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DESCRIPCION
Composicién farmacéutica gue comprende una pasta de endurecimiento in situ, su fabricacion y uso

Se desarrolld una composicion farmacéutica que comprende una pasta de endurecimiento in situ, que contiene un
plastificante soluble o miscible en agua que es un disolvente orgénico, un material de relleno insoluble en agua,
orgénico o inorganico y un polimero insofuble en agua. La pasta es una formulacion inyectabie y moldeable, estable
que presenta, una vez endurecida in situ, propiedades de andamiaje. La pasta puede usarse ademas como sistema
de administracion para un agente activo en el campo de la regeneracion tisuiar.

La adicién de un material de relleno generador de poros soluble en agua como agente contra la formacion de piel
aumenta la formacion de poros con tamafios de poro de didmetros suficientes para la infiltracién celular.

La pasta endurecida es lo suficientemente estable mecanicamente como para usarse como matriz de sustitucion de
hueso y cartilago asi como regeneracion de ligamento, tensién o tratamiento de enfermedades periodontales. Todos
los componentes son totalmente biocompatibles, preferiblemente biorresorbibles y certificados para la aplicacién
parenteral. La liberacion sostenida de péptidos y proteinas puede modularse por la composicién y el disefio del
procedimiento.

La invencion engloba una composicién farmacéutica que comprende la pasta de la invencion e ilustra el uso de
dicha pasta para la preparacion de una composicion farmacéutica que va & usarse para el aumento 6seo, para tratar
defectos oseos, para tratar una enfermedad discal traumética y degenerativa, para tratar la dehiscencia dsea o que
va a usarse para la eievacion del suelo sinusal, regeneracion de ligamiento y tension incluyendo reparacion
periodontal.

Antecedentes tecnoldgicos

En el campo de 1a tecnologia farmacéutica, muchos materiales diferentes se han evaluado ya y/o estan todavia en el
proceso de mejorarse adicionalmente para su uso como material de sustitucién de hueso (injerto 6seo), debido a la
amplia variedad de requisitos que deben cumplir los materiales. Dependiendo de la indicacion, un sustituto de injerto
dseo ideal debe tener las siguientes propiedades, inicialmente moldeable y facil de conformar y administrar. pero
estable mecanicamente a lo largo del tiempo de manera similar al hueso endégeno para hacer de puente en
defectos oseos, rellenar cavidades o para el aumento déseo, preferiblemente, el material debe poder producir
endurecimiento in situ para poderse aplicar mediante aplicaciones minimamente invasivas. El material debe ser
biocompatible, preferiblemente bicdegradable y biorresorbible y promover la adhesion y proliferacion celular. Debe
tener una porosidad interconectada para permitir el crecimiento de células para permitir una union al tejido 6seo
circundante (osteoconductividad). Ademas, el material debe poder actuar como portador para factores de
crecimiento 6sec (BMP) para la liberacion controlada de estas proteinas para introducir la formacién de hueso
(osteoinductividad). De manera ideal, la proteina dentro del material esta protegida frente la degradacion proteciitica
y por lavado en el sitio de implantacion. Finalmente, el material debe ser de origen sintético para evitar infecciones y
reacciones inmunologicas, debe estar disponible en cuanto a su acceso y ser de calidad reproducible. De manera
ideal, los materiales sustitutos de hueso sintético deben ser claramente visibles en examenes radiograficos para
inspeccionar el proceso de consolidacidn y determinar fa cantidad y la masa de formacion de nuevo hueso.

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

Debido a la necesidad médica de injertos dseos artificiales y a la disponibilidad limitada de hueso autdlogo,
comunmente estdn en uso diferentes materiaies. Los mas prominentes son los fosfatos de caicio y polimeros
biorresorbibles del tipo de PLGA.

Material a base de fosfatos de calcio

Diversos fosfatos de calcio tales como beta-fosfato de tricalcio (Cas(PQa)z) (beta-TCP), alfa-fosfato de tricalcio (aifa-
TCP) e hidroxiapatita (Ca1o(PO4)s(OH);) (HA) han mostrado ser eficaces como materiales de sustitucion de hueso. El
beta-TCP, por ejemplo, es adecuado tanto como diversos granulados como en trozos (bloques) para el tratamiento
de defectos 0seos. Los materiales de sustitucién de hueso que contienen fosfato de calcio se usan habitualmente
cuando la regeneracién del hueso ya no es posibie o es posible unicamente con dificuitades. Ademas, se usan
materiaies de sustitucién de hueso cuando la formacién 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
estructura inerte que facilita la migracién de céluias desde el hueso vecino. La presencia de huesos o diferentes
células mesenquimatosas, sin embargo, es una condicién previa para la nueva formacién de huesos.

La adicién de astillas de hueso autdlogo puede aumentar significativamente el efecto de los fosfatos de calcio. Estas
astillas de huesos no son s6lo osteoconductivas, sino también ostecinductivas, es decir producen la transformacion
de céluias madre mesenquimatosas no diferenciadas en osteoblastos y condrocitos. Por motivos de seguridad, se
prefieren las astillas de hueso autdgeno a las preparaciones alogénicas o xenogénicas. El uso de huesos autdgenos,
sin embargo, siempre implica un segundo procedimiento quirdrgico, lo que es incomodo para el paciente y es de
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acceso limitado. Ademas, las biopsias de material de injerto dseo autdlogo tienen varias desventajas incluyendo
dolor posoperatorio y complicaciones en la recogida del injerto.

Ademas de los granulos y bloques sélidos mencionados anteriormente, los cementos de fosfato de calcio (CPC)
representan una enorme clase adicional de materiales a base de fosfato de calcio. Se administran mediante
inyeccion o rascador en el defecto dseo como pasta moldeable, pueden adaptarse al sitio del defecto y se vuelven
solidos tras un periodo de tiempe (Driessens ef al., 2002).

Uno de los primeros CPC de autoendurecimiento consiste en fosfato de tetracalcio (TTCP) y fosfato de dicalcio
anhidro (DCPA) (Chow ef al., 2000). Estos componentes reaccionan en presencia de agua para formar hidroxiapatita
como producto final de la reaccién de fraguade del cemento. Las reacciones son o bien endotérmicas o bien
exotérmicas. Las reacciones exotérmicas generan suficiente calor para degenerar proteinas osteogénicas, mientras
que las reacciones de fraguado endotérmicas impiden la lesion térmica en el tejido circundante.

Debide a que la hidroxiapatita se forma en un enterne acuoso, es mas similar a apatitas biologicas que a
hidroxiapatita formada mediante procedimientos a alta temperatura. Como consecuencia, el CPC es osteoconductivo
y experimenta osteointegracién rapidamente (Chemg ef al., 1997).

Aunque los CPC parecen tener varias ventajas con respecto a los biomateriales de fosfato de calcio usados
actualmente, una limitacion aparente es su tiempo de endurecimiento relativamente largo asociado con el efecto de
lavado explicado mas adelante (Cherng ef al.,, 1997). En los Ultimos afios, se ha desarrollade un CPC adicional que
contiene aifa-fosfato de tricalcic {alfa-TCP) y carbonato de calcio (CaCQs), fosfato de monocalcio (MCPA), fosfato de
monocalcio monohidratado (MCPM), fosfato de dicalcio dihidratado (DCPD) o DCPA y Ca(OH), (Takagi et al., 2003).
Sin embargo, la mayor parte de los CPC disponibles comercialmente desarrollados en los Gitimos afios tienen alfa-
TCP como el reactante principal con diferentes tamafocs de particuia de la fase de polvo inicial. Los productos
disponibles comercialmente incluyen Biocbon® (o-BSM), Biocement D y H, Bicfill®, Bonesource®, Calcibon®,
Cementek®, Mimics Biopex® y Norian® SRS® (Driessens ef al., 2002).

El alfa-BSM (ETEX Ceorporation, Cambridge, MA) se compone principalmente de dos fosfatos de caicio, el primero
un fosfato de calcio amorfo (ACP) con una razon Ca/P de 1,54, el segundo un fosfato de dicalcio dihidratado {DCPD,
o brushita). El material es un sustituto de huesoc inyectable que se endurece a la temperatura corporal (37°C) en el
plazo de aproximadamente 20 minutos tras mezclarse con agua o una solucién salina, formando una fase de
hidroxiapatita escasamente cristalina.

Otra pasta de CPC es el Norlan® SRS® (sistema de reparacion esquelética), que es un cemento de apatita
carbonatada de endurecimientc rapido, inyectable usado para rellenar defectos en zonas de hueso esponjoso
comprometido durante la restauracién o el aumento del esquelete. El Norian SRS se endurece para formar dahilita,
que reproduce estrechamente la fase mineral del hueso y gradualmente se remodela en hueso en el organismo
mediante resorcién osteoclastica y nueva formacién de hueso. Es necesario premezclar este CPC en un aparato
adoptado especial antes de la aplicacion.

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 compenentes de polve con una disotucion
acuosa, incluyendo algunos un acelerador o promotor {por ejemplo, hidrogencofosfato de disodio, Na;HPO,)
inmediatamente antes de la aplicacion. Este procedimiento de premezcla produce desviaciones en la calidad del
producto final, dependiendo de la manipulacién antes de su uso, por ejemplo, suspensién inhomogénea. Por tanto
este procedimiento de premezclado puede conducir a una disminucion de la estabilidad mecéanica del implante y, por
tanto, a dificultades referentes a la reproducibilidad.

Otra limitacién de estas formulaciones es que si el polvo se mezcla con el componente acuoso, la mezcla comienza
a solidificar, por tanto el intervalo temporal en que puede administrarse el cemento esta limitado unicamente a unos
pocos minutos. En la situacion clinica, el cirujano ha de mezclar apropiadamente el cemento y luego colocar la pasta
de cemento en el defecto en el plazo de tiempo prescrito, lo que es un factor cruciat en la consecucion de resuitados
optimos.

Una pasta de CPC premezclada, gue es estable en la jeringa y s6lo se endurece tras exponerse a agua contiene
polvos de TTCP mas DCPA y glicerol como liquido de cemento. Sin embargo, la pasta de CPC-glicerol no tuvo una
buena resistencia al lavado cuando se aplicé a un campo abierto hiumedo (Takagi ef af., 2003).

Este efecto de lavado surge cuando la pasta de CPC entra en contacto con fluidos fisiolégicos o cuando se produce
hemorragia debido a su dificultad en algunos casos para fograr la hemostasia. También se ha encontrado que tales
pastas a menudo se disgregan parcial o completamente o presentan un comportamiento inhomogénec tan pronto
como entran en contacto con fluidos corporales u otras disoluciones acuosas (documento US 6.206.957 vy la
bibliografia en el mismo). Ademas, tales pastas se separan faciimente durante la extrusion a partir de jeringas,
forzandose la mayor parte de liquide fuera de |a jeringa mientras que las partes mas solidas permanecen en |a
jeringa y no pueden retirarse de la misma, ni siquiera por medio de mayor presién. Como resultado de una
separacion, puede obtenerse por tanto 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. afiadieron
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), carboximetilcelulosa {(CMC) y quitosano a los liquidos de cemento (Cherng et af. |
1997) para mejorar las propiedades de manipulacion de los CPC. Sin embargo, se retardo el tiempo de
endurecimiento mediante la adicion de HPMC y CMC, y se debilitd |a resistencia mecanica mediante la adicion de o
bien lactato de quitosano o bien acetato de quitosano. Se han realizado otros intentos para mejorar fa inyectabilidad
de los CPC mediante, por ejemplo, un aumento en fa razdn de liquido con respecto a polvo, la adicion de iones
citrato y la adicion de farmacos poliméricos 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 so6lo microporos con tamarios de poro de por debajo del
micrémetro a unos pocos micrémetros. Estudios previos con implantes de hidroxiapatita han mostrado que se
requiere un tamafo de poro de aproximadamente 100 pm 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 como resultado una disminucion significativa en
la resistencia mecanica (Chow, 2000).

Ctros grupos trataron de mejorar el comportamiento de resorcion de los CPC, por ejemplo, aumentando la porosidad
del material (del Real ef al., 2002). Los experimentos mas extensos se han realizado mezclando fos CPC con
cristales de las dimensiones correctas de compuestos altamente solubles y no tdxicos, 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 0 manitol requiere la disolucidn de estos componentes tras la aplicacion y el
endurecimiento del cemento en el defecto 6seo para lograr macroporosidad. Ctro método consiste en la adicién de
NaHCOs al polvo de cemento inicial y el uso de dos liguidos diferentes para crear macroporos (del Real et al., 2002).

Se intentd 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 ai., 2001). También se encontrd gue la incorporacion de quitosano, un
bipelimero natural, aumentaba la resistencia de los CPC, sin embargo, no se generaron macroporos en los CPC que
contenian guitosano (Takagi ef al., 2003; Xu et al., 2002).

En general, los CPC experimentan una estabilidad mecanica refativamente baja (por ejemplo, resistencia a la
compresion, fragilidad) y falta de macroporosidad, por ejemplo, osteoconductividad, lo que limita su aplicabilidad en
ortopedia sdlo 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
resorcion. Debido a |a falta de macroporosidad y, por tanto, osteoconductividad, muchas de las formulaciones de
cemento son malos portadores para factores de crecimiento osteogénicos.

Se han realizado intentos adicionales para mejorar los CPC afadiendo microparticulas de polimeros biodegradables
{por ejemplo, poli(@acido DL-lactico-co-glicolico, PLGA) como vehiculos de administracion para moleculas bicactivas
(Ruhe et al., 2003). Se afiadieron microparticuias de proteina-PLGA al polvo de CPC y se usé una disolucion acuosa
de Na:HP Q4 como liquido, que se afiadié a la composicion poco antes de la aplicacion.

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 través de técnicas de cirugia minimamente invasivas (MIST (minimal
invasive surgery techniques) citadas en Bohner, 2001). En este sentido, debe considerarse la mejora de materiales
adicional en el equilibrio entre lo gue se considera, para una determinada aplicacién clinica, la inyectabilidad de
cemento dptima, un compartamiento de fraguado rapido, macroporosidad y resistencia mecénica.

Recientemente, estos sistemas de CPC se han vuelto interesantes especialmente en combinacién con proleinas
morfogenéticas dseas (Seeherman ef al., 2003).

Material a base de PLGA sintético

Oftra clase importante de biomateriales, que desempefia un papel predominante en el campo de la ingenieria tisular
osea, son los polimeros biorresorbibles (Vert, 1989). Especialmente, !a clase de compuestos de los
poli{hidroxiacidos) tiene 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
escision de cadena hidrolitica (degradacién) en un entomo himedo. La degradacion sostenida conduce finalmente a
ias unidades de hidroxiacido correspondientes. La mayor parte de estos productos finales hidroiiticos se producen
como metabolitos de muchas bacterias y fenotipos celulares.

El potencial de degradacién y sus propiedades mecanicas ofrecen aplicaciones para el uso como sustratos para
implantes temporales en ia tecnologia médica. Estudios para diversos polimeros en diferentes tejidos documentan ia
biocompatibilidad de estos compuestos in vivo, 1o que forma las bases para el desarrollo de implantes comerciales
como dispoesitivos médicos (Middleton et af., 2000).

En la cirugia clinica, los poliésteres desempefian presumiblemente el papel mas importante en relacion con la
fijacion, el aumento y fa sustitucion de hueso. Dispositivos como tornillos, pfacas, anclajes o pasadores sirven para la
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colocacion y fijacion de fragmentos de hueso tras la pérdida o el dafio 6seo. La principal caracteristica de estos
polimeros absorbibles en aplicacion es la falta de necesidad de una operacién de retirada. Otro punto importante
esta a favor de 1os dispositivos de fijacion poliméricos: la integracién mecanica del implante en el tejido dseo.

Un inconveniente importante en los implantes totaimente a base de poliéster es |a posible acumulacidn de productos
de degradacion que alcanzan niveles citotdxicos y la acidificacion acompafante en el sitio del implante debido a la
liberacién que disminuye el pH de mondmeros de acido, especialmente cuando se usaron implantes no porosos,
solidos, y la degradacion avanza segun un mecanismo de degradacion volumétrica (Li ef af., 1990).

Para evitar tales consecuencias negativas provocadas por la disminucién del pH local, el implante debe presentar
porosidad por ejemplo, mediante el procedimiento de lixiviacidén de sal para evitar fa degradacion volumétrica y, por
tanto, una acumulacién de monémeros acidos y reducir la cantidad neta del potimero. Ademas, se ha sugerido
incorporar sales basicas dentro de los implantes de PLA/ PGA (Agrawal ef al., 1997). Otros enfoques emplean
ceramicas basicas como fosfatos de calcio como materiales de rellenc para poliésteres para equilibrar el valor de pH
local y aumentar la estabilidad mecanica (Schiller ef al., 2003). También se han producido materiales compuestos de
hidroxiapatita y PLA/PLGA (polilactida-co-glicolida) (Durucan et af., 2000). El procesamiento de tales materiales
compuestos requiere un tratamiento térmico y el uso de disoluciones en cloroformo del componente polimérico
{Ignjatovic et al., 1989). Como alternativa, pueden usarse polimeres con mayor estabilidad hidrolitica come poli(acido
hidroxibutirico).

Para el uso de estos polimeros como sustitutos de hueso, |a estrategia comun es disefiar un implante, que satisface
temporalmente la funcién para permitir un proceso de consclidacion y retener la resistencia durante las fases
tempranas en el sitio de implantacién tras la operacién. Después, la pérdida de resistencia y el médulo del implante
deben estar en armonia con la resistencia creciente del tejido lesionado (Tormald et al., 1985). E! avance de la
degradacién crea espacio para procesos de restauracion para reilenar el hueco con el crecimiento de tejido de
huésped vital. En la actualidad, no se dispone de ningln material de relleno gue se ajuste a este requisito de manera
satisfactoria para formar nuevo hueso homogéneo en grandes defectos (Rueger et al., 1996).

Bigmateriales v proteinas osteoinductivas

Para lograr un efecto ostecinductivo, una alternativa al uso de huesos autoégenos es el uso de factores de
diferenciacion y crecimiento 6seo especificos tales como GDF-5 o diferentes proteinas morfogenéticas dseas (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 liberacion de proteinas y, por tanto,
aumente el tiempo de residencia eficaz de la proteina en el sitio del defecto y finalmente acelere la consclidacion
6sea en comparacion con tampones de formulaciones liguidas. {(Seeherman et al., 2003). En la bibliografia, se
describen como portadores fosfatos de calcio, coldgeno, colageno mineralizado (fesfato de calcio que contiene
colageno) y polimeros biorresorbibles, hidroxiapatita y beta-TCP (Hotz ef al., 1994), apatita hidroxilica de extractos
de algas (Gao et al, 1996), extractos dseos (Gombotz et al, 1996), colageno (Friess ef al, 19988) y poli(alfa-
hidroxijacidos (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 €l tipo de
portador seleccionado o bien el método de recubrimiento (Terheyden ef al., 1997). Se describen diversos métodos.

En el documento WO 98/21972, la disolucidn en primer lugar de GDF-5 en un disolvente organico y luego su
precipitacion afiadiendo agua consiguen el recubrimiento mediante la precipitacion rapida de GDF-5 sobre beta-
TCP. Debido a la toxicidad de muchos disolventes, sin embargo, no se prefiere un procedimiento de este tipo para la
produccion de composiciones farmacéuticas. Lind ef al. (1996) llevan a cabo el recubrimiento de diversas ceramicas
de fosfato de calcio en presencia de gelatina (obtenida habituaimente a partir de huesos de bovinos o cerdos) como
proteina de proteccion. Debido al aumento del riesgo de infeccion y de reacciones inmunogénicas, sin embargo,
debe evitarse el uso de sustancias animales para la produccion de composiciones farmacéuticas y especialidades
farmacéuticas. Friess et al. (1999) y Gao ef 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 recién formado ha de sostener una
carga de presion posterior. Ademas, las calidades farmacéuticas de colageno estan disponibles hasta ia fecha a
partir de fuentes animales Unicamente. Finalmente, segln la rapida tasa de degradacion y liberacion de los factores
de crecimiento en ios productos del estado de la técnica (por ejemplo, rhBMP-2 y esponja de colageno) el contenido
en principio activo esta a menudo drasticamente por encima del nivel fisiolégico en el tejido 6seo.

Ventajosamente, tal como se da a conocer en el documento WO 03/043673, los presentes inventores han
encontrado que se logran propiedades ostecinductivas y osteoconductivas mejoradas y fiables in vivo tras la
implantacion en un sujeto, preferiblemente un ser humano, en un dispositivo en el que puede realizarse una
distribucion homogénea del portador de material compuesto, tal como beta-TCP u otros fosfatos de calcio, con
proteina osteocinductiva no agregada, biolégicamente activa. Tal agregacion provoca microprecipitacion, que es el
motivo para una distribucién inhomogénea que da como resultado propiedades osteoinductivas disminuidas al
menos significativamente tal como se describe para otros dispositives en la técnica 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 inflamacién y reacciones téxicas del sujeto tras la implantacion mediante el dispositivo det documento WO
03/043673, que esta libre de impurezas toxicas ¢ ccontaminantes infecciosos. En particular, e! uso de proteinas
protectoras (tales como, por ejemplo, gelatina) como mediador de solubilidad es totalmente innecesario para el
dispositivo del documentio WO 03/043673. Sin embargo, tales dispositivos no son adecuados para aplicaciones que
requieren una liberacién retardada del agente activo,

En el campo del aumento oseo, los sistemas de liberacion retardada se requieren especialmente en vista de la corta
semivida de proteinas o péptidos en el cuerpo humano con respecto a la induccion ésea, o bien debido a la
dispersién desde el sitio del implante o bien a través de degradacién. En los primeros intentos para lograr una
liberacion retardada de proteinas morfogenéticas ¢seas, se han dado a conocer dispositivos en los que tales
proteinas se han combinado con polimeros biorresorbibles. Hollinger et af. (1996) pubficaron el uso de poli(alfa-
hidroxiacidos) como portadores para BMP-2, En combinacion con proteinas o péptidos osteogénicos, estos
polimeros son de especial interés con respecto a legrar una liberacion controlada del agente activo. Wang et al.
(2000) dan a conocer un procedimiento de liofilizacion de emulsidon que parte de una disolucion de PLA en cloruro de
metileno para la fabricacion de un andamiaje biodegradable que puede incorporar y administrar macromoléculas
bipactivas para la regeneracién 6sea. Schmidmaier et al. (2000) dan a conocer el uso de una disclucidn en
cloroformo de PLA junto con los factores ostecinductivos IGF-I y TGF-betal en los implantes de recubrimiento.

El documento WQ02/070029 da a conocer una matriz de beta-TCP porosa que se mezcla opcionalmente con
microesferas de PLGA encapsuladas con OP-1 (proteina ostecgénica 1, una proteina morfogenética 6sea) para
formar un material heterogéneo. A diferencia del documento WO 03/043673, la matriz de beta-TCP en el documento
WO02/070029 presenta vacios separades individuales en vez de poros interconectados. Los poros de esta matriz no
pueden dotarse de un recubrimiento hcmogéneo del polimerc y/o componente de agente activo. Las microesferas
las produce Alkmeres, Inc y presentan un didmetro de 20 a 500 um que permite la microagregacion del agente activo
encapsulado. Para la produccion de tales microesferas, se pulverizan disoluciones en cloruro de metilenc del
componente polimérico junto con la proteina y se congelan en un stanol sumamente frio (Herbert et &/, 1998 y
véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 6.726.860), ambas etapas en combinacidon con dos disolventes
organicos diferentes que confieren esfuerzo quimico y mecénico a la proteina.

Sistermas de administracion a base de polimerps bigpdegradables fluidos

La colocacion de dispositivos médicos tales como implantes y otros articulos sdlidos en un organismo implica
frecuentemente un procedimiento quirdrgico. Para algunas aplicaciones, por ejemplo, administracion de farmacos o
minimamente invasivas, sin embarge, se ha descrito que los sistemas de administracion a base de polimeros
bicdegradables pueden introducirse en un organismo como formulacicnes fluidas similares a los cementos de fosfato
de calcio (véanse, por ejemplo, Jos documentos EP0436667, EP0537559, EP0539751, EPO754032, EP(0862416,
EP1126822, EP1147781, EP1404294, US 6.461.631, US 5780044 y US 5.278.202, asi como homdblogos
extranjeros, cedidos a Atrix Laboratories, Inc.).

A diferencia del CPC también fluide, en el que la proteina esta dentro de, o scbre, el portader en contacto directo
con el medio circundante, puede protegerse y/o estabilizarse una proteina dentro de un portador que contiene
polimero (por ejemplo, polifalfa-hidroxiacidos). Ademas, ia proteina o el péptido se libera solo por difusion desde el
cemento de fosfato de calcio mientras que la proteina o el péptido dentro de la matriz de polimero se fibera con fa
degradacion creciente del polimero y/o por difusion desde la matriz de polimero. Por tanto, la cinética de liberacion
puede ajustarse con precision mas faciimente 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 organico miscible
en agua biocompatible para formar un implante sélido biodegradable in sitv dentro del organismo mediante
exposicion a fluidos corporales o un fluido acuoso y se administran como fiquidos usando una jeringa para formar in
situ una matriz sélida mediante la disipacién o dispersion del disolvente organico dentro del organismo. Durante el
contacto con agua, se forma un andamiaje con una estructura de nucleo interno altamente porosa rodeada por una
superficie casi no porosa.

Esta superficie no porosa inhibe la migracién celular al intericr del nucleo interno, por tanto, estos materiales no
presentan propiedades osteoconductivas. Estos implantes se usan como dispositivos protésicos y/o sistema de
administracion ¢controlada para agentes activos biolégicos.

Otro inconveniente de este tipo de clase de materiales en el tiempo de endurecimiento prolongado hasta que e
material muestra una estabilidad mecénica suficiente. Sin embargo, la degradacién posterior in vivo del polimero
proveca problemas similares a los descritos anferiormente para los andamiajes a base de polimerc convencionales.
Presentan degradacion, lo que conduce a una pérdida en tas propiedades mecanicas, y una disminucion del pH local
hasta un nivel citotdxico. Como consecuencia, esto puede conducir a una respuesta inflamatoria por cuerpo extrafio.

Ademads, no tienen las mismas propiedades bioactivas y osteoconductivas de los sistemas de fosfato de calcio
descritos anteriormente.

Por tanto, existe la necesidad de una composicion inyectable y biccompatible mejorada, gue proporcione un
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andamiaje poroso de interconexién in vivo para la infiltracidon y migracion celular con un comportamiento de
endurecimiento acelerado para sustituir el biomaterial por estructuras dseas a la vez que se reduce la carga
(contenido en polimero) para €l organismo,

Otro objeto subyacente a la presente invencidn es tener una composicidn que comprende una pasta de
endurecimiento in situ con una buena resistencia al lavado que es estable en su envase y se endurece sélo tras
colocarse en el defecto con tiempo suficiente para ajustar la forma del material al tamafio de! defecto, si es
necesario.

Otro objeto de la presente invencién es la provisibn de una composicidon que comprende una pasta de
endurecimiento in sity adecuada para la implantacién en un sujeto que necesita un aumento éseo mediante una
composicion 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 composicién que comprende una pasta de
endurecimiento in situ adecuada para la implantacidn en un sujeto que necesita un aumento dsec con una
resistencia mecénica suficiente y/o evitar los problemas asociados con una disminucion de pH local inducida por la
degradacion del polimero.

Otro objeto subyacente a la presente invencidn es la provision de una composicion que comprende una pasta de
endurecimiento in sity adecuada para la implantacion en un sujeto que necesita un aumento 0sec mediante
inyeccion, moldeo, relleno o presion. In sifu la pasta con un agente activo permitira la liberacion retardada de un
agente activo unido a la matriz, preferiblemente con una actividad local optimizada de dicho agente activo.

Ofro objeto subyacente a la presente invencion es ia provision de una composicidn que comprende una pasta de
endurecimiento in sifu adecuada para la implantacion en un sujeto que necesita un aumento 0seo mediante
inyeccion que permite la beracion retardada de un agente activo unido y evitar ios problemas asociados con una
disminucion de pH local inducida por la degradacion del polimero.

Otro objeto subyacente a la presente invencidn es la provision de una composicion que comprende una pasta de
endurecimiento in sifu adecuada para la implantacion en un sujeto que necesita un aumento dseo mediante
inyeccién que permite la liberacion retardada de un agente activo unido y evitar efectos secundarios toxicos y/o
respuestas inflamatorias.

Otro objeto subyacente a la presente invencidén es la provision de una composicién que comprende una pasta de
endurecimiento in sty adecuada para la implantacion en un sujeto que necesita un aumento 6seo mediante
inyeccion que permite la liberacidn retardada de un agente activo unido y que permite menores dosis del agente
activo en comparacién con dispositivos convencionales.

Otro objeto subyacente a la presente invencion es la provision de una composicioh que comprende una pasta de
endurecimiento in sifu 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
mecanicamente para el relleno de defectos de hueso y cartilago.

Otro objeto subyacente a la presente invencidn es la provision de una composicion gque comprende una pasta de
endurecimiento in sify adecuada para la implantacion en un sujeto que necesita hueso que permite la liberacion
retardada de un agente activo unido mediante inyeccion, endureciéndose la pasta en condiciones fisiologicas y
pudiendo sustituir dispositivos convencionaies implantados mediante cirugia.

Sumario de la invencién

Sorprendentemente, los presentes inventores pudieron proporcionar una composicion farmacéutica gue comprende
una pasta de endurecimiento in sifu que resuelve estos objetos.

Con ello, los presentes inventores proporcionan una composicidn farmacéutica que comprende una pasta de
endurecimiento in sifu que comprende un plastificante, un polimero insoluble en agua y un material de relleno sélido
insoluble en agua, siendo la pasta una pasta premezclada estable que se endurece tras el contacto con un liquido
acuoso tal como agua, una solucidn fisiclogica, medio de cultivo celular (por ejemplo, FCS) o fluido corporal y
presenta una resistencia mecanica y resistencia al lavado mejoradas en el sitic del implante, incluso si se implanta
en un campo abierto humedo, a la vez que se reduce |a carga de alto contenido en polimero para el organismo tal
como seres humanos o animales. Ademas, la pasta de endurecimiento /n sifu comprende un plastificante, un
polimero insoluble en agua, material de relleno solido insoluble en agua y material de relleno generador de poros
soluble en agua con macroporosidad mejorada.

La alta resistencia mecanica asi como la porosidad, preferiblemente macroporosidad con tamafio de poro de
aproximadamente 100 um y mas y la formacién de un andamiaje poroso de interconexion que es suficiente para el
crecimiento de células vivas, soportan la nueva formacién de hueso en el vacio relleno con la composicion.
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Las realizaciones de la invencién son:

1. Una composicion farmacéutica que comprende una pasta de endurecimiento in situ que comprende:

un plastificante, gue es un liquido orgéanico biocompatible soluble en agua o miscible en agua,

un polimero insoluble en agua, que es biocompatible, biodegradable, y/o biorresorbible y scluble en el plastificante,
un material de relieno sélido inscluble 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 sifu para formar un
implante solido tras el contacto con el medio acuosoc o fluido corporal,

en la que dicho plastificante es polietilenglicol (PEG) 400, PEG 200, PEG 300, PEG 600, 1,3-butanodio!, aceite de
ricino, N-metil-2-pirrolidona, 2-pirrolidona, alcanoles C2 a C8, propilenglicol, solcetal, acetona, acetato de metilo,
acetato de etilo, lactato de etilo, metil etil cetona, dimetilformamida, dimetilsulféxido, dimetilsulfona, tetrahidrofurano,
caprolactama, decilmetilsulféxido, acido oleico, carbonato de propileno, triacetina, N, N-dietil-m-toluamida, 1-
dodecilazacicloheptan-2-ona o mezclas de los mismos.

2. La composicion farmaceutica segln la realizacion 1, en la que el polimero insoluble en agua es poli(alfa-
hidroxiacidos), poli{ortoésteres), poli(anhidridos), poli(amincacidos), poli(acido glicdlice) (PGA), poli{acido lactico)
(PLLA), poli{D,L)-acido lactico (PDLLA), poli(acido Yactico-co-glicdlico) (PLGA), copolimeros de poli{acido lactico-co-
glicolico)-polietilenglicol (PFLGA-PEG), poli{acido 3-hidroxibutirico) (P(3-HB)), poli{acido 3-hidroxivalérico) P(3-HV),
poli(p-dioxanona} (PDS), poli(épsilon-caprolactona) (PCL), polianhidrido (PA} poliortoéster, polietileno (PE),
polipropilenc (PP), poli(tereftalato de etileno) (PET), poliglactina, poliamida (PA), poliimetacrilato de metilo) (PMMA),
poli{metacrilato de hidroximetilo) (PHEMA), poli(cloruro de vinilo) (PVC), poli(alcohol vinilico) (PVA),
politetrafluoretiiene (PTFE), polieteretercetona (PEEK), polisulfona (PSU), polivinilpirrolidona, poliuretano,
polisiloxano, o copolimeros, terpolimeros, copolimeros de bloque, combinaciones o mezclas de los mismos.

3. La composicion farmacéutica segun las realizaciones 1 a 2, que comprende ademas una cantidad eficaz de un
material de refleno generador de poros soluble en agua,

4, La composicion farmacéutica segun la realizacion 3, en la que el material de relleno generader de poros soluble
en agua comprende uno o mas de un

agente de hinchamiento, preferiblemente derivados de celulosa;
tensicactivo, preferiblemente copolimeros de bloque de 6xido de etileno y dxido de propileno; o

agente porogenc tal como trehalosa, manitol, sacarosa, sorbitol, aminocacidos fisiolégicos, por ejemplo glicina,
glutamina, arginina, citrato de sodio, succinato de sodio y fosfatos de sodio, cloruro de sodio, polivinilpirrolidona
(PVP), PEG sélidos tales como PEG 4000, PEG 10000, hidrogenocarbonato de sodio, sulfato de calcio o quitosang;
c

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

5. La composicién farmacéutica segin las realizaciones 3 y 4, en el que el material de relleno generador de poros
soluble en agua comprende alginato de sodio, amilasa, amilopectina, almidén, acido hialurdnico, hialuronato de
sodio, gelatina, colageno, carboximetilcelulosa, metilcelulosa, sal de calcio de carboximetilcelulosa, hidroxilpropil-
metilcelulosa, hidroxibutilmetilcelulosa, hidroxil-etilceluiosa, hidroxietilceiulosa ¢ metilhidroxietilcelulosa.

6. La composicién farmacéutica de |a realizacion 1, en el que el material de refleno solido insoluble en agua es
(a) un compuesto inorganico,
(b} un compuesto organico.

7. La compasicion farmacéutica de la realizacion 1, que comprende ademas 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
(c) CD-RAP.
8. Una composicion farmacéutica segun cualquiera de las realizaciones 1 a 7, para su uso en

(a) rellenar cavidades
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{b) soportar la regeneracion tisular guiada en pericdontologia,
(c) tratar una enfermedad discal traumatica o degenerativa,
(d) artrodesis vertebral

(e) tratar una fractura del cuerpo vertebral,

{f) veriebroplastia o

(g) cifoplastia.

Breve descripcidn de las figuras

La figura 1 muestra la influencia de los componentes de la pasta de endurecimiento in sifu en referencia a sus
caracteristicas de consistencia, porosidad y endurecimiento dependiendo de su razén.

La figura 2 muestra diversas composiciones de andamiaje de formacién in situ (IFS, in situ forming scaffold} o
composiciones candidatas para la pasta de endurecimiento in situ de la presente invencién con una variacién de fa
razén de polimero y cemento de fosfato de calcio y la dureza [%] 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)

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%
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 compene de o-TCP (59,0% en peso), CaHPO4 {24,0% en pesc), CaCO; (8,5% en
peso), hidroxiapatita (8,5% en peso)

La figura 3 muestra |a dureza [%] de diversas composicién de IFS con una razén de polimero con respecto a fosfato
de calcio diferente en funcion del tiempo (tras 1, 72, y 168 h), en la que O es el punto de tiempo en el que la muestra
de IFS se transfirid a un tampén PBS a 37°C y se determiné la dureza segun los ejemplos descritos a continuacién.
La composicién del cemento de fosfato de calgio 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%
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)

La figura 4 muestra la dureza [%] para composiciones de IFS con diferente contenido de polietilenglicol 400 (PEG
400) como plastificante. La compaosicion del cemento de fosfato de calcio usadoe 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), polietienglicol 400 (50,0% en peso), cemento de fosfato de calcio (30,0% en
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 cémo afectan la composicion, por ejemplo la razén de polimero/material de relleno
inorganico y el contenido en disolvente organico a las propiedades mecanicas de la pasta de endurecimiento in situ
de la invencion. Se observé la mayor estabilidad mecanica dentro de estos ejemplos para la razén de material de
reflenc inorganico/polimero de 1,5:1. Se describieron anteriormente reafizaciones preferidas que satisfacen los
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requisitos de estabilidad de la presente invencién. A continuacién se describen detalles adicionales.

En la figura 4 se muestran resultados experimentales para evaluar el contenido en plastificante optimo de la
composicién para lograr una maxima estabilidad mecénica. Dentro del intervalo entre el 44,5% y menor gue el 60%,
pudo lograrse una estabilidad mecanica mejorada en estas muestras analizadas.

La figura 5 muestra el impacto de cemento de fosfato de calcio (CPC, negro) frente a B-TCP (blanco) como fase
inorganica sobre la dureza [%] del IFS en funcitn del tiempo. La composicién 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)

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

La figura 6 muestra la dureza [%] para diversas composiciones que contienen fosfato de calcio en funcién del tiempo
(1, 48, 168 h).

Cada formulacién comprende PLGA RG 503H (22,2% en peso), polietilenglicol 400 (44,5% en peso) y un
componente inorganico (33,3% en peso). El componente inorganico de las diferentes formulaciones se usd tal como
sigue:

negro; cemento de fosfato de calcio que consiste en o-TCP (62,5% en peso), CaHPQ4 (26,8% en peso), CaCCa
(8,9% en peso), hidroxiapatita (1,8% en peso)

gris: o-TCP
blanco: a-TCP (99,0% en peso), hidroxiapatita (1,0% en peso)
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 tamafio de particula de o-TCP en funcién del tiempo (1,
48 y 144 h).

Cada formulacion 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)

El cemento de fosfato de calcio consiste en o-TCP (62,5% en peso), CaHPQ. (26,8% en peso), CaCOa (8,9% en
peso), hidroxiapatita (1,8% en peso).

El tamafio de particula de a-TCP se varia:

negro: tamario de particula de granulos de o-TCP — 300 - 500 pm

gris: tamafio de particula de granulos de o-TCP — 500 - 700 pm

blanco: tamario de particula de granulos de o-TCP — 700 -1000 pm

blanco con puntos grises: tamafio de particula de granulos de o-TCP — < 300 pm

En la figura 7 los inventores muestran la influencia del tamafio de particula del material de relleno inorganico
analizado sobre las propiedades mecanicas de la pasta de endurecimiento /n situ con estabilidad mecanica
mejorada cuando se usa un material de relleno con un tamano de particula de 300 um o mayor.

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 compaosicion 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
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 téxicas tales come PEG o DMSO (véase la
figura 11). Tal como se muestra en la figura 8 para PLGA (50/50), los PEG tales como el PEG 400 producen un
aumento en la estabilidad mecdnica a lo largo del tiempo (de 1 a 98 h) en comparacion con la NMP, que se usa
frecuentemente en liquidos de polimeros farmacéuticos de la técnica 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 crganicos en mezclas de IFS con PLGA RG
503H (determinacién midiendo la disminucién de la temperatura de transicion vitrea (Tg) mediante DSC segun el
ejemplo 21). Dependiendo del disolvente organico usado, se altera la Tg del polimero, mientras que una reduccion
en Tg influye negativamente en las propiedades mecanicas del IFS,

negro: PLGA RG 503H/ polietilenglicol 400 (1:2)
gris: PLGA RG 503H/ N-metilpirrclidona (1:2)
blanco: PLGA RG 503H/ dimetilsulféxido (1:2)
gris con puntos blancos: PLGA RG 503H

La figura 10 muestra la dureza [%] dependiendo de diferentes tipos de PLGA. Los resultados revelan gue han de
tenerse en cuenta varas caracteristicas para la seleccién de un polimero, que sea adecuado como componente del
IFS. Tanto la razdn de acido lactico/ y glicdlico con la cadena de polimero como la viscosidad inherente influyen en
las propiedades mecanicas det IFS endurecido. La composicion del cemento de fosfato de caicio usado se describe
bajo |a figura 6.

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

Segun la aplicacidon de la pasta de endurecimiento in situ de la presente invencion, las propiedades mecénicas de la
pasta pueden ajustarse mediante ia seleccién del tipo de polimero (figura 10). Gracias a la presente invencion, los
inventores encontraron que ia estabilidad mecanica a largo plazo del implante en medios acuosos puede potenciarse
significativamente si se usan polimeros con una razén de acido lactico/acido glicolico inferior a 75:25,
preferiblemente 50:50 (RG 503H) en comparacion con 75:25 (RG 756H). Puede lograrse una mejora adicional de la
estabilidad mecanica si se usan polimeros de extremos blogueados tal como se muestra para RG 503 en
comparacion con RG 503H’ (de extremos no blogueados) mostrade en las figuras 10 y 12. Ademas, las propiedades
mecanicas se mejoran usando polimeros con un peso molecular aumentado (RG 503 en comparacion con RG 502).

La figura 11 muestra el impacto de copolimeros de diblogue de PLGA-PEG sobre la dureza [%] del IFS

negro: copolimero de dibloque (11,4% en peso), dimetilsulféxido (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%
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 sdlo puede usarse PLGA como polimero adecuado para fabricar la pasta de endurecimiento in situ de la presente
invencion, también los copolimeros de dibloque de PLGA-PEG dan como resultado una pasta con una dureza mayor
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 tiempo mediante DSC tal
como se describe en el ejemplo 21. La composicion del cemento de fosfato de calcio usado se describe bajo la
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 pesa)

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)

La figura 13 muestra la resistencia mecénica mejorada (dureza [%]) de la compasicién de IFS a 1o largo del tiempo
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en comparacion con otros dispositivos de autoendurecimiento relacionados. La composicion del cementoe de fosfato
de calcio usado se describe bajo |a figura 6.

Gracias a la presente invencion, pudo desarrollarse una pasta de endurecimiento in sifu con una mayor resistencia
mecanica en el piazo de una hora tras el endurecimiento de la pasta in sifu en comparacién con un cemento de
fosfato de calcio (barra blanca) o un sistema a base de polimero que consiste en PLGA y N-metilpirrolidona (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), polietiienglicol 400 (44,5% en peso) y un cemento de
fosfato de calcio (33,3% en peso)

gris: disolucion 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 aifa-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 formacién de poros de la sal de sodio de carboximetilcelulosa en diferentes
concentraciones sobre la capacidad de formacion de poros sobre la superficie externa del IFS. Gracias a la presente
invencion, pudo impedirse la formacion de piel alrededor de la pasta de endurecimiento in sifu mediante la adicion 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 formulacién de
IFS, se produce un proceso de formacion de poros sobre la superficie de la composicién de IFS tras [a aplicacién
(endurecimiento in sifu) con tamafios de poro, que facilitan ahora la migracion celular al interior de las estructuras
internas del IFS. Sin embargo, sélo puede lograrse una macroporosidad suficiente tras la adicidén de, por ejemplo, la
sal de sodio de carboximetilcelulosa a la composicion de la presente invencion, mientras que otras composiciones
tales como las que comprenden NMP son menos porosas en [a estructura externa de la matriz de formacion in sifu.

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

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)
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 interconexion.

A muestra una microfotografia SEM del IFS que se tomo segun el ejemplo 20.

La muestra mostrada es el resultado de dos secciones transversales formando un anguic de 90°. Las dos
direcciones principales en las que ha tenido lugar ia formacion de poros en todo el andamiaje ¢onducen a una red
tridimensional de poros de interconexion (micro y macroporos).

composicion del IFS: PLGA RG 503H (22,2% en peso), cemente de fosfato de calcio (33,3% en peso),
polietilenglicol 400 (44,5% en peso)

B muestra poros de interconexion del IFS

La fotografia realizada mediante microscopia optica muestra el drea de seccion transversal de una muestra de IFS
de la siguiente composicion: PLGA 503H (22,2% en peso), cemento de fosfato de calcio (33,3% en peso),
polietilenglicol 400 (44 5% en peso).

Gracias a la presente invencién, pudo generarse un andamiaje macroporoso similar a fa sustancia esponjosa. Las
flechas explican regicnes, que muestran la interconectividad de poros generados dentro de la pasta de
endurecimiento in sify de la invencion, que estan presentes por todo el andamiaje in sifu formado.

La figura 16 muestra la liberacion de rhGDF-5 desde la composicion de IFS a lo fargo 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
calcio (33,3% en peso) que incluia granulos recubiertos con rhGDF-5 de o-TCP (62,5% en peso); resultando una
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concentracién de rhGDF-5: 104 ug/g de IFS. Se determiné la liberacion de proteina tal como se describe por el
ejemplo 15 a 4°C. Gracias a la presente invencion, pudo mostrarse una liberacion sostenida de agente activo a lo
largo de 7 dias. Tras 7 dias, s6lo se administrd el 60% de agente activo.

La figura 17 muestra la estabilidad de granulos recubiertos con thGDF-5 de o-TCP en diversos disolventes
organicos (A - acetona, B - NMP, C - PEG 400) determinada segun el ejemplo 14 en condiciones no estériles. D
muestra granulos recubiertos con rhGDF-5 de a-TCP sin tratamiento con disolventes organicos como control. Se
determind la estabilidad de |a proteina como el area de pico relativa mediante la cantidad de rhGDF-5 nativo tras la
extraccién de los granulos recubiertos de o-TCP. La mayor estabilidad pudo lograrse para PEG 400 con respecto a
los demas disolventes organicos analizados usando rhGDF-5 como agente activo a modo de ejemplo. La estabilidad
puede aumentarse adicionalmente si las condiciones de fabricacidn se mejoran adicionalmente tal como la
fabricacion en condiciones estériles, gas inerte ¢ |a adicion de estabilizadores.

La figura 18 muestra ia resistencia al lavado de IFS en comparacion con otros sistemas del estado de la técnica
tales como la pasta de hidroxiapatita Ostim® adquirida de Heraeus Kuizer (A) y el cemento de fosfato de calgio
Calcibone® adquirido de Merck (C) con el IFS de la presente invencion (B) tras la aplicacion de la pasta a agua
pura. La pasta de endurecimiento in sitt 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 «-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). Se
llevd a cabo el ensayo a la temperatura ambiental. Se inyects directamente Ostim® en los medios acuosos. Se
premezcld el Calcibon® mediante inmersidn de 1 g de poivo de cemento y 0,32 ml de liquido de cemento. Tras 5
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.

Descripcién detallada de las realizaciones preferidas

A La pasta de endurecimiento in situ

Tal como se indicod anteriormente, la presente invencion proporciona generalmente una composicidn de pasta de
endurecimiento in sitt que incluye al menos tres componentes: un plastificante, que es un liquide organico
biocompatibie soluble en agua o miscible en agua, un polimero insoluble en agua, que es biocompatible,
biodegradable y/o biorresorbible y soluble en el plastificante, y un material de relleno sélido 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
en el defecto. Tras ponerse en contacto con un medio acuoso o fluido corporal, [a pasta de endurecimiento in Sifu
puede producir endurecimiento in sity para formar un implante sélido. Preferiblemente, |a estabilidad en el envase de
la pasta premezclada es al menos durante varias semanas, mas preferiblemente varios meses, lo mas
preferiblemente al menos un afo. 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
envase es un envase hermético usado cominmente tal como el usado comuinmente para aplicaciones parenterales
en aplicaciones farmacéuticas.

El término pasta de endurecimiento in situ, andamiaje de formacion in situ (IFS), pasta de formacidn in situ, IFS,
composicion de IFS, pasta de material compuesto de ceramica/polimero y pasta se usan de manera intercambiable
dentro de la presente invencién.

Ei término “endurecimiento in situ” tal como se usa en la presente invencién se refiere a un implante sdlido que se
forma tras el contacto con un medio acuoso tal como agua, una solucion fisiologica o fluido corporal tras la disipacion
o disolucion deil disolvente organico en los alrededores ex vivo asi como en un organismo tal como un tejido o
cuerpo humano o de animal. Dependiendo de la indicacion y el uso de la pasta, un implante sdlido de este tipo
también englobaria un implante que al menos tiene una mayor resistencia mecanica tras ponerse en contacto con un
fluido corporal circundante que la pasta antes de la aplicacién, por ejemplo, en el caso de una pasta de
endurecimiento in situ para reparacion periodontat.

El término "pasta” tal como se usa segun la presente invencién se refiere a una un mezcla o material blando, suave,
espeso, 0 pasta como entidad administrable usando una jeringa o aplicacién minimamente invasiva, que comprende
al menos tres componentes, preferiblemente al menos cuatio componentes, lo mas preferiblemente al menos cinco
componentes tal como se expuso anteriormente. La pasta es adecuada para el relleno de defectos quirdrgicos, la
regeneracion tisular o el aumento dseo. En otra realizacién, la pasta se usa como sistema de administracion de
farmacos para la liberacidn controlada de sustancias activas tras la implantacién.

En una realizacion preferida, la pasta de la presente invencidn esta libre de sustancias toxicas. Preferiblemente,
tales sustancias téxicas ya se evitan en el proceso de produccion, ya que su produccion requiere gastos adicionales
debido a las etapas de eliminacién requeridas durante el proceso de produccién y medios caros necesarios para el
analisis quimico de alta sensibilidad.

El término “sustancias toxicas’, en particular, engloba aquellos disolventes y aditivos organicos téxicos que se usan
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mediante los métodos descritos en la técnica, que se clasifican por la ICH como disolventes de clase 2 (ICH Topic Q
3 C Impurities: Residual Sclventes (*Impurezas; disolventes residuales”) por ejemplo cloruro de metileno. Dichas
sustancias pueden provocar efecios tdxicos sistémicos o locales, inflamacidn y/u otras reacciones iras la
implantacion de dispositivos que contienen dichas sustancias. Dichos dispositivos de la técnica anterior son menos
aceplables terapéuticamente debido a dichos efectos secundarios no deseados, que no pueden evitarse mediante
los métodos de recubrimiento convencionales descritos en la técnica. Ademas, la orientacion internacional para el
desarrolio de proteinas terapéuticas requiere que en el proceso de fabricacion deban evitarse sustancias
perjudiciales y toxicas (para mas detalles véase: Conferencia Internacional sobre Armonizacion (iCH: International
Conference on Harmonization), Topic Q3C; www.emea.eu.int). Sin embargo, la pasta de la presente invencion o
una pasta que puede obtenerse mediante el método de la presente invencion estd, ventajosamente, libre de dichas
sustancias toxicas clasificadas como de clase 1. Ademds la presente invencion contiene solo disolventes
clasificados como de clase 3 mediante la ICH Topic Q 3C y, por tanto, muy aceptables terapéuticamente y satisface
los requisitos de las autoridades normativas. Preferiblemente, los mismos requisitos que para {os disolventes en
comun son validos para el plastificante, el material de relleno sodlido insoluble en agua y/o el material de relleno
generador de poros soluble en agua de la pasta de endurecimiento in situ de |a presente invencion.

El término “densidad” significa la densidad de la formulacién pastosa antes de la aplicacién a un organismo y antes
del endurecimiento. Se calcula segin e! ejemplo 23. La densidad de la composicion de pasta de la presente
invencion es igual a o0 mayor que 1,21 mg/ml.

Ademas, en una realizacion preferida adicional de la pasta o el método de la invencion dicha pasta esta libre de
material infeccioso.

Ademas de sustancias tdxicas, el material infeccioso comprendido en un dispositivo de la técnica anterior puede
provocar graves infecciones en un sujeto al que se le ha trasplantado el dispositivo. Sin embargo, se usa gelatina
potencialmente infecciosa derivada de huesos de bovinos o cerdos como proteina proteciora en muchos métodos
del estado de la técnica (Lind ef af., 1996).

La variacion de la conceniracion de los componentes de la pasta de endurecimiento in sitv de |a presente invencion
conduce a una adaptacion a una aplicacion médica especifica mediante cambios dentro de {a consislencia de la
pasta inyectable, el tiempo de endurecimiento /n sifu, la porosidad y las propiedades mecanicas del implante final,
Adicionalmente, la variacion de estos parametros es un medio potente en la adaptacion de |a cinética de liberacion
de! agente activo mediante el cambic del comportamiento de degradacion del polimero insoluble en agua.

B El plastificante

El término “plastificante” segin la presente invencién significa un liquido organico soluble en agua o miscible en
agua o disolvente que es farmacéuticamente aceptable o una mezcla de los mismos. Dependiendo de la
caracteristica del agente activo, la funcién del plastificante es disolver el polimero biodegradable, biocompatible y/o
biorresorbible inscluble en agua o disolver el polimere biodegradable, biocompatible y/o biorresorbible insoluble en
agua y disolver o suspender el agente activo; suspender el material de relleno sélide insoluble en agua; o disolver el
polimero insoluble suspendiendo adicionaimente el material de relleno sdlido insoluble en agua. Durante el
endurecimiento in sifu en contacto con medio acuoso o fluido corporal, el plastificante difunde fuera de la pasta,
dejando poros y conduciendo a un implante in sifu 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,
preferiblemente un polimero soluble en agua. Preferiblemente, el plastificante tiene un bajo impacto sobre la
temperatura de transicion vitrea del polimero insoluble en agua en el implante endurecido in sifu 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 continuacion con el menor impacto sobre la temperatura de
transicion vitrea de! polimero tras e! fraguado.

El termino “disolver” significa la disolucion o suspensién de una sustancia en un liquido, produce una distribucion
homogénea de la sustancia dentro del liquido.

Dicho plasiificante es biocompatible. Dicho plastificante se selecciona de polietilenglicol (PEG) 400, PEG 200, PEG
300, PEG 600, 1,3-butanodiol, aceite de ricino, alcanoles C2 a C8, propilenglicol, solcetal, acetona, acetato de
metilo, acetato de stilo, lactato de etilo, metil etil cetona, dimetiiformamida, dimetilsulfoxido, dimetilsulfona,
tetrahidrofurano, caprolactama, decilmetilsulfoxido, acido oleico, carbonato de propileno, triacetina. N.N-dietil-m-
toluamida, 1-dodecilazacicloheptan-2-ona o mezclas de los mismos.

Preferinlemente, dicho plastificante es un polietilenglicol, por su impacto relativamente bajo sobre la Tg del
componente polimérico (figuras 8, 9), comprendiendo el procedimiento de endurecimiento acelerado del
polietilenglicol pastas en comparacion con aquélios que comprenden N-metilpirrolidona (figura 13), v la alta
compatibilidad de polietilenglicel con proteinas (figura 17).

Preferiblemente, la pasta de endurecimiento /in sifu de la presente invencidn contiene menos del 60% del
plastificante, mas preferiblemente menos del 55%, mas preferiblemente menecs del 50%, ain mas preferiblemente
igual a o menos del 45%, pero mas del 40%, lo mas preferiblemente entre el 40% vy el 45%. Los andamiajes de
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formacion in situ de la presente invencién que contienen tal cantidad de PEG presentan propiedades mecanicas
mejoradas (figura 4).

El término “biccompatible” significa la capacidad de un material para actuar con una respuesta del huésped
apropiada en una aplicacion especifica (Wintermantel E. et al.; 2002). Ademas el término “bioccompatible” significa,
que el material no presenta ninguna propiedad téxica y que no induce ninguna reaccién inmunolégica ni inflamatoria
tras la aplicacion.

El términc "biodegradable”® especifica materiales, por ejemplo polimercs, que se descomponen debido a una
degradacién macromolecular con dispersion in vivo pero para los que no existen pruebas de !a eliminacion del
arganismo. La disminucién en masa del material biodegradable dentro del organismo es el resultado de un proceso
pasivo, que esta catalizado por las condiciones fisicoquimicas (por ejemplo, humedad, vator de pH) dentro del tejido
del huésped.

El término “bicrresorbible” especifica materiales tales como materiales polimérices, que experimentaron degradacion
y resorcién adicional in vivo, es decir polimeros, que se eliminan a través de rutas naturales o bien debido a la
simple filtracién de subproductos de degradacién o tras su metabolizacién. La biorresorcion es, por tanto, un
concepto, que refleja la eliminacién total del material extrafio inicial. En una realizacién preferida de la pasta o el
método de la invencidn, dicho polimero biorresorbible es un polimero que experimenta una escision de cadena
debido a una degradacién macromolecular en un entorno acuoso. Ha de mencionarse que el término "resorcién”
siempre describe un proceso activo.

C El polimero insoluble en agua

El término “polimero inscluble en agua” significa un polimera no soluble en agua, es decir no forma una fase
homogénea cuando se mezcla con agua, gue es soluble en el plastificante y que puede solidificar en medios
acuosos para formar un implante sélido en el que el material de relleno sdlido insoluble en agua se incarpora tras la
retirada del plastificante en el tejido circundante. Preferiblemente, dicho polimero insoluble en agua es un polimero
"biocompatible”, uno "bicdegradable” yfo uno "biorresorbible”. Mas preferiblemente, dicho polimero inscluble en agua
es un polimero alifatico preferiblemente con una temperatura de transicién vitrea superior a 35°C de la sustancia
polimérica pura. La viscosidad inherente (viscosidad medida a 25°C, al 0,1% en cloroformao) de los polimeros de la
invencion oscilara entre aproximadamente 0,1 dlfg y 5 dlfg, preferiblemente entre aproximadamente 0,1 difg y 1 dl/g.

Alternativamente, dicho polimero insoluble en agua se selecciona del grupo que consiste en polistileno (PE),
palipropileno (PP), poli(tereftalato de etileno) (PET), poliglactina, poliamida (PA), poli{metacrilato de metilo) (PMMA),
poliimetacrilatoc de hidroximetilo) (PHEMA), poli(cloruro de vinilo) (PVC), poli(alcohal  vinilico) (PVA),
politetrafluaretilenc (PTFE), polieteretercetona (PEEK), polisulfona {(PSU), poliuretano, polisiloxano o mezclas de los
mismas. Estos polimeros san al menos biocompatibles.

Mas preferiblemente, dicho polimero se selecciona del grupo que consiste en poli{alfa-hidroxiacidoes),
poli{ortoésteres), poli(anhidridos), polifaminoacidos), poliglicolida (PGA), polilactida (PLLA), poli{D L-actida)
(POLLA), poli{D |-lactida-co-glicolida) o poli{L-lactida-co-glicolida) (PL.GA), copolimeros de poli{(acido lactico-co-
glicdlico)-polietilenglicol (PLGA-PEG), poli(acido 3-hidroxibutirico) (P(3-HB) ), poli(écido 3-hidroxivalérico) (P(3-HV)),
poli{p-dioxanona) (PDS), poli{épsilon-caprolactona) (PCL), polianhidride (PA), copolimeros, terpolimeros,
copolimeros de blogue, combinaciones, mezclas de los mismos. Estos polimeros son al menos biccompatibles y
biodegradables.

El término “contenido en polimero de fa compasicion® significa la proporcién en peso del polimero contenido en una
formulacién con relacién al peso total de la composicién. La pasta de endurecimiento in situ de la presente invencion
tiene preferiblemente un contenide en polimero igual a o menor que el 40% en pesc del polimero, mas
preferiblemente igual a © menor que el 35% en peso de polimero, ain 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 seleccianada
de polimero presentan las mejores propiedades mecanicas de la pasta de endurecimiento in situ segan la invencién
{figuras 2 a 4).

Mas preferiblemente, dicho polimero es PLGA, lo méas preferiblemente PLGA (50:50). Mediante el cambio de {a
razén de acido lactico:acido glicolico, es posible adaptar a medida la tasa de degradacién a la requerida para la
aplicacion o uso especifico variando la camposicién de acido glicélico dentro de la cadena de polimero entre el 0 y el
100% malar {%m) de &cido glicolico, preferiblemente el 50 %m (50:50) dentro de |a cadena de polimera. Otro posible
parametro para ajustar con precisién el comportamiento de degradacién del polimero es ia seleccion de la razan
enantiomérica del acido lactico (forma d o forma ). PLGA (50:50) significa una razén monomérica de acido
{actico:acido glicélico en la cadena de polimero de aproximadamente 1:1.

Segun la presente invencién, PLGA con un mayor pesc molecuiar da como resuitado implantes con una mayor
estabilidad mecanica a lo largo del tiempo tal como se cbservd para el polimero de mayor pesc molecular RG 503
en comparacion can el polimero de menar 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 invencion, el polimero insoluble en agua es un polimero de extremos bloqueados.
El término “polimero de extremos bloqueados” significa que el grupo acido carboxilico libre de la cadena de polimero
lineal tal como esta presente, por gjemplo, en el polimerc RG 503H se ha esterificado con alcoholes. Usando
polimeros de extremos blogueados y la regulacion de la cantidad de grupos acido carboxilico libres dentro del
polimero, puede regularse la tasa de degradacién del polimero dependiendo de la aplicacién de la pasta de
endurecimiento in sifu de la presente invenciéon. Los inventores encontraron ademas en extensos estudios de
degradacion 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
como RG 503 (figura 10). La degradacion puede demostrarse, por ejemplo, mediante la investigacion de la
disminucién de la temperatura de transicion vitrea (Tg) del polimero {figura 12). Experimentos analiticos adicionales
muestran una relacion entre la temperatura de transicion vitrea det polimero y la estabilidad mecanica in vitro tal
como se determina en los ejemplos. Una baja temperatura de transicion vitrea da como resultado una disminucion
de la estabilidad mecanica del andamiaje de formacion in situ. Ademas estos productos de degradacion (por
ejemplo, oligémeros) pueden ejercer un efecto plastificante sobre la entidad polimérica residual que reduce Ia
resistencia mecanica.

En otra realizacién 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, también
pueden generarse pastas de endurecimiento in sifu adecuadas en las que los componentes poliméricos son
copolimeros de diblogue de PLGA-PEG. Mediante la alteracién de ia razén PLGA/PEG dentro de la cadena de
polimero, estos polimeros permiten un ajuste adicional del comportamiento de degradacién. En lugar de los
polimeros de PGA convencionales sin PEG, estos materiales permiten la liberacién de agentes activos incorporados,
mediante difusion. Tal como se mostrd segun la invencién, las formulaciones de copolimeros de dibloque de PLGA-
PEG presentan propiedades mecanicas comparables a formulaciones que contienen PLGA como componente
polimérico. En efecto, el copolimero de dibloque de PLGA-PEG usado apenas era solubie en polietilenglicol. En tales
casos, es necesario seleccionar otro plastificante tal como dimetilsulféxido (DMSO).

D El material de relleno sélido insoluble en agua

El término “material de relleno soélido insoluble en agua” significa un compuesto insoluble en agua asi como en el
plastificante, es decir, no forma una fase homogénea cuando se mezcla con agua o el plastificante. El material de
relleno sélido insoluble en agua sirve como matriz en la pasta, y como portador para el agente activo dentro del
andamiaje formado /n vive, una vez que se endurece la pasta. Ademas, el material de relleno sélido insoluble en
agua puede aumentar adicionalmente la biocompatibilidad (por ejemplo, unién celular) para estabilizar el pH local
durante la degradacion del polimero.

Preferiblemente, dicho material de relleno sélido inscluble en agua es un compuesto inorganico u organico.

Preferiblemente, el compuesto inorganico se selecciona del grupo de éxido de magnesio, hidroxide de magnesio,
carbonato de magnesio, didxido de silicio o un compuesto de calcio. Dicho material de relleno insoluble en agua
forma una matriz inorgénica dentro del palimero insoluble en agua. Dicha matriz inorganica consiste en ceramicas y
mejora, en el estado endurecido, las propiedades osteoconductivas asi como la actuacién mecanica del andamiaje.
Usando un material de relleno sélido insoluble en agua, es posible reducir la cantidad del polimero inscluble en agua
sin disminuir el comportamiento global del andamiaje. Mas preferiblemente, dicho material de refienc insoluble en
agua es un fosfato de calcio; sulfato de calcio o carbonato de calcio, lo mas preferiblemente fosfato de tricalcio, beta-
fosfato de tricalcio (B-TCP), alfa-fosfato de tricaicio (a-TCP), apatita, cemento que contiene fosfato de calcio o fosfato
de tetracalcio, o una mezcla de los diversos compuestos inorganicos diferentes anteriores, preferiblemente que
contienen calcio,

El término "fosfato de calcio” engloba composiciones que comprenden iones calcio (ca®™), iones fosfato (PO3),
opcionalmente iones adicionales como iones hidroxilo (OH’), carbonato (0032') o magnesio (Mg®") u otros iones que
son adecuados para el material de relleno sélido insoluble en agua de ia presente invencion. Los fosfatos de caicio
tal como se usan segun 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 invencion. Sus propiedades in vivo se han descrito en
Hotz, 1994, Gao, 1996, y en el documento WQ08/21972. Anteriormente se facilitdé una lista de fosfatos de caicio
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 Calcibon® (Biomet Merck Darmstadt), que consiste en una mezcla del 62,5% en
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 (CaCO3z) y el 1,8% en peso de hidroxiapatita (HA). Se describen ejemplos adicionales de CPC
anteriormente y a continuacion. Los cementos que contienen fosfato de calcio pueden combinarse con unc o mas
materiales de relleno insolubles en agua inorganicos.

Preferiblemente, el compuesto organico se selecciona de quitosano, colageno, alginato de calcio, poli{metacrilato de
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2-hidroxietilo), acido hialurénico o derivados del mismo, celulosa o derivados de la misma, o almidén o derivados y/o
cualquier combinacion de los mismos.

Pueden afadirse materiales de relleno organicos para aumentar la bioadhesién del implante, por ejemplo, colageno.
Tales componentes pueden afectar adicionalmente a las propiedades mecdanicas finales {por ejemplo, resistencia a
la traccion, torsién) del implante de manera comparable a la funcién del colageno dentro del hueso natural tal como
refuerzo de fibras.

La pasta de endurecimiento in situ de la presente invencién es eficaz para su uso en organismos tales como seres
humanos y animales, en la que la composicién proporciona un andamiaje mineral duradero para soportar el
crecimiento de hueso. Por consiguiente, una caracteristica de la presente invencién es la provision de una
composicion premezclada estable Gtil, por ejemplo, como material de relleno de vacios o para el aumento 6seo.

Sequn la presente invencion, la matriz de material compuesto se basa preferiblemente en un fosfato de calcio, que
es un beta-fosfato de tricalcio, aifa-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 capacidad de tampeonamiento local y la
estructura de material compuesto permeable evita incluso la disminucidn del pH local cuando el polimero se degrada
in vivo. De ahi que los efectos secundarios citotéxicos debidos a la degradacion del polimero se reducen o se evitan.
Esto es especialmente valido porque el material ceradmico 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 como PLGA, aln mas preferiblemente igual a o menos
del 33% en peso de PLGA, lo mas preferiblemente del 20 al 25% en peso.

En una realizacion preferida de la presente invencidn, el contenido del material de relleno sélido insoluble en agua
en la pasta de endurecimiento in situ de la presente invencién es menos del 50% en peso, entre el 25% en peso y el
50% en peso, preferiblemente entre el 28% en peso y &l 38% en peso, lo mas preferiblemente entre el 30% en peso
y el 36% en peso. Ademas, el contenido del material de relleno sdlido inscluble en agua se elige preferiblemente
dependiendo del polimero insoluble en agua, por ejempio con una razén de material de relleno insoluble en agua
con 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 invencion se basa en los resuitados sorprendentes
adicionales de que en el plazo de un dia, la pasta de endurecimiento in sifu segin la invencion que contiene un
material de relleno solido inscluble en agua en el intervalo de igual a o0 mas de aproximadamente el 15% en peso y
un polimero insoluble en agua de menos dei 40% en peso, tiene una mayor resistencia mecanica que otros sistemas
tales como CPC, CPC y plastificante o un sistema de polimero/disoivente organico convencional (PLGA/PEG) (figura
2). A lo largo de 24 dias, la pasta de endurecimiento in situ que contiene un material de relienc solido insolubie en
agua en el intervalo 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
tal como se muestra en las figuras 2 y 3. La influencia de la razon de fosfato de caicio en funcidon del tiempo sobre la
dureza de diversas pastas de endurecimiento in sifu también se ha analizado tal como se muestra por ejemplo en la
figura 3. Los ejemplos seleccionados han mostrado composiciones preferidas con una resistencia mecanica ideal
que contienen una razén de material de relleno sélido insoluble en agua con respecto a polimero insoluble en agua
de aproximadamente 1,5:1 (barra gris en la figura 3).

Ademas sorprendentemente los inventores encontraron que los cementos de fosfato de calcio tales como un
cemento de fosfato de calcio que consiste en o-TCP (62,5% en peso), CaHPO4 (26,8% en peso), CaCOs (8,9% en
peso), hidroxiapatita {1,8% en peso), «-TCP con diversas concentraciones de hidroxiapatita 0 a-TCP pueden
mejorar adicionalmente las propiedades mecanicas de la pasta de endurecimiento in sifu, en comparacion con
formulaciones que contienen sodlo B-TCP como material de relleno inorganico (figuras 8, 6). Esto también incluye que
la cantidad de hidroxiapatita como cristal simiente puede variarse al menos entre el 0% y el 2%, dando como
resultado un IFS con fuertes propiedades mecanicas.

En una realizacién adicional, el tamafic de particula del alfa-fosfato de tricalcio de |la pasta de endurecimiento in sifu
es igual a o mayor que 300 um, mas preferiblemente igual a 0 mayor que 500 um, lo mas preferiblemente de entre
500 pmy 1000 um.

De manera inesperada, los inventores encontraron que el tamafio de particula del fosfate de tricalcio tiene un
impacto adicional sobre la actuacién mecanica de la pasta de endurecimiento in sifu (figura 7), en el que un aumento
del tamafioc de particula de «-TCP mejora adicionaimente las propiedades mecanicas de la pasta de endurecimiento
in sifu. Un aumento en el tamafio de particula hasta 300 um ¢ mas aumenta adicionalmente las propiedades
mecanicas.

E El material de relleno generadoer de poros secluble en agua

El término “material de relleno generador de poros soluble en agua” significa un compuesto que es
farmacéuticamente aceptable y puede hincharse o es soluble en un fluido acuoso tal como agua o fluido corporal

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2429 889 T3

que cuando se afiade a la pasta de endurecimiento in sitv aumenta el nimero y el tamafio de micro y macroporos
dentro del implante solido de endurecimiento in situ, ex vivo y en el organismo. La perosidad del implante sélido
formado aumentara dependiendo de ia cantidad de material de relleno generader de poros scluble en agua usado.
El material de relieno generador de poros soluble en agua usado aumenta el numero de poros, preferiblemente
macroporos, de un tamario suficiente para el crecimiento de células vivas dentro del interior del implante solido de
endurecimiento in sifu, preferiblemente |a capa externa del implante.

En una realizacion preferida, el material de relleno generador de poros soluble en agua es un agente contra la
formacién de piel tal como un agente que reduce o elimina una formacién de piel alrededor de ia pasta de
endurecimiento cuando la pasta de endurecimiento in situ esta colocandose en un defecto y se pone en contacto con
un fluido acuoso o fluido corporal. La expresion “materiat de relleno generador de poros soluble en agua” pretende
incluir ta formacion de macroporos no sdlo en el interior del andamiaje formado in situ sino también dentro de la
superficie externa o la piel para permitir el crecimiento de células y la sustitucién del material por nueva formacion de
hueso.

E! material de rellenc generador de poros soluble en agua incluye compuestos farmacéuticamente aceptables que
se disipan del implante in sifu y dan como resultado de ese modo la formacién de poros dentro del implante.

En una realizacion, los materiales de relleno generadores de poros solubles en agua son agentes de hinchamiento.
En contacto con medios acucsos, 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 rellenc
generador de poros soluble en agua, puede adoptarse la porosidad de la pasta de endurecimiento in situ y regularse
la cantidad y el tamafio de poros. Una ventaja de usar agentes de hinchamiento como los materiales de relleno
generadores de poros solubles en agua en comparacién con los materiales de rellenc generadores de poros tales
como sales (por ejemplo, clorurc de sodio) es que una cantidad reducida de estos materiales es eficaz puesto que &l
volumen aumentara debido a la captacion de agua. Otros agentes de hinchamiento segun la presente invencién son
agentes de expansién conccidos por los expertos en €l campo de la fabricacion de comprimidos.

Los agentes de hinchamiento de la presente invencion incluyen tales como alginato de sodio, amilasa, amilopectina,
almidén, Acido hialurénico, hialuronato de sodio, gelatina, coldgeno, carboximetilcelulosa, metilcelulosa, sal de calcio
de carboximetilcelulosa, sal de calcio de carboximetilcelulosa, hidroxilpropil-metilcelulosa, hidroxibutiimetilcelulosa,
hidroxietilcelulosa, hidroxietilcelulosa o metilhidroxietilcelulosa.

En otra realizacion, los materiales de relleno generadores de poros solubles en agua son tensioactivos,
preferiblemente copolimeros de blogue de éxido de etileno/sorbitano y dxido de propileno tales como Pluronics® o
Tween® 80 (por ejemplo, Polyscrbate 80; Montanox® 80; monooleato de polioxietileno-sorbitano), Estos materiales
de relleno generadores de poros introducen una poresidad mediante disolucion en medios acuosos de manera
andloga al cloruro de sodio (efecto de lixiviacidn de sal) pero también pueden estabilizar la estructura porosa en
formacién. Este efecto se refiere a su naturaleza anfipatica (anfifila) y actividad superficial y estos materiales, por
tanto, se usan ampliamente como agentes de estabilizacion de espuma.

En otra realizacion, los materiales de relleno generadores de poros solubles en agua adecuados que pueden usarse
en la presente invencidn incluyen sustancias porogénicas tales como azicares o sales de tamaiio cristalino, que
proporcionaran pores cuando se disuelven en el implante in sifu.

Oftros agentes de formacion de poros forman burbujas de gas CO- y dejan de ese modo poros cuando se mueven
del implante.

El experto sabe qué parametros pueden ajustarse para producir tamafios de poro de mas de 100 um,
preferiblemente de 100 a 500 um, con los materiales de relleno generadores de poros anteriores. Estos tamafios de
poro no estdn sdélo presentes en los poros de interconexion, sino también sobre la superficie de la pasta de
endurecimiento /in situ para permitir crecimientos de células de los alrededores celulares en el sitio del implante
(figura 15).

Preferiblemente, el porcentaje en peso del material de rellenc generador de poros soluble en agua es de menos del
10% en peso, mas preferiblemente de menos del 5% en peso, alin mas preferiblemente de menos del 2,5% en peso,
lo mas preferiblemente de menos del 1% en peso.

Més preferiblemente el material de relleno generador de poros soluble en agua es una sal de carboximetilcelulosa, lo
mas preferiblemente una sal de sodio de carboximetilcelulosa, de manera éptima con un tamarfio de particuia de
menos de 1000 pum, mas preferiblemente con un tamafic de particula de 25 a 1000 pum. Preferiblemente, el
porcentaje en peso de la sal de sodio de carboximetilceluiosa es de menos del 10% en peso, mas preferiblemente
de menos det 5% en peso, aun mas preferiblemente de menos del 2,5% en peso, o mas preferiblemente igual o de
menos del 1% en peso.

El término “tamario de particula’ segun la presente invencidn significa una distribucion promedio del didmetro dei
tamarfio del material tal como fosfato de tricalcio y carboximetilcelulosa en micrémetros (um), que puede
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determinarse mediante difraccion laser. Un intervalo de tamafio de particula especifico de material puede lograrse,
por ejemplo, mediante tamizado.

Ademas fue inesperado que la carboximetilcelulosa superase los obstaculos de una formacidn de piel externa no
macroporosa, preferiblemente |a carboximetilcelulosa con un diametro de tamafo de particula de entre 25 y 1000 um
aumenté significativamente el nimero de macroporos mayores que 200 um dentro de la superficie externa de la
pasta endurecida in situ tras el contacto con un medio acuoso tal como se muestra en la tabla 3. Una observacion
inesperada adicional en cuanto a la porosidad en la pie! se refiere al disolvente organico usado en combinacion con
el material de relieno generador de poros soluble en agua. Los datos presentados en la figura 14 demuestran una
porosidad ventajosa en |a piel cuando se usa PEG tal como PEG 400 comg plastificante en comparacion con NMP.

Usando diferentes concentraciones del material de relleno gererador de poros, puede ajustarse el nimerc de
macroporos segun la aplicacion de la pasta de endurecimiento in sifu.

En ofra realizacion, la pasta de endurecimiento in sifu tiene poros de interconexidn con un didmetro igual a o de mas
de 100 pm.

El término “poros de interconexién” significa una red de poros y canales de poros con micro y macropores en la
totalidad del implante, lo mas preferiblemente macroporos y macrocanales que crean una porosidad con un tamafio
de poro suficiente para la infiltracién celular tal como células dseas o células precurscras. Segun la presente
invencion, pudo desarrollarse una pasta de endurecimiento in situ con una red de poros de interconexion de este tipo
que soportan el crecimiento de células vivas para la nueva formacion de hueso (figura 15).

F El agente activo

El término “agente activo” comprende un polipéptido o un farmaco de molécula pequefia, que se inmoviliza sobre el
material de relleno sélido inscluble en agua y/o se disuelve 6 se suspende en el plastificante. Preferiblemente, dicho
polipéptido o farmaco se distribuye de manera homogénea sobre el portador gque contiene fosfato de calcia y/o
dentro del polimero.

El término “recubierto” de la presente invencion significa que la superficie del material de relleno sdlido insoluble en
agua estd completamente recubierta con el agente activo, mediante lo cual estan presentes cantidades idénticas
esenciales de proteina en todas y cada una de las zonas de la superficie de dicho portador. Un portador recubierto
de manera homogénea segun esta invencion, preferiblemente, presenta una cobertura maxima con la proteina
osteoinductiva en su superficie. Ha de entenderse gue los polipéptidos ostecinductivos no se agregan y se inactivan
parcial o completamente debido a precipitacién o microprecipitacion.

El término “recubierto de manera homogénea” o “distribuido de manera homogénea” significa que el agente activo se
distribuye de manera homogénea dentro de la fase respectiva, coincide con |a descripcion de los métodos 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 agua 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 agua. La distribucién
homogénea es un requisito previo para la liberacién eficaz y la actividad del agente activo en ef tejido circundante en
el sitic de implantacién. Ademas, ha de entenderse que el agente activo no se agrega y se inactiva parcial o
completamente debido a precipitacidn o microprecipitacion, y mas bien va a obtenerse ta union de proteinas
bioldgicamente activas, no agregadas mediante un recubrimientc homogéneo.

El recubrimiento homogéneo del portador con dicho agente activo y la distribucion simultanea y/o adicional del
portador dentro del polimero insoluble en agua logra una estructura que actia de dos maneras: como proteccion del
agente activo y como barrera a la difusién para ralentizar la disolucion de la proteina o el péptido para lograr una
liberacidon sostenida. Los métodos descritos (véanse (32) y (33)) permiten la distribucidbn homogénea y la
inmovilizacién del agente active osteainductive en y/o sobre e portador y la liberacion sostenida del agente activo
debido al componente polimérico tal como se muestra en la figura 17.

La eficacia del procedimiento de recubrimiento se soporta, ademas, mediante el portador debido a fuerzas capilares
gue resultan de la presencia de numercsos macro y microporos, preferiblemente interconectados, que debido a su
tamario pueden empapar las disoluciones en los poros.

Ademas, a diferencia de otros métodos descritos en la técnica, por ejemplo, en el documento W098/21972, el
agente activo se aplica, seglin los métodos de la presente invencién, mediante la unién a los portadores desde el
estado scluble para lograr un recubrimiento homogéneo.

Los hallazgos subyacentes a la presente invencion demuestran gue puede evitarse la agregacion de las proteinas
en un sistema tricomponente mediante el uso de aditivos adecuados tal como se describe en el presente
documento. Una condicidn previa importante es el conocimiento de la solubilidad del agente activo osteoinductivo
dependiendo de la naturaleza de la disolvente, es decir disclvente acuoso y/u organico, valor de pH, fuerza iénica y
superficies presentes. Para el método (33), el agente activo estd de manera homogénea sobre el portador. Esta
distribucién homogénea se realiza tal como se describe, por ejemplo, en el documento WO03/043673 usando una
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disolucion acuosa y un tampén. El término “disolucion acuosa” especifica cualquier disoluciéon que comprende agua.
La ralentizacion del aumento del pH provocade por el contacto de la disolucion de recubrimiento con los fosfatos de
calcio en el portador que reaccionan de manera alcalina, en particular, desempefia un papel impertante durante el
recubrimiento.

Puede distribuirse el agente activo de manera homogénea a través de la superficie intema del material portador y
permitirse que se una a la superficie antes de gue tenga lugar una precipitacidon de dicha proteina dentro de la
disolucion de recubrimiento. Para €l método 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 acido débil, tal como acido
acético. Ademas, la adicion de compuestos organicos tales como etanol o sacarosa demuestra ser ventajosa
adicionalmente. Ademds, una baja fuerza idnica es una condicidn previa impornante para el recubrimiento
satisfactoric de la proteina o el péptido sobre el fosfato de calcio. Ademas, estas pruebas muestran que también el
volumen de las discluciones de recubrimiento (disofucién que contiene agente activo y/o polimero), tiene un efecto
considerable sobre la calidad de ambos recubrimientos.

E! término “osteoconductivo” se refiere a sustratos que proporcionan un andamiaje poroso favorable para la unién e
infiltracion celular de acceso vascular, la formacién de cartilago y deposicion de tejido calcificado. Los materiales
osteoconductivos pueden soportar Ia generacion ésea mediante el efecto de andamiaje (Kenley ef al., 1993}

El término “ostecinductivo” se refiere a la capacidad de la transformacion de células madre mesenquimatosas en
osteoblastos y condrocitos. Un requisito previo para osteoinduccion es una sefial que se distribuye por la pasta hacia
los tejidos circundantes en los que los precursores de osteoblastos mencionados anteriormente se han activado.
Osteoinduccion tal como se usa en el presente documento engloba la diferenciacién de células mesenquimatosas en
células precursoras de hueso, los osteblastos. Ademas, ostecinduccion también comprende la diferenciacion de
dicho osteoblastos en osteocitos, las células maduras del hueso. Ademas, también estd englobada por
ostecinduccion la diferenciacion de células mesenquimatosas en condrocitos. En particular en los huesos largos, los
condroblastos y los condrocitos que residen en el pericondrio del hueso también pueden diferenciarse en osteocitos.
Por tanto, la ostecinduccién requiere la diferenciacién de células no diferenciadas o menos diferenciadas en
osteocitos, que pueden formar e! hueso. Por tante, un requisito previo para la ostecinduccion es una sefial que se
distribuye por la pasta hacia los tejidos circundantes en los que los precursores de osteoblastos mencionados
anteriormente residen habitualmente. Tal como se ha descritc anteriormente, las proteinas o los péptidos
osteoinductivos usados segln la presente invencion se liberan de manera sostenida desde |a pasta, una vez que
dicha pasta ha formado in situ un andamiaje dure tras la implantacion y dichas proteinas o péptidos ostecinductivos
se distribuyen posteriormente de manera eficaz en los tejidos circundantes tal como se muestra en la figura 17.

El término “ostecgénico” describe la sintesis de nueve hueso por osteoblastos. Segun la presente invencion, el
hueso preexistente en los alrededores en el lado de implantacién de la pasta crece en |a pasta endurecida usando la
estructura de |a pasta endurecida, especialmente formada durante el proceso de endurecimiento, como matriz sobre
la que pueden adherirse células (por ejemplo, células dseas).

Las proteinas y los péptidos englocbados en la pasta de endurecimiento in situ de la presente invencion tienen
propiedades osteoinductivas in vivo. Por ejemplo, se conoce bien en la técnica que la superfamilia del factor de
crecimiento transformante-g (TGF-B) engloba miembros gue tienen propiedades ostecinductivas. Se enumeran a
continuacion miembros individuales de dicha superfamilia de TGF-B, que tienen propiedades osteoinductivas bien
particulares. En conclusion, las proteinas o los péptidos osteoinductivos de la pasta de la presente invencion tras
haberse liberado desde el portador sirven como sefial ostecinductiva para los precurscres de osteocitos del tejido
circundante del lado de implantacién de la pasta.

El término “polipéptide ostecinductive” se refiere a polipéptidos, tales como los miembros de la superfamilia del
factor de crecimiente transformante-p (TGF-B), que tienen propiedades ostecinductivas.

En una realizacion preferida adicional de la pasta o €l método de la invencion, dicha proteina ostecinductiva es un
miembro de la familia de TGF-p.

Se ha mostrado que la familia de TGF-p de factores de crecimiento y diferenciacion esta implicada en numerosos
procesos biologicos que comprenden la formacién de hueso. Todos los miembros de dicha familia son polipéptidos
secretados que comprenden una estructura de dominios caracteristica. En el mismo extremo N-terminal, los
miembros de la famitia de TGF-B comprenden un péptido sefial o una secuencia lider de secrecién. Esta secuencia
esta seguida en el extremo C-terminal por el prodominio y por la secuencia del polipéptido maduro. La secuencia del
poiipéptido maduro comprende siete cisteinas conservadas, seis de las cuales se requieren para la formacion de
eniaces disulfuro intramoleculares mientras que una se requiere para la dimerizacién de dos polipéptidos. El
miembro de la familia de TGF-B biolégicamente activo es un dimero, compuesto preferiblemente por dos polipéptidos
madurcs. Los miembros de la familia de TGF-§ se secretan habituaimente como proteinas gue comprenden ademas
de la secuencia madura, el prodominio. Los prodominios se escinden de manera extracelular y no son parte de la
molécula de sefializacion.

En el contexto de la presente invencion, el término “miembro de la familia de TGF-B* o las proteinas de dicha familia

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2429 889 T3

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
biclégicamente activos de los mismos. Si un fragmento de un miembro de TGF-f tiene la actividad bioldgica puede
determinarse facilmente mediante ensayos biolégicos descritos, por ejemplo en: Katagiri T, Yamaguchi A, Tkeda 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 ¢ Nishitoh H, Ichijo H, Kimura M,
Matsumoto T, Makishima F, Yamaguchi A, Yamashita H, Enomoto S, Miyazono K (1996): |dentification 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
biolégica segln la invencion. Ademas, estan englobadas por l1a presente invencién variantes de los miembros de
TGF-B que tienen secuencias de aminoacidos que son idénticas en al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el
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
amincacidos de los miembros de |la familia de TGF-p.

Se facilita una vision general de los miembros de la superfamilia de TGF-B en: Wozney JM, Rosen V (1998): Bone
morphogenetic protein and bone morphogenetic protein family in bone formation and repair. Clin Oriop 346: 26-37.
Las secuencias de aminoacidos de los miembros de la familia de TGF-p pueden obtenerse a partir de las bases de
datos bien conocidas tales como Swiss-Prot a través de Internet (hitp: /www. expasy.ch/sprotisprot-top.himl) las
secuencias de aminodacidos para BMP-2, BMP-7 y GDF-5, miembros de la familia de TGF con un potencial
osteoinductivo particularmente alto, también se muestran en SEQ ID No: 1 a 3, respectivamente. Las secuencias de
aminoéacidos para BMP-2, BMP-7 y GDF-5, miembros de la familia de TGF- con un potencial osteoinductivo
particularmente alto, también se muestran en SEQ ID No: 1 a 3, respectivamente.

Mas preferiblemente, dicho miembro de |la superfamilia de TGF-B es un miembro de la subfamilia de BMP. Los
miembros de la subfamifia de proteinas morfogenéticas dseas (BMP) han mostrado que estan implicados, entre
otros, en la induccién y remodelacién de tejido 6seo. Las BMP se aislaron originariamente de la matriz 6sea. Estas
proteinas se caracterizan por su capacidad para inducir la nueva formacion de hueso en sitios ectopicos. Diversos
estudios in vivo demostraron el fomento de la osteogénesis y condrogénesis de células precursoras por las BMP y
plantean la posibilidad de que cada molécula de BMP tenga un papel distinto durante el desarrollo esquelético. Se
describen mas detailes sobre las propiedades moleculares y biolégicas 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
new clinical tools. A review. Acta Ortop Scand 67: 407-17.

El polipéptido ostecinductivo de la presente invencién se sefecciona 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 nimero de registro de Swiss-Prot
P12643 y se muestra a continuacion. Los aminoacidos 1 a 23 corresponden a la secuencia sefial, los aminoacidos
24 a 282 corresponden al propéptido 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,
BMP-2 o BMP-7 se refiere a la forma prepro, a la forma pro o al péptido de BMP-2 o BMP-7 maduro,
respectivamente. Ademas también estan englobados fragmentos de dichas proteinas que tienen esencialmente la
misma actividad biologica, preferiblemente propiedades ostecinductivas. A continuacion se proporciona mas
informacién de secuencia para BMP-2 y BMP-7.

Alternativamente, el polipéptido osteoinductivo de la presente invencion se selecciona de otra familia de TGF-j;
familia, es decir la familia de GDF.

También se ha mostrado que el factor de crecimiento y diferenciacion (GDF) esta implicade, entre otros, en la
induccion y remodelacion de tejido 6seo. Ei factor de crecimiento y diferenciacion 5 (GDF-5), también conocido como
proteina morfogenética derivada de cartilago-1 (CDMP-1) es un miembro de un subgrupo de la familia de BMP, que
también incluye otras proteinas relacionadas, preferiblemente, GDF-6 y GDF-7. La forma madura de la proteina es
un homedimero de 27 kDa. Diversos estudios in vivo e in vitro demuestran el papel de GDF-5 durante la formacion
de diferentes caracteristicas merfologicas en el esqueleto de mamiferos. Mutaciones de GDF-5 sen responsables de
anomalias esqueléticas incluyendo la disminucién de la longitud de los huesos largos de las extremidades, el
desarrollo anémalo de articulaciones en las extremidades y el esterndn (Storm & Kingsley (1998), Development
Biology, 209,11-27). La secuencia de aminoacidos entre ratdén y ser humano esta altamente conservada.
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Preferiblemente, el polipéptido ostecinductive 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 nimero de registro de Swiss-Prot P43026 o se muestra en SEQ ID No: 3. Los aminoacidos 1 a 27
corresponden a la secuencia lider, los aminodcidos 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
péptido de GDF-5 maduro. Ademas también estan englobados los fragmentos de GDF-5 que tienen esencialimente
la misma actividad biolagica, preferiblemente propiedades osteoinductivas. Lo mas preferiblemente, dicho fragmento
comprende los aminoacidos 383 a 501 de la secuencia mostrada en SEQ ID No: 3.

Las siguientes tablas muestran las secuencias de aminodcidos para BMP-2, BMP-7 y GDF-5.

BMP-2 humana {numero de registro de Swiss-Prot Prim. P12643); SEQ ID No. 1:

Clave
Desde hasta
Longitud

SERAL
1 23
23

PROPEP
24 282
259

hBMP2
283 396
114

10
!

MVAGTRCLLA LLLPQVLLGG

70
!

20
|

80
|

FGLKQRPTPS RDAVVPPYML

130
!

140
|

LPETSGKTTR RFFFNLSSIF

190
|

TANSKFPVTR LLDTRLVNQON

250
!

200
!

260
I

KRHVRISRSL HQDEHSWSQT

310
|

LYVDFSDVGW NDWIVAPPGY

370
|

320
1

380
!

CVPTELSAIS MLYLDENERV

30
|
AAGLVPELGR

a0

!
DLYRRHSGQP

150
|
TEEFITSAEL

210

I
ASRWESFDVT

270
|
RPLLVTFGHD

330
I
HAFYCHGECP

390
|

VLENYQDMVV

40

l
RKFBAASSGR

100

I
GSPAPDHRLE

160

{
QVFREQMQDA

220

!
PAVMRWTAQG

280

|
GKGHPLHKRE
340

l
FPLADHLNST

EGCGCR

22

50 60

| !
PSSQPSDEVL SEFELRLLSM

110 120

I [
RAASRANTVR SFHHEESLER

170 180

! }
LGNNSSFHER INIYEIIKPA

230 240

! |
HANHGEFVVEV AHLEEKQGVS

290 300

| !
KRQAKHKQRK RLKSSCKRHP

350 360

! f
NHAIVOTLVN SVNSKIPEAC
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BMP-7 humana {némero de registro de Swiss-Prot Prim.; P18075); SEQ ID No. 2:

Clave
Desde hasta
Longitud

SERNAL
1 29
29

PROPEP
30 292
263

hBMP-7
293 431
139

23
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15

10 20
i }
MHVRSLRAAZA PHSFVALWAP

70 80
I !
ILGLPHRPRP HLOQGKHNSAP

130 140

| .

LQDSHFLTDA DMVMSEVNLV

190 200
! !
IRERFDNETF RISVYQVLOE

250 260
t !
HNLGLQLSVE TLDGQSINPK

310 320
l I
QNRSKTPKNQ EALRMANVAE

370 380
! |
GECAFPLNSY MNATNHAIVQ

430

|
RNMVVRACGC H
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30

{
LFLLRSALAD

90
I
MFMLDLYNAM

150

I
EHDKEFFHPR

210

|
HLGRESDLFL

270

!
LAGLIGRHGP

330
I
NSSSDORQAC

390
|
TLVHFINPET

40
|
FSLDNEVHSS

100

!
AVEEGGGPGG

160

!
YHHREFREDL

220
I
LDSRTLWASE

280

|
QNKQPFMVAF

340
!
EKHELYVSER

400

i
VPKPCCAPTQ
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MEDLINE=80291971; PubMed=2357959,

QOezkaynak E., Rueger D. C., Drier E.A., Corbett C., Ridge R.J. Sampath T.K., Oppermann H.; “OP-1 cDNA encodes

50
!
FIHRRLRSQE

110

!
QGFSYPYKAV

170
|
SKIPEGEAVT

230

!
EGWLVFDITA

290

l
FKATEVHFRS

350

I
DLGWQDWIIA

410

]
LNATSVLYED
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24

60

!
RREMQRETLS

120

!
FSTQGPPLAS

180

I
AAEFRIYKDY

240

I
TSNEWVVNPR

300

I
IRSTGSKQRS

360

I
PEGYRAYYCE

420

l
DSSNVILKKY
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GDF-5 humano (nimero de registro de Swiss-Prot Prim.: P 43026); SEQ 1D No. 3:

Clave
Desde hasta
Longitud

SENAL
1 27
27

PROPEP
28 381
354

hGDF-5
382 501
120

10 20 30 40 50 60

l | I I | t
MRLPKLLTFL LWYLAWLDLE FICTVLGAPD LGQRPQGSRP GLAKAEAKER PPLARNVFRP

70 80 90 100 110 120

| ! | } I i
GGHSYGGGAT NANARAKGGT GQTGGLTOPK KDEPKKLPPR PGGPEPKEGH PPQTRQATAR

130 140 150 160 170 180

} I I | i |
TVTPKGQLPG GKAPPKAGSV PSSFLLKKAR EPGPPREPKE PFRPPPITPH EYMLSLYRTL
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190 200 210 220 230 240
| | | I | _I
SDADRKGGNS SVKLEAGLAN TITSFIDKGQ DDRGPVVRKQ RYVEDISALE KDGLLGAELR

250 260 270 280 290 300
l | | | | I
ITLRKKPSDTA KPAVPRSRRA AQLKLSSCPS GRQPAALLDV RSVPGLDGSG WEVFDIWKLF

310 320 330 340 350 360
| | | l | |
RNFENSAQLC LELEAWERGR TVDLRGLGEFD RAARQVHEKA LFLVEFGRTKK RDLFFNEIKA

3790 380 390 400 410 420

} } } } } |
RSGODDKTVY EYLFSQORRKR RAPLATRQGK RPSKNLKARC SRKALHVNFK DMGWDDWIIA

430 440 450 460 470 480

I | | | | |
PLEYEAFHCE GLCEFPLRSH LEPTNHAVIQ TLMNSMDPES TPPTCCVPTR LSPISILEID

490 500

SANNVVYKQXI' EDMVVESCG(!‘. R
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[2]

SECUENCIA DE ACIDO NUCLEICO.

TEJIDO= cartilago articular,

MEDLINE=95050604; PubMed=7961761;

Chang S., Hoang B., Thomas J. T., Vukicevic S., Luyten F. P, Ryba N. J.P., Kozak C.A., Reddi AH., Moos M;
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(1994).

También estan englobadas por la presente invencidn realizaciones en las que dicho agente active se selecciona de
hormonas, citocinas, factores de crecimiento, antibidticos y otras sustancias farmacolégicas naturales y/o
sintetizadas como esteroides, prostaglandinas, etc.

Preferiblemente, dicho agente activo es la hormona paratiroidea (FTH) y/o el péptido 1-34 de PTH.

En otra realizacién de la invencién, el agente activo es una proteina “inductiva de cartilago” 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 cartilago), mas preferiblemente MIA/CD-RAP humana.

La secuencia de amincacidos para la forma prepro de MIA/CD-RAP se deposita con el nimero de registro de Swiss-
Prot Q16674 o se muestra en SEQ ID No. 4. Los aminoacidos 1 a 24 corresponden a la secuencia sefial, 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 (numero de registro de Swiss-Prot Prim.; Q 16674); SEQ ID No. 4:

Clave

Desde hasta
Longitud
SENAL

1 24

24
hMIA/CD-RAP
25 131
107

MARSLYCLGVIILLSAFSGPGVRGGPMPKLADRKLCADQECSHPISMAVALQDYMAPDCR
FLTIHRGQVVYVFSKLKGRGRLFWGGSVQGDYYGDIAARLGYFPSSIVREDQTLKPGKVD

VKTDKWDFYCQ

G Preparaciones especificas v componentes opcionales

La pasta de la presente invencion opcionalmente puede comprender excipientes adicionales. Estos excipientes
sirven para la estabilizacion de la proteina o el péptido, por ejemplo, sacaridos, aminodcidos, polioles, detergentes o
el mantenimiento del pH, por ejemplo, sustancias tampdn. Ctros componentes de la pasta de formacion in sifu
podrian ser promotores del endurecimiento tales como fosfato de sodio, Na;HPQ4 o citrato de sodio y los descritos
antes adicionalmente.

Los métodos (31) a (34) de la presente invencién permiten no usar disolventes organicos tdxicos (véase a
continuacidn); por ejemplo, el uso de dimetilsulfdxido, anisol o Acido glacial. Sin embargo, se usan disolventes
téxicos de manera rutinaria en los métodos descritos en la técnica. Normalmente darian la proteina durante la puesta
en contacto y/o especialmente durante el secado pero tal dafio se evita sorprendentemente usando la técnica de
secado especial de la presente invencion, porgue el agente activo se adsorbe/o se une sobre el portador solido
inorganico.

En una realizacion preferida del método (33) de la invencion, dicho tampdn tiene una concentracion de tampon de
10 mmol/t para lograr una solubilidad suficiente del agente active durante el proceso de adsorcidn y para evitar
cualquier modificacién del beta-TCP ceramico de calcio monofasico. El valor de pH de la disolucion cambia de
manera controlada durante el procesoe de recubrimiento y secado desde pH 3 hasta pH 7. El cambio de pH provoca
una reduccidn homogénea de la solubilidad del factor de crecimiento éseo, definido en el TCP.

El término “liquido viscoso” significa un liguido con una disminucion de la fluidez en comparacion con agua. Por
ejemplo, un liquido viscoso segun fa presente invencion se refiere a una consistencia semejante a la miel a la
temperatura ambiental que permite una administracién sencilla,

En una realizacion adicional preferida del método de ia invencion, dicha disolucion gue contiene tampon para el
método (33) comprende un poliol y/o alcohol. Se conocen bien en la técnica alcoholes o polioles adecuados y se
describen en libros de texto convencionales, tales como Rdmpp. dictionary of chemistry. Mas preferiblemente, dicho
alcohol es etanol y dicho poliol es manitol.

En una realizacion mas preferida, la concentracion del poliol y/o alcohol es de entre ¢l 0 y el 10% (p/iv).

El término "sacaridos” engloba mono, di y polisacaridos. Se conocen bien en la técnica la estructura y composicion
de los meno, di y polisacaridos y se describen en libros de texto convencicnales, tales como Rémpp, dictionary of
chemistry.

Mas preferiblemente, dicho sacarido es un disacarido. Lo mas preferiblemente, dicho disacarido es sacarosa o
trehalosa.

En los ejemplos adjuntos se describen medios y métodos adicionales para controlar la distribucidn homogénea, la
cuantificacién y la caracterizacion del agente activo.

Sorprendentemente, los agentes activos, en particutar sorprendentemente las proteinas, cuando se adsorben sobre
la superficie de materiales de relleno ceramicos/portadores son mucho mas resistentes frente a la degradacion
provocada por disolventes organicos que proteinas libremente disueitas o suspendidas en disoluciones organicas o
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integradas en sistemas de emuision bifasicos. Por tanto, este aspecto de la invencién abre una nueva posibilidad
para producir sistemas de administracién de farmacos a base de polimeros para proteinas sin desnaturalizacion y/o
modificacidn de polipéptidos en sistemas organicos singulares o multifasicos.

Son adecuados para uno de los dos métodos de a presente invencion como agentes activos todas las proteinas,
polipéptidos y farmacos de molécula pequeria. Especialmente, tales agentes activos con baja o ninguna afinidad por
matrices portadoras inorganicas pueden inmovilizarse en el material compuesto de peoiimero - fosfato de caleio.
Preferibiernente, 1a unidn de dicho agente activo al portador es reversible.

De ese modo, se permite |a disolucion de dicho agente activo una vez que la pasta se ha llevado a un entorno in vivo
adecuado, tal como una cavidad 6sea 0 a un entorno acuoso intramuscular o subcutdneo. La pasta de
endurecimiento in sty 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 et al., 1995).

Mas preferiblemente, dicha disolucién de los compuestos inmovilizados es una liberacidn sostenida que permite la
difusion del agente activo al interior del tejido, que rodea ia pasta endurecida. Por tanto, la pasta endurecida es
adecuada para servir como fuente in vivo para, por ejemplo, proteinas osteoinductivas, péptidos, antibidticos o
farmacos de molécula 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 agua y el material de relleno junto con el plastificante forman el material de la pasta de
material compuesto de portador/fpolimero de la presente invencion, que se une a un agente activo para dar como
resultado la pasta de la presente invencion, que permite la liberacion sostenida de dicho agente activo in vivo, una
vez que se endurece la pasta en el plazo de minutos a horas mediante difusion 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 et al, 1995). El tiempo hasta que se alcanza la estabilidad
mecanica completa puede controlarse mediante la variacion de los componentes del material del impiante.

£l término “tampodn” que asiste en el mantenimiento del agente activo disuelto en disoluciones acuosas durante un
tiempo suficiente como para permitir un *recubrimiento homogéneo” se refiere a un componente gue pemite que el
agente activo osteoinductivo se disuelva eficazmente y se mantenga en la disolucion. Este tampén puede evitar y/o
equilibrar el aumento de pH provocado al poner en contacto la disolucion con el portador de fosfato de caicio de
modo que la proteina no precipita inmediatamente, por ejemplo, debido a un aumento de pH. Dicho tampon puede
determinarse por el experto en la técnica considerando la solubilidad de la proteina ostecinductiva (io que depende
del pH y la fuerza iénica) y la influencia del portador sobre dicho parametros tras poner en contacto el portador con
dicha disolucién que contiene tampdn. Segln la presente invencion, se ha encontrado que es necesario un tampon
adecuado para 1a distribucién homogénea del agente activo sobre la superficie del portador, por ejempio fosfato de
calcio, comprendiendo preferiblemente dicho tampdn un acido débil, un alcohol y un sacérido.

H Aplicaciones farmacéuticas

La invencién se dirige a una composicion farmacéutica que comprende la pasta tal como se describid anteriormente.

El producto de la presente invencion puede formularse como una composicion farmacéutica o un dispositivo medico.
La composicion de dicho producto puede comprender compuestos adicionales como estabilizadores, sustancias
tamponantes y otros excipientes. La cantidad del producto de la presente invencidn aplicada al paciente se
determinara por el médico encargado y otros factores clinicos; preferiblemente segin cualquiera de los métodos
descritos anteriormente. Tal como se conoce bien en las técnicas médicas, 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
momento y la via de administracion, las condiciones de salud general y otros farmacos que estén administrandose
de manera concurrente. Puede monitorizarse el progreso mediante evaluacién periddica. Gracias a la presente
invencion, es posible tener un sistema, gue permite el cuidado de defectos dentales u ortopédicos mediante ia
adaptacion dptima del material semejante a una pasta en el sitio de implantacion y al mismo tiempo una liberacion
controlada de un agente activo.

Preferiblemente, el método de aplicacion es minimamente invasivo, alin mas preferiblemente se aplica la aplicacion
mediante inyeccion.

Gracias a ia presente invencién, es posible tratar diversos defectos éseos incluyendo grandes cavidades de una
nueva manera. En particular, las grandes cavidades no podian tratarse de manera eficaz o solo con el usc de
material de hueso autégeno. Sin embargo, debido a las propiedades ostecinductivas y/u osteoconductivas fiables y
eficaces de la pasta de la presente invencion o el dispositivo que puede obtenerse mediante el método de la
invencion, ahora se ha hecho posible el tratamiento de defectos éseos que requieren un aumento o reparacion
Oseos extensos sin una segunda cirugta.

La invencién también engioba el uso de la pasta de la invencidn o una pasta que puede obtenerse mediante el
método de la invencion para la preparacién de una composicion farmacéutica para el aumento 6seo.
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E! término “aumento Gseo” se refiere a la formacién inducida de hueso, que esta indicada para tratar defectos 6seos,
cavidades en huesos, o para tratar enfermedades y trastornos acompafiados de pérdida de tejido oseo o para
preparar la posterior fijacion de un implante. Las enfermedades y los trastornos descritos a continuacion se conocen
bien en |a técnica y se describen en detalle en libros de texto médicos convencionales tales como Pschyrembel o
Stedman.

Preferiblemente, dicho aumento 6seo sigue a defectos traumaticos, malignos o artificiales.

Otra realizacidon de la presente invencion se refiere al uso de la pasta de la invencién o la preparacidn de una
composicion farmacéutica para tratar defectos dseos.

Mas preferiblemente, dichos defectos éseos incluyen fracturas tales como fractura de radio y fractura de la cabeza
de la tibia, reparaciéon sin fractura, artrodesis vertebral, defectos de huesos largos o defectos 0seos tras apicectomia,
extirpacion de quistes o tumores, extraccion dental o extirpacion quirdrgica de dientes retenidos.

La invencion también se refiere al uso de la pasta de la invencion para el relleno de cavidades y el soporte de
regeneracion tisular guiada en periodontologia.

Otra realizacion de la presente invencion se refiere al uso de la pasta de la invencion para |la preparacion de una
composicion farmacéutica para la elevacion del suelo sinusal, el aumento de ia cresta maxilar y mandibular atrofiada
y la estabilizacion de implantes inmediatos.

También esta dentro del alcance de la presente invencion un método para tratar una © mas de la enfermedades a
las que se ha hecho referencia segun los usos de la presente invencion, comprendiendo dicho método al menos la
etapa de administrar la pasta de [a invencidon en una forma farmacéuticamente aceptable a un sujeto.
Preferiblemente, dicho sujeto es un ser humano.

Finalmente, la invencion se refiere a un kit que comprende la pasta de la invencion. Los componentes del kit se
describen adicionalmente a continuacion.

Las partes del kit de la invencidon pueden envasarse individuaimente en viales u ofros medios apropiados
dependiendo de! componente respectivo © en combinacién en recipientes o unidades de multiples recipientes
adecuados. La fabricacion del kit sigue preferiblemente procedimientos convencionales gue conoce el experto en la
técnica.

By Beneficios de la pasta de endurecimiento in sifu de la presente invencion

Segun la presente invencidn, pudo desarrollarse una pasta de endurecimiento in situ con excelente resistencia al
lavado debido un fraguado rapido, que permite que se forme la pasta premezclada tal como una pasta que contiene
CPC de manera estable en un entorne hiimedo (por ejemple, indicacicnes con hemorragia grave) antes de gue el
endurecimiento sea completo. Estas pastas premezcladas segln la presente invencion tienen la ventaja de que
existe tiempo ilimitado para su aplicacién y modulacién y el polimero que contiene el material de relieno sélide
inscluble en agua comienza a endurecer tras haberse expuesto a agua o fluido corporal del tejido circundante.

Gracias a la presente invencion, pudo generarse una pasta de endurecimiento in sitt moldeable, preferiblemente
inyectable, de autcendurecimiento y resorbible evitando las desventajas tales como la fragilidad de las
composiciones de CPC con mejores propiedades mecanicas que las composiciones de CPC convencionales.

Preferiblemente, con la seleccion del plastificante, tal como PEG, DMSO o glicerol, pudo mejorarse adicionafimente
la resistencia mecénica tras la disipacién del plastificante. Los inventores encontraron que dependiendo de! polimero
usado, el plastificante tiene un impacto sobre la temperatura de transicidn vitrea del polimero en el implante
endurecido, lo que influye en la resistencia mecanica de ia 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 DMSQ, que es un plastificante preferido para disolver copolimeros de blogue debido a
sus caracteristicas de solubilidad es comparable al PEG en lo referente al impacto sobre la disminucion de la
temperatura de transicion vitrea del polimero y por tanto a la resistencia mecanica de la pasta de endurecimiento in
situ.

Ademas, la pasta de material compuesto de cerdmica/pclimero de la presente invencién muestra estabilidad
mecanica mejorada en comparacion con sistemas de flujo convencionales que usan matrices poliméricas para la
liberacién retardada.

Preferiblemente, |a pasta de endurecimiento in sifu tiene una dureza del 20% en el plazo de una hora determinada
mediante el métode bien conocido por el experto en el campo y descrito adicionalmente en el ejemplo 12, mas
preferiblemente el 30% tras una hera, lo mas preferiblemente el 40% en el plazo de una hora tras el contacto con un
medio acuoso.

Segln la presente invencion, la pasta de endurecimiento in sify es superior con respecto a los sistemas de flujo
convencionales tales como CPC (bamra blanca de la figura 13) o sistemas poliméricos libres de fosfato de caicio
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(barra gris de la figura 13) en lo referente a la resistencia mecdnica inicial en el plazo de una hora 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 invencidén muestra estabilidad
mecdanica mejorada en comparacion con sistemas convencionales que usan matrices poliméricas para la liberacién
retardada. En realizaciones porosas, la matriz de material compuestc permite propiedades osteoconductivas
mejoradas en comparacién con sistemas de la técnica anterior debido al sistema poroso, en particular libre de poros
interconectados.

El material del portador de material compuesto de ceramica/polimero de la presente invencion es adecuado para
sustituir granulos poliméricos de encapsulacion convencionales importantes para la liberacion retardada. Debido al
contenido del portador ceramico del sistema (portador ceramico mas recubrimiento de polimero), la cantidad de
polimero puede reducirse significativamente en comparacién con sistemas de flujo convencionales totalmente a
base de polimero que usan matrices poliméricas. La cantidad reducida de polimero conduce a un riesgo reducido de
citotoxicidad. Un aspecto adicional de la invencién es la estabilidad mecanica aumentada del material compuesto en
comparacién con andamiajes totalmente a base de polimero.

La invencién se describira ahora mediante referencia a los siguientes ejemplos que son meramente ilustrativos y que
no limitaran el alcance de la presente invencién.

Ejemplos
Ejemplo 1: Recubrimiento de polvo de beta-TCP con rhGDF-5

Se pipetearon 333 mg de beta-TCP y 147 ul de rhGDF-5 en HCI 10 mM (3,4 mg/ml) sobre el beta-TCP y se
absorbieron. Se incubé el polvo himedo durante aprox. 1 hora a 25°C y se secé en una etapa de liofilizacién
posterior.

Ejemplo 2: Preparacién de un IFS (rhGDF-5/beta-TCP/PLGA/PEG 400)

Se disolvieron 167 pul de PEG 400 y 83 mg de PLGA mediante calentamiento suave para obtener una disolucion
viscosa. Tras enfriamiento a temperatura ambiente, se afadieron 333 mg de polvo de beta-TCP recubierto con
rhGDF-5 con agitacién continua para obtener una pasta homogénea.

Ejemplo 3: Preparacién del IFS (beta-TCP/PLGA /PEG 400)

Se disuelven 1 mi de PEG 400 y 500 mg de PLGA mediante calentamiento suave para obtener una disolucién
viscosa. Tras enfriamiento a temperatura ambiente, se afadieron 2000 mg de polvo de beta-TCP con agitacion
continua para obtener una pasta homogénea.

Ejempio 4: Extraccion de la proteina inmovilizada
(etapa A)

Extraccion de 417 mg de muestra de prueba endurecida {1 h a 4°C) en 1 ml de disolucién en cloroformo para
disolver el polimero. Tras retirar 1a disolucién en cloroformo de polimero, se eliminé ef cloroformo residual en un
desecador a vacio.

(etapa B)

Para la extraccién de la proteina inmoviiizada del beta-TCP, se sumergid la muestra resultante de la etapa A
{granulos recubiertos y libres de polimero) en urea 8 M, Tris 10 mM, EDTA 100 mM durante 1 h a 4°C.

En la etapa posterior, se centrifugd la disolucién (9300* g, 3 min). Se cuantificaron el contenido en proteina y los
productos de degradacion en el sobrenadante mediante RP-HPLC.

Ejemplo 5: Preparacidon de muestras de prueba

El endurecimiento de las muestras de prueba tiene lugar mediante la sustitucién del PEG por agua del fluido
corporal. En condiciones fisiolégicas simuladas, se representé el fluido corporal mediante solucién salina tamponada
con fosfato (PBS). Tras colar la pasta a un molde hueco, posteriormente se endurecié la pasta mediante incubacién
de! molde hueco en PBS durante la agitacién suave del PBS para soportar la difusién del PEG lejos de la muestra de
prueba. Se alcanzo la dureza final ya después de tres horas a temperatura ambiente.

Ejemplo 6: Propiedades mecdnicas mejoradas medianie la variacién del tamafio de grano de beta-TCP

Se usaron diferentes tamanos de grano:

e« Dbeta-TCP de aproximadamente 10 - 100 pm
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¢« beta-TCP de aproximadamente 100 - 300 um

« beta-TCP de aproximadamente 10 um

Ejemplo 7: Propiedades mecanicas mejoradas mediante [a variacién del contenido en polimero

Se preparan las diferentes pastas mediante la variacion del método descrito en el ejemplo 3. Para fabricar muestras
de prueba, se endureci6 la pasta segun el ejemplo 5. Se determiné la estabilidad mecanica tal como se describe en

el ejemplo 9.

Tabla 1; composicion de la pasta:

14% de PLGA

29% de PEG

57% de beta-TCP

18% de PLGA

29% de PEG

53% de beta-TCP

21% 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;

20% de PLGA
25% de PLGA
30% de PLGA
35% de PLGA

80% de beta-TCP
75% de beta-TCP
80% de beta-TCP
55% de beta-TCP

Ejemplo 8: Propiedades mecanicas mejoradas mediante la variacion del contenido en polimero

Se usaroen diferentes calidades de PLGA para fabricar los cuerpos de prueba

Tipo de PLGA Peso molecular [g/mol]
20% de PLGA (Resomer® RG 503 H) | 34000
20% de PLGA (Resomer® RG 502 H) | 18600

Ejemplo 9: Determinacion del tamafio de poro vy orientacidn de poro

Durante el endurecimiento de las muestras de prueba segun el ejemplo 5, se forma la porosidad estructurada. Se
determinaron el tamafio de poro y la orientacion de poro mediante la composicidn de la pasta mediante el contenido
del plastificante soluble en agua. Se sometieron a prueba y se analizaron diversas formulaciones. Se analizaron el
tamafio de poro y la estructura mediante microscopia dptica y mediante microscopia electrénica de barrido de
diversas secciones transversales a través de las muestras de prueba.

Se formaron los poros de interconexion estructurados en la direccion al tejido circundante. Se determind el tamafio
de poro. Los poros estructurados permiten un rapido movimiento celular dirigido al interior del nicleo del andamiaje
para soportar la sustitucion y la vascularizacién acelerada con nuevo tejido.

Eiemplo 10: Seleccién de diferentes composiciones analizadas del IFS

polimero [% (pesc)] | disolvente [% (peso)] material de | [% (peso)] | agente de | [% (peso)]
organico refleno formacion
inorganico de poros
PLGA RG [ 110 PEG 400 44 5 44 5
503H 16,0 60,0 24,0
194 44.5 cPe 36,1
20,0 50,0 30,0 ) i
22,2 445 B-TCP 33,3
44 5 333
530 44.0 - TCP 33,0 CMC 1.0
44 5 CPC 333 - -
220 44 1 33,0 Polvo de | 09
PEG 4000
220 44 1 33,0 PEG 4000 0,9
disuelto
21,5 43,2 32,3 PEG 4000 ! 3,0
disuelto
220 44,1 33,0 Polvo de |08
PEG 10000
22,0 44 1 33,0 PEG 10000 | 0.9
disuelto
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21,5 43,2 32,3 PEG 10000 | 3,0
disuelto
220 44 1 33,1 NMP 0,8
211 423 31,6 CaS0Q. 50
18,4 37,0 276 NaC! 17,0
18,4 37.0 27.6 sacarosa 17,0
22,0 44 0 33,0 quitosano 1,0
21,8 434 32,5 25
21,4 423 316 50
22,0 440 33,0 Polvo de | 1,0
PVP
21,6 43 4 325 Polvo de |25
PVP
211 423 316 Polvo de | 50
PVP
220 440 33,0 Pluronic 1,0
F&8
2272 44.4 33.3 Tween 80 0.1
220 44,0 33,0 1,0
21,8 437 32,7 18
216 434 32,5 CMC 25
211 423 31,6 5,0
25,0 ' 30,5
38,8 16,7 i )
PLGA RG [ 215 43,2 323 1,020
503H 21,3 427 320 2,0/2,0
21,1 423 316 NaHCO4/ 2,0/3,0
20,9 PEG 400 41,8 31,3 NaH:PQOq4 3,0/3,0
20,9 41,8 31,3 4.0/12.0
20,4 40,9 30,7 5,0/3,0
PLGA RG
503
PLOA RG22 PEG 400 CPC 33,3 . -
PLGA RG
756 445
Copolimero 3.8 44,1
de diblogqug 7.6 47.9
de 11.4 DMSO 51,7
PLGA/PEG
PLGA RG | 222 NMP 445 33,3 - -
503H

RG503H; PLGA; composicidon de polimero: 48-52% molar de D,l-Lactida y 48-52% molar de glicolida; viscosidad
inherente: 0,32-0,44 dlfg, 25°C, al 0,1% en CHCls; {Boehringer, Ingelheim)

RG502H; PLGA: composicién de polimero: 48-52% molar de D,L-Lactida y 48-52% molar de glicolida; viscosidad
inherente: 0,16-0,24 dlfg, 25°C, al 0,1% en CHCI3; {Boehringer, Ingelheim)

RG503; PLLGA; composicion de polimero: 48-52% molar de D,L-Lactida y 48-52% molar de glicolida; viscosidad
inherente: 0,32-0,44 dVfg, 25°C, al 0,1% en CHCly; (Boehringer, Ingelheim})

RG502; PLGA; composicidn de polimero: 48-52% molar de D,L-Lactida y 48-52% molar de glicolida; viscosidad
inherente: 0,16-0,24 di/g, 25°C, al 0,1% en CHCls; (Boehringer, Ingelheim})

Ejemplo 11: Preparacion def [FS

Inicialmente, se peso la cantidad obligatoria de disolvente orgéanico en un crisol de porcelana. En una segunda
etapa, se anadio el polimero. Se homogeneizaron estos dos componentes y se calentaron a una temperatura de
aproximadamente B0°C hasta que se disolvid por completo el polimero en el disolvente organico. Posteriormente, se
dispersaron el material de relleno inorganico {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, ef 26,8% en peso de fosfato de dicalcio anhidro (DCPA}, el
8,9% en peso de carbonato de calcio (CaCOs) y el 1,8% en peso de hidroxiapatita (HA) y opcionalmente otros
excipientes (por ejemplo, agentes de formacién de poros como la sal de sodio de carboximetilcelulosa) en la
disolucion polimérica.
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Ejemplo 12: Ensayos mecanicos del IFS (y sistemas relacicnados)

El IFS en su forma pastosa, preparado tal como se describe en el gjemplo 11, se transfirid a una jeringa. De ese
modo, se facilitd el Henado de la formulacién en los pocillos de una placa de 96 pocillos. Posteriormente, se transfiric
la placa de 96 pocillos, que contenia la muestra pastosa de los IFS (150 - 200 mg por pecillo), a un bafio de
incubacion, que permanecié de manera constante a 37°C para simular tas condiciones fisivldgicas, mientras que
tampén PBS sirve como medio de incubacion. En tiempos predefinidos, se retir la placa de 96 pocilios del bafio de
incubacion para llevar a cabo los ensayos mecanices. Se sometié a ensayo ia dureza de las muestras usando un
aparatc TH 2730 (Fa Thuemter). Sustancialmente, esta maguina consiste en una herramienta de punzonado
metalica, que permite aplicar fuerzas de compresidn sobre las muestras y un transductor LVDT, que sirve para
controlar y medir la fuerza aplicada y para determinar {a distancia cubierta durante la medicidn. Antes de someterse
a ensayo |as diferentes muestras, ha de definirse ia aitura (h1) de un pocillo, que no contiene ninguna muestra. Por
tanto, se fijé 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 (hz), mientras que |la velocidad de ia cruceta de la herramienta de punzonado era de 40 mm por
minuto y la fuerza aplicada se limitd a 0,2 N. Se levd a cabo una segunda medicion 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 calculd la dureza de la muestra de la siguiente manera:

dureza [%] = (hz - d)f hy * 100%
El método descrito se basaba en la determinacion de la dureza segin Shore (norma DIN 535085).

Ejemplo 13: Preparacién del IFS {con un agente activo, para pruebas i vitro, que requieren condiciones estériles)

Las materias primas han de esterilizarse de un modo apropiado. Inicialmente, se pusieron 500 mg de «-TCP
(tamafio de granulo de 100 - 350 pum} en forma seca en un vidric 2R, Se diluyd la disolucidon madre de thGDF-5
(3,4 mg/ml en HCI 10 mM) hasta 0,54 pg/ml con los medios del tampdn de recubrimiento correspondiente. Se
pipetearon 475 pl de la disolucion de rhGDF-5 cbteniida de esa manera sobre el a-TCP y se absorbieron. Se incubé
el granulado hiumedo durante 1 hora a 25°C y luego se liofilizd. Si se usé «-TCP solo como material de relleno
inorganico, se dispersaron los granulos recubiertos directamente y con precision en [a disolucién del polimero
bicdegradable (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 dispersd con precisidén en la disolucién del pelimero bicdegradable.

Ejemplo 14: Pruebas de estabilidad de granulos recubiertos con rhGDF-5 y thBMP-2 en diferentes disolventes
organicos

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 B-TCP con la proteina respectiva
(rhGDF-5 o rhBMP-2) para lograr una concentracion final de 500 ng/g de B-TCP. Después de eso, se aiadieron
425 ul del disolvente respectivo a cada muestra, mientras que las referencias se dejaron sin tratar. Tras la
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 tampén de extraccién, que consistia en urea (8 M), Tris (10 mM) y EDTA
{100 mM), cuyo nivel de pH se ajustd a 6,7 con acido 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 triflucrcacético ai 0,15% y acetonitrilo al 20% en agua) en una razén de 1:1. El disolvente B se
componia de acido trifluoroacético al 0,15% y acetonitrilo al 84% en agua. Se llevd 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 mifmin. Se registré el perfil
de elucién midiendo la absorbancia a 220 nm. Se calcularon las cantidades de rhGDF-5, hBMP-2 y sus productos
de degradacion a partir del drea de pico a 220 nm.

Ejemplo 15: Estudios de liberacién de rhGDF-5

Se transfirieron muestras preincubadas (preparacion descrita en el ejemplo 11), cuyo peso estaba bien definido
(150-300 mg), a un tubo de 50 ml, que contenia 48 mi de medio («-MEM con FCS al 10%). Se llevaron a cabo los
estudics de liberacidn a una temperatura de 4°C. La etapa de preincubacion era necesaria para obtener muestras de
una forma constante para eliminar cualguier influencia de alteracion de las superficies sobre la tasa de liberacién de
rhGDF-5 a partir de las formulaciones.

Ejemplo 16: Cuantificacion de |a liberacion de thGDF-5

Se cuantificod ia liberacién de rhGDF-5 por medio de ELISA. Inicialmente, se fijé el anticuerpo aMP-5 para rhGDF-5
sobre la superficie de una placa de microtitulacion. Tras haber saturado los sitios de unidn libres, se incubé la placa
con las muestras que contenian rhGDF-5. Posteriormente, se incubd el rhGDF-5 unido con el anticuerpo aMP4, que
se cuantificd por medio de reaccidn inmunitaria con estreptavidina-POD.

Ejemplo 17: Extraccion del rhGDF-5 inmovilizado
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Se extrajo el hGDF-5 inmovilizado por medio de un tampén de extraccion, que consistia en urea (8 M), Tris (10 mM)
y EDTA (100 mM). Se ajustd el nivel de pH a pH 6,7 con acido clorhidrico. Se transfirieron 500 mg de granulos de
TCP recubiertos (500 mg de rhGDF-5/g de TCP) a un tubo de 15 ml y se suspendieron en 3 ml de tampdn de
extraccion. Posteriormente, se incubaron los granulos durante 80 minutos a 4°C. Finalmente, se centrifugd el
sobrenadante y se diluyd con disolvente A en una razén de 1:1. Esta disolucion sirve para la caracterizacion y
cuantificacion de rhGDF-5 mediante RP-HPLC.

Ejemplo 18: Cuantificaciéon de rhGDF-5 en disolucion mediante RP-HPLC

Se determind el contenido de rhGDF-5 contenido mediante analisis de fase inversa (RP-HPLC). Se analizaron
alicuotas de la muestra usando una columna Porous 10 R1 C4 (autoéempaquetada). Se usaron acido trifluoroacético
al 0,045% en agua (disolvente A) y acido trifluoroacético al 0,025% en acetonitrilo al 84% (disolvente B) como
disolventes a una velocidad de flujo de 0,4 miimin. Se registro el perfil de elucion midiendo la absorbancia a 220 nm.
Se calcularon las cantidades de rhGDF-5 a partir del area de pico a 220 nm usando una curva patrén,

Ejemplo 19: Caracterizacion de thGDF-5 en disolucion mediante RP-HPLC

Se llevé a cabo la caracterizacion de thGDF-5 y sus posibles modificaciones por medio de RP-HPLC. Se analizaron
alicuotas de la muestra usando una columna Vydac C18, 2,1 x 250 mm. Se usaron dcido friflucroacético al 0,1% en
agua (disolvente A) y acido triflucroacético al 0,15%-acetonitrilo (disolvente B) como disclventes a una velocidad de
flujo de 0,4 ml/min. Se registré el perfil de elucion midiendo a absorbancia a 220 nm. Se calculé el contenido relativo
de rhGDF-5 a partir del 4rea de pico at 220 nm.

Ejemplo 20: Andlisis del IFS mediante microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se sometieron las muestras endurecidas y secadas a vacio a deposicion catédica con carbono. De ese modo, se
aplicé un vacio de aproximadamente 10™ mbar. Las estructuras objetivo para estos andlisis fueron la superficie y el
nucleo de la muestra particular de los IFS y especialmente la porosidad presentada por estas estructuras.

Ejemplo 21: Analisis del |FS 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 gue
las velocidades de calentamiento y enfriamiento fueron de entre 10 y 30 K/min. Se llevé a cabo el enfriamiento por
medio de nitrégeno liguido.

Ejemplo 22: Analisis del IFS mediante microscopia optica

Se prepararon las muestras mediante incubacion de la formulacion de IFS pastosa en tampon PBS durante al
menos 48 horas. Para lograr una forma reproducible de las muestras endurecidas de los IFS, se dosificaron 1,5 g
{por muestra) de la formulacién 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 fuercn la superficie y el nicleo de las muestras particutares de los IFS y especialmente la porosidad
presentada por estas estructuras. Se conté el nimero de poros. Se midio el tamafio de poro de los poros contados
por medio del software denominado Soft Imaging Systems®. Estos datos sirvieron para el célculo del tamario de
poro promedio, la desviacién estandar relacicnada y para la determinacion de |a distribucion del tamario de poro.

Tabla 3 muestra el impacto de diferentes tamafos de particula de la sal de sodio de carboximetilcelulosa (NaCMC)
sobre la distribucion del tamaiio de poro en la superficie y en el nicleo del iFS

estructura analizada: | superficie nucleo superficie nucleo superficie nicleo | superficie | ndcleo
Concentracion de 0 0 1 1 1 1 1 1
NaCMC [% en peso]:
Tamafio g: f;rgm:a - 25-1000 pym 25-71 um 900-1000 pm
Area analizada [mm”] 59,0 29,5 59,0 29.5 59,0 29,5 59,0 29,5
Numere de poros: 6 . 68 31 47 41 95 13 59
Tamafio de poro 104 641 313 523 83 292 233 348
promedio [um]
Tamafio de pero 20 174 81 168 13 34 34 87
minimo [pum]
Tamafio de poro 228 1497 980 3980 705 1550 738 3369
maxime [um]
Desviacion estandar 72 206 200 538 146 177 236 423
[um]
< 200 pm: 5 1 11 37 28 7 19
201-400 pm: 1 10 17 2 52 3 27
401-600 pm: 0 19 10 17 1 13 1 11
601-800 um: 0 29 0 1 1 2 0
801-1000 pm: 0 9 0 1 0 0 0 1
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[ > 1000 um: | 0] 4] 0] 1] 0] 1] 0] 1]

IFS - composicién (sin NaCMC): PLGA RG 503H (22,2% en peso), cemento de fosfato de caicio (33,3% en peso),
polietilenglicol 400 (44 5% en peso),

IFS - composicién (con NaCMC), PLGA RG 503H (22% en pesc) cemente de fosfato de calcio (33% en peso),
polietifenglicol 400 (44% en peso), NaCMC (1% en peso)

Ejemplo 23: Determinacién de la densidad del IFS y sistemas relacionados

Se llend un molde hueco con un volumen definido con las formulaciones particulares. Se determiné por tanto la
masa de la fractura de la formulacién que se requeria. Asi se calculd la densidad como la razon de masa y volumen
(g/ml). Se muestran los datos en la tabla 3. Mediante la adicién de un material de rellenc incrganico a la pasta de
endurecimiento in situ, puede reducirse considerablemente la cantidad de polimero inscluble en agua con relacién al
volumen del defecto, aproximadamente en un tercioc a diferencia de los implantes a base de polimero
convencionales. Esto influye en el valor de pH local dentro del tejido o sitio del defecto y evita reacciones en el sitio
téxicas o adversas debidas a la disminucién del pH durante degradacién del polimero dentro del organismo.

Tabla 4 muestra la determinacién del contenido de PLGA en un volumen del defecto definido

disolucién de
disolucion de polimero libre de
polimero libre de CaF
IFS IFS (CMC) CaP (CMC)

densidad [g/ml] 1,38 1,46 1,07 1,17
contenido de PLGA* [% en peso] 22,2 22,0 450 446
masa de PLGA en 1 mi de
defecto** [g] 0,31 0,32 0,48 0,52

1. IFS;PLGA RG 503H (22,2% en peso), cemento de fosfato de caicio (33,3% en peso), polietilenglicol 400 (44,5%
en peso)

2. IFS(CMC):PL.GA 503H(22,0% en peso),cemento de fosfato de calcio (33,0% en peso), polietilenglicol 400(44,0%
en pese), sal de sodio de carboximetilcelulosa (1,0% en peso)

3. Disolucion de pelimero libre de CaP:PLGA RG 756 (45,0% en peso), N-metilpirrolidona (55,0% en peso)

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 formulacién antes de la aplicacién, ** tras
endurecimiento
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REIVINDICACIONES
Composicion farmacéutica que comprende una pasta de endurecimiento in situ que comprende:
un plastificante, que es un liquido orgéanico biocompatible scluble en agua o miscible en agua,

un polimero insoluble en agua, que es biocompatible, biodegradable, yfo biorresorbibie y soluble en el
plastificante,

un material de rellenc sélido 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 sdlido tras el contacto con el medio acuose 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, alcancles C2 a C6, propilenglicol, solcetal, acetona,
acetato de metilo, acetato de etilo, lactato de etilo, metil etil cetona, dimetiformamida, dimetilsulfoxido,
dimetilsulfona, tetrahidrofurano, caprolactama, decilmetilsulféxido, acido oleico, carbonato de propileno,
triacetina, N,N-dietil-m-toluamida, 1-dodecilazacicloheptan-2-ona ¢ mezclas de los mismos.

Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 1, en la que el polimero insoluble en agua es poli(alfa-
hidroxiacidos), polifortoésteres), poli{anhidridos), poli(aminodcidos), poliacido glictlico) (PGA), poli(acido
lactico) (PLLA), poli{D,L)-acido tactico {(PDLLA), poli{acido lactico-co-glicdlico) (PLGA), copolimeros de
poli(acido lactico-co-glicdlico)-polietilenglicol (PLGA-PEG), poli(dcido 3-hidroxibutirico) (P(3-HB}), poli{acido
3-hidroxivalérico) P(3-HV), poli{p-dioxanona) {(PDS), poli(épsilon-caprofactona) (PCL), polianhidrido (PA}
poliortoéster, polietileno (PE), polipropiteno (PP}, poli(tereftalato de etileno) {PET), poliglactina, poliamida
(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), poliviniipirrolidona, poliuretano, polisifoxano, o copolimeros, terpolimeros, copolimeros de bloque,
combinaciones o mezclas de los mismos.

Composicion farmacéutica segun las reivindicaciones 1 a 2, que comprende ademas una cantidad eficaz de
un material de relleno generader de poros soluble en agua.

Composicion farmacéutica segun 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 dxido de etileno y dxido de propileno; o

agente pordgenc tal como trehalosa, manitol, sacarosa, sorbitol, amincacidos fisiolégicos, por ejemplo
glicina, glutamina, arginina, citrato de sodio, succinato de sodio y fosfatos de sodio, cloruro de sodio,
polivinilpirrolidona (PVP), PEG sdlidos tales como PEG 4000, PEG 10000, hidrogenocarbonate de sodio,
sulfato de calcio o quitosano; o

gas o agente de formacion de gas tal como carbonato de calcio o hidrogenocarbeonato de sodio.

Composicion farmacéutica segln las reivindicaciones 3 y 4, en el que el material de relleno generador de
poros scluble en agua comprende alginato de sodio, amilasa, amifopectina, afmidon, acido hialurénico,
hialuronatc de sodio, gelatina, coladgeno, carboximetilcelulosa, metilcelulosa, sal de calcio de
carboximetilcelulosa, hidroxilpropil-metitcelulosa, hidroxibutiimetilcelulosa, hidroxil-etilcelulosa,
hidroxietilcelulosa o metilhidroxietilcelulosa.

Composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, en el que el material de relleno sélido insoluble en agua es
(@) un compuesto inorganico,
(b) un compuesto organico.

Composicién farmacéutica de [a reivindicacion 1, que comprende ademas 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 0 BMP-16,

(b) GDF-1, GDF-2, GDF-3, GDF-4, GDF-5, GDF-6, GDF-7, GDF-8, GDF-9, GDF-10 0 GDF-11
(c) CD-RAP.
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Composicién farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para su uso en
(a) rellenar cavidades

(b) soportar la regeneracion tisular guiada en periodontologia,

{c) tratar una enfermedad discal traumatica o degenerativa,

(d) artrodesis vertebral

(e) tratar una fractura del cuerpo vertebral,

(fy vertebroplastia o

{g) cifoplastia.

41



ES 2429 889 T3

gL/ "bi4

enbe ua sjgnjosul csdwijod

enbe ua s|qnjos
soJqod ap J1opesauab
oua||al ap [euajew

enbe ua ajgnjosul opl|os
ouajjal ap jeudjeuwl

42



ES 2429 889 T3

81/e b1y

[seip] odwey

[°4] ezeunp

43



ES 2429 889 T3

81/¢ "B

i

891

H

wmm._os_”_ odway

¢l

QD
S &
-—

[9%] ezainp

44



ES 2429 889 T3

gL/ "Bid

)} L4

[seiqoy] odwan

¢l

[°4] ezainp

45



ES 2429 889 T3

81/s B4

[sesoy] odwan

00l

[o,] €Z94Nnp

46



ES 2429 889 T3

81/9 Bid4

[seioy] odwon

891

T B

stcxkar

8v

R L LEFE oYY

-

My bne bk

o
8 § &
[%] ezainp

-
O

00t

47



ES 2429 889 T3

8L/L ‘b

-

[seioy] odwan

[o4] ezaunp

48



ES 2429 889 T3

gL/g ‘B4

96

[sesoy] odwany

Ve

-
o
w

[%,] ezaunp

49



gL/6 "Bid

ES 2429 889 T3

[setp] odwan
Pl

T USROS I O.—N

e'9e 89t

(R TP rrea s e e e e
LT P U O I om

L'LS

................... L L T T

B et L LT L L Y

RO O@

30

[D.] BL




81/0} *bid

[seioy] odwon

ES 2429 889 T3

00l

[°/] ezounp

51



ES 2429 889 T3

-
-

F

1
o O O
0 O <

[%%] ezainp

|
-
N

-

96 h

52

Fig. 11/18



ES 2429 889 T3

8112l ‘b4

[seip] odwan
A} g 14

e e e A R A E KA AR RS RA R b o R AT NS S B b S RSk A T

T R L A L e T R RS R TR 3% F K T AN ALK A m ke mn v KN P K E KX W R & m k7 Bkl m s m o e

(LR T T PPN

R R e A LA+ P % iy AT AR R Rk m e g A ML A Awad r
bt e T KRS SN e e E X KRR R K .

R LL T L LI LT P T epp s

B PP O_..

- 0%

- Op

[D.] BL

53



ES 2429 889 T3

gL/gL Bid

96

[seioy] odwan
ol

b

o O O O
S o0 © o<
-

o O
N

[%] ezaunp

54



ES 2429 889 T3

55

Fig. 14/18



ES 2 429 889 T3

56

Fig. 1518



ES 2429 889 T3

gL/01 'bi4

[seip] odwan

R e L T L o

Rt e AR KA R n e KK RSk b ke K T3 A Sk AR S mmmm g ;

B Y T

wrax .;».nl..nu::u:!.«S:.:.:“

AR R A e R R AR LR S A

R e R A B R e NS ig T A Y R e ke n

R R LT R Ry

-
a -

R AR R EY R RS A AR btk mE L AR ke sk T e .

O
N
qi

-

v "

-
<r

- ®

F =

-~

4
oelo

R T T P Y LT A PR R . S,

o
0

YT

[%] u

e ol TR L R SR SV

-
(o 0]

T T T U R

57



ES 2429 889 T3

]
<

[

<
i)

vnu

o O o o 9 O
§m¢mc&m
o N - T

] ooid ap pepisuaju|

58

60

58

50 52

Tiempo de retencion [min.]

48

42

g

Fig. 17/18



ES 2429 889 T3

81/81 "B

59



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

