueso que permite la liberaciOn 

retardada de un agente activo unido mediante inyeccion, pudiendo formar la pasta un andamiaje poroso y estable 

35 mecanicamente para el relleno de defectos de hueso y cartilago. 

Otro objeto subyacente a la presente invenciOn es la provision de una composiciOn que comprende una pasta de 

endurecimiento in situ adecuada para la implantaciem en un sujeto que necesita hueso que permite la liberacion 

retardada de un agente activo unido mediante inyeccion, endureciendose la pasta en condiciones fisiolOgicas y 

pudiendo sustituir dispositivos convencionales implantados mediante cirugia. 

40 Sumario de la invencion 

Sorprendentemente, los presentes inventores pudieron proporcionar una composiciOn farrnaceutica que comprende 

una pasta de endurecimiento in situ que resuelve estos objetos. 

Con ello, los presentes inventores proporcionan una composiciOn farmaceutica que comprende una pasta de 

endurecimiento in situ que comprende un plastificante, un polimero insoluble en agua y un material de relleno send° 

45 insoluble en agua, siendo la pasta una pasta premezclada estable que se endurece tras el contacto con un liquido 

acuoso tal como agua, una soluciOn fisiolOgica, media de cultivo celular (par ejemplo, FCS) o fluido corporal y 

presenta una resistencia mecanica y resistencia al lavado mejoradas en el sitio del implante, incluso si se implanta 

en un campo abierto htimedo, a la vez que se reduce la carga de alto contenido en polimero para el organismo tal 

como seres humanos o animales. Ademas, la pasta de endurecimiento in situ comprende un plastificante, un 

50 polimero insoluble en agua, material de relleno solid° insoluble en agua y material de relleno generador de poros 

soluble en agua con macroporosidad mejorada. 

La alta resistencia mecanica asi coma la porosidad, preferiblemente macroporosidad con tamano de poro de 

aproximadamente 100 [iin y mas y la formaciOn de un andamiaje poroso de interconexian que es suficiente para el 

crecimiento de celulas vivas, soportan la nueva formacian de hueso en el vacio relleno con la composiciOn. 
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Las realizaciones de la invencion son: 

1. Una composici6n farmaceutica que comprende una pasta de endurecimiento in situ que comprende: 

un plasfificante, que es un liquido organic° biocompatible soluble en agua o miscible en agua, 

un polimero insoluble en agua, que es biocompatible, biodegradable, y/o biorresorbible y soluble en el plasfificante, 

5 un material de relleno solid° insoluble en agua, que es insoluble en el plastificante, 

en la que la pasta, que es inyectable y estable en su envase, es capaz de endurecerse in situ para formar un 

implante solid° tras el contacto con el medio acuoso o fluido corporal, 

en la que dicho plastificante es polietilenglicol (PEG) 400, PEG 200, PEG 300, PEG 600, 1,3-butanodiol, aceite de 

ricino, N-metil-2-pirrolidona, 2-pirrolidona, alcanoles C2 a C6, propilenglicol, solcetal, acetona, acetato de metilo, 

10 acetato de etilo, lactato de efilo, mefil efil cetona, dimetilformamida, dimetilsulfOxido, dimetilsulfona, tetrahidrofurano, 

caprolactama, decilmetilsulfaxido, acid° oleico, carbonato de propileno, triacetina, N,N-dietil-m-toluamida, 1- 

dodecilazacicloheptan-2-ona o mezclas de los mismos. 

2. La composici6n farmaceutica segen la realizacien 1, en la que el polimero insoluble en agua es poli(alfa-

hidroxiacidos), poli(ortoesteres), poli(anhidridos), poli(aminoacidos), poli(acido glichlico) (PGA), poli(acido lactico) 

15 (PLLA), poli(D,L)-acido lactic° (ROLLA), poli(acido lactico-co-glicOlico) (PLGA), copolimeros de poli(acido 

(PLGA-PEG), poli(acido 3-hidroxibutirico) (P(3-HB)), poli(acido 3-hidroxivalerico) P(3-HV), 

poli(p-dioxanona) (PDS), poli(epsilon-caprolactona) (PCL), polianhidrido (PA) poliortoester, polietileno (PE), 

polipropileno (PP), poli(tereftalato de etileno) (PET), poliglactina, poliamida (PA), pofi(metacrilato de mefilo) (PMMA), 

poli(metacrilato de hidroximetilo) (PHEMA), poli(cloruro de vinilo) (PVC), poli(alcohol vinifico) (PVA), 

20 politetrafluoretileno (PTFE), polieteretercetona (PEEK), polisulfona (PSU), polivinilpirrolidona, poliuretano, 

polisiloxano, o copolimeros, terpolimeros, copolimeros de bloque, combinaciones o mezclas de los mismos. 

3. La composici6n farmaceutica segtin las reafizaciones 1 a 2, que comprende edemas una cantidad eficaz de un 

material de relleno generador de poros soluble en ague. 

4. La composiciOn farmaceutica segen la realizachn 3, en la que el material de relleno generador de poros soluble 

25 en agua comprende uno o mas de un 

agente de hinchamiento, preferiblemente derivados de celulosa; 

tensioactivo, preferiblemente copolimeros de bloque de Oxido de efileno y Oxido de propileno; o 

agente porogeno tal como trehalosa, manitol, sacarosa, sorbitol, aminoacidos fisiolOgicos, par ejemplo glicina, 

glutamine, arginina, citrato de sodio, succinato de sodio y fosfatos de sodio, cloruro de sodio, polivinilpirrolidona 

30 (PVP), PEG selidos tales coma PEG 4000, PEG 10000, hidrogenocarbonato de sodio, sulfato de calcio o quitosano; 

gas o agente de formaci6n de gas tal como carbonato de calcio o hidrogenocarbonato de sodio. 

5. La composichn farmaceutica segun las realizadones 3 y 4, en el que el material de relleno generador de poros 

soluble en agua comprende alginato de sodio, amilasa, amilopectina, almiden, acid° hialurenico, hialuronato de 

35 sodio, gelatine, colageno, carboximetilcelulosa, metilcelulosa, sal de calcio de carboximetilcelulosa, hidroxilpropil-
metilcelulosa, hidroxibutilmetilcelulosa, hidroxil-etilcelulosa, hidroxiefilcelulosa o metilhidroxietilcelulosa.  

6. La composichn farmaceutica de la realized& 1, en el que el material de relleno solid° insoluble en agua es 

(a) un compuesto inorganic°, 

(b) un compuesto organic°. 

40 7. La composichn farmaceufica de la realizaciOn 1, que comprende edemas un agente activo, siendo dicho agente 

activo 

(a) BMP-1, BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-8, BMP-9, BMP-10, BMP-11, BMP-12, BMP-13, 

BMP-14, BMP-15 o BMP-16, 

(b) GDF-1, GDF-2, GDF-3, GDF-4, GDF-5, GDF-6, GDF-7, GDF-8, GDF-9, GDF-10 o GDF-11 

45 (c) CD-RAP. 

8. Una composichn farmaceutica segen cualquiera de las realizaciones 1 a 7, para su uso en 

(a) rellenar cavidades 
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(b) soportar la regeneration tisular guiada en periodontologia, 

(c) tratar una enfermedad distal traumatica o degenerafiva, 

(d) artrodesis vertebral 

(e) tratar una fractura del cuerpo vertebral, 

5 (f) vertebroplastia o 

(g) cifoplastia. 

Breve descripcidn de las figuras 

La figura 1 muestra la influencia de los componentes de la pasta de endurecimiento in situ en referencia a sus 

caracteristicas de consistencia, porosidad y endurecimiento dependiendo de su razon. 

10 La figura 2 muestra diversas composiciones de andamiaje de formation in situ (IFS, in situ forming scaffold) o 

composiciones candidatas para la pasta de endurecimiento in situ de la presente invention con una variation de la 

raz6n de polimero y cemento de fosfato de calcio y la dureza [°/0] de las diferentes composiciones en tres puntos de 

tiempo diferentes (tras 1, 9 y 24 dias). 

negro: polietilenglicol 400 (44,5% en peso), cemento de fosfato de calcio (55,5% en peso) 

15 gris oscuro: PLGA RG 503H (11,0% en peso), polietilenglicol 400 (44,5% en peso), cemento de fosfato de calcio 

(44,5% en peso) 

gris brillante: PLGA RG 503H (22,2% en peso), polietilenglicol 400 (44,5% en peso), cemento de fosfato de calcio 

(33,3% en peso) 

blanco: PLGA RG 503H (38,8% en peso), polietilenglicol 400 (44,5% en peso), cemento de fosfato de calcio (16,7% 

20 en peso) 

blanco con puntos grises: PLGA RG 503H (38,9% en peso), polietilenglicol 400 (61,2% en peso) 

gris con puntos blancos cemento de fosfato de calcio (control) 

El cemento de fosfato de calcio se compone de a-TCP (59,0% en peso), CaHPO4 (24,0% en peso), CaCO3 (8,5% en 

peso), hidroxiapatita (8,5% en peso) 

25 La figura 3 muestra la dureza [°/i0) de diversas composition de IFS con una raz6n de polimero con respecto a fosfato 

de calcio diferente en funcion del tiempo (tras 1, 72, y 168 h), en la que 0 es el punto de tiempo en el que la muestra 

de IFS se transfiri6 a un tampon PBS a 37°C y se determin6 la dureza segOn los ejemplos descritos a continuaciOn. 

La composition del cemento de fosfato de calcio usado se describe bajo la figura 6. 

negro: PLGA RG 503H (19,4% en peso), polietilenglicol 400 (44,5% en peso), cemento de fosfato de calcio (36,1% 

30 en peso) 

gris: PLGA RG 503H (22,2% en peso), polietilenglicol 400 (44,5% en peso), cemento de fosfato de calcio (33,3% en 

peso) 

blanco: PLGA RG 503H (25,0% en peso), polietilenglicol 400 (44,5% en peso), cemento de fosfato de calcio (30,5% 

en peso) 

35 La figura 4 muestra la dureza [°/0] para composiciones de IFS con diferente contenido de polietilenglicol 400 (PEG 

400) como plastificante. La composition del cemento de fosfato de calcio usado se describe bajo la figura 6. 

negro: PLGA RG 503H (22,2% en peso), polietilenglicol 400 (44,5% en peso), cemento de fosfato de calcio (33,3% 

en peso) 

gris: PLGA RG 503H (20,0% en peso), polietilenglicol 400 (50,0% en peso), cemento de fosfato de calcio (30,0% en 

40 peso)  

blanco: PLGA RG 503H (16,0% en peso), polietilenglicol 400 (60,0% en peso), cemento de fosfato de calcio (24,0% 

en peso) 

Las figuras 2 a 4 muestran c6mo afectan la composiciOn, por ejemplo la raz6n de polimero/material de relleno 

inorganic° y el contenido en disolvente organico a las propiedades mecanicas de la pasta de endurecimiento in situ 

45 de la invenciOn. Se observo la mayor estabilidad mecanica dentro de estos ejemplos para la razOn de material de 

relleno inorganico/polimero de 1,5:1. Se describieron anteriormente realizaciones preferidas que satisfacen los 
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requisitos de estabilidad de la presente invention. A continuation se describen detalles adicionales. 

En la figura 4 se muestran resultados experimentales para evaluar el contenido en plasfificante Opfimo de la 

composici6n para lograr una maxima estabilidad metanica. Dentro del interval° entre el 44,5% y menor que el 60%, 

pudo lograrse una estabilidad mecanica mejorada en estas muestras analizadas. 

5 La figura 5 muestra el impacto de cemento de fosfato de calcio (CPC, negro) frente a fl-TCP (blanco) como fase 

inorganica sobre la dureza [%] del IFS en funci6n del tiempo. La composicien del cemento de fosfato de calcio usado 

se describe bajo la figura 6. 

negro: PLGA RG 503H (22,2% en peso), polietilenglicol 400 (44,5% en peso), cemento de fosfato de calcio (33,3% 

en peso) 

10 blanco PLGA RG 503H (22,2% en peso), polietilenglicol 400 (44,5% en peso), h-fosfato de tricalcio (33,3% en peso) 

La figura 6 muestra la dureza [Vo] para diversas composiciones que contienen fosfato de calcio en funcion del tiempo 

(1, 48, 168h). 

Cada formulation comprende PLGA RG 503H (22,2% en peso), polietilenglicol 400 (44,5% en peso) y un 

componente inorganic° (33,3% en peso). El componente inorganic° de las diferentes formulaciones se us6 tal coma 

15 sigue:  

negro: cemento de fosfato de calcio que consiste en a-TCP (62,5% en peso), CaHPO4 (26,8% en peso), CaCO3 

(8,9% en peso), hidroxiapatita (1,8% en peso) 

gris: a-TCP 

blanco: a-TCP (99,0% en peso), hidroxiapatita (1,0% en peso) 

20 blanco con puntos grises: a-TCP (98,0% en peso), hidroxiapatita (2,0% en peso) 

La figura 7 muestra la dureza [%] del IFS dependiendo del tamario de particula de a-TCP en funciOn del tiempo (1, 

48 y 144 h). 

Cada formulation comprende PLGA RG 503H (22,2% en peso), polietilenglicol 400 (44,5% en peso) y un cemento 

de fosfato de calcio (33,3% en peso) 

25 El cemento de fosfato de calcio consiste en a-TCP (62,5% en peso), CaHPO4 (26,8% en peso), CaCO3 (8,9% en 

peso), hidroxiapatita (1,8% en peso). 

El tamatio de particula de a-TCP se varia: 

negro: tamario de particula de granulos de a-TCP -> 300 - 500 pm 

gris: tamaho de particula de granulos de a-TCP -> 500 - 700 am 

30 blanco: tame° de particula de granulos de a-TCP -> 700 -1000 am 

blanco con puntos grises: tame° de particula de granulos de a-TCP -> < 300 pm 

En la figura 7 los inventores muestran la influencia del tamario de particula del material de relleno inorganic° 

analizado sobre las propiedades mecanicas de la pasta de endurecimiento in situ con estabilidad mecanica 

mejorada cuando se usa un material de relleno con un tamano de particula de 300 pm o mayor. 

35 La figura 8 muestra el impacto de diferentes disolventes organicos sobre la dureza de las composiciones de IFS a lo 

largo del tiempo. 

negro: PLGA RG 503H (22,2% en peso), cemento de fosfato de calcio (33,3% en peso), polietilenglicol 400 (44,5% 

en peso). La composition del cemento de fosfato de calcio usado se describe bajo la figura 6. 

gris: PLGA (22,2% en peso), cemento de fosfato de calcio (33,3% en peso), N-metilpirrolidona (NMP) (44,5% en 

40 peso)  

blanco: cemento de fosfato de calcio (42,8% en peso), N-metilpirrolidona (57,2% en peso) 

Los plastificantes preferidos de la presente invenciOn son sustancias no t6xicas tales como PEG o DMSO (vease la 

figura 11). Tal como se muestra en la figura 8 para PLGA (50/50), los PEG tales coma el PEG 400 producen un 

aumento en la estabilidad mecanica a lo largo del tiempo (de 1 a 98 h) en comparaci6n con la NMP, que se usa 

45 frecuentemente en liquidos de polimeros farmaceuticos de la tecnica anterior, aunque se clasifica en la "deutschen 
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Gefahrstoffstoffverordnung" como "Xi" y como "Giftklasse (CH)5". 

La figura 9 muestra el efecto plastificante de diferentes disolventes organicos en mezclas de IFS con PLGA RG 

503H (determinacion midiendo la disminuciOn de la temperatura de transiciOn vitrea (Tg) mediante DSC segOn el 

ejemplo 21). Dependiendo del disolvente organico usado, se altera la Tg del polimero, mientras que una reducci6n 

5 en Tg influye negativamente en las propiedades mecanicas del IFS. 

negro: PLGA RG 503H1 polietilenglicol 400 (1:2) 

gris: PLGA RG 503H/ N-metilpirrolidona (1:2) 

blanco: PLGA RG 503H/ dimetilsulfOxido (1:2) 

gris con puntos blancos: PLGA RG 503H 

10 La figura 10 muestra la dureza rid dependiendo de diferentes fipos de PLGA. Los resultados revelan que ban de 

tenerse en cuenta varias caracteristicas para la selecciOn de un polimero, que sea adecuado como componente del 

IFS. Tanto la raz6n de acid° lactic& y glicolico con la cadena de polimero como la viscosidad inherente influyen en 

las propiedades mecanicas del IFS endurecido. La composiciOn del cemento de fosfato de calcio usado se describe 

bajo la figura 6. 

15 negro: PLGA RG 756 (22,2% en peso), cemento de fosfato de calcio (33,3% en peso), polietilenglicol 400 (44,5% en 

peso), 

gris: PLGA RG 503 (22,2% en peso), cemento de fosfato de calcio (33,3% en peso), polietilenglicol 400 (44,5% en 

peso), 

blanco: PLGA RG 502 (22,2% en peso), cemento de fosfato de calcio (33,3% en peso), polietilenglicol 400 (44,5% 

20 en peso), 

gris con puntos blancos: PLGA RG 503H (22,2% en peso), cemento de fosfato de calcio (33,3%), polietilenglicol 400 

(44,5% en peso), 

Segtin la aplicaciOn de la pasta de endurecimiento in situ de la presente invention, las propiedades mecanicas de la 

pasta pueden ajustarse mediante la selecciOn del tipo de polimero (figura 10). Gracias a la presente invencien, los 

25 inventores encontraron que la estabilidad mecanica a largo plazo del implante en medios acuosos puede potenciarse 

significativamente si se usan polimeros con una razon de acid° lacfico/acido glic,Olico inferior a 75:25, 

preferiblemente 50:50 (RG 503H) en comparacian con 75:25 (RG 756H). Puede lograrse una mejora adicional de la 

estabilidad mecanica si se usan polimeros de extremos bloqueados tal como se muestra para RG 503 en 

comparaci6n con RG 503H' (de extremos no bloqueados) mostrado en las figuras 10 y 12. Ademas, las propiedades 

30 mecanicas se mejoran usando polimeros con un peso molecular aumentado (RG 503 en comparaci6n con RG 502). 

La figura 11 muestra el impacto de copolimeros de dibloque de PLGA-PEG sobre la dureza 1%1 del IFS 

negro: copolimero de dibloque (11,4% en peso), dimetilsulfaxido (44,5% en peso), cemento de fosfato de calcio 

(44,1% en peso) 

gris: copolimero de dibloque (7,6% en peso), dimetilsulfoxido (44,5% en peso), cemento de fosfato de calcio (47,9% 

35 en peso) 

blanco: copolimero de dibloque (3,8% en peso), dimetilsulfOxido. (44,5% en peso), cemento de fosfato de calcio 

(51,7% en peso) 

No solo puede usarse PLGA como polimero adecuado para fabricar la pasta de endurecimiento in situ de la presente 

invencien, tambien los copolimeros de dibloque de PLGA-PEG dan como resultado una pasta con una dureza mayor 

40 que el 80% de concentraciones de polimero entre el 3 y el 12% en peso, si se usan con un plastificante en el que el 

polimero es soluble tal como dimetilsulfOxido. 

La figura 12 muestra una degradacion sostenida del IFS usando un copolimero de PLGA de extremos bloqueados 

tal como se determina midiendo la temperatura de transiciOn vitrea (Tg) en funciOn del fiempo mediante DSC tal 

como se describe en el ejemplo 21. La composiciOn del cemento de fosfato de calcio usado se describe bajo la 

45 figura 6. 

curva negra: PLGA RG 503 (22,2% en peso, de extremos bloqueados), PEG 400 (44,5% en peso), cemento de 

fosfato de calcio (33,3% en peso) 

curva blanca: PLGA RG 503H (22,2% en peso, de extremos no bloqueados), PEG 400 (44,5% en peso), cemento de 

fosfato de calcio (33,3% en peso) 

50 La figura 13 muestra la resistencia mecanica mejorada (dureza [%]) de la composicion de IFS a lo largo del fiempo 
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en comparaciOn con otros dispositivos de autoendurecimiento relacionados. La composiciOn del cemento de fosfato 

de calcio usado se describe bajo la figura 6. 

Gracias a la presente invenci6n, pudo desarrollarse una pasta de endurecimiento in situ con una mayor resistencia 

mecanica en el plazo de una hora tras el endurecimiento de la pasta in situ en comparacion con un cemento de 

5 fosfato de calcio (barra blanca) o un sistema a base de polimero que consiste en PLGA y N-mefilpirrolidona (barra 

gris). Ademas, tras 96 horas la resistencia mecanica fue mayor que las propiedades mecanicas del cemento de 

fosfato de calcio. 

negro: IFS que consiste en PLGA RG 503H (22,2% en peso), poliefilenglicol 400 (44,5% en peso) y un cemento de 

fosfato de calcio (33,3% en peso) 

10 gris: disolucian de polimero que consiste en PLGA RG 756 (45,0% en peso) y N-metilpirrolidona (55,0% en peso) 

blanco: un cemento de fosfato de calcio que consiste en alfa-TCP (62,5% en peso), hidrogenofosfato de calcio 

(26,8% en peso), carbonato de calcio (8,9% en peso) e hidroxiapatita (1,8% en peso) 

La figura 14 muestra la capacidad de formaci6n de poros de la sal de sodio de carboximetilcelulosa en diferentes 

concentraciones sobre la capacidad de formaci6n de poros sobre la superficie externa del IFS. Gracias a la presente 

15 invencion, pudo impedirse la formacian de piel alrededor de la pasta de endurecimiento in situ mediante la adicidn de 

agentes de formaciOn de poros tales como la sal de sodio de carboximetilcelulosa, que muestra las propiedades de 

hinchamiento en un ambiente acuoso. Si se introduce la sal de sodio de carboximetilcelulosa en la formulacian de 

IFS, se produce un proceso de formacion de poros sobre la superficie de la composiciOn de IFS tras la aplicacion 

(endurecimiento in situ) con tamahos de poro, que facilitan ahora la migracian celular al interior de las estructuras 

20 internas del IFS. Sin embargo, solo puede lograrse una macroporosidad suficiente tras a adiciOn de, par ejemplo, la 

sal de sodio de carboximetilcelulosa a la composicion de la presente invenci6n, mientras que otras composiciones 

tales como las que comprenden NMP son menos porosas en la estructura externa de la matriz de formaciOn in situ . 

A) PLGA RG 503H (22,2% en peso), polietilenglicol 400 (44,5% en peso), cemento de fosfato de calcio (33,3% en 

peso) 

25 B) PLGA RG 503H (21,6% en peso), polietilenglicol 400 (43,4% en peso), cemento de fosfato de calcio (32,5% en 

peso), sal de sodio de carboximetilcelulosa (2,5% en peso) 

C) PLGA RG 503H (21,1% en peso), polietilenglicol 400 (42,3% en peso), cemento de fosfato de calcio (31,6% en 

peso), sal de sodio de carboximetilcelulosa (5,0% en peso) 

D) PLGA RG 756 (45,0% en peso), N-metilpirrolidona (55,0% en peso) 

30 E) PLGA RG 756(43,9% en peso), N-metilpirrolidona (53,6% en peso), sal de sodio de carboximetilcelulosa (2,5%) 

F) PLGA RG 756 (42,8% en peso), N-metilpirrolidona (52,2% en peso), sal de sodio de carboximetilcelulosa (5,0% 

en peso) 

La figura 15 presenta una microfotografia SEM del IFS que muestra los muchos macroporos de la pasta endurecida 

y poros de interconexi6n. 

35 A muestra una microfotografia SEM del IFS que se tom6 segtin el ejemplo 20. 

La muestra mostrada es el resultado de dos secciones transversales formando un Angulo de 90°. Las dos 

direcciones principales en las que ha tenido lugar la formaciOn de poros en todo el andamiaje conducen a una red 

tridimensional de poros de interconexiOn (micro y macroporos). 

composicidn del IFS: PLGA RG 503H (22,2% en peso), cemento de fosfato de calcio (33,3% en peso), 

40 polietilenglicol 400 (44,5% en peso) 

B muestra poros de interconexi6n del IFS 

La fotografia realizada mediante microscopia aptica muestra el area de secci6n transversal de una muestra de IFS 

de la siguiente composici6n: PLGA 503H (22,2% en peso), cemento de fosfato de calcio (33,3% en peso), 

polietilenglicol 400 (44,5% en peso). 

45 Gracias a la presente invenci6n, pudo generarse un andamiaje macroporoso similar a la sustancia esponjosa. Las 

flechas explican regiones, que muestran la interconectividad de poros generados dentro de la pasta de 

endurecimiento in situ de la invencidn, que estan presentes por todo el andamiaje in situ formado. 

La figura 16 muestra la liberacian de rhGDF-5 desde la composician de IFS a lo largo del tiempo en dias. El IFS 

usado se componia de PLGA RG 503H (22,2% en peso), polietilenglicol 400 (44,5% en peso); cemento de fosfato de 

50 calcio (33,3% en peso) que incluia granulos recubiertos con rhGDF-5 de a-TCP (62,5% en peso); resultando una 
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concentration de rhGDF-5: 104 pg/g de IFS. Se determin6 la liberacien de proteina tal como se describe por el 

ejemplo 15 a 4°C. Gracias a la presente invention, pudo mostrarse una liberation sostenida de agente activo a lo 

largo de 7 dias. Tras 7 dias, solo se administr6 el 60% de agente activo. 

La figura 17 muestra la estabilidad de grenulos recubiertos con rhGDF-5 de a-TCP en diversos disolventes 

5 organicos (A - acetona, B - NMP, C - PEG 400) determinada seg6n el ejemplo 14 en condiciones no esteriles. D 

muestra granulos recubiertos con rhGDF-5 de a-TCP sin tratamiento con disolventes organicos como control. Se 

determine la estabilidad de la proteina como el Area de pico relative mediante la cantidad de rhGDF-5 nativo tras la 

extraction de los granulos recubiertos de a-TCP. La mayor estabilidad pudo lograrse para PEG 400 con respecto a 

los denies disolventes organicos analizados usando rhGDF-5 como agente activo a modo de ejemplo. La estabihdad 

10 puede aumentarse adicionalmente Si as condiciones de fabrication se mejoran adicionalmente tal como la 

fabricaciOn en condiciones esteriles, gas inerte o la adici6n de estabilizadores. 

La figura 18 muestra la resistencia al lavado de IFS en comparaci6n con otros sistemas del estado de la tecnica 

tales como la pasta de hidroxiapatita Ostim® adquirida de Heraeus Kulzer (A) y el cemento de fosfato de calcio 

Calcibone8 adquirido de Merck (C) con el IFS de la presente invencion (B) tras la aplicaciOn de la pasta a agua 

15 pura. La pasta de endurecimiento in situ usada se componia de PLGA RG 503H (22,2% en peso), polietilenglicol 400 

(44,5% en peso) y un cemento de fosfato de calcio hasta el 100% que contenia a-TCP (62,5% en peso), 

hidrogenofosfato de calcio (26,8% en peso), carbonato de calcio (8,9% en peso) e hidroxiapattta (1,8% en peso). Se 

neve a cabo el ensayo a la temperatura ambiental. Se inyecto directamente Osfim® en los medios acuosos. Se 

premezcl6 el Calcibon 8 mediante inmersiOn de 1 g de polvo de cemento y 0,32 ml de liquido de cemento. Tras 5 

20 minutos, se puso la mezcla de cemento pastosa resultante en los medios acuosos. Pudo observarse, que el IFS 

mostraba excelente resistencia al lavado, permanecia estable y se endurecia cuando se sumergia en agua a 

diferencia de la otra muestra analizada. 

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas 

A La pasta de endurecimiento in situ 

25 Tal como se indic6 anteriormente, la presente invenciOn proporciona generalmente una composicien de pasta de 

endurecimiento in situ que incluye al menos tres componentes: un plasfificante, que es un liquido organic° 

biocompatible soluble en agua o miscible en agua, un polimero insoluble en agua, que es biocompatible, 

biodegradable y/o biorresorbible y soluble en el plasfificante, y un material de relleno solid° insoluble en agua, que 

es insoluble en el plastificante, en la que la pasta es inyectable y estable en su envase y se endurece tras colocarse 

30 en el defecto. Tras ponerse en contacto con un medio acuoso o fluido corporal, la pasta de endurecimiento in situ 

puede producir endurecimiento in situ para formar un implante sOlido. Preferiblemente, la estabilidad en el envase de 

la pasta premezclada es al menos durante varies semanas, mas preferiblemente varios meses, lo mas 

preferiblemente al menos un afio. La estabilidad puede entenderse como una consistencia y moldeabilidad de la 

pasta de endurecimiento in situ premezclada sin alteraciones drasticas en la consistencia a lo largo del tiempo. El 

35 envase es un envase hermetic° usado com6nmente tal como el usado com6nmente para aplicaciones parenterales 

en aplicaciones farmaceuticas. 

El termino pasta de endurecimiento in situ , andamiaje de formaciOn in situ (IFS), pasta de formaciOn in situ , IFS, 

composicion de IFS, pasta de material compuesto de ceremica/polimero y pasta se usan de manera intercambiable 

dentro de la presente invencion. 

40 El termino "endurecimiento in situ" tal como se usa en la presente invention se refiere a un implante sOlido que se 

forma tras el contacto con un medio acuoso tal como agua, una solucien fisiolOgica o fluido corporal tras la disipacitin 

o disolucien del disolvente organic° en los alrededores ex vivo asi como en un organismo tal como un tejido o 

cuerpo humano o de animal. Dependiendo de la indicacien y el uso de la pasta, un implante sack) de este tipo 

tambien englobaria un implante que al menos tiene una mayor resistencia mecanica tras ponerse en contacto con un 

45 fluido corporal circundante que la pasta antes de la aplicacien, por ejemplo, en el caso de una pasta de 

endurecimiento in situ para reparaci6n periodontal. 

El termino "pasta" tal como se usa seg6n la presente invention se refiere a una un mezcla o material blando, suave, 

espeso, o pasta como entidad administrable usando una jeringa o aplicacion minimamente invasive, que comprende 

al menos tres componentes, preferiblemente al menos cuatro componentes, lo mas preferiblemente al menos cinco 

50 componentes tal como se expuso anteriormente. La pasta es adecuada para el relleno de defectos quiffirgicos, 

regeneration tisular o el aumento Oseo. En otra realizaciOn, la pasta se usa como sistema de administration de 

farmacos pare la liberaciOn controlada de sustancias actives tras la implantacien. 

En una realizacion preferida, la pasta de la presente invenciOn este libre de sustancias texicas. Preferiblemente, 

tales sustancias toxicas ya se evitan en el proceso de producci6n, ya que su producciOn requiere gastos adicionales 

55 debido a las etapas de eliminacion requeridas durante el proceso de production y medios caros necesarios para el 

analisis quimico de alta sensibilidad. 

El termino "sustancias tOxicas", en particular, engloba aquellos disolventes y aditivos organicos texicos que se usan 
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mediante los metodos descritos en la tecnica, que se clasifican por la ICH como disolventes de clase 2 (ICH Topic Q 

3 C Impurities: Residual Solventes ("Impurezas; disolventes residuales") por ejemplo cloruro de mefileno. Dichas 

sustanCias pueden provocar efectos toxicos sistemicos o locales, inflamacien y/u otras reacciones tras la 

implantacion de dispositivos que contienen dichas sustancias. Dichos disposifivos de la tecnica anterior son menos 

5 aceptables terapeuticamente debido a dichos efectos secundarios no deseados, que no pueden evitarse mediante 

los metodos de recubrimiento convencionales descritos en la tecnica. Ademas, la orientaciem internacional para el 

desarrollo de proteinas terapeuticas requiere que en el proceso de fabricaci6n deban evitarse sustancias 

perjudiciales y t6xicas (para mas detalles vease: Conferencia Internacional sobre Armonizacion (ICH: International 

Conference on Harmonization) , Topic Q3C; www.emea.eu.int/). Sin embargo, la pasta de la presente invencion o 

10 una pasta que puede obtenerse mediante el metodo de la presente inyenciOn este, ventajosamente, libre de dichas 

sustancias tOxicas clasificadas como de clase 1. Adernas la presente invencion contiene sOlo disolventes 

clasificados como de clase 3 mediante la ICH Topic Q 3C y, por tanto, muy aceptables terapeuticamente y safisface 

los requisitos de las autoridades normativas. Preferiblemente, los mismos requisitos que para los disolventes en 

comOn son validos para el plastificante, el material de relleno solid° insoluble en agua y/o el material de relleno 

15 generador de poros soluble en agua de la pasta de endurecimiento in situ de la presente invenciOn. 

El termino "densidad" significa la densidad de la formulae& pastosa antes de la apheaciOn a un organismo y antes 

del endurecimiento. Se calcula segOn el ejemplo 23. La densidad de la composicien de pasta de la presente 

invencion es igual a o mayor que 1,21 mg/ml. 

Ademes, en una realizaciOn preferida adicional de la pasta o el metodo de la invenciOn dicha pasta este libre de 

20 material infeccioso. 

Ademas de sustancias toxicas, el material infeccioso comprendido en un dispositivo de la tecnica anterior puede 

provocar graves infecciones en un sujeto al que se le ha trasplantado el dispositivo. Sin embargo, se usa gelatine 

potencialmente infecciosa derivada de huesos de bovinos o cerdos como proteina protectora en muchos metodos 

del estado de la tecnica (Lind et al. , 1996). 

25 La variacion de la concentraci6n de los componentes de la pasta de endurecimiento in situ de la presente invencion 

conduce a una adaptaci6n a una aplicacion medica especifica mediante cambios dentro de la consistencia de la 

pasta inyectable, el tiempo de endurecimiento in situ , la porosidad y las propiedades mecanicas del implante final. 

Adicionalmente, la variacien de estos parametros es un medio potente en la adaptacien de la cinefica de liberacion 

del agente activo mediante el cambio del comportamiento de degradacien del polimero insoluble en ague. 

30 B El plastificante  

El termino "plastificante" segOn la presente invencion significa un liquido organico soluble en agua o miscible en 

agua o disolvente que es farmaceuticamente aceptable o una mezcla de los mismos. Dependiendo de la 

caracterisfica del agente activo, la funciOn del plastificante es disolver el poltmero biodegradable, biocompafible y/o 

biorresorbible insoluble en agua o disolver el polimero biodegradable, biocompatible y/o biorresorbible insoluble en 

35 agua y disolver o suspender el agente activo; suspender el material de relleno sOlido insoluble en ague; o disolver el 

polimero insoluble suspendiendo adicionalmente el material de relleno sOlido insoluble en agua. Durante el 

endurecimiento in situ en contacto con medio acuoso o fluido corporal, el plastificante difunde fuera de la pasta, 

dejando poros y conduciendo a un implante in situ o dispositivo de material compuesto estable en cuanto a la forma. 

Por tanto, el plastificante ha de ser un disolvente soluble en agua o miscible en agua, y es un liquido, 

40 preferiblemente un polimero soluble en agua. Preferiblemente, el plastificante tiene un bajo impacto sobre la 

temperature de transici6n vitrea del polimero insoluble en agua en el implante endurecido in situ y es compatible con 

el agente activo. Dependiendo del polimero insoluble en agua, debe usarse un plastificante seleccionado de un 

grupo de plastificantes definido adicionalmente a continuacien con el menor impacto sobre la temperatura de 

transici6n vitrea del polimero tras el fraguado. 

45 El termino "disolver' significa la disolucien o suspensi6n de una sustancia en un liquido, produce una distribucien 

homogenea de la sustancia dentro del liquido. 

Dicho plasfificante es biocompatible. Dicho plasfificante se selecciona de polietilenglicol (PEG) 400, PEG 200, PEG 

300, PEG 600, 1,3-butanodiol, aceite de ricino, alcanoles C2 a C6, propilenglicol, solcetal, acetona, acetato de 

metilo, acetato de etilo, lactato de etilo, mefil etil cetona, dimetilformamida, dimetilsulfOxido, dimetilsulfona, 

50 tetrahidrofurano, caprolactama, decilmetilsulfOxido, ecido oleico, carbonato de propileno, triacetina, N,N-dietil-m-

toluamida, 1-dodecilazacicloheptan-2-ona o mezclas de los mismos. 

Preferiblemente, dicho plastificante es un polietilenglicol, por su impacto relativamente bajo sobre la Tg del 

componente polimerico (figures 8, 9), comprendiendo el procedimiento de endurecimiento acelerado del 

polietilenglicol pastas en comparaci6n con aquellos que comprenden N-metilpirrohdona (figura 13), y la alta 

55 compatibilidad de polietilenglicol con proteinas (figura 17). 

Preferiblemente, la pasta de endurecimiento in situ de la presente invencion contiene menos del 60% del 

plastificante, mas preferiblemente menos del 55%, mas preferiblemente menos del 50%, aUn mas preferiblemente 

igual a o menos del 45%, pero mas del 40%, lo mas preferiblemente entre el 40% y el 45%. Los andamiajes de 
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formaci6n in situ de la presente invencion que contienen tal cantidad de PEG presentan propiedades mecanicas 

mejoradas (figura 4). 

El termino "biocompafible" significa la capacidad de un material para actuar con una respuesta del huesped 

apropiada en una aplicaciOn especifica (Wintermantel E. et al. ; 2002). Ademas el termino "biocompatible" significa, 

5 que el material no presenta ninguna propiedad t6xica y que no induce ninguna reacciOn inmunolOgica ni inflamatoria 

tras la aplicaciOn. 

El termino "biodegradable" especifica materiales, por ejemplo polimeros, que se descomponen debido a una 

degradaciOn macromolecular con dispersion in vivo pero para los que no existen pruebas de la eliminacitn del 

organismo. La disminuci6n en masa del material biodegradable dentro del organismo es el resultado de un proceso 

10 pasivo, que esta catalizado por las condiciones fisicoquimicas (por ejemplo, humedad, valor de pH) dentro del tejido 

del huesped. 

El termino "biorresorbible" especifica materiales tales como materiales polimericos que experimentaron degradaci6n 

y resorci6n adicional in vivo; es decir polimeros, que se eliminan a traves de rutas naturales o bien debido a la 

simple filtracion de subproductos de degradacion o tras su metabolizaciOn. La biorresorciem es, por tanto, un 

15 concepto, que refleja la eliminacitm total del material extratio inicial. En una realizacitm preferida de la pasta o el 

metodo de la invenciOn, dicho polimero biorresorbible es un polimero que experimenta una escisitn de cadena 

debido a una degradaci6n macromolecular en un entorno acuoso. Ha de mencionarse que el termino "resorcion" 

siempre describe un proceso activo. 

C El polimero insoluble en aqua  

20 El termino "polimero insoluble en agua" significa un polimero no soluble en agua, es decir no forma una fase 

homogenea cuando se mezcla con agua, que es soluble en el plastificante y que puede solidificar en medios 

acuosos para formar un implante solid() en el que el material de relleno solido insoluble en agua se incorpora tras la 

retirada del plastificante en el tejido circundante. Preferiblemente, dicho polimero insoluble en agua es un polimero 

"biocompafible", uno "biodegradable" y/o uno "biorresorbible". Mas preferiblemente, dicho polimero insoluble en agua 

25 es un polimero alifatico preferiblemente con una temperatura de transicion vitrea superior a 35°C de la sustancia 

polimerica pura. La viscosidad inherente (viscosidad medida a 25°C, al 0,1% en cloroformo) de los polimeros de la 

invenciOn oscilara entre aproximadamente 0,1 dl/g y 5 dl/g, preferiblemente entre aproximadamente 0,1 dl/g y 1 dl/g. 

Alternativamente, dicho polimero insoluble en agua se selecciona del grupo que consiste en polietileno (PE), 

polipropileno (PP), polfttereftalato de etileno) (PET), poliglactina, poliamida (PA), poRmetacrilato de metilo) (PMMA), 

30 poli(metacrilato de hidroximetilo) (PHEMA), poli(cloruro de vinilo) (PVC), poli(alcohol vinilico) (PVA), 

politetrafluoretileno (PTFE), polieteretercetona (PEEK), polisulfona (PSU), poliuretano, polisiloxano o mezclas de los 

mismos. Estos polimeros son al menos biocompafibles. 

Mas preferiblemente, dicho polimero se selecciona del grupo que consiste en poli(alfa-hidroxiacidos),  

polftortoesteres), poli(anhidridos), poli(aminoacidos), poliglicolida (PGA), polilactida (PLLA), poli(D,L-lactida)  

35 (PDLLA), poli(D,L-lactida-co-glicolida) o poli(L-lactida-co-glicolida) (PLGA), copolimeros de poli(acido 

(PLGA-PEG), polftacido 3-hidroxibutirico) (P(3-HB) ), poli(acido 3-hidroxivalerico) (P(3-HV)), 

poli(p-dioxanona) (PDS), polftepsilon-caprolactona) (PCL), polianhidrido (PA), copolimeros, terpolimeros, 

copolimeros de bloque, combinaciones, mezclas de los mismos. Estos polimeros son al menos biocompatibles y 

biodegradables. 

40 El termino "contenido en polimero de la composiciOn" significa la proporciOn en peso del polimero contenido en una 

formulacitm con relacitn al peso total de la composici6n. La pasta de endurecimiento in situ de la presente invenciOn 

fiene preferiblemente un contenido en polimero igual a o menor que el 40% en peso del polimero, mas 

preferiblemente igual a o menor que el 35% en peso de polimero, aim mas preferiblemente igual a o menor que el 

33% en peso, lo mas preferiblemente del 20 al 25% en peso. Estas composiciones con una cantidad seleccionada 

45 de polimero presentan las mejores propiedades mecanicas de la pasta de endurecimiento in situ segOn la invenciOn 

(figuras 2 a 4). 

Mas preferiblemente, dicho polimero es PLGA, lo mas preferiblemente PLGA (50:50). Mediante el cambio de la 

raz6n de acido lactico:acido glicOlico, es posible adaptar a medida la tasa de degradation a la requerida para la 

aplicacion o uso especifico variando la composition de acido glicOlico dentro de la cadena de polimero entre el 0 y el 

50 100% molar (%m) de acido gnu:41c°, preferiblemente el 50 %m (50:50) dentro de la cadena de polimero. Otro posible 

parametro para ajustar con precisi6n el comportamiento de degradaci6n del polimero es la selecci6n de la raz6n 

enanfiomerica del acido lactico (forma d o forma I). PLGA (50:50) significa una raz6n monomerica de acid° 

lacfico:acido glicalico en la cadena de polimero de aproximadamente 1:1. 

Seg6n la presente invencion, PLGA con un mayor peso molecular da como resultado implantes con una mayor 

55 estabilidad mecanica a lo largo del tiempo tal como se observ6 para el pollmero de mayor peso molecular RG 503 

en comparacion con el polimero de menor peso molecular RG 502 tal como se muestra en la figura 10. Por tanto, 

preferiblemente son favorables los polimeros con un mayor peso molecular. 
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En otra realizaciOn de la presente invenci6n, el polimero insoluble en agua es un polimero de extremos bloqueados. 

El termino "polimero de extremos bloqueados" significa que el grupo acid° carboxilico libre de la cadena de polimero 

lineal tal como esta presente, por ejemplo, en el polimero RG 503H se ha esterificado con alcoholes. Usando 

polimeros de extremos bloqueados y la regulaciOn de la cantidad de grupos acido carboxilico libres dentro del 

5 polimero, puede regularse la tasa de degradaciOn del polimero dependiendo de la aplicaciOn de la pasta de 

endurecimiento in situ de la presente invencion. Los inventores encontraron adernas en extensos estudios de 

degradacien que la estabilidad mecanica a largo plazo del implante en medios acuosos puede potenciarse 

significativamente si se usan polimeros de extremos bloqueados tal como se muestra para un PLGA (50:50) tal 

coma RG 503 (figura 10). La degradaci6n puede demostrarse, par ejemplo, mediante la investigacian de la 

10 disminuci6n de la temperatura de transician vitrea (Tg) del polimero (figura 12). Experimentos analiticos adicionales 

muestran una relaciOn entre la temperatura de transici6n vitrea del polimero y la estabilidad mecanica in vitro tal 

coma se determina en los ejemplos. Una baja temperatura de transicion vitrea da coma resultado una disminuciOn 

de la estabilidad meaanica del andamiaje de formacion in situ . Ademas estos productos de degradacion (por 

ejemplo, °HT:in:was) pueden ejercer un efecto plastificante sobre la entidad polimerica residual que reduce la 

15 resistencia mecanica. 

En otra realizaciOn de la presente invenciOn, el polimero insoluble en agua es un copolimero de PLGA-PEG, 

preferiblemente un copolimero de dibloque o tribloque de PLGA-PEG. Tal como se muestra en la figura 11, tambien 

pueden generarse pastas de endurecimiento in situ adecuadas en las que los componentes polimericos son 

copolimeros de dibloque de PLGA-PEG. Mediante la alteracion de la raz6n PLGA/PEG dentro de la cadena de 

20 polimero, estos polimeros permiten un ajuste adicional del comportamiento de degradaci6n. En lugar de los 

polimeros de PGA convencionales sin PEG, estos materiales permiten la liberaciOn de agentes activos incorporados, 

mediante difusi6n. Tal coma se mostra segOn la invencion, las formulaciones de copolimeros de dibloque de PLGA-

PEG presentan propiedades mecanicas comparables a formulaciones que contienen PLGA coma componente 

polimerico. En efecto, el copolimero de dibloque de PLGA-PEG usado apenas era soluble en polietilenglicol. En tales 

25 casos, es necesario seleccionar otro plastificante tal como dimetilsulfoxido (DMSO). 

D El material de relleno solid° insoluble en aqua  

El termino "material de relleno solid° insoluble en agua" significa un compuesto insoluble en agua asi como en el 

plasfificante, es decir, no forma una fase homogenea cuando se mezcla con agua o el plastificante. El material de 

relleno sOlido insoluble en agua sirve como matriz en la pasta, y coma portador para el agente activo dentro del 

30 andamiaje formado in vivo, una vez que se endurece la pasta. Ademas, el material de relleno sOlido insoluble en 

agua puede aumentar adicionalmente la biocompatibilidad (par ejemplo, union celular) para estabilizar el pH local 

durante la degradaci6n del polimero. 

Preferiblemente, dicho material de relleno sOlido insoluble en agua es un compuesto inorganic° u organic°. 

Preferiblemente, el compuesto inorganic° se selecciona del grupo de 6xido de magnesio, hidraxido de magnesio, 

35 carbonato de magnesio, didixido de silicio o un compuesto de calcio. Dicho material de relleno insoluble en agua 

forma una matriz inorgenica dentro del polimero insoluble en agua. Dicha matriz inorganica consiste en ceramicas y 

mejora, en el estado endurecido, las propiedades osteoconductivas asi como la actuaci6n mecanica del andamiaje. 

Usando un material de relleno solid° insoluble en agua, es posible reducir la cantidad del polimero insoluble en agua 

sin disminuir el comportamiento global del andamiaje. Mas preferiblemente, dicho material de relleno insoluble en 

40 agua es un fosfato de calcio; sulfato de calcio o carbonato de calcio, lo mas preferiblemente fosfato de tricalcio, beta-

fosfato de tricalcio (13-TCP), alfa-fosfato de tricalcio (a-TCP), apatita, cemento que contiene fosfato de calcio o fosfato 

de tetracalcio, a una mezcla de los diversos compuestos inorganicos diferentes antedores, preferiblemente que 

contienen calcio. 

El termino "fosfato de calcio" engloba composiciones que comprenden iones calcio (Ca2+), Ones fosfato (P03), 

45 opcionalmente iones adicionales como iones hidroxilo (OH), carbonato (CO32) o magnesio (Mg2+) u otros iones que 

son adecuados para el material de relleno solid° insoluble en agua de la presente invenciOn. Los fosfatos de calcio 

tal como se usan sea& la presente invenciOn son cristales que tienen una estructura tridimensional adecuada para 

la pasta de la presente invencion, tal como se expuso anteriormente. Dicho fosfatos de calcio son particularmente 

bien adecuados como portadores para la pasta de la presente invenci6n. Sus propiedades in vivo se han descrito en 

50 Hotz, 1994, Gao, 1996, y en el documento W098/21972. Anteriormente se facilito una lista de fosfatos de calcio 

preferidos y bien conocidos. 

Los cementos que contienen fosfato de calcio (CPC) incluyen, pero no se restringen a, por ejemplo CPC de apatita, 

CPC de brushita, mezclas de fosfato de tetracalcio (TTCP) y fosfato de dicalcio anhidro (DCPA), mezclas de alfa-

TCP e hidroxiapatita o cemento Calcibon0 (Biomet Merck Darmstadt), que consiste en una mezcla del 62,5% en 

55 peso de alfa-fosfato de tricalcio, el 26,8% en peso de fosfato de dicalcio anhidro (DCPA), el 8,9% en peso de 

carbonato de calcio (CaCO3) y el 1,8% en peso de hidroxiapafita (HA). Se describen ejemplos adicionales de CPC 

anteriormente y a continuaciOn. Los cementos que contienen fosfato de calcio pueden combinarse con uno o mas 

materiales de relleno insolubles en agua inorganicos. 

Preferiblemente, el compuesto organic° se selecciona de quitosano, colageno, alginato de calcio, poli(metacrilato de 
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2-hidroxiefilo), acid° hialurOnico o derivados del mismo, celulosa o derivados de la misma, a almidOn o derivados y/o 

cualquier combinaci6n de los mismos. 

Pueden afiadirse materiales de relleno organicos para aumentar la bioadhesi6n del implante, por ejemplo, colageno. 

Tales componentes pueden afectar adicionalmente a las propiedades mecanicas finales (par ejemplo, resistencia a 

5 la traccion, torsion) del implante de manera comparable a la funci6n del colageno dentro del hueso natural tal coma 

refuerzo de fibras. 

La pasta de endurecimiento in situ de la presente invenciOn es eficaz para su uso en organismos tales coma seres 

humanos y animales, en la que la composici6n proporciona un andamiaje mineral duradero para soportar el 

crecimiento de hueso. Par consiguiente, una caracterisfica de la presente invencian es la provision de una 

10 composici6n premezclada estable OH, par ejemplo, coma material de relleno de vacios o para el aumento 6seo. 

SegOn la presente invenci6n, la matriz de material compuesto se basa preferiblemente en un fosfato de calcio, que 

es un beta-fosfato de tricalcio, alfa-fosfato de tricalcio, apatita, hidroxiapatita, carbonato de calcio, hidrogenofosfato 

de calcio y/o un cemento que contiene fosfato de calcio o una mezcla de los mismos. 

En un material compuesto de este tipo, el fosfato de calcio muestra excelente c,apacidad de tamponamiento local y la 

15 estructura de material compuesto permeable evita incluso la disminuci6n del pH local cuando el polimero se degrada 

in vivo . De ahi que los efectos secundarios citot6xicos debidos a la degradacion del polimero se reducen o se evitan. 

Esto es especialmente valid° porque el material ceramic° es el componente principal del material compuesto de 

ceramica/polimero de la presente invenciOn, que contiene preferiblemente menos del 40% en peso del polimero, 

mas preferiblemente menos del 35% en peso de polimero tal coma PLGA, aim mas preferiblemente igual a o menos 

20 del 33% en peso de PLGA, lo mas preferiblemente del 20 al 25% en peso. 

En una realizacien preferida de la presente invenciOn, el contenido del material de relleno sOlido insoluble en agua 

en la pasta de endurecimiento in situ de la presente invencion es menos del 50% en peso, entre el 25% en peso y el 

50% en peso, preferiblemente entre el 28% en peso y el 38% en peso, lo mas preferiblemente entre el 30% en peso 

y el 36% en peso. Adernas, el contenido del material de relleno sOlido insoluble en agua se elige preferiblemente 

25 dependiendo del polimero insoluble en agua, par ejemplo can una razon de material de relleno insoluble en agua 

can respecto a polimero insoluble en agua de 1,2:1 a 4:1, preferiblemente de 1,2:1 a 2:1, mas preferiblemente de 

1,2:1 a 1,8:1, lo mas preferiblemente de 1,5:1. La presente invencian se basa en los resultados sorprendentes 

adicionales de que en el plaza de un dia, la pasta de endurecimiento in situ segOn la invenciOn que confiene un 

material de relleno selido insoluble en agua en el interval° de igual a o mas de aproximadamente el 15% en peso y 

30 un polimero insoluble en agua de menos del 40% en peso, tiene una mayor resistencia mecanica que otros sistemas 

tales coma CPC, CPC y plasfificante o un sistema de polimero/disolvente organic° convencional (PLGA/PEG) (figura 

2). A lo largo de 24 dias, la pasta de endurecimiento in situ que contiene un material de relleno solid° insoluble en 

agua en el interval° de mas del 20% y un polimero insoluble en agua de menos del 38% tiene una dureza 

comparable al CPC o CPC y plastificante y una dureza mejorada significativamente con respecto a PLGA/PEG solo 

35 tal coma se muestra en las figuras 2 y 3. La infiuencia de la raze!' de fosfato de calcio en funciOn del tiempo sobre la 

dureza de diversas pastas de endurecimiento in situ tambien se ha ananzado tal coma se muestra par ejemplo en la 

figura 3. Los ejemplos seleccionados han mostrado composiciones preferidas con una resistencia mecanica ideal 

que contienen una raz6n de material de relleno said° insoluble en agua con respecto a polimero insoluble en agua 

de aproximadamente 1,5:1 (barra gris en la figura 3). 

40 Ademas sorprendentemente los inventores encontraron que los cementos de fosfato de calcio tales como un 

cemento de fosfato de calcio que consiste en a-TCP (62,5% en peso), CaHPO4 (26,8% en peso), CaCO3 (8,9% en 

peso), hidroxiapafita (1,8% en peso), a-TCP con diversas concentraciones de hidroxiapatita o a-TCP pueden 

mejorar adicionalmente las propiedades mecanicas de la pasta de endurecimiento in situ , en comparaciOn con 

formulaciones que contienen solo [3-T C P coma material de relleno inorganic° (figuras 5, 6). Esto tambien incluye que 

45 la cantidad de hidroxiapatita coma cristal simiente puede variarse al menos entre el 0% y el 2%, dando como 

resultado un IFS con fuertes propiedades mecanicas. 

En una realizaciOn adicional, el tamano de particula del alfa-fosfato de tricalcio de la pasta de endurecimiento in situ 

es igual a o mayor que 300 pm, mas preferiblemente igual a o mayor que 500 pm, lo mas preferiblemente de entre 

500 pm y 1000 pm. 

50 De manera inesperada, los inventores encontraron que el tame° de particula del fosfato de tricalcio tiene un 

impact° adicional sabre la actuacian mecanica de la pasta de endurecimiento in situ (figura 7), en el que un aumento 

del tame° de particula de a-TCP mejora adicionalmente las propiedades mecanicas de la pasta de endurecimiento 

in situ . Un aumento en el tamano de particula hasta 300 pm o mas aumenta adicionalmente las propiedades 

mecanicas. 

55 E El material de relleno clenerador de poros soluble en aqua  

El termino "material de relleno generador de poros soluble en agua" significa un compuesto que es 

farmaceuticamente aceptable y puede hincharse a es soluble en un fiuido acuoso tal coma agua o fluido corporal 

17 

ES 2 429 889 T3

 



que cuando se afiade a la pasta de endurecimiento in situ aumenta el nomero y el tamaho de micro y macroporos 

dentro del implante solid) de endurecimiento in situ, ex vivo y en el organismo. La porosidad del implante sOlido 

formado aumentara dependiendo de la cantidad de material de relleno generador de poros soluble en agua usado. 

El material de relleno generador de poros soluble en agua usado aumenta el niimero de poros, preferiblemente 

5 macroporos, de un tamario suficiente para el crecimiento de celulas vivas dentro del interior del implante solid° de 

endurecimiento in situ , preferiblemente la capa externa del implante. 

En una realizacien preferida, el material de relleno generador de poros soluble en agua es un agente contra la 

formacion de piel tal como un agente que reduce o elimina una formaci6n de piel alrededor de la pasta de 

endurecimiento cuando la pasta de endurecimiento in situ esta colocandose en un defecto y se pone en contacto con 

10 un fluido acuoso o fluido corporal. La expresiOn "material de relleno generador de poros soluble en agua" pretende 

incluir la fonnaciOn de macroporos no solo en el interior del andamiaje formado in situ sino tambien dentro de la 

superficie externa o la piel para permitir el crecimiento de celulas y la sustitucion del material por nueva formaci6n de 

hueso. 

El material de relleno generador de poros soluble en agua incluye compuestos farmaceuticamente aceptables que 

15 se disipan del implante in situ y dan como resultado de ese modo la formaci6n de poros dentro del implante. 

En una realizacien, los materiales de relleno generadores de poros solubles en agua son agentes de hinchamiento. 

En contacto con medios acuosos, estos excipientes aumentan su volumen y se disuelven en el fluido circundante 

dejando tras de si una estructura interconectada porosa. Usando diferentes cantidades de material de relleno 

generador de poros soluble en agua, puede adoptarse la porosidad de la pasta de endurecimiento in situ y regularse 

20 la cantidad y el tamaiio de poros. Una ventaja de usar agentes de hinchamiento como los materiales de relleno 

generadores de poros solubles en agua en comparaci6n con los materiales de relleno generadores de poros tales 

como sales (por ejemplo, cloruro de sodio) es que una cantidad reducida de estos materiales es eficaz puesto que el 

volumen aumentara debido a la captaci6n de agua. Otros agentes de hinchamiento segOn la presente invendOn son 

agentes de expansion conocidos por los expertos en el campo de la fabricaci6n de comprimidos. 

25 Los agentes de hinchamiento de la presente invencion incluyen tales como alginato de sodio, amilasa, amilopectina, 

almidOn, acid° hialurOnico, hialuronato de sodio, gelatina, colageno, carboximetilcelulosa, metilcelulosa, sal de calcio 

de carboximetilcelulosa, sal de calcio de carboximefilcelulosa, hidroxilpropil-metilcelulosa,  hidroxibutilmetilcelulosa, 

hidroxietilcelulosa, hidroxietilcelulosa o metilhidroxietilcelulosa.  

En otra realizacion, los materiales de relleno generadores de poros solubles en agua son tensioactivos, 

30 preferiblemente copolimeros de bloque de 6xido de etileno/sorbitano y &id° de propileno tales como Pluronics® o 

Tween® 80 (por ejemplo, Polysorbate 80; Montanox0 80; monooleato de polioxietileno-sorbitano). Estos materiales 

de relleno generadores de poros introducen una porosidad mediante disolucien en medios acuosos de manera 

analoga al cloruro de sodio (efecto de lixiviacion de sal) pero tambion pueden estabilizar la estructura porosa en 

formaci6n. Este efecto se refiere a su naturaleza anfipatica (anfifila) y actividad superficial y estos materiales, por 

35 tanto, se usan ampliamente como agentes de estabilizaci6n de espuma. 

En otra realizaci6n, los materiales de relleno generadores de poros solubles en agua adecuados que pueden usarse 

en la presente invencien incluyen sustancias porogenicas tales como azgcares o sales de tamaho cristalino, que 

proporcionaran poros cuando se disuelven en el implante in situ . 

Otros agentes de formaci6n de poros forman burbujas de gas CO2 y dejan de ese modo pores cuando se mueven 

40 del implante. 

El experto sabe qua parametros pueden ajustarse para producir tamahos de poro de mas de 100 gm, 

preferiblemente de 100 a 500 gm, con los materiales de relleno generadores de poros anteriores. Estos tamanos de 

poro no estan solo presentes en los poros de interconexion, sino tambien sobre la superficie de la pasta de 

endurecimiento in situ para permitir crecimientos de celulas de los alrededores celulares en el sitio del implante 

45 (figura 15). 

Preferiblemente, el porcentaje en peso del material de relleno generador de poros soluble en agua es de menos del 

10% en peso, mas preferiblemente de menos del 5% en peso, aim mas preferiblemente de menos del 2,5% en peso, 

lo mas preferiblemente de menos del 1% en peso. 

Mas preferiblemente el material de relleno generador de poros soluble en agua es una sal de carboximetilcelulosa, lo 

50 mas preferiblemente una sal de sodio de carboximetilcelulosa, de manera Optima con un tame° de particula de 

menos de 1000 pm, mas preferiblemente con un tame° de particula de 25 a 1000 pm. Preferiblemente, el 

porcentaje en peso de la sal de sodio de carboximetilcelulosa es de menos del 10% en peso, mas preferiblemente 

de menos del 5% en peso, agn mas preferiblemente de menos del 2,5% en peso, lo mas preferiblemente igual o de 

menos del 1% en peso. 

55 El termino "tamafio de partfcula" segOn la presente invenci6n significa una distribuciOn promedio del diametro del 

tamano del material tal como fosfato de tricalcio y carboximetilcelulosa en micrametros (pm), que puede 
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determinarse mediante difracci6n laser. Un intervalo de tamed) de particula especifico de material puede lograrse, 

por ejemplo, mediante tamizado. 

Ademas fue inesperado que la carboximetilcelulosa superase los obstaculos de una formation de piel externa no 

macroporosa, preferiblemente la carboximefilcelulosa con un diametro de tamario de particula de entre 25 y 1000 p.M 

5 aumento significativamente el nemero de macroporos mayores que 200 p111 dentro de la superficie externa de la 

pasta endurecida in situ tras el contacto con un medio acuoso tal como se muestra en la table 3. Una observacien 

inesperada adicional en cuanto a la porosidad en la piel se refiere al disolvente organic° usado en combination con 

el material de relleno generador de poros soluble en agua. Los datos presentados en la figura 14 demuestran una 

porosidad ventajosa en la piel cuando se usa PEG tal como PEG 400 como plastificante en comparacien con NMP. 

10 Usando diferentes concentraciones del material de relleno generador de poros, puede ajustarse el nemero de 

macroporos sew:in la aplicacion de la pasta de endurecimiento in situ . 

En otra realization, la pasta de endurecimiento in situ tiene poros de interconexion con un diametro igual a o de mas 

de 100 pm. 

El termino "poros de interconexidm" significa una red de poros y canales de poros con micro y macroporos en la 

15 totalidad del implante, lo mas preferiblemente macroporos y macrocanales que crean una porosidad con un tamer) 

de poro suficiente para la infiltraciOn celular tal como celulas 6seas o celulas precursoras. Segen la presente 

invention, pudo desarrollarse una pasta de endurecimiento in situ con una red de poros de interconexi6n de este fipo 

que soportan el crecimiento de celulas vivas para la nueva formation de hueso (figura 15). 

F El agent& activo  

20 El termino "agente activo" comprende un polipeptido o un farmaco de molecula pequena, que se inmoviliza sobre el 

material de relleno sOlido insoluble en agua y/o se disuelve o se suspende en el plastificante. Preferiblemente, dicho 

polipeptido o farmaco se distribuye de manera homogenea sobre el portador que contiene fosfato de calcio y/o 

dentro del polimero. 

El termino "recubierto" de la presente invention significa que la superficie del material de relleno solid° insoluble en 

25 agua este completamente recubierta con el agente activo, mediante lo cual estan presentes cantidades identicas 

esenciales de proteina en todas y cada una de las zonas de la superficie de dicho portador. Un portador recubierto 

de manera homogenea segen esta invention, preferiblemente, presenta una cobertura maxima con la proteina 

osteoinductiva en su superficie. Ha de entenderse que los polipeptidos osteoinductivos no se agregan y se inactivan 

partial o completamente debido a precipitation o microprecipitacion. 

30 El termino "recubierto de manera homogenea" o "distribuido de manera homogenea" significa que el agente activo se 

distribuye de manera homogenea dentro de la fase respecfiva, coincide con la descripcien de los metodos de las 

realizaciones (32) y (33). Esto puede lograrse mediante la caracteristica del agente activo que o bien se disuelve en 

el polimero soluble en ague o bien se adsorbe en el material de relleno insoluble en agua, lo que conduce a una 

suspension del material de relleno insoluble en agua recubierto en el polimero soluble en ague. La distribucien 

35 homogenea es un requisito previo para la liberation eficaz y la actividad del agente activo en el tejido circundante en 

el sitio de implantaciOn. Ademas, ha de entenderse que el agente activo no se agrega y se inactive partial o 

completamente debido a precipitation o microprecipitaciOn, y mas bien va a obtenerse la uni6n de proteinas 

biolOgicamente actives, no agregadas mediante un recubrimiento homogeneo. 

El recubrimiento homogeneo del portador con dicho agente activo y la distribuci6n simultanea y/o adicional del 

40 portador dentro del polimero insoluble en agua logra una estructura que attria de dos maneras: como protecciOn del 

agente activo y como barrera a la difusi6n para ralentizar la disolucien de la proteina o el peptido para lograr una 

liberation sostenida. Los metodos descritos (veanse (32) y (33)) permiten la distribuci6n homogenea y la 

inmovilizacien del agente activo osteoinductivo en y/o sobre el portador y la liberaciem sostenida del agente activo 

debido al componente polimerico tal como se muestra en la figura 17. 

45 La eficacia del procedimiento de recubrimiento se soporta, edemas, mediante el portador debido a fuerzas capilares 

que resultan de la presencia de numerosos macro y microporos, preferiblemente interconectados, que debido a su 

tame° pueden empapar las disoluciones en los poros. 

Adernas, a diferencia de otros metodos descritos en la tecnica, por ejemplo, en el documento W098/21972, el 

agente activo se aplica, segun los metodos de la presente invenciOn, mediante la union a los portadores desde el 

50 estado soluble para lograr un recubrimiento homogeneo. 

Los hallazgos subyacentes a la presente invention demuestran que puede evitarse la agregaci6n de las proteinas 

en un sistema tricomponente mediante el uso de aditivos adecuados tal coma se describe en el presente 

documento. Una condition previa importante es el conocimiento de la solubilidad del agente activo osteoinductivo 

dependiendo de la naturaleza de la disolvente, es decir disolvente acuoso y/u organic°, valor de pH, fuerza i6nica y 

55 superficies presentes. Para el metodo (33), el agente activo este de manera homogenea sobre el portador Esta 

distribution homogenea se realize tal como se describe, por ejemplo, en el documento W003/043673 usando una 
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disolucitin acuosa y un tampOn. El termino "disolucien acuosa" especifica cualquier disoluciOn que comprende agua. 

La ralentizaciOn del aumento del pH provocado par el contacto de la disolucien de recubrimiento con los fosfatos de 

calcio en el portador que reactionan de manera alcalina, en particular, desempeila un papel importante durante el 

recubrimiento. 

5 Puede distribuirse el agente activo de manera homogenea a traves de la superficie interne del material portador y 

permitirse que se una a la superficie antes de que tenga lugar una precipitation de dicha proteina dentro de la 

disolucion de recubrimiento. Para el metodo B, pudo demostrarse que el aumento de pH que tiene lugar durante el 

recubrimiento de fosfatos de calcio se desacelera suficientemente mediante el uso de un acid° debil, tal coma acid° 

acetico. Adernas, la edition de compuestos organicos tales coma etanol o sacarosa demuestra ser ventajosa 

10 adicionalmente. Ademas, una baja fuerza i6nica es una condition previa importante para el recubrimiento 

satisfactorio de la proteina o el peptido sabre el fosfato de calcio. Ademas, estas pruebas muestran que tambien el 

volumen de las disoluciones de recubrimiento (disolucien que contiene agente activo y/o polimero), tiene un efecto 

considerable sabre la calidad de ambos recubrimientos. 

El termino "osteoconductivo" se refiere a sustratos que proporcionan un andamiaje poroso favorable para la uni6n e 

15 infiltration celular de acceso vascular, la formaci6n de cartilage y deposicien de tejido calcificado. Los materiales 

osteoconductivos pueden soportar a generaci6n 6sea mediante el efecto de andamiaje (Kenley e t al. , 1993) 

El termino "osteoinductivo" se refiere a la capacidad de la transformation de celulas madre mesenquimatosas en 

osteoblastos y condrocitos. Un requisito previo para osteoinduccien es una serial que se distribuye por la pasta hacia 

los tejidos circundantes en los que los precursores de osteoblastos mencionados anteriormente se han activado. 

20 Osteoinduccitin tal coma se usa en el presente documento engloba la diferenciacion de celulas mesenquimatosas en 

celulas precursoras de hueso, los osteblastos. Ademas, osteoinducci6n tambien comprende la diferenciacion de 

dicho osteoblastos en osteocitos, las celulas maduras del hueso. Ademas, tambien este englobada par 

osteoinducci6n la diferenciaciOn de celulas mesenquimatosas en condrocitos. En particular en los huesos largos, los 

condroblastos y los condrocitos que residen en el pericondrio del hueso tambien pueden diferenciarse en osteocitos. 

25 Par tanto, la osteoinduccion requiere la diferenciaci6n de celulas no diferenciadas o menos diferenciadas en 

osteocitos, que pueden formar el hueso. For tanto, un requisito previo para la osteoinduccion es una serial que se 

distribuye por la pasta hacia los tejidos circundantes en los que los precursores de osteoblastos mencionados 

anteriormente residen habitualmente. Tal coma se ha descrito anteriormente, las proteinas o los peptidos 

osteoinductivos usados segin la presente invention se liberan de manera sostenida desde la pasta, una vez que 

30 dicha pasta ha formado in situ un andamiaje duro tras la implantacien y dichas proteinas o peptidos osteoinductivos 

se distribuyen posteriormente de manera eficaz en los tejidos circundantes tal coma se muestra en la figura 17. 

El termino "osteogenico" describe la sintesis de nuevo hueso por osteoblastos. SegUn la presente invention, el 

hueso preexistente en los alrededores en el lado de implantatiOn de la pasta crece en la pasta endurecida usando la 

estructura de la pasta endurecida, especialmente formada durante el proceso de endurecimiento, como matriz sabre 

35 la que pueden adherirse celulas (par ejemplo, celulas 6seas). 

Las proteinas y los peptidos englobados en la pasta de endurecimiento in situ de la presente invention fienen 

propiedades osteoinductivas in vivo . Par ejemplo, se conoce bien en la tetnica que la superfamilia del factor de 

crecimiento transformante-P (MEM engloba miembros que tienen propiedades osteoinductivas. Se enumeran a 

confinuaciOn miembros individuales de dicha superfamilia de TGF-p, que tienen propiedades osteoinductivas bien 

40 particulares. En conclusion, las proteinas o los peptidos osteoinductivos de la pasta de la presente invention tras 

haberse liberado desde el portador sirven coma senal osteoinductiva para los precursores de osteocitos del tejido 

circundante del lado de implantation de la pasta. 

El termino "polipeptido osteoinductivo" se refiere a polipeptidos, tales como los miembros de la superfamilia del 

factor de crecimiento transformante-P (TGF-P), que tienen propiedades osteoinductivas. 

45 En una realizaciOn preferida adicional de la pasta o el metodo de la invencien, dicha proteina osteoinductiva es un 

miembro de la familia de TGF-p. 

Se ha mostrado que la familia de TGF-13 de factores de crecimiento y diferenciacien este implicada en numerosos 

procesos biolOgicos que comprenden la formation de hueso. Todos los miembros de dicha familia son polipeptidos 

secretados que comprenden una estructura de dominios caracteristica. En el mismo extremo N-terminal, los 

50 miembros de la familia de TGF-p comprenden un peptido serial o una secuencia lider de secretion. Esta secuencia 

este seguida en el extremo C-terminal por el prodominio y por la secuencia del polipeptido maduro. La secuencia del 

polipepfido maduro comprende siete cisteinas conservadas, seis de las cuales se requieren para la formation de 

enlaces disulfuro intramoleculares mientras que una se requiere para la dimerizacion de dos polipeptidos. El 

miembro de la familia de TGF-p biolOgicamente activo es un dimero, compuesto preferiblemente par dos polipeptidos 

55 maduros. Los miembros de la familia de TGF-j3 se secretan habitualmente coma proteinas que comprenden edemas 

de la secuencia madura, el prodominio. Los prodominios se escinden de manera extracelular y no son parte de la 

molecule de serialization. 

En el contexto de la presente invention, el termino "miembro de la familia de TGF-13  o las proteinas de dicha familia 
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a los que se hace referencia a continuacion engloban todas las variantes biolOgicamente activas de dichas proteinas 

o miembros y todas las variantes asi como sus precursores inactivos. Por tanto, las proteinas que comprenden 

meramente la secuencia madura asi como proteinas que comprenden la proteina madura y el prodominio o la 

proteina madura, el prodominio y la secuencia lider estan dentro del alcance de la invenciOn asi como fragmentos 

5 biologicamente activos de los mismos. Si un fragmento de un miembro de TGF-p tiene la actividad biolOgica puede 

determinarse facilmente mediante ensayos biologicos descritos, por ejemplo en: Katagiri T, Yamaguchi A, Ikeda T, 

Yoshiki S, Wozney JM, Rosen V, Wang EA, Tanka H, Omura S, Suda T, (1990): The non-osteogenic mouse 

pluripotent cell line, C3H10T1/2, is induced to differentiate into osteoblastic cells by recombinant human bone 

morphogenetic protein-2. Biochem. Biophys. Res. Commun. 172: 295-299 o Nishitoh H, lchijo H, Kimura M, 

10 Matsumoto T, Makishima F, Yamaguchi A, Yamashita H, Enomoto S, Miyazono K (1996): Identification of type 

serine/ threonine kinase receptors for growth/ differentiation factor-5. J. Biol. Chem. 271: 21345-21352). 

Preferiblemente, modelos in vivo tal como se describen en los ejemplos adjuntos pueden determinar la actividad 

biolOgica segOn la invencion. Ademas, estan englobadas por la presente invencion variantes de los miembros de 

TGF-13 que tienen secuencias de aminoacidos que son identicas en al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 

15 90%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98% o al menos el 99% a las secuencias de 

aminoacidos de los miembros de la familia de TGF-p. 

Se facilita una vision general de los miembros de la superfamilia de TGF-p en: Wozney JM, Rosen V (1998): Bone 

morphogenetic protein and bone morphogenefic protein family in bone formation and repair. Clin Ortop 346: 26-37. 

Las secuencias de aminoacidos de los miembros de la familia de TGF-13 pueden obtenerse a partir de las bases de 

20 datos bien conocidas tales como Swiss-Prot a traves de Internet (http: //www.expasy.ch/sprotIsprot-top.html) las 

secuencias de aminoacidos para BMP-2, BMP-7 y GDF-5, miembros de la familia de TGF con un potencial 

osteoinductivo particularmente alto, tambien se muestran en SEQ ID No: 1 a 3, respectivamente. Las secuencias de 

aminoacidos para BMP-2, BMP-7 y GDF-5, miembros de la familia de TGF-p con un potencial osteoinductivo 

particularmente alto, tambien se muestran en SEQ ID No: 1 a 3, respectivamente. 

25 Mas preferiblemente, dicho miembro de la superfamilia de TGF-P es un miembro de la subfamilia de BMP. Los 

miembros de la subfamilia de proteinas morfogeneticas 6seas (BMP) han mostrado que estan implicados, entre 

otros, en la inducci6n y remodelacion de tejido 6seo. Las BMP se aislaron originariamente de la matriz Osea. Estas 

proteinas se caracterizan por su capacidad para inducir la nueva formaci6n de hueso en sitios ect6picos. Diversos 

estudios in vivo demostraron el fomento de la osteogenesis y condrogenesis de celulas precursoras por las BMP y 

30 plantean la posibilidad de que cada molecula de BMP tenga un papel distinto durante el desarrollo esquelatico. Se 

describen mas detalles sobre las propiedades moleculares y biolOgicas de las BMP en: 

Wozney JM, Rosen V (1998): Bone morphogenetic protein and bone morphogenetic protein family in bone formation 

and repair. Clin Ortop 346: 26-27, Schmitt J, Hwang K, Winn, SR, Hollinger J (1999): Bone morphogenetic proteins: 

an update on basic biology and clinical relevance. J Ortop Res 17: 269-278 y Lind M (1996): Growth factors: posible 

35 new clinical tools. A review. Acta Ortop Scand 67: 407-17. 

El polipeptido osteoinductivo de la presente invenciOn se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en BMP-

1, BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-8, BMP-9, BMP- 10, BMP-11, BMP-12, BMP-13, BMP-14, 

BMP-15 y BMP-16. Lo mas preferiblemente, dicho miembro de la familia de BMP es BMP-2 o BMP-7. 

La secuencia de aminoacidos para la forma prepro de BMP-2 se deposita con el numero de registro de Swiss-Prot 

40 P12643 y se muestra a continuaciOn. Los aminoacidos 1 a 23 corresponden a la secuencia seal, los aminoacidos 

24 a 282 corresponden al propeptido y los aminoacidos 283 a 396 corresponden a la proteina madura. La secuencia 

de aminoacidos para la forma prepro de BMP-7 se deposita con el numero de registro de Swiss-Prot P18075 o se 

muestra en SEQ ID No: 2. Los aminoacidos 1 a 29 corresponden a la secuencia lider, los aminoacidos 30 a 292 

corresponden a la forma pro y los aminoacidos 293 a 431 corresponden a la proteina madura. Preferiblemente, 

45 BMP-2 o BMP-7 se refiere a la forma prepro, a la forma pro o al peptido de BMP-2 o BMP-7 maduro, 

respectivamente. Ademas tambien estan englobados fragmentos de dichas proteinas que fienen esencialmente la 

misma actividad biolOgica, preferiblemente propiedades osteoinductivas. A continuaciOn se proporciona mas 

informaci6n de secuencia para BMP-2 y BMP-7. 

Alternativamente, el polipeptido osteoinductivo de la presente invenciOn se selecciona de otra familia de TGF-13; 

50 familia, es decir la familia de GDF. 

Tambien se ha mostrado que el factor de crecimiento y diferenciaci6n (GDF) esta implicado, entre otos, en la 

inducci6n y remodelacian de tejido 6seo. El factor de crecimiento y diferenciaci6n 5 (GDF-5), tambien conocido como 

proteina morfogenetica derivada de cartilago-1 (CDMP-1) es un miembro de un subgrupo de la familia de BMP, que 

tambien incluye otras proteinas relacionadas, preferiblemente, GDF-6 y GDF-7. La forma madura de la proteina es 

55 un homodimero de 27 kDa. Diversos estudios in vivo e in vitro demuestran el papel de GDF-5 durante la formacion 

de diferentes caracterisficas morfolOgicas en el esqueleto de mamiferos. Mutaciones de GDF-5 son responsables de 

anomalias esqueleticas incluyendo la disminuciOn de la longitud de los huesos largos de las extremidades, el 

desarrollo anOmalo de articulaciones en las extremidades y el esternon (Storm & Kingsley (1999), Development 

Biology, 209,11-27). La secuencia de aminoacidos entre rat6n y ser humano esta altamente conservada. 
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Preferiblemente, el polipepfido osteoinductivo de la presente invencion se selecciona del grupo que consiste en 

GDF-1, GDF-2, GDF-3, GDF-4, GDF-5, GDF-6, GDF-7, GDF-8, GDF-9, GDF-10 y GDF-11. Lo mas preferiblemente, 

dicho miembro de la subfamilia de GDF es GDF-5. La secuencia de aminoacidos para la forma prepro de GDF-5 se 

deposita con el nOmero de registro de Swiss-Prot P43026 o se muestra en SEQ ID No: 3. Los aminoacidos 1 a 27 

5 corresponden a la secuencia lider, los aminoacidos 28 a 381 corresponden a la forma pro y los aminoacidos 382 a 

501 corresponden a la proteina madura. Preferiblemente, GDF-5 se refiere a la forma prepro, a la forma pro o al 

peptido de GDF-5 maduro. Ademas tambian estan englobados los fragmentos de GDF-5 que tienen esencialmente 

la misma actividad biolOgica, preferiblemente propiedades osteoinductivas. Lo Inas preferiblemente, dicho fragmento 

comprende los aminoacidos 383 a 501 de la secuencia mostrada en SEQ ID No: 3. 

10 Las siguientes tablas muestran las secuencias de aminoacidos para BMP-2, BMP-7 y GDF-5: 

BMP-2 humana (nOmero de registro de Swiss-Prot Prim. P12643); SEQ ID No. 1: 

Clave 

Desde hasta 

Longitud 

15 SENAL  

1 23 

23 

PROPEP 

24 282 

20 259  

hBMP2 

283 396 

114 

10 20 

MVAGTRCLLA LLL PQVLLGG 

70 

FGLKQRPT PS 

130 

L PET SGKTTR 

190 

TANSKFPVTR 

80 

RDAVVP PYML 

140 

RFFFNL SS IP 

200 

LL DTRLVNQN 

250 260 

KRHVRISRSL HQDEHSW S Q I 

310 320 

LYVDFSDVGW NDWIVAPPGY 

370 380 

30 

AAGLVP EL GR 

40 50  

FtKFAAASSGR PS SQPSDEVL 

90 100  

DLYRRHSGQP GS PAP DHRLE 

150 160 

TEEF I T SAEL QVFREQMQDA 

210 220 

AS AWES FDVT PAVMRWTAQG 

270 280 

RPLLVTFGHD GKGHPLHKRE 

330 340 

HAFYCHGE CP FPLADHLNST 

390 

CVPTELSAIS MLYLDENEKV VLKNYQDMVV EGCGCR 

25 Bi  

22 

110 

RAASRANTVR 

170 

LGNNSSFEHR 

230 

HANHGFVVEV 

290 

KRQAKHKQRK 

350 

NHAIVQTLVN 

60 

SEFELRLLSM 

120 

S FHHEESLEE 

180 

INIYE I IKPA 

240 

AHLEEKQGVS 

300 

RLKSSCKRHP 

360 

SVNSKIPKAC 
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CRISTALOGRANA DE RAYOS X (2,7 ANGSTROMS) DE 292-396. 

MEDLINE=99175323; PubMed=10074410; 

Scheufler C., Sebald W., Huelsmeyer M.; "Crystal structure of human bone morphogenetic protein-2 at 2.7 A 

10 resolution."; J. Mol. Biol. 287:103-115(1999). 

BMP-7 humana (nOmero de registro de Swiss-Prot Prim P18075); SEQ ID No. 2: 

Clove 

Desde hasta 

Longitud 

15 SEF1AL  

1 29 

29 

PROPEP 

30 292 

20 263  

hBMP-7 

293 431 

139 
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10 

MHVESLRAAA 

70 

I LGL PHRPRP 

130 

LQDSHFLTDA 

190 

I RERFDNET F 

250 

HNLGLQLSVE 

310 

QNRSKTPKNQ 

20 

PHSFVALWAP 

80 

HLQGKHNSAP 

140 

DMVMSFVNLV 

30 

LELLRSALAD 

90 

MFMLDLYNAM 

150 

EHDKEFFHPR 

40 

FSLDNEVHSS 

100 

AVEEGGGPGG 

50 

FIHRRLRSQE 

110 

QGFSYPYKAV 

160 170 

THHREFREDL SKI PEGEAVT 

200 210 220 

RISVYQVLQE HLGRESDLFL LDSRTLWASE 

260 270 280 

TLDGQSINPK LAGLIGRHGP QNKQPFMVAF 

320 330 340 

EALRMANVAE NSSSDQRQAC KKHELYVSFR 

230 

EGWLVFDI TA 

290 

FKATEVHFRS 

350 

DLGWQDWI IA 

60 

RREMQREILS 

120 

FSTQGPPLAS 

180 

AAEFRIYKDY 

240 

TSNHWVVNPR 

300 

IRSTGSKQRS 

360 

PEGYAAYYCE 

370 380 390 400 410 420 

GECAFPLNSY MNATNHAIVQ TLVHFINPET VPKPCCAPTQ LNAISVLYFD DSSNVILKKY 

430 

RNMVVRACGC H 
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MEDLINE=90291971; PubMed=2357959; 

Oezkaynak E., Rueger D. C., Drier E.A., Corbett C., Ridge R.J. Sampath T.K., Oppermann H 

an osteogenic protein in the TGF-beta family."; EMBO J. 9:2085-2093(1990). 

[2] 

10 SECUENCIA DE ACIDO NUCLEICO. 

15 

"OP-1 cDNA encodes 

MEDLINE=91088608; PubMed=2263636; 

Celeste A.J., lannazzi J.A., Tailor R. C., Hewick R. M., Rosen V., Wang E.A., Wozney J.M.; "Identification of 

transforming growth factor beta family members present in bone-inductive protein purified from bovine bone."; Proc. 

Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87:9843-9847(1990). 
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CRISTALOGRAFIA DE RAYOS X (2,8 ANGSTROMS) DE 293-431. 

MEDLINE=96149402; PubMed=8570652; 

Griffith DL., Keck P. C., Sampath T. K., Rueger D. C., Carlson W..D.; "Three-dimensional structure of recombinant 

human osteogenic protein 1: structural paradigm for the transforming growth factor beta superfamily."; Proc. Natl. 

5 Acad. Sci. U.S.A. 93:878-883(1996). 

GDF-5 humano (rainier° de registro de Swiss-Prot Prim P 43026); SEQ ID No. 3: 

Cleve 

Desde haste 

Longitud 

10 SENAL 

1 27 

27 

PRO PEP 

28 381 

15 354 

hGDF-5 

382 501 

120 

10 20 30 40 50 60 

I I I I I I 

MRLPKLLTFL LWYLAWLDLE FICTVLGAPD LGQRPQGSRP GLARAEAKER PPLARNVFRP 

70 80 90 100 110 120 

I I I I I I 

GGHSYGGGAT NANARAKGGT GQTGGLTQPK KDEPKKLPPR PGGPEPKPGH PPQTRQATAR 

130 140 150 160 170 180 

I I I I I I 

TVTPKGQLPG GKAPPKAGSV PSSFLLKKAR EPGPPREPKE PFRPPPITPH EYMLSLYRTL 
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190 

1 

SDADRKGGNS 

250 

1 

I LRKKP S DTA 

310 

1 

RNFKNSAQLC 

370 

RS GQDDKTVY 

430 

1 

PLEYEAFHCE 

200 

SVKLEAGLAN 

260 

1 

KPAVPRSRRA 

320 

LELEAWERGR 

380 

EYLFSQRRKR 

440 

1 

210 

1 

TITS FIDKGQ 

270 

AQLKLSSCPS 

330 

1 

TVDLRGLGFD 

390 

1 

RAPLATRQGK 

450 

1 

220 

1 

DDRGPVVRKQ 

280 

GRQPAALLDV 

340 

RAARQVHEKA 

400 

RPSKNLKARC 

460 

1 

GLCEFPLRSH LEPTNHAVIQ TLMNSMDPES 

490 500 

SANNVVYKQY EDMVVES CGC R 

230 

1 

RYVFDISALE 

290 

1 

RSVPGL DGSG 

350 

LELVEGRTKK 

410 

1 

SRKALHVNFK 

470 

TPPTCCVPTR 

240 

.1 

NDGLLGAELR 

300 

1 

WEVFDIWKLF 

360 

1 

RDLFFNE IKA 

420 

DMGWDDWI IA 

480 

1 

LSPISILFID 
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Chang S., Hoang B., Thomas J. T., Vukicevic S., Luyten F. P., Ryba N. J.P., Kozak CA., Reddi A.H., Moos M.; 

"Cartilage-derived morphogenetic proteins. New members of the transforming growth factor-beta superfamily 

15 predominantly expressed in long bones during human embryonic development."; J. Biol. Chem. 269:28227-28234 

(1994). 

Tambien ester) englobadas por la presente invencion realizaciones en las que dicho agente active se selecciona de 

hormonas, citocinas, factores de crecimiento, antibieficos y otras sustancias farmacolOgicas naturales y/o 

sintetizadas como esteroides, prostaglandinas, etc. 

20 Preferiblemente, dicho agente active es la hormona paratiroidea (PTH) y/o el peptide 1-34 de PTH. 

En otra realizacion de la invencien, el agente activo es una proteina "inductive de cartilage" o "regeneradora de 

cartilage. Una proteina inductiva de cartilago preferida es MIA/CD-RAP (MIA, actividad inhibidora de melanoma, 

proteina sensible a acido retinoico derivada de cartilage), mas preferiblemente MIA/CD-RAP humana. 

La secuencia de aminoacidos para la forma prepro de MIA/CD-RAP se deposita con el nOmero de registro de Swiss-

25 Prot Q16674 o se muestra en SEQ ID No. 4. Los aminoacides 1 a 24 corresponden a la secuencia sena% los 
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aminoacidos 25 a 131 corresponden a la secuencia codificante. 

La siguiente tabla muestra las secuencias de aminoacidos para MIA/CD-RAP: 

MIA/CD-RAP humana (nOmero de registro de Swiss-Prot Prim.: Q 16674); SEQ ID No 4: 

Clave 

5 Desde hasta 

Longitud 

SEFIAL 

1 24 

24 

10 hMIA/CD-RAP 

25 131 

107 

MARSLVCLGVIILLSAFSGPGVRGGPMPKLADRKLCADQECSHPISMAVALQDYMAPDCR 

FLTIHRGOVVYVFSKLKGRGRLFWGGSVQGDYYGDLAARLGYFPSSIVREDQTLKPGKVD  

VKTDKVVDFYCQ 

G Preparaciones especificas v componentes opcionales  

15 La pasta de la presente invention opcionalmente puede comprender excipientes adicionales. Estos excipientes 

sirven para la estabilizatiOn de la proteina o el peptido, por ejemplo, sacaridos, aminoacidos, polioles, detergentes o 

el mantenimiento del pH, por ejemplo, sustancias tampon. Otros componentes de la pasta de formation in situ 

podrian sec promotores del endurecimiento tales como fosfato de sodio, Na2HPO4 o citrato de sodio y los descritos 

antes adicionalmente. 

20 Los metodos (31) a (34) de la presente invention permiten no usar disolventes organicos toxicos (vease a 

continuacirm); por ejemplo, el uso de dimefilsulfOxido, anisol o acido glacial. Sin embargo, se usan disolventes 

tOxicos de manera rutinaria en los metodos descritos en la fecnica. Normalmente danan la proteina durante la puesta 

en contatto y/o especialmente durante el secado pero tar dano se evita sorprendentemente usando la tecnica de 

secado especial de la presente invenciOn, porque el agente activo se adsorbe/o se une sabre el portador sOlido 

25 inorganic°.  

En una realization preferida del metodo (33) de la invention, dicho tamp6n tiene una concentraci6n de tamp6n de 

10 mmo1/1 para lograr una solubilidad suficiente del agente activo durante el proceso de adsorci6n y para evitar 

cualquier modification del beta-TCP ceramic° de calcio monofasico. El valor de pH de la disolucirm cambia de 

manera controlada durante el proceso de recubrimiento y secado desde pH 3 hasta pH 7. El cambio de pH provoca 

30 una reduction homogenea de la solubilidad del factor de crecimiento 6seo, definido en el TCP. 

El termino "liquido viscoso" significa un liquido con una disminucion de la fluidez en comparaci6n con agua. Por 

ejemplo, un liquido viscoso segOn la presente invention se refiere a una consistencia semejante a la miel a la 

temperatura ambiental que permite una administraciOn sencilla. 

En una realizaciOn adicional preferida del metodo de la invention, dicha disolucion que confiene tampon para el 

35 metodo (33) comprende un poliol y/o alcohol. Se conocen bien en la tecnica alcoholes o polioles adecuados y se 

describen en libros de texto convencionales, tales como R6mpp, dictionary of chemistry. Mas preferiblemente, dicho 

alcohol es etanol y dicho poliol es manitol. 

En una realization mas preferida, la concentration del poliol y/o alcohol es de entre el 0 y el 10% (ply). 

El termino "sacaridos" engloba mono, di y polisacaridos. Se conocen bien en la tecnica la estructura y composici6n 

40 de los mono, di y polisacaridos y se describen en libros de texto tonvencionales, tales como ROmpp, dictionary of 

chemistry. 

Mas preferiblemente, dicho sacarido es un disarmrido Lo mas preferiblemente, dicho disacarido es sacarosa o 

trehalosa. 

En los ejemplos adjuntos se describen medios y metodos adicionales para controlar la distribution homogenea, la 

45 cuantificackrm y la caracterizacion del agente activo. 

Sorprendentemente, los agentes activos, en particular sorprendentemente las proteinas, cuando se adsorben sobre 

la superficie de materiales de relleno ceramicos/portadores son mucho mas resistentes frente a la degradaci6n 

provocada por disolventes organicos que proteinas libremente disueltas o suspendidas en disoluciones organicas o 
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integradas en sistemas de emulsion bifasicos. Por tanto, este aspecto de la invencien abre una nueva posibilidad 

para producir sistemas de administraciOn de farmacos a base de polimeros para proteinas sin desnaturalizacien y/o 

modificacion de polipeptidos en sistemas organicos singulares o multifasicos. 

Son adecuados para uno de los dos metodos de la presente invenciOn como agentes activos todas las proteinas, 

5 polipaptidos y farmacos de molecule pequena. Especialmente, tales agentes activos con baja o ninguna afinidad por 

matrices portadoras inorganicas pueden inmovilizarse en el material compuesto de polimero - fosfato de calcio. 

Preferiblemente, la uni6n de dicho agente activo al portador es reversible. 

De ese modo, se permite la disoluciOn de dicho agente activo una vez que la pasta se ha Ilevado a un entorno in vivo 

adecuado, tal como una cavidad 6sea o a un entorno acuoso intramuscular o subcuteneo. La pasta de 

10 endurecimiento in situ se endurece mediante difusiOn del plastificante fuera del polimero insoluble en agua a la vez 

que fluidos corporales acuosos difunden al interior del polimero insoluble en agua. En consecuencia, el polimero 

solidifica debido a su insolubilidad en agua (Shively eta l . , 1995). 

Mas preferiblemente, dicha disolucien de los compuestos inmovilizados es una liberaciOn sostenida que permite la 

difusi6n del agente activo al interior del tejido, que rodea la pasta endurecida. Par tanto, la pasta endurecida es 

15 adecuada para servir como fuente in vivo para, por ejemplo, proteinas osteoinductivas, peptidos, anfibiaticos o 

farmacos de molecule pequefia, que se liberan lentamente y que pueden distribuirse de ese modo eficazmente al 

interior de los tejidos circundantes o tener un efecto en la forma inmovilizada. 

El polimero insoluble en ague y el material de relleno junto con el plastificante forman el material de la pasta de 

material compuesto de portador/polimero de la presente invencien, que se une a un agente activo para dar como 

20 resultado la pasta de la presente invenci6n, que permite la liberacien sostenida de dicho agente activo in vivo , una 

vez que se endurece la pasta en el plaza de minutos a horas mediante difusi6n fuera del polimero soluble en agua 

(plastificante) a la vez que fluidos corporales acuosos difunden al interior del polimero. En consecuencia, el polimero 

solidifica debido a su insolubilidad en agua (Shively e t at , 1995). El tiempo haste que se alcanza la estabilidad 

mecanica complete puede controlarse mediante la varied& de los componentes del material del implante. 

25 El termino "tampon" que asiste en el mantenimiento del agente activo disuelto en disoluciones acuosas durante un 

tiempo suficiente como para permitir un "recubrimiento homogeneo" se refiere a un componente que permite que el 

agente acfivo osteoinductivo se disuelva eficazmente y se mantenga en la disoluciOn. Este tampon puede evitar y/o 

equilibrar el aumento de pH provocado al poner en contacto la disoluciOn con el portador de fosfato de calcio de 

modo que la proteina no precipita inmediatamente, por ejemplo, debido a un aumento de pH. Dicho tampon puede 

30 determinarse por el experto en la tecnica considerando la solubilidad de la proteina osteoinductiva (lo que depende 

del pH y la fuerza ionica) y la influencia del portador sobre dicho parametros tras poner en contacto el portador con 

dicha disolucian que contiene tamp6n. SegOn la presente invenciOn, se ha encontrado que es necesario un tampOn 

adecuado para la distribuci6n homogenea del agente activo sobre la superficie del portador, por ejemplo fosfato de 

calcio, comprendiendo preferiblemente dicho tampon un acid° deb!, un alcohol y un sacarido. 

35 H Aplicaciones farmaceuticas 

La invencien se dirige a una composician farmaceutica que comprende la pasta tal como se describi6 anteriormente. 

El producto de la presente invencian puede formularse coma una composici6n farmaceufica o un dispositivo medico. 

La composicien de dicho producto puede comprender compuestos adicionales como estabilizadores, sustancias 

tamponantes y otros excipientes. La cantidad del producto de la presente invencien aplicada al paciente se 

40 determinara por el medico encargado y otros factores clinicos; preferiblemente segiin cualquiera de los metodos 

descritos anteriormente. Tal coma se conoce bien en las tecnicas medicas, la cantidad aplicada a un paciente 

depende de muchos factores, incluyendo la talla del paciente, el area de superficie corporal, la edad, el sexo, el 

momenta y la via de administracien, las condiciones de salud general y otros farmacos que esten administrandose 

de manera concurrente. Puede monitorizarse el progreso mediante evaluaciOn peri6dica. Gracias a la presente 

45 invencion, es posible tener un sistema, que permite el cuidado de defectos dentales u ortopedicos mediante la 

adapted& optima del material semejante a una pasta en el sitio de implantacion y al mismo tiempo una liberacian 

controlada de un agente activo. 

Preferiblemente, el metodo de aplicacion es minimamente invasivo, aim mas preferiblemente se aplica la aplicacidn 

mediante inyeccion. 

50 Gracias a la presente invenciOn, es posible tratar diversos defectos aseos incluyendo grandes cavidades de una 

nueva manera. En particular, las grandes cavidades no podian tratarse de manera eficaz o sOlo con el uso de 

material de hueso autegeno. Sin embargo, debido a las propiedades osteoinductivas y/u osteoconductivas fiables y 

eficaces de la pasta de la presente invenciOn o el dispositivo que puede obtenerse mediante el metodo de la 

invenci6n, ahora se ha hecho posible el tratamiento de defectos 6seos que requieren un aumento o reparaciOn 

55 6seos extensos sin una segunda cirugia. 

La invencion tambien engloba el uso de la pasta de la invenciOn o una pasta que puede obtenerse mediante el 

metodo de la invencian pare la preparacian de una composici6n farmaceufica para el aumento Oseo. 
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El termino "aumento oseo" se refiere a la formed& inducida de hueso, que este indicada para tratar defectos oseos, 

cavidades en huesos, o para tratar enfermedades y trastornos acompanados de perdida de tejido 6seo o para 

preparar la posterior fijaci6n de un implante. Las enfermedades y los trastornos descritos a continuation se conocen 

bien en la tecnica y se describen en detalle en libros de texto medicos convencionales tales como Pschyrembel o 

5 Stedman.  

Preferiblemente, dicho aumento 6seo sigue a defectos traumaticos, malignos o artificiales. 

Otra realizaciOn de la presente invention se refiere al uso de la pasta de la invenciOn o la preparacien de una 

composition farmaceutica para tratar defectos Oseos. 

Mes preferiblemente, dichos defectos Oseos incluyen fractures tales como fracture de radio y fractura de la cabeza 

10 de la tibia, reparation sin fractura, artrodesis vertebral, defectos de huesos largos o defectos 6seos tras apicectomia, 

extirpaciOn de quistes o tumores, extraction dental o extirpacien quirOrgica de dientes retenidos. 

La invencien tambien se refiere al uso de la pasta de la invention pare el relleno de cavidades y el soporte de 

regeneration fisular guiada en periodontologia. 

Otra realizaciOn de la presente invention se refiere al uso de la pasta de la invention para la preparation de una 

15 composici6n farmaceutica para la elevation del suelo sinusal, el aumento de la cresta maxilar y mandibular atrofiada 

y la estabilizacion de implantes inmediatos. 

Tambien este dentro del alcance de la presente invenciOn un metodo para tater una o riles de la enfermedades a 

las que se ha hecho referencia segOn los usos de la presente invention, comprendiendo dicho metodo al menos la 

etapa de administrar la pasta de la invention en una forma farmaceuficamente aceptable a un sujeto. 

20 Preferiblemente, dicho sujeto es un ser humano. 

Finalmente, la invention se refiere a un kit que comprende la pasta de la invention. Los componentes del kit se 

describen adicionalmente a continuation. 

Las partes del kit de la invention pueden envasarse individualmente en viales u otros medios apropiados 

dependiendo del componente respectivo o en combination en recipientes o unidades de maltiples recipientes 

25 adecuados. La fabrication del kit sigue preferiblemente procedimientos convencionales que conoce el expert() en la 

tecnica. 

I) Beneficios de la pasta de endurecimiento in situ de la presente invenciOn  

Segiin la presente invention, pudo desarrollarse una pasta de endurecimiento in situ con excelente resistencia al 

lavado debido un fraguado rapid°, que permite que se forme la pasta premezclada tal como una pasta que contiene 

30 CPC de manera estable en un entorno Framed° (por ejemplo, indicaciones con hemorragia grave) antes de que el 

endurecimiento sea completo. Estas pastas premezcladas segtki la presente invenciOn tienen la ventaja de que 

existe tiempo ilimitado para su aplicaciOn y modulation y el polimero que confiene el material de relleno solid() 

insoluble en agua comienza a endurecer tras haberse expuesto a agua o fluido corporal del tejido circundante. 

Gracias a la presente invention, pudo generarse una pasta de endurecimiento in situ moldeable, preferiblemente 

35 inyectable, de autoendurecimiento y resorbible evitando las desventajas tales como la fragilidad de las 

composiciones de CPC con mejores propiedades mecenicas que las composiciones de CPC convencionales. 

Preferiblemente, con la selection del plastificante, tal coma PEG, DMSO o glicerol, pudo mejorarse adicionalmente 

resistencia mecanica tras la disipaciOn del plastificante. Los inventores encontraron que dependiendo del polimero 

usado, el plasfificante tiene un impacto sabre la temperature de transiciOn vitrea del polimero en el implante 

40 endurecido, lo que influye en la resistencia mecanica de la pasta de endurecimiento in situ . Este impacto es diferente 

para diferentes plastificantes usados. Sorprendentemente, el PEG fue el plastificante con el menor impacto sobre el 

polimero usado (figura 9). El DMSO, que es un plastificante preferido para disolver copolimeros de bloque debido a 

sus caracteristicas de solubilidad es comparable al PEG en lo referente al impacto sobre la disminuciOn de la 

temperature de transici6n vitrea del polimero y por tanto a la resistencia mecanica de la pasta de endurecimiento in 

45 situ . 

Ademes, la pasta de material compuesto de ceremica/polimero de la presente invention muestra estabilidad 

mecanica mejorada en comparaciOn can sistemas de fiujo convencionales que usan matrices polimericas para la 

liberation retardada. 

Preferiblemente, la pasta de endurecimiento in situ tiene una dureza del 20% en el plaza de una hora determinada 

50 mediante el metodo bien conocido tor el experto en el campo y descrito adicionalmente en el ejemplo 12, mas 

preferiblemente el 30% tras una hora, lo mas preferiblemente el 40% en el plaza de una hora tras el contacto can un 

media acuoso. 

Segan la presente invention, la pasta de enduretimiento in situ es superior can respect° a los sistemas de flujo 

convencionales tales coma CPC (barra blanca de la figura 13) o sistemas polimericos libres de fosfato de calcio 
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(barra gris de la figura 13) en lo referente a la resistencia mecanica inicial en el plazo de una here tras haber estado 

en contacto con un medio acuoso o fluido corporal tal como se muestra en la figura 13. 

El material del portador de material compuesto de ceramica/polimero de la presente invenciOn muestra estabilidad 

mecanica mejorada en compared& con sistemas convencionales que usan matrices polimericas para la liberaciOn 

5 retardada. En realizaciones porosas, la matriz de material compuesto permite propiedades osteoconductivas 

mejoradas en compared& con sistemas de la tecnica anterior debido al sistema poroso, en particular libre de pores 

interconectados. 

El material del portador de material compuesto de ceramica/polimero de la presente invencien es adecuado para 

sustituir granolas polimericos de encapsulacien convencionales importantes para la liberaciOn retardada. Debido al 

10 contenido del portador ceramic° del sistema (portador ceramic° Inas recubrimiento de polimero), a cantidad de 

polimero puede reducirse significafivamente en compared& con sistemas de flujo convencionales totalmente a 

base de polimero que usan matrices polimericas. La canfidad reducida de polimero conduce a un riesgo reducido de 

citotoxicidad. Un aspecto adicional de la invencien es la estabilidad mecanica aumentada del material compuesto en 

comparaci6n con andamiajes totalmente a base de polimero. 

15 La invenci& se describira ahora mediante referencia a los siguientes ejemplos que son meramente ilustrafivos y que 

no limiter& el alcance de la presente invencien. 

Ejemplos 

Eiemplo 1: Recubrimiento de polvo de beta-TCP con rhGDF-5 

Se pipetearon 333 mg de beta-TCP y 147 pl de rhGDF-5 en HCI 10 mM (3,4 mg/ml) sobre el beta-TCP y se 

20 absorbieron. Se incub6 el polvo hOrnedo durante aprox. 1 hora a 25°C y se sec6 en una etapa de liofilizaciOn 

posterior. 

Eiemplo 2: PreparaciOn de un IFS (rhGDF-5/beta-TCP/PLGA/PEG 400) 

Se disolvieron 167 Ill de PEG 400 y 83 mg de PLGA mediante calentamiento suave para obtener una disolucien 

viscose. Tras enfriamiento a temperatura ambiente, se ahadieron 333 mg de polvo de beta-TCP recubierto con 

25 rhGDF-5 con agitaciOn continua para obtener una pasta homogenea. 

Eiemplo 3: PreparaciOn del IFS (beta-TCP/PLGA /PEG 400) 

Se disuelven 1 ml de PEG 400 y 500 mg de PLGA mediante calentamiento suave para obtener una disolucien 

viscose. Tras enfriamiento a temperature ambiente, se afiedieron 2000 mg de polvo de beta-TCP con agitacien 

continua para obtener una pasta homogenea. 

30 Eiemplo 4: Extraccien de la proteina inmovilizada 

(etapa A)  

Extraccion de 417 mg de muestra de prueba endurecida (1 h a 4°C) en 1 ml de disolucion en cloroformo para 

disolver el polimero. Tras retirar la disoluciOn en cloroformo de polimero, se elimine el cloroformo residual en un 

desecador a vacio. 

35 (eta& B)  

Para la extracci6n de la proteina inmovilizada del beta-TCP, se sumergi6 la muestra resultante de la etapa A 

(granules recubiertos y libres de polimero) en urea 8 M, Tris 10 mM, EDTA 100 mM durante 1 ha 4°C. 

En la etapa posterior, se centrifuge la disoluciOn (9300* g, 3 min). Se cuantificaron el contenido en proteina y los 

productos de degraded& en el sobrenadante mediante RP-HPLC. 

40 Eiemplo 5: PreparaciOn de muestras de prueba  

El endurecimiento de as muestras de prueba tiene lugar mediante la sustituci6n del PEG por agua del fluido 

corporal. En condiciones fisiolegicas simuladas, se represent6 el fluido corporal mediante solucien saline tamponada 

con fosfato (PBS). Tras colar la pasta a un molde hueco, posteriormente se endurecio la pasta mediante incubaciOn 

del molde hueco en PBS durante la agitacien suave del PBS para soportar la difusion del PEG lejos de la muestra de 

45 prueba. Se alcanz6 la dureza final ya despues de tres horas a temperature ambiente. 

Eiemplo 6: Propiedades mecanicas meioradas mediante la variaciOn del tamarlo de qrano de beta-TCP  

Se usaron diferentes tamahos de grano: 

• beta-TCP de aproximadamente 10- 100 pm 
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• beta-TCP de aproximadamente 100 - 300 gal  

• beta-TCP de aproximadamente 10 pm 

Eiemplo 7: Propiedades mecanicas meioradas mediante la variacien del contenido en polimero  

Se preparan las diferentes pastas mediante la variacian del metodo descrito en el ejemplo 3. Para fabricar muestras 

5 de prueba, se endurecio la pasta segan el ejemplo 5. Se determin6 la estabilidad mecanica tal como se describe en 

el ejemplo 9. 

Tabla 1: composicion de la pasta: 

1 4% de PLGA 29% de PEG 57% de beta-TCP 

1 8% de PLGA 29% de PEG 53% de beta-TCP 

2 1 % de PLGA 29% de PEG 50% de beta-TCP 

25% de PLGA 29% de PEG 46% de beta-TCP 

Tabla 2: composicion de las muestras de prueba endurecidas: 

2 0% de PLGA 80% de beta-TC P 

25% de PLGA 75% de beta-TC P 

30% de P LGA 60% de beta-TC P 

35% de P LGA 55% de beta-TC P 

Eemplo 8: Propiedades mecanicas mejoradas mediante la variacian del contenido en polimero 

10 Se usaron diferentes calidades de PLGA para fabricar los cuerpos de prueba 

T i po de PLGA Peso molecula r [g/mo l] 

2 0% de PLGA (ResomerD RG 503 H ) 34000 

20% de PLGA (ResomerD RG 502 H ) 1 8600 

E'emplo 9: DeterminaciOn del tame() de poro v orientacian de poro  

Durante el endurecimiento de las muestras de prueba segan el ejemplo 5, se forma la porosidad estructurada. Se 

determinaron el tamer) de poro y la orientaci6n de poro mediante la composiciOn de la pasta mediante el contenido 

del plastificante soluble en agua. Se sometieron a prueba y se analizaron diversas formulaciones. Se analizaron el 

15 tamano de poro y la estructura mediante microscopia optica y mediante microscopia electronica de barrido de 

diversas secciones transversales a traves de las muestras de prueba. 

Se formaron los poros de interconexiOn estructurados en la direccion al tejido circundante. Se determin6 el tamano 

de poro. Los poros estructurados permiten un rapido movimiento celular dirigido al interior del node° del andamiaje 

para soportar la sustituci6n y la vascularizacion acelerada con nuevo tejido. 

20 Eiemplo 10: Seleccian de diferentes composiciones analizadas del IFS  

po l imero [ °/0 ( peso)] d iso lvente 

organ ico 

[% (peso)] mate ri a l de 

re l l eno 

i n organ ico 

Fri (peso)] agente de 

fo rmaci 6n 

de po ros 

[% (peso) ] 

P LGA RG 

503H 

1 1 , 0 PEG 400 44 , 5 

C PC 

44 , 5 

1 6 , 0 60 , 0 24 , 0 

1 9 ,4 44 , 5 36 , 1 

20 , 0 50 , 0 30 , 0 

22 , 2 44 , 5 p -T C P 33 , 3 

44 , 5 
a-TC P 

33 , 3 

22 , 0 44 , 0 33 , 0 CMC 1 , 0 

44 , 5 CPC 33 , 3 

22 , 0 44 , 1 33 , 0 Po lvo de 

PEG 4000 

0 , 9 

22 , 0 44 , 1 33 , 0 PEG 4000 

d i sue l to 

0 , 9 

2 1 , 5 43 ,2 32 , 3 PEG 4000 

d i s ue l to 

3 , 0 

22 , 0 44 , 1 33 , 0 Po lvo de 

P EG 1 0000 

0 , 9 

22 , 0 44 , 1 33 , 0 PEG 1 0000 

d i s uel to 

0 , 9 
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2 1 , 5 43 , 2 32 , 3 PEG 1 0000 

d isuel to 

3 , 0 

22 , 0 44 , 1 33 , 1 NM P 0 , 8 

2 1 , 1 42 , 3 3 1 , 6 CaSO4 5 , 0 

1 8 , 4 37 , 0 27 , 6 NaCI 1 7 , 0 

1 8 ,4 37 , 0 27 , 6 saca rosa 1 7 , 0 

22 , 0 44 , 0 33 , 0 q u i tosano 1 , 0 

2 1 ,6 43 , 4 32 , 5 2 , 5 

2 1 , 1 42 , 3 3 1 , 6 5 , 0 

22 , 0 44 , 0 33 , 0 Po Ivo de 

PVP 

1 , 0 

2 1 , 6 43 ,4 32 , 5 Po Ivo de 

PVP 

2 , 5 

2 1 , 1 42 , 3 3 1 , 6 Po Ivo de 

PVP 

5 , 0 

22 , 0 44 , 0 33 , 0 P l u ron ic 

F68 

1 , 0 

22 , 2 44 ,4 33 , 3 Tween 80 0 , 1 

22 , 0 44 , 0 33 , 0 

C MC 

1 , 0 

2 1 , 8 43 , 7 32 , 7 1 , 8 

2 1 , 6 43 , 4 32 , 5 2 , 5 

2 1 , 1 42 , 3 3 1 , 6 5 , 0 

25 , 0 30 , 5 

38 , 8 1 6 , 7 

PLGA RG 

503H 

2 1 , 5 

PEG CO 

43 , 2 

CPC 

32 , 3 

NaHCO3/ 

NaH 2PO4 

1 , 0/2 , 0 

2 1 , 3 42 , 7 32 , 0 2 , 0/2 , 0 

2 1 , 1 42 , 3 3 1 , 6 2 , 0/3 , 0 

20 9 4 1 , 8 3 1 , 3 3 , 0/3 ,0 

20 , 9 4 1 , 8 3 1 , 3 4 , 0/2 ,0 

20 ,4 40 , 9 30 , 7 5 , 0/3 ,0 

P LGA RG 

503 

22 , 2 PEG 400 

44 , 5 

33 , 3 
P LGA RG 

502 

PLGA RG 

756 

Copol imero 

de d i b l oqud 

de 

PLGA/PEG 

3 , 8 

DMSO 

44 , 1 

7 , 6 47 , 9 

1 1 , 4 5 1 , 7 

PLGA RG 

503H 

22 , 2 NMP 44 , 5 33 , 3 

RG503H; PLGA; composicion de polimero: 48-52% molar de D,L-Lactida y 48-52% molar de 

inherente: 0,32-0,44 dl/g, 25°C, al 0,1% en CHCI3; (Boehringer, Ingelheim) 

RG502H; PLGA; composicion de polimero: 48-52% molar de D,L-Lactida y 48-52% molar de 

inherente: 0,16-0,24 dl/g, 25°C, al 0,1% en CHCI3; (Boehringer, Ingelheim) 

5 RG503; PLGA; composiciOn de polimero: 48-52% molar de D,L-Lactida y 48-52% molar de 

inherente: 0,32-0,44 dUg, 25°C, al 0,1% en CHCI3; (Boehringer, Ingelheim) 

RG502; PLGA; composiciOn de polimero: 48-52% molar de D,L-Lactida y 48-52% molar de 

inherente: 0,16-0,24 dl/g, 25°C, al 0,1% en CHCI3; (Boehringer, Ingelheim) 

Eiemplo 11: PreparaciOn del IFS  

10 Inicialmente, se pes6 la cantidad obligatoria de disolvente organic° en un crisol de porcelana. En una segunda 

etapa, se ariadiO el polimero. Se homogeneizaron estos dos componentes y se calentaron a una temperatura de 

aproximadamente 60°C hasta que se disolvio por completo el polimero en el disolvente organic°. Posteriormente, se 

dispersaron el material de relleno inorganic° (por ejemplo, TCP o un cemento de fosfato de calcio por ejemplo que 

consistia en el 62,5% en peso de alfa-fosfato de tricalcio, el 26,8% en peso de fosfato de dicalcio anhidro (DCPA), el 

15 8,9% en peso de carbonato de calcio (CaCO3) y el 1,8% en peso de hidroxiapatita (HA) y opcionalmente otros 

excipientes (por ejemplo, agentes de formacion de poros coma la sal de sodio de carboximetilcelulosa) en la 

disoluciOn polimerica. 

glicolida; viscosidad 

glicolida; viscosidad 

glicolida; viscosidad 

glicolida; viscosidad 
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Eiemplo 12: Ensavos mecanicos del IFS (v sistemas relacionadosl 

El IFS en su forma pastosa, preparado tal como se describe en el ejemplo 11, se transfiriO a una jeringa. De ese 

modo, se facilit6 el Ilenado de la formulacien en los pocillos de una placa de 96 pocillos. Posteriormente, se transfiri6 

placa de 96 pocillos, que contenia la muestra pastosa de los IFS (150 - 200 mg por pocillo), a un batio de 

5 incubacion, que permanecio de manera constante a 37°C para simular as condiciones fisiologicas, mientras que 

tampon PBS sirve como medio de incubaciOn. En tiempos predefinidos, se retiro la placa de 96 pocillos del bano de 

incubaci6n para Ilevar a cabo los ensayos mecanicos. Se someti6 a ensayo la dureza de las muestras usando un 

aparato TH 2730 (Fa Thuemter). Sustancialmente, esta maquina consiste en una herramienta de punzonado 

metalica, que permite aplicar fuerzas de compresion sobre las muestras y un transductor LVDT, que sirve para 

10 controlar y medir la fuerza aplicada y para determinar la distancia cubierta durante la mediciOn. Antes de someterse 

a ensayo las diferentes muestras, ha de definirse la altura (hi) de un pocillo, que no contiene ninguna muestra. Por 

tanto, se fij6 el punto de partida de la herramienta de punzonado para las siguientes mediciones. La determinaciOn 

real de la dureza de las muestras engloba dos etapas. En una primera medicion, ha de determinarse la altura de la 

muestra particular (h2), mientras que la velocidad de la cruceta de la herramienta de punzonado era de 40 mm por 

15 minuto y la fuerza aplicada se limiter a 0,2 N. Se neva a cabo una segunda medici6n para determinar la distancia (d) 

cubierta por la herramienta de punzonado dentro de la muestra durante un periodo de 30 segundos, mediante lo cual 

la fuerza aplicada se mantuvo constante a 20 N. Se calcul6 la dureza de la muestra de la siguiente manera: 

dureza re] = (h2 - d)/ h2* 100% 

El metodo descrito se basaba en la determination de la dureza segan Shore (norma DIN 53505). 

20 Eiemplo 13: Preparacien del IFS (con un aciente activo para pruebas in vitro que requieren condiciones esteriles) 

Las materias primas han de estedlizarse de un modo apropiado. Inicialmente, se pusieron 500 mg de a-TCP 

(tamer) de granulo de 100 - 350 am) en forma seca en un vidrio 2R. Se diluy6 la disolucian madre de rhGDF-5 

(3,4 mg/ml en HCI 10 mM) hasta 0,54 ag/m1 con los medios del tamp6n de recubrimiento correspondiente. Se 

pipetearon 475 pi de la disoluciOn de rhGDF-5 obtenida de esa manera sobre el a-TCP y se absorbieron. Se incubo 

25 el granulado hOmedo durante 1 hora a 25°C y luego se liofiliz6. Si se usO a-TCP solo como material de relleno 

inorganic°, se dispersaron los granulos recubiertos directamente y con precisi6n en la disolucion del polimero 

biodegradable (por ejemplo, PLGA RG 503H). Si no, se unieron los granulos recubiertos con otros compuestos de 

calcio para formar un CPC, que por su parte, se dispers6 con precision en la disoluciOn del polimero biodegradable. 

Eiemplo 14: Pruebas de estabilidad de qranulos recubiertos con rhGDF-5 v rhBMP-2 en diferentes disolventes 

30 oroanicos   

Se usaron disolventes tales como polietilenglicol 400, N-metilpirrolidona (NMP) y acetona. Se prepararon las 

muestras asi como las referencias mediante el recubrimiento de 500 mg de 13-TCP con la proteina respectiva 

(rhGDF-5 o rhBMP-2) para lograr una concentracien final de 500 fig/g de [3-TCP. Despues de eso, se ariadieron 

425 l del disolvente respectivo a cada muestra, mientras que las referencias se dejaron sin tratar. Tras la 

35 incubaciOn durante 24 horas a una temperatura de 25°C, se extrajeron tanto las muestras como las referencias a 

4°C durante una hora con 3 ml de un tampon de extracciOn, que consistia en urea (8 M), Tris (10 mM) y EDTA 

(100 mM), cuyo nivel de pH se ajustO a 6,7 con acid° clorhidrico. Tras esta etapa de extracciOn, se centrifugaron 

todas las muestras y referencias durante 3 minutos con 4500 rpm. Posteriormente, se diluyo el sobrenadante con 

disolvente A (acido trifiuoroacetico al 0,15% y acetonitrilo al 20% en agua) en una raz6n de 1:1. El disolvente B se 

40 componia de acido trifluoroacetico al 0,15% y acetonitrilo al 84% en agua. Se neva a cabo la caracterizaciOn de las 

proteinas, usando una columna Vydac C18, 2,1 x 250 mm a una velocidad de flujo de 0,3 ml/min. Se registr6 el perfil 

de elucion midiendo la absorbancia a 220 nm. Se calcularon las cantidades de rhGDF-5, rhBMP-2 y sus productos 

de degradaci6n a partir del area de pico a 220 nm. 

Eiemplo 15: Estudios de liberaciOn de rhGDF-5  

45 Se transfirieron muestras preincubadas (preparaci6n descrita en el ejemplo 11), cuyo peso estaba bien definido 

(150-300 mg), a un tubo de 50 ml, que contenia 48 ml de medio (a-MEM con FCS al 10%). Se Ilevaron a cabo los 

estudios de liberation a una temperatura de 4°C. La etapa de preincubaciOn era necesaria para obtener muestras de 

una forma constante para eliminar cualquier influencia de alteraciOn de las superficies sobre la tasa de liberacian de 

rhGDF-5 a paqir de las formulaciones. 

50 Eiemplo 16: Cuantificacian de la liberacian de rhGDF-5  

Se cuanfific6 la liberaciOn de rhGDF-5 por medio de ELISA. lnicialmente, se fijO el anticuerpo aMP-5 para rhGDF-5 

sobre la superficie de una placa de microtitulaciOn. Tras haber saturado los sitios de uni6n libres, se incube la placa 

con las muestras que contenian rhGDF-5. Posteriormente, se incub6 el rhGDF-5 unido con el anticuerpo aMP4, que 

se cuantific6 por medio de reacci6n inmunitaria con estreptavidina-POD.  

55 Elemplo 17: ExtracciOn del rhGDF-5 inmovilizado 
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Se extrajo el rhGDF-5 inmovilizado por medio de un tampon de extraccion, que consistia en urea (8 M), Tris (10 mM) 

y EDTA (100 mM). Se ajust6 el nivel de pH a pH 6,7 con acid° clorhidrico. Se transfirieron 500 mg de granules de 

TCP recubiertos (500 mg de rhGDF-51g de TCP) a un tubo de 15 ml y se suspendieron en 3 ml de tampon de 

extraccion. Posteriormente, se incubaron los granules durante 60 minutos a 4°C. Finalmente, se centrifuge el 

5 sobrenadante y se diluy6 con disolvente A en una raz6n de 1:1. Este disolucion sirve para la caracterizacion y 

cuantificacien de rhGDF-5 mediante RP-HPLC. 

Eiemplo 18: Cuantificacien de rhGDF-5 en disoluciOn mediante RP-HPLC  

Se determine el contenido de rhGDF-5 contenido mediante analisis de fase inverse (RP-HPLC). Se analizaron 

alicuotas de la muestra usando una columna Porous 10 R1 C4 (autoempaquetada). Se usaron acid° trifluoroacetico 

10 al 0,045% en agua (disolvente A) y acido trifluoroacetico al 0,025% en acetonitrilo al 84% (disolvente B) como 

disolventes a una velocidad de flujo de 0,4 ml/min. Se registr6 el perfil de elucien midiendo la absorbancia a 220 nm. 

Se calcularon las cantidades de rhGDF-5 a partir del area de pico a 220 nm usando una curve paten. 

Eiemplo 19: Caracterizacien de rhGDF-5 en disolucien mediante RP-HPLC  

Se neve) a cabo la caracterizaci6n de rhGDF-5 y sus posibles modificaciones por medio de RP-HPLC. Se analizaron 

15 alicuotas de la muestra usando una columna Vydac C18, 2,1 x 250 mm. Se usaron acido trifluoroacetico al 0,1% en 

agua (disolvente A) y acido trifluoreacetico al 0,15%-acetonitrilo (disolvente B) como disolventes a una velocidad de 

flujo de 0,4 ml/min. Se registrO el perfil de eluciOn midiendo la absorbancia a 220 nm. Se calcule el contenido relative 

de rhGDF-5 a partir del area de pico at 220 nm. 

Eiemplo 20: Analisis del IFS mediante microscopia electronica de barride (SEM)  

20 Se sometieron las muestras endurecidas y secadas a vacio a deposicien catedica con carbon°. De ese mode, se 

aplice un vacio de aproximadamente 10-4 mbar. Las estructuras objetivo para estos analisis fueron la superficie y el 

Miele° de la muestra particular de los IFS y especialmente la porosidad presentada por estas estructuras. 

Eiemplo 21: Analisis del IFS mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC)  

Se secaron las muestras a vacio. Se pesaron con precision 10-20 mg de las muestras y se analizaron, mientras que 

25 las velocidades de calentamiento y enfriamiento fueron de entre 10 y 30 K/min. Se Ileve a cabo el enfriamiento por 

rnedio de nitrogen° liquido. 

Eiemplo 22: Analisis del IFS mediante microscopia eptica  

Se prepararon las muestras mediante incubaciOn de la formulacien de IFS pastosa en tampen PBS durante al 

menos 48 horas. Para lograr una forma reproducible de las muestras endurecidas de los IFS, se dosificaron 1,5 g 

30 (por muestra) de la formulacien pastosa a un pocillo de una placa de 24 pocillos. Tras haberse terminado la 

incubaciOn, se retiraron las muestras de los pocillos particulares y se secaron a vacio. Las estructuras objetivo para 

estos analisis fueron la superficie y el nixie°, de las muestras particulares de los IFS y especialmente la porosidad 

presentada por estas estructuras. Se cont6 el numero de poros. Se midi6 el tame° de poro de los poros contados 

por medio del software denominado Soft Imaging Systems®. Estos datos sirvieron para el calculo del tamafto de 

35 poro promedio, la desviacien estandar relacionada y para la determinaciOn de la distribucien del tamafto de pore. 

Table 3 muestra el impacto de diferentes ternaries de particula de la sal de sodio de carboximetilcelulosa (NaCMC) 

sobre la distribuci6n del tamafto de poro en la superficie y en el Miele° del IFS 

estructu ra a n a l izada : s upe rfic ie n O c leo su perfic ie n Ocleo superfic ie n O c leo superficie n ixie() 

Co n ce nt rac i6n de 

NaCMC [Vo en peso] : 

0 0 1 1 1 1 1 1 

Taman° de part icu la 

de NaCMC : 
- 25- 1 000 um 25-7 1 um 900- 1 000 um 

Area a na l izada [mm2] 59 , 0 29 , 5 59 , 0 29 , 5 59 , 0 29 , 5 59 , 0 29 , 5 

N Omero de pores : 6 . 68 3 1 47 4 1 95 1 3 59 

Taman ') de po ro 

promed io [um] 

1 04 64 1 3 1 3 523 83 292 233 348 

Taman ° de poro 

m i n ima [gm] 

20 1 74 8 1 1 68 1 3 34 34 87 

Taman ° d e pore 

max im° [um] 

228 1 497 980 3960 705 1 550 738 3369 

Desv i ac idn esta nd a r 

[ tim] 

72 206 200 538 1 46 1 77 236 423 

< 200 gm : 5 1 1 1 3 37 2 8 7 1 9 

20 1 -400 gm : 1 6 1 0 1 7 2 52 3 27 

40 1 -600 gm : 0 1 9 1 0 1 7 1 1 3 1 1 1 

60 1 -800 gm : 0 29 0 8 1 1 2 0 

80 1 - 1 000 gm : 0 9 0 1 () 0 0 1 
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>1000 p.m: 0 4j 0 1 0 

IFS - composici6n (sin NaCMC): PLGA RG 503H (22,2% en peso), cemento de fosfato de calcio (33,3% en peso), 

polietilenglicol 400 (44,5% en peso), 

IFS - composiciOn (con NaCMC): PLGA RG 503H (22% en peso) cemento de fosfato de calcio (33% en peso), 

5 polietilenglicol 400 (44% en peso), NaCMC (1% en peso) 

Eiemplo 23: Determinacion de la densidad del IFS v sistemas relacionados  

Se Ilen6 un molde hueco con un volumen definido con las formulaciones particulares. Se determine por tanto la 

masa de la fractura de la formulaciOn que se requeria. Asi se calcul6 la densidad como a razon de masa y volumen 

(g/ml). Se muestran los datos en la tabla 3. Mediante la adici6n de un material de relleno inorganico a la pasta de 

10 endurecimiento in situ , puede reducirse considerablemente la cantidad de polimero insoluble en agua con relacian al 

volumen del defecto, aproximadamente en un tercio a diferencia de los implantes a base de polimero 

convencionales. Esto influye en el valor de pH local dentro del tejido o sifio del defecto y evita reacciones en el sitio 

t6xicas o adversas debidas a la disminucion del pH durante degradaci6n del polimero dentro del organismo. 

Tabla 4 muestra la determinaci6n del contenido de PLGA en un volumen del defecto definido 

I FS I FS (CMC) 

d iso l uc i an de 

pol imero l i bre de 

CaP 

d i so l uci on de 

po l imero l i b re de 

CaP 

(CMC) 

den s i d ad [q/m 1 ] 1 , 38 1 , 46 1 , 07 1 , 1 7 

conte n i do de PLGA* [% en peso] 22 , 2 22 , 0 45 , 0 44 , 6 

masa de PLGA en 1 m l de 

d efecto** [g ] 0 , 3 1 0 , 32 0 , 48 0 , 52 

15 1. IFS:PLGA RG 503H (22,2% en peso), cemento de fosfato de calcio (33,3% en peso), polietilenglicol 400 (44,5% 

en peso) 

2. IFS(CMC):PLGA 503H(22,0% en peso),cemento de fosfato de calcio (33,0% en peso), polietilenglicol 400(44,0% 

en peso), sal de sodio de carboximetilcelulosa (1,0% en peso) 

3. Disolucion de polimero libre de CaP:PLGA RG 756 (45,0% en peso), N-metilpirrolidona (55,0% en peso) 

20 4. DisoluciOn de polimero libre de CaP(CMC):PLGA RG 756 (44,6% en peso), N-metilpirrolidona (54,4% en peso), 

sal de sodio de carboximetilcelulosa (1,0% en peso), * en la formulaciOn antes de la aplicacion, ** tras 

endurecimiento 
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Met Val Ala Sly Thr Axg Cys Leu Leu Ala Leu Leu Leu Pro Gin Val 

1 5 10 15 

Leu Leu Gly Gly Ala Ala Sly Leu Val Pro Glu Leu Gly Mg Axg Lys 

20 25 30 

Pitt Ala Ala Ala Sex Ser Gly Arg Pro Ser Sex Gin Pro Sex Asp Glu 

35 40 45 

Val Leu Ser Glu The Glu Lea Arg Lea Lea Ser Met The Gly Leu Toys 

50 55 60 

Gin Arg Pro Thr Pro Sex Arg Asp Ala Val Val Pro Pro Tyr Met Leu 

65 70 75 80 

Asp Lea Tyr Arg Arg His Ser Sly Gin Pro Gly Sex Pro Ala Pro Asp 

05 90 95 

His Arg Lea Glu Axg Ala Ala Ser Arg Ala Ann Thr Val Arg Sex Phe 

100 105 110 

His His Glu Glu Sex Leu Glu Glu Lea Pro Glu Thr Ser Sly Lys Thr 

115 120 125 

Thr Arg Arg The Phe Phe Ann Leu Sex Set Ile Pro Thr Glu Slit Phe 

130 135 140 

Ile Thr Ser Ala Glu Lea Gin Val The Axg Glu Gin Met Gin Asp Ala 

145 150 155 160 

Lea Sly Mn As ti Ser Sex The His His Arg Ile Am Ile Tyr Glu Ile 
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REIVINDICACIONES 

1. Composician farmaceutica que comprende una pasta de endurecimiento in situ que comprende: 

un plastificante, que es un liquido organic° biocompatible soluble en agua o miscible en agua, 

un polimero insoluble en agua, que es biocompatible, biodegradable, y/o biorresorbible y soluble en el 

5 plastificante,  

un material de relleno sOlido insoluble en agua, que es insoluble en el plasfificante, 

en la que la pasta, que es inyectable y estable en su envase, es capaz de endurecerse in situ para formar 

un implante solid° tras el contacto con el medio acuoso o fluido corporal, 

en la que dicho plasfificante es polietilenglicol (PEG) 400, PEG 200, PEG 300, PEG 600, 1,3-butanodiol, 

10 aceite de ricino, N-metil-2-pirrolidona, 2-pirrolidona, alcanoles C2 a C6, propilenglicol, solcetal, acetona, 

acetato de metilo, acetato de efilo, lactato de etilo, metil etil cetona, dimetilformamida, dimetilsulfaxido, 

dimefilsulfona, tetrahidrofurano, caprolactama, decilmetilsulfaxido, acid° oleico, carbonato de propileno, 

triacetina, N,N-dietil-m-toluamida, 1-dodecilazacicloheptan-2-ona o mezclas de los mismos. 

2. ComposiciOn farmacautica segun la reivindicaciOn 1, en la que el polimero insoluble en agua es poli(alfa-

15 hidroxiacidos), polflortoesteres), poli(anhidridos), polftaminoacidos), poli(acido glicelico) (PGA), polftacido 

lactico) (PLLA), poli(D,L)-acido lactic° (PDLLA), poli(acido (PLGA), copolimeros de 

poli(acido lactico-co-glicOlico)-polietilenglicol (PLGA-PEG), poli(acido 3-hidroxibutirico) (P(3-HB)), polflacido 

3-hidroxivalerico) P(3-HV), poli(p-dioxanona) (PDS), polftepsilon-caprolactona) (PCL), polianhidrido (PA) 

poliortoester, polietileno (PE), polipropileno (PP), poli(tereftalato de etileno) (PET), poliglactina, poliamida 

20 (PA), poli(metacrilato de metilo) (PMMA), poli(metacrilato de hidroximetilo) (PHEMA), poli(cloruro de vinilo) 

(PVC), poli(alcohol vinilico) (PVA), politetrafluoretileno (PTFE), polieteretercetona (PEEK), polisulfona 

(PSU), polivinilpirrolidona, poliuretano, polisiloxano, o copolimeros, terpolimeros, copolimeros de bloque, 

combinaciones o mezclas de los mismos. 

3. Composici6n farmaceutica segift-i las reivindicaciones 1 a 2, que comprende adernas una canfidad eficaz de 

25 un material de relleno generador de poros soluble en agua. 

4. Composici6n farmaceutica segan la reivindicacion 3, en la que el material de relleno generador de poros 

soluble en agua comprende uno o mas de un 

agente de hinchamiento, preferiblemente derivados de celulosa; 

tensioactivo, preferiblemente copolimeros de bloque de 6xido de etileno y Oxido de propileno; o 

30 agente porOgeno tal como trehalosa, manitol, sacarosa, sorbitol, aminoacidos fisiolOgicos, por ejemplo 

glicina, glutamina, arginina, citrato de sodio, succinato de sodio y fosfatos de sodio, cloruro de sodio, 

polivinilpirrolidona (PVP), PEG sOlidos tales como PEG 4000, PEG 10000, hidrogenocarbonato de sodio, 

sulfato de calcio o quitosano; o 

gas o agente de formaci6n de gas tal como carbonato de calcio o hidrogenocarbonato de sodio. 

35 5. Composicion farmaceutica segan las reivindicaciones 3 y 4, en el que el material de relleno generador de 

poros soluble en agua comprende alginato de sodio, amilasa, amilopectina, almid6n, acid° hialuronico, 

hialuronato de sodio, gelatina, colageno, carboximetilcelulosa, metilcelulosa, sal de calcio de 

carboximetilcelulosa, hidroxilpropil-mefilcelulosa, hidroxibutilmetilcelulosa, hidroxil-etilcelulosa,  

hidroxietilcelulosa o metilhidroxietilcelulosa.  

40 6. Composician farmaceutica de la reivindicaciOn 1, en el que el material de relleno solid° insoluble en agua es 

(a) un compuesto inorganic°, 

(b) un compuesto organic°. 

7. ComposiciOn farmaceutica de la reivindicaciOn 1, que comprende ademas un agente activo, siendo dicho 

agente activo 

45 (a) BMP-1, BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-8, BMP-9, BMP-10, BMP-11, BMP-12, 

BMP-13, BMP-14, BMP-15 o BMP-16, 

(b) GDF-1, GDF-2, GDF-3, GDF-4, GDF-5, GDF-6, GDF-7, GDF-8, GDF-9, GDF-10 o GDF-11 

(c) CD-RAP. 
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8. Composicion farmaceutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a7, para su uso en 

(a) rellenar cavidades 

(b) soportar la regeneraci6n tisular guiada en periodontologia, 

(c) tratar una enfermedad discal traumatica o degenerafiva, 

5 (d) artrodesis vertebral 

(e) tratar una fractura del cuerpo vertebral, 

(f) vertebroplastia o 

(g) cifoplastia. 
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