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Composiciones y métodos para el tratamiento de hueso
Descripcion
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a composiciones, métodos y kits para el tratamiento de hueso, especialmente hueso
deteriorado o dafnado.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los problemas musculoesqueléticos son generalizados en toda la poblacion en todos los grupos de edad y en
ambos sexos. La mitad de los estadounidenses necesitaran ser atendidos por fracturas en algin momento de su
vida, segun un articulo ampliamente publicado presentado en la reunién anual de 2003 de la Academia Americana
de Cirujanos Ortopédicos (AAOS). Segun este informe, en los EE.UU. se gastan méas de 10 mil millones de ddlares
anuales en atencién hospitalaria asociada con el tratamiento de fracturas.

La salud 6sea es una cuestion cada vez mas importante ya que mas de 25 millones de personas padecen
osteoporosis y 7 millones mas experimentan fracturas 6seas cada afio en los Estados Unidos. La osteoporosis y la
mala salud 6sea contribuyen significativamente al deterioro de la estructura 6sea, que conduce a la generacion de
fracturas éseas con facilidad y a la reparacién del hueso afectado. Segun la Sociedad de Radiologia Cardiovascular
e Intervencionista, la osteoporosis provoca aproximadamente 700.000 fracturas vertebrales cada ano.

Existen muchos factores que pueden contribuir a una mala salud 6sea. Varios factores son el consumo excesivo de
alcohol, el tabaquismo, la mala alimentacion, la inactividad fisica y la predisposicion genética. Por otra parte, el
envejecimiento y la osteoporosis contribuyen a disminuir la masa 6sea y la densidad mineral, asi como la
disminucion de las tasas de consolidacion de las fracturas 6seas. Los posibles factores que contribuyen a la
disminucion de las tasas de consolidacién del hueso en personas con osteoporosis incluyen una reduccion de la
maduracion de las células progenitoras de osteoblastos, una reduccion de la actividad proliferativa de las células
osteoprogenitoras, una disminucion de la capacidad de formacion de hueso de los osteoblastos maduros, una
disminucion de la respuesta osteoblastica a la sefalizacion quimica y un desequilibrio negativo entre la formacién de
hueso y la resorcion ésea.

El hueso sano puede verse perjudicialmente afectado por el hueso debilitado o por mecanismos compensatorios que
afectan a la carga en el hueso sano. Un paciente con una lesiéon en un lado del cuerpo, por ejemplo, una fractura de
cadera o un fémur deteriorado debido a una necrosis avascular o una osteoartritis, puede favorecer el lado lesionado
y afadir carga a la cadera o al fémur contralateral. Dentro de la columna vertebral, una vértebra dafiada puede
anadir tension a las vértebras adyacentes por encima o por debajo de ella, dafiando con el tiempo estas vértebras.
Resulta necesario un método para reforzar estos huesos sanos que son sometidos a un esfuerzo adicional y a dafios
potenciales a fin de prevenir o mitigar tales danos.

Las fracturas vertebrales por compresion (FVC) son las fracturas osteoporéticas mas comunes, produciéndose en
aproximadamente el 20% de las mujeres posmenopausicas (Eastell et al., J Bone Miner Res 1991; 6:207-215). Se
estima que se producen anualmente 700.000 FVC, y s6lo 250.000 de ellas son diagnosticadas y tratadas. Debido a
que estas fracturas quedan sin tratar, la osteoporosis puede quedar sin tratar y avanzar rapidamente. Las mujeres
posmenopausicas tienen un riesgo 5 veces mayor de sufrir otra fractura vertebral en el siguiente afo y un riesgo 2
veces mayor de otras fracturas por fragilidad ésea, incluidas las fracturas de cadera (Klotzbuecher et al., J Bone
Miner Res, 2000, 15:721-739).

Las FVC se producen cuando hay una rotura en una o ambas placas terminales del cuerpo vertebral, normalmente
debido a un traumatismo, lo que debilita las vértebras y hace que la columna anterior falle como soporte del cuerpo
durante las actividades de la vida diaria. Las fracturas vertebrales por compresién debidas a la osteoporosis pueden
provocar dolor de espalda debilitante, deformidad de la columna y pérdida de altura. Las fracturas vertebrales
sintomaticas y asintomaticas se asocian con una mayor morbilidad y mortalidad. Se espera un drastico aumento del
ndmero de personas mayores en situacion de riesgo por osteoporosis en las proximas décadas, que hace necesaria
la identificaciéon precisa de las FVC vy la intervencion terapéutica para reducir el enorme impacto potencial de esta
enfermedad en los pacientes y en los sistemas sanitarios.

Tradicionalmente, las FVC debidas a la osteoporosis se han tratado con reposo en cama, analgésicos narcéticos,
aparatos ortopédicos y terapia fisica. Sin embargo, el reposo en cama conduce a la pérdida acelerada de hueso y al
desacondicionamiento fisico, o que agrava aun mas el estado del paciente y contribuye al problema de la
osteoporosis. Por otra parte, el uso de narcéticos puede empeorar el estado de animo y los problemas mentales que
pueden ser ya frecuentes en las personas de edad avanzada. Ademas, las personas de edad avanzada no toleran
bien llevar aparatos ortopédicos. Aunque los actuales tratamientos de la osteoporosis tales como el reemplazo
hormonal, los bifosfonatos, la calcitonina y analogos de la hormona paratiroidea (PTH) hacen frente a problemas a
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largo plazo, a excepcién de la calcitonina, no proporcionan ningun beneficio inmediato en términos de control del
dolor una vez producida una fractura (Kapuscinski et al., Master Med. Pol. 1996; 28:83-86).

Recientemente, se han desarrollado tratamientos minimamente invasivos para las fracturas por compresion del
cuerpo vertebral, la vertebroplastia y la cifoplastia, para hacer frente a los problemas del dolor y estabilizar la
fractura. La vertebroplastia es el llenado de un cuerpo vertebral fracturado que tiene como objetivo estabilizar el
hueso, evitar un mayor colapso y eliminar el dolor agudo debido a la fractura. Sin embargo, la vertebroplastia no trata
de restaurar la altura vertebral y/o la alineacién sagital. Ademas, dado que no hay hueco en el hueso, el relleno
vertebral se realiza con un menor control con menos cemento viscoso y, como consecuencia, resultan comunes las
fugas del material de relleno.

La cifoplastia es un procedimiento quirirgico minimamente invasivo que tiene como objetivo la seguridad, mejorando
la altura vertebral y estabilizando la FVC. Un balén inflable para cementacion, guiado mediante imagenes de rayos
X, se infla en el cuerpo vertebral fracturado. Esto compacta el hueso esponjoso interno, ya que empuja las cortezas
fracturadas de vuelta hacia su posicion normal. A continuacion puede realizarse la fijacion rellenando el hueco con
un biomaterial con control de volumen con un cemento mas viscoso. Aunque la cifoplastia se considera un
tratamiento seguro y eficaz de las fracturas vertebrales por compresion, los estudios biomecanicos demuestran que
la cementacion ejerce tension adicional en los niveles adyacentes. De hecho, este aumento de la rigidez puede
disminuir la carga de rotura final de las vértebras adyacentes en un 8% a un 30% y provocar posteriores fracturas
(Berlemann et al., J Bone Joint Surgery BR, 2002; 84:748-52). La fractura por compresién de uno o méas cuerpos
vertebrales con posterioridad a la vertebroplastia o a la cifoplastia se denomina en el presente documento "fractura
vertebral secundaria por compresion".

En un estudio clinico reciente, se observd una mayor tasa de fractura vertebral secundaria por compresion después
de la cifoplastia en comparaciéon con los datos histéricos para las fracturas no tratadas. La mayoria de ellas se
produjeron en un nivel adyacente dentro de los 2 meses siguientes a la intervencion inicial. Después de este periodo
de dos meses, hubo fracturas vertebrales secundarias por compresion so6lo ocasionales que se produjeron en
niveles alejados. Este estudio confirmé los estudios biomecanicos que demostraban que la cementaciéon ejerce
presién adicional en el nivel adyacente. (Fribourg et al., Incidence of subsequent vertebral fracture after kyphoplasty,
Spine, 2004, 20, 2270-76).

Teniendo en cuenta el aumento de la incidencia del uso de técnicas quirdrgicas minimamente invasivas para el
tratamiento de las fracturas vertebrales por compresion y la predisposicion de las vértebras adyacentes a
experimentar fracturas secundarias por compresién, existe una necesidad clinica no satisfecha para el tratamiento
profilactico y la prevencién de las FVC secundarias.

Las fracturas del radio distal son un importante problema de salud publica y la principal fuente de morbilidad en las
personas de edad avanzada. Se estima que cada afo se producen 1,4 millones de fracturas de mufieca, antebrazo y
mano, y de éstas, casi la mitad (44%) son fracturas de cubito y radio. En los Estados Unidos, el 17% de todas las
visitas a urgencias se deben a lesiones de mufieca [Hanel et al., Orthop. Clin. North Am. Enero 33(1): 35-57, 2002].
Las fracturas del radio distal suponen una sexta parte de todas las fracturas observadas en el servicio de urgencias
(McMurtry et al., Fractures of the Distal Radius, 1992). Casi una de cada cuatro mujeres habra sufrido una fractura
del radio distal a los 90 afos, lo que da como resultado aproximadamente 200.000 fracturas al afio en los Estados
Unidos con un costo directo estimado de casi 150 millones de ddlares (Phillips et al., Bone 1988, 9:271-9, 1986).
Ademas, debido a que se producen con mayor frecuencia en mujeres posmenopausicas con osteoporosis, estas
mujeres tienen una densidad 6sea disminuida, lo que hace sus fracturas especialmente problematicas de tratar y
susceptibles de volver a producirse.

En la actualidad, no existe un consenso sobre el tratamiento de elecciéon de las fracturas del radio distal. Por lo
general, las fracturas estables reciben reduccion cerrada e inmovilizacién con una escayola. Sin embargo, las
fracturas del radio distal inestables pueden tratarse con clavos percutaneos incorporados en una escayola, fijacion
esquelética externa de metal con o sin clavos y/o injerto 6seo, reduccion abierta limitada con o sin injerto éseo, o
reduccion abierta amplia y fijacién interna con o sin clavos y/o injerto éseo.

Informes recientes han demostrado la capacidad de las placas volares de angulo fijo para proporcionar una fijacién
interna mas estable para los procedimientos quirdrgicos que requieren reduccién abierta y fijacién interna (RAFI), y
disminuir la morbilidad posterior en el tratamiento de fracturas inestables del radio distal en comparacioén con otra
técnicas de fijacién interna (Orbay et al., J. Hand. Surg. 29A, 96-102, 2004).

La evaluacién quirdrgica para determinar un plan de tratamiento en base a las diversas morfologias de fractura
puede ser complejo. A menudo se utilizan clasificaciones de fracturas basadas en el tratamiento para determinar el
tratamiento 6ptimo e intentar predecir un resultado en base al patron de fractura. Un sistema de clasificacion de
utilidad clinica debe ayudar al cirujano a evaluar y describir el patron de fractura, ayudar a seleccionar una
modalidad terapéutica para el tratamiento de la fractura, y pronosticar el resultado clinico. El sistema AO
universalmente aceptado es una clasificacion detallada de las fracturas organizada por orden de gravedad creciente
para las implicaciones extra e intraarticulares 6seas. Las fracturas de tipo A son fracturas extraarticulares que no
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invaden la(s) superficie(s) de la articulacion; el tipo B describe fracturas articulares limitadas; y el tipo C implica
fracturas articulares complejas. Cada tipo se divide a su vez en tres subgrupos basados en la complejidad
morfoldgica, la dificultad del tratamiento y el prondstico clinico.

En algunos casos, las fracturas del radio distal requieren injerto 6seo para asegurar la adecuada consolidacion del
hueso. Una de las opciones mas ampliamente utilizadas para el injerto dseo es el hueso autélogo. Sin embargo, ha
habido problemas asociados con el autoinjerto, incluidas las desventajas asociadas con los injertos de hueso
autélogo. La mayoria de estos problemas son el resultado de la recoleccién del injerto 6seo, incluido un mayor
tiempo de operacion, estancia hospitalaria, costos, aumento de la pérdida de sangre, dolor postoperatorio, riesgo de
infeccion y/o fractura. Otras complicaciones asociadas con el autoinjerto incluyen un potencial foco de infecciones
asociadas con el hueso avascular, el suministro limitado a los tejidos y la variabilidad de la actividad celular del
injerto 6seo (Younger et al., J. Orthop. Trauma, 3, 192-195, 1989). La morbilidad asociada con el autoinjerto
demuestra la necesidad de una mejor alternativa para un sustituto de injerto éseo angiogénico, mitogénico y
quimiotactico como alternativa para la cementacion de fracturas.

En vista de los significativos problemas de salud planteados por la mala salud ésea y las enfermedades 6seas, tales
como la osteoporosis, seria deseable proporcionar composiciones capaces de facilitar los procesos de consolidacién
de fracturas éseas y promover actividades de remodelado de hueso sano. Ademas, seria deseable proporcionar
métodos de tratamiento de hueso fracturado o deteriorado de otro modo con composiciones capaces de promover
los procesos de remodelado de hueso sano y consolidacion de las fracturas. En vista de las dificultades asociadas
con los injertos de hueso autélogo, seria deseable proporcionar sistemas alternativos de regeneraciéon osteogénica.
Ademas, seria deseable proporcionar sistemas alternativos de regeneracion osteogénica en los tratamientos de
fracturas éseas, incluidas las fracturas de huesos tales como el radio distal y las estructuras anatémicas asociadas
de la mufeca.

RESUMEN

La presente descripcion proporciona métodos y composiciones de la invencién para el tratamiento de hueso, incluido
hueso deteriorado tal como hueso fracturado, hueso enfermo, hueso debilitado y hueso susceptible de ser sometido
a un aumento de carga, tal como un aumento de la carga compensatoria. Estas composiciones y métodos facilitan la
formacion de hueso y refuerzan el hueso. La presente descripcion prevé el uso de las composiciones para el
tratamiento de hueso y el uso de las composiciones en la preparacion de un medicamento Util para el tratamiento de
hueso.

Mas concretamente, la presente invencién proporciona una composiciéon segun se define en la reivindicacién 1 para
su uso en el tratamiento o el tratamiento profilactico de un hueso con baja densidad 6sea, en la que la composicién
facilita la formacion de hueso.

Las composiciones de la presente descripcion se utilizan para facilitar el refuerzo y la curacion del hueso, incluido
hueso fracturado. Un hueso a ser tratado con las composiciones de la presente invencién puede ser el humero,
cubito, radio, fémur, tibia, peroné, rétula, huesos del tobillo, huesos de la mufeca, carpianos, metacarpianos,
falanges, tarsos, metatarsos, costillas, esterndn, vértebras, escapula, clavicula, pelvis o sacro. En las formas de
realizacién especificas, el radio, el fémur, la tibia y una o mas vértebras se tratan con las composiciones y métodos
de la presente invencion.

En un aspecto, una composicion proporcionada por la presente invencién para el tratamiento de hueso comprende
una solucién que comprende el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y una matriz biocompatible, en
la que la solucion estd dispuesta en la matriz biocompatible. EI PDGF esta presente en la solucién a una
concentracién que va desde aproximadamente 0,1 mg/ml hasta aproximadamente 1,0 mg/ml. La concentracion de
PDGF dentro de la solucion puede estar dentro del intervalo de concentracion indicado anteriormente.

En las formas de realizacion de la presente invencién, el PDGF comprende homodimeros y heterodimeros de PDGF,
incluidos PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB, PDGF-CC, PDGF-DD, y mezclas y derivados de los mismos. En una
forma de realizacion, el PDGF comprende PDGF-BB. En otra forma de realizacién, el PDGF comprende un PDGF
humano recombinante (rh) tal como PDGF-BB humano recombinante (rhPDGF-BB).

En las formas de realizacion de la presente invencion, el PDGF comprende fragmentos de PDGF. En una forma de
realizacién, el rhPDGF-B comprende los siguientes fragmentos: secuencias de aminoacidos 1-31, 1-32, 33-108,
33-109 y/o 1-108 de la totalidad de la cadena B. La secuencia de aminoacidos completa (1-109) de la cadena B de
PDGF se proporciona en la Figura 15 de la patente de EE.UU.N®5.516.896. Debe entenderse que las
composiciones de rhPDGF de la presente invencion pueden comprender una combinacion de rhPDGF-B intacto
(1-109) y fragmentos del mismo. Pueden emplearse otros fragmentos de PDGF tales como los descritos en la
patente de EE.UU. N® 5.516.896. Segun una forma de realizacion preferente, el rhPDGF-BB comprende al menos un
65% de rhPDGF-B intacto (1-109).
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Una matriz biocompatible, segun la presente invencién, comprende un material de armazén éseo. En algunas
realizaciones, el material de armazén 6seo comprende fosfato calcico. El fosfato calcico, en una forma de
realizacién, comprende B-fosfato tricalcico.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicion tal como se define en la reivindicacion 1 para el
tratamiento de hueso que comprende una solucién de PDGF dispuesta en una matriz biocompatible, en la que la
matriz biocompatible consiste en un material de armazén éseo y un aglutinante biocompatible. La solucién de PDGF
puede tener una concentraciéon de PDGF como se ha descrito anteriormente. El material de armazén éseo en
algunas realizaciones, consiste de fosfato calcico. En una forma de realizacion, un fosfato célcico comprende un
B-fosfato tricalcico. En un aspecto, las matrices biocompatibles pueden incluir particulas de fosfato célcico con o sin
aglutinantes biocompatibles o aloinjerto éseo, tal como aloinjerto 6seo liofilizado desmineralizado (DFDBA) o matriz
6sea desmineralizada particulada (DBM). En otro aspecto, las matrices biocompatibles pueden incluir aloinjerto
0seo, tal como DFDBA o DBM.

Por otra parte, un aglutinante biocompatible, segin algunas formas de realizacién de la presente invencion,
comprende proteinas, polisacaridos, acidos nucleicos, hidratos de carbono, polimeros sintéticos, 0 mezclas de los
mismos. En una forma de realizacion, un aglutinante biocompatible comprende colageno. En otra forma de
realizacién, un aglutinante biocompatible comprende colageno, tal como colageno bovino o humano.

La presente descripcion proporciona adicionalmente métodos para producir composiciones para el tratamiento de
hueso, asi como métodos para el tratamiento de hueso. En una forma de realizacién, un método para producir una
composicién comprende proporcionar una solucién que comprende PDGF, proporcionar una matriz biocompatible y
disponer la solucién en la matriz biocompatible.

En otra forma de realizacién, un método para tratar hueso deteriorado comprende proporcionar una composicion que
comprende una solucion de PDGF dispuesta en una matriz biocompatible y aplicar la composiciéon al hueso
deteriorado. En una forma de realizacion adicional, un método para tratar hueso deteriorado comprende proporcionar
una composicion que comprende una solucién de PDGF dispuesta en una matriz biocompatible, disponer la
composicién en una jeringa e inyectar la composicién en un sitio de hueso deteriorado.

La presente descripcidon proporciona adicionalmente métodos para producir composiciones para su uso en el
tratamiento de fracturas. En una forma de realizacion, un método para producir una composicion comprende
proporcionar una soluciéon que comprende PDGF, proporcionar una matriz biocompatible y disponer la solucion en la
matriz biocompatible.

En otra forma de realizacion, un método para tratar una fractura comprende proporcionar una composiciéon que
comprende una solucién de PDGF dispuesta en una matriz biocompatible y aplicar la composicion a la fractura. En
algunas formas de realizacion, aplicar la composicion comprende inyectar la composicion en la fractura. En una
forma de realizacion, la inyeccion comprende la inyeccién percutanea de la composicién en el sitio de fractura. En
otra forma de realizacion, la composicion se inyecta en una fractura abierta o expuesta quirdrgicamente. En una
forma de realizacién adicional, aplicar la composicion comprende disponer la composicién en la fractura con una
espatula u otro dispositivo.

En algunas formas de realizacién, un método para tratar una fractura comprende adicionalmente reducir la fractura
y/o estabilizar la fractura. Reducir la fractura, segin algunas formas de realizacion, comprende la reduccién abierta.
En otras formas de realizacion, reducir la fractura comprende la reduccién cerrada. Por otra parte, estabilizar una
fractura, en algunas formas de realizacién, comprende aplicar a la fractura un dispositivo de fijacion externo o
interno.

En otra forma de realizacién, un método para tratar una fractura comprende acelerar el nuevo relleno éseo en la
fractura, en la que la aceleracién comprende proporcionar una composicion que comprende una solucion de PDGF
dispuesta en una matriz biocompatible y aplicar la composicion a la fractura.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un kit que comprende una solucién que comprende PDGF en
un primer recipiente y un segundo recipiente que comprende una matriz biocompatible. En lagunas formas de
realizacién, la solucién comprende una concentracion predeterminada de PDGF. La concentracién de PDGF puede
predeterminarse segun la naturaleza o la clasificacion de la fractura que se esta tratando. El kit puede comprender
adicionalmente un material de armazén éseo y el material de armazén éseo puede comprender adicionalmente un
aglutinante biocompatible. Por otra parte, la cantidad de matriz biocompatible proporcionado por un kit puede estar
en funcién de la naturaleza o de la clasificacion del hueso que se esta tratando. La matriz biocompatible que puede
incluirse en el kit puede ser un material de armazén 6seo, un material de armazén éseo y un aglutinante
biocompatible, y/o aloinjerto éseo tal como aloinjerto éseo liofilizado desmineralizado (DFDBA) o matriz 6sea
desmineralizada particulada (DBM). En una forma de realizacién el material de armazén 6seo comprende un fosfato
célcico, tal como B-TCP. Una jeringa puede facilitar la disposicion de la solucion de PDGF en la matriz biocompatible
para su aplicaciéon a un sitio quirtrgico, tal como un sitio de fractura en el hueso. El kit también puede contener
instrucciones de uso.
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En otro aspecto, la presente invencion también proporciona una composicién para el tratamiento de hueso que
comprende una solucion de PDGF dispuesta en una matriz biocompatible, en la que la matriz biocompatible
comprende un material de armazoén 6seo y un aglutinante biocompatible. La solucion de PDGF puede tener una
concentracion de PDGF segun se ha descrito anteriormente. Un material de armazoén 6seo, en algunas formas de
realizacién, comprende fosfato célcico. En una forma de realizacion, un fosfato célcico comprende un B-fosfato
tricalcico. En un aspecto, las matrices biocompatibles pueden incluir particulas de fosfato calcico con o sin
aglutinantes biocompatibles o aloinjerto 6seo tal como el aloinjerto 6seo liofilizado desmineralizado (DFDBA) o matriz
Osea desmineralizada particulada (DBM). En otro aspecto, las matrices biocompatibles pueden incluir aloinjerto 6seo
tal como DFDBA o DBM.

En algunas formas de realizacién de la presente invencién, las composiciones para promover la formacién de hueso
en los cuerpos vertebrales y las composiciones para prevenir o reducir la probabilidad de fracturas vertebrales por
compresion comprenden adicionalmente al menos un agente de contraste. Los agentes de contraste, segin formas
de realizaciéon de la presente invencidén, son sustancias capaces de proporcionar al menos parcialmente la
diferenciacion de dos o mas tejidos corporales cuando se obtienen imagenes de los mismos. Los agentes de
contraste, segun algunas formas de realizacion, comprenden agentes de contraste catidnicos, agentes de contraste
anionicos, agentes de contraste no i6nicos, 0 mezclas de los mismos. En algunas formas de realizacion, los agentes
de contraste comprenden agentes de contraste radiopacos. Los agentes de contraste radiopacos, en algunas formas
de realizacién, comprenden compuestos que incluyen yodo (S)-N,N’-bis[2-hidroxi-1-(hidroximetil)-etil]-2,4,6-triyodo-5-
lactamidoisoftalamida (lopamidol) y sus derivados.

Por consiguiente, es un objeto de la presente invencién proporcionar composiciones que comprenden PDGF Utiles
para facilitar y, en algunas formas de realizacién, acelerar la consolidacién de las fracturas.

Es otro objeto de la presente invencidn proporcionar una composicién que comprende PDGF dispuesta en una
matriz biocompatible y métodos de uso de tales composiciones como alternativa al injerto 6seo autélogo en el
tratamiento de fracturas.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar composiciones que comprenden PDGF Utiles para el refuerzo
de hueso.

Aun otro objeto de la presente invencion es proporcionar composiciones que comprenden PDGF utiles para el
refuerzo de hueso debilitado.

Aun otro objeto de la presente invencion es proporcionar composiciones que comprenden PDGF utiles para el
refuerzo de hueso sometido a cambios compensatorios en la carga de peso.

Aln otro objeto de la presente invencion es proporcionar composiciones que comprenden PDGF (tiles para el
refuerzo de hueso debilitado debido a cambios compensatorios en la carga de peso, tal como las vértebras
adyacentes a una vértebra danada, o un fémur contralateral a una cadera o fémur lesionados.

Estas y otras formas de realizacion de la presente invencién se describen con mayor detalle en la descripcion
detallada que sigue a continuacion. Estos y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion
resultaran evidentes después de revisar la siguiente descripcién detallada de las formas de realizacion y
reivindicaciones descritas.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra fotomicrografias de los procesos de consolidacién en un sitio de fractura 6sea no tratado
en una rata con osteoporosis.

La figura 2 muestra fotomicrografias de los procesos de consolidacion en un sitio de fractura ésea en una rata
con osteoporosis, tratado con un material de armazén éseo.

La Figura 3 muestra fotomicrografias de los procesos de consolidacion en un sitio de fractura 6sea en una
rata con osteoporosis, tratado con una composicién que comprende una solucion de PDGF y una matriz
biocompatible segin una forma de realizacién de la presente invencion.

La Figura 4 muestra fotomicrografias de los procesos de consolidacion en un sitio de fractura 6sea en una
rata con osteoporosis, tratado con una composicién que comprende una solucion de PDGF y una matriz
biocompatible segun una forma de realizacién de la presente invencion.

La Figura 5 muestra imagenes de microtomografia computarizada (micro-TC) de sitios de fractura 6sea
tratados y no tratados en ratas con osteoporosis segun formas de realizacién de la presente invencion.

La figura 6 ilustra una jeringa y un aparato relacionado penetrando el tejido superpuesto a un cuerpo vertebral
para administrar una composicion de la presente invencién al cuerpo vertebral segun una forma de
realizacién de la presente invencion.

La Figura 7 es una radiografia que ilustra la inyeccidon de una composicion en un cuerpo vertebral segin una
forma de realizacion de la presente invencion.
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DESCRIPCION DETALLADA

La presente descripcién proporciona composiciones y métodos para el tratamiento de hueso. El hueso puede ser
hueso normal o hueso deteriorado. El hueso deteriorado, tal como se utiliza en el presente documento, comprende
hueso que esta danado, enfermo, debilitado o que es funcionalmente defectuoso de otra manera. El hueso
deteriorado por ejemplo, puede incluir hueso fracturado y hueso de baja densidad por cualquier causa incluida pero
no limitada a enfermedades tales como la osteoporosis, el uso de corticosteroides o el tabaquismo. La presente
invencion también puede emplearse para el tratamiento profilactico de hueso que puede verse perjudicialmente
afectado por factores que pueden aradir tension al hueso o afectar al hueso de otro modo.

La presente descripcion prevé el uso de las composiciones de la presente invencion para el tratamiento de hueso. La
presente descripcion también prevé el uso de las composiciones de la presente invencion en la preparacién de un
medicamento (til para el tratamiento de hueso.

En una forma de realizacion, la composicién comprende una solucién que comprende PDGF y una matriz
biocompatible, en la que la solucién esta dispuesta en la matriz biocompatible. En otra forma de realizacién, una
composicion comprende una solucion de PDGF dispuesta en una matriz biocompatible, en la que la matriz
biocompatible comprende un material de armazdn 6seo y un aglutinante biocompatible. En un aspecto, las matrices
biocompatibles pueden incluir particulas de fosfato célcico con o sin aglutinantes biocompatibles o aloinjerto 6seo tal
como aloinjerto éseo liofilizado desmineralizado (DFDBA) o matriz ésea desmineralizada particulada (DBM). En otro
aspecto, las matrices biocompatibles pueden ser DFDBA o matriz 6sea desmineralizada particulada DBM.

Las composiciones de la presente descripciéon se utilizan para facilitar el refuerzo y la consolidaciéon del hueso,
incluido hueso fracturado. Puede tratarse cualquier hueso con las composiciones de la presente invencion, incluido
pero no limitado al humero, cubito, radio, fémur, tibia, peroné, rétula, huesos del tobillo, huesos de la muneca,
carpianos, metacarpianos, falanges, tarsos, metatarsos, costillas, esternén, vértebras, escépula, clavicula, pelvis,
sacro y huesos craneofaciales. En las formas de realizacion especificas, el radio, el fémur, la tibia y las vértebras se
tratan con las composiciones y los métodos de la presente invencion.

En una forma de realizacion, la presente descripcion proporciona composiciones y métodos para el tratamiento de
fracturas del radio distal y de las estructuras anatdmicas relacionadas de la mufieca. Las presentes composiciones y
métodos facilitan y, en algunos casos, aceleran la respuesta de consolidacién en fracturas del radio distal, incluida la
unién 6sea del sitio de fractura. En una forma de realizacion, las composiciones comprenden una solucién que
comprende PDGF y una matriz biocompatible, en la que la solucion esta dispuesta en la matriz biocompatible. En
otra forma de realizacion, las composiciones comprenden una solucion de PDGF dispuesta en una matriz
biocompatible, en la que la matriz biocompatible comprende un material de armazén 6seo y un aglutinante
biocompatible. En otra forma de realizacion, la presente invenciéon proporciona composiciones y métodos para el
tratamiento de fracturas de tibia. En otra forma de realizacion, la presente descripcién proporciona composiciones y
métodos para el tratamiento de fracturas vertebrales o para el refuerzo de las vértebras adyacentes a una vértebra
danada. Segun formas de realizacion descritas en el presente documento, la presente invencion proporciona
composiciones para promover la formaciéon de hueso en un cuerpo vertebral y composiciones para prevenir o
disminuir la probabilidad de fracturas vertebrales por compresién, incluidas las fracturas vertebrales secundarias por
compresion.

A continuacién, volviendo a los componentes que pueden incluirse en diversas formas de realizacion de la presente
descripcion, las composiciones de la presente descripcion comprenden una soluciéon que comprende PDGF.

Soluciones de PDGF

El PDGF juega un papel importante en la regulacion del crecimiento y divisién celular. El PDGF, al igual que con
otros factores de crecimiento, es capaz de unirse con los dominios extracelulares de los receptores de tirosina
quinasas. La union del PDGF a estas proteinas transmembrana pone en marcha la actividad quinasa de sus
dominios cataliticos situados en el lado citosélico de la membrana. Mediante la fosforilacion de los residuos de
tirosina de las proteinas diana, las quinasas inducen una variedad de procesos celulares que incluyen el crecimiento
celular y la produccion de matriz extracelular.

Una composicién proporcionada por la presente descripcion puede comprender una soluciéon que comprende factor
de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF) y una matriz biocompatible, en la que la solucién esta dispuesta en la
matriz biocompatible. En algunas formas de realizacién, el PDGF esta presente en la solucién a una concentracion
que va desde aproximadamente 0,01 mg/ml hasta aproximadamente 10 mg/ml, desde aproximadamente 0,05 mg/ml
hasta aproximadamente 5 mg/ml, o desde aproximadamente 0,1 mg/ml hasta aproximadamente 1,0 mg/ml. El PDGF
puede estar presente en la solucion a cualquier concentracién dentro de estos intervalos indicados. En otras formas
de realizacion, el PDGF estd presente en la soluciébn a cualquiera de las siguientes concentraciones:
aproximadamente 0,05 mg/ml; aproximadamente 0,1 mg/ml; aproximadamente 0,15 mg/ml; aproximadamente
0,2 mg/ml; aproximadamente 0,25 mg/ml, aproximadamente 0,3 mg/ml, aproximadamente 0,35 mg/ml,
aproximadamente 0,4 mg/ml, aproximadamente 0,45 mg/ml, aproximadamente 0,5 mg/ml, aproximadamente
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0,55 mg/ml, aproximadamente 0,6 mg/ml, aproximadamente 0,65 mg/ml, aproximadamente 0,7 mg/ml,
aproximadamente 0,75 mg/ml, aproximadamente 0,8 mg/ml, aproximadamente 0,85 mg/ml, aproximadamente
0,9 mg/ml, aproximadamente 0,95 mg/ml o aproximadamente 1,0 mg/ml. Debe entenderse que estas
concentraciones son simplemente ejemplos de formas de realizacién concretas, y que la concentracién de PDGF
puede estar dentro de cualquiera de los intervalos de concentracién indicados anteriormente.

En las composiciones de la presente descripcion pueden utilizarse diversas cantidades de PDGF. Las cantidades de
PDGF que podrian utilizarse incluyen cantidades en los siguientes intervalos: de aproximadamente 1ug a
aproximadamente 50 mg, de aproximadamente 10 ug a aproximadamente 25 mg, de aproximadamente 100 ug a
aproximadamente 10 mg, y de aproximadamente 250 ug a aproximadamente 5 mg.

La concentracién de PDGF o de otros factores de crecimiento en las formas de realizacion de la presente invencién
puede determinarse mediante el uso de un inmunoensayo ligado a enzimas como se describe en las patentes de
EE.UU. N* 6.221.625, 5.747.273 y 5.290.708, o cualquier otro ensayo conocido en la técnica para determinar la
concentracién de PDGF. Cuando se proporciona en el presente documento, la concentracién molar de PDGF se
determina en base al peso molecular del dimero de PDGF (por ejemplo, PDGF-BB; MW aproximadamente 25 kDa).

En las formas de realizacion de la presente invencién, el PDGF comprende homodimeros y heterodimeros de PDGF,
incluidos PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB, PDGF-CC, PDGF-DD, y mezclas y derivados de los mismos. En una
forma de realizacién, el PDGF comprende PDGF-BB. En otra forma de realizacién el PDGF comprende un PDGF
humano recombinante, tal como rhPDGF-BB.

El PDGF, en algunas formas de realizacion, puede obtenerse de fuentes naturales. En otras formas de realizacion, el
PDGF puede producirse mediante técnicas de ADN recombinante. En otras formas de realizacién, el PDGF o
fragmentos del mismo pueden producirse utilizando técnicas de sintesis de péptidos conocidas para un experto
habitual en la técnica, tal como la sintesis de péptidos en fase soélida. Cuando se obtiene de fuentes naturales, el
PDGF puede obtenerse a partir de fluidos bioldgicos. Los fluidos biolégicos, segun algunas formas de realizacion,
pueden comprender cualquier fluido tratado o no tratado asociado con los organismos vivos, incluida la sangre.

Los fluidos bioldgicos, en otra forma de realizacion, también pueden comprender componentes de la sangre,
incluidos concentrado de plaquetas (PC), plaquetas de aféresis, plasma rico en plaquetas (PRP), plasma, suero,
plasma fresco congelado (FFP) y capa leucocitaria (BC). Los fluidos biolégicos, en una forma de realizacién
adicional, pueden comprender plaquetas separadas del plasma y resuspendidas en un fluido fisioldgico.

Cuando se produce mediante técnicas de ADN recombinante, puede insertarse una secuencia de ADN que codifica
un Gnico monoémero (por ejemplo, la cadena B o la cadena A de PDGF), en algunas formas de realizacion, en células
procariotas o eucariotas cultivadas para su expresién, para que produzcan posteriormente el homodimero (por
ejemplo, PDGF-BB o PDGF-AA). En otras formas de realizacién, puede generarse un heterodimero de PDGF
insertando secuencias de ADN que codifican para las dos unidades monoméricas del heterodimero en células
procariotas o eucariotas cultivadas y permitiendo que las unidades monoméricas traducidos sean procesadas por las
células para producir el heterodimero (por ejemplo, PDGF-AB). Puede obtenerse en el mercado PDGF-BB
recombinante AMPc disponible en el mercado de Chiron Corporation (Emeryville, CA). Puede obtenerse rhPDGF-BB
de uso en investigacion de multiples fuentes, incluidas R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN), BD Biosciences (San
José, CA) y Chemicon, Internacional (Temecula, CA).

En las formas de realizacion de la presente invencion, el PDGF comprende fragmentos de PDGF. En una forma de
realizacién el rhPDGF-B comprende los siguientes fragmentos: secuencias de aminoacidos 1-31, 1-32, 33-108,
33-109 y/o 1-108 de la totalidad de la cadena B. La secuencia de aminoacidos completa (1-109) de la cadena B de
PDGF se proporciona en la Figura 15 de la patente de EE.UU.N®5.516.896. Debe entenderse que las
composiciones de rhPDGF de la presente invencién pueden comprender una combinacién de rhPDGF-B intacto
(1-109) y fragmentos de los mismos. Pueden emplearse otros fragmentos de PDGF tales como los descritos en la
patente de EE.UU. N° 5.516.896. Segun una forma de realizacién, el rhPDGF-BB comprende al menos un 65% de
rhPDGFB intacto (1-109). Segun otras formas de realizacion preferentes, el rhPDGF-BB comprende al menos un
75%, un 80%, un 85%, un 90%, un 95% o un 99% de rhPDGF-B intacto (1-109).

En algunas formas de realizacion de la presente invencién, el PDGF puede purificarse. El PDGF purificado, tal como
se utiliza en el presente documento, comprende composiciones que tienen mas de aproximadamente un 95% en
peso de PDGF antes de su incorporacién en las soluciones de la presente invencién. La solucion puede ser
cualquier solucién farmacéuticamente aceptable. En otras formas de realizacion, el PDGF puede estar
sustancialmente purificado. EI PDGF sustancialmente purificado, tal como se utiliza en el presente documento,
comprende composiciones que tienen de aproximadamente un 5% a aproximadamente un 95% en peso de PDGF
antes de su incorporacion a las soluciones de la presente invencion. En una forma de realizacion, el PDGF
sustancialmente purificado comprende composiciones que tienen de aproximadamente un 65% a aproximadamente
un 95% en peso de PDGF antes de su incorporacion a las soluciones de la presente invencion. En otras formas de
realizacién, el PDGF sustancialmente purificado comprende composiciones que tienen de aproximadamente un 70%
a aproximadamente un 95%, de aproximadamente un 75% a aproximadamente un 95%, de aproximadamente un
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80% a aproximadamente un 95%, de aproximadamente un 85% a aproximadamente un 95%, o de aproximadamente
un 90% a aproximadamente un 95% en peso de PDGF, antes de su incorporacion a las soluciones de la presente
invencion. EI PDGF purificado y el PDGF sustancialmente purificado pueden incorporarse a armazones y
aglutinantes.

En una forma de realizacién adicional, el PDGF pueden estar parcialmente purificado. El PDGF parcialmente
purificado, tal como se utiliza en el presente documento, comprende composiciones que tienen PDGF en el contexto
del plasma rico en plaquetas (PRP), plasma fresco congelado (FFP), o cualquier otro producto de la sangre que
requiere la recoleccién y separacién para producir PDGF. Las formas de realizacién de la presente invencion
contemplan que pueda purificarse o purificarse parcialmente cualquiera de las isoformas de PDGF proporcionadas
en el presente documento, incluidos los homodimeros y heterodimeros. Las composiciones de la presente invencion
que contienen mezclas de PDGF pueden contener isoformas de PDGF o fragmentos de PDGF en proporciones
parcialmente purificadas. Puede prepararse PDGF purificado y parcialmente purificado, en algunas formas de
realizacién, como se describe en la solicitud de patente de EE.UU. con N? de serie 11/159.533 (n° de publicacion:
20060084602).

En algunas formas de realizacién, las soluciones que comprenden PDGF se forman solubilizando PDGF en uno o
mas tampones. Los tampones adecuados para su uso en las soluciones de PDGF de la presente invencion pueden
comprender, pero no se limitan a, carbonatos, fosfatos (por ejemplo, solucién salina tamponada con fosfato),
histidina, acetatos (por ejemplo, acetato de sodio), tampones acidos tales como acido acético y HCI, y tampones
organicos tales como lisina, tampones Tris (por ejemplo, tris(hidroximetillaminoetano), &cido
N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulféonico (HEPES), y &acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico (MOPS). Los
tampones pueden seleccionarse en base a su biocompatibilidad con el PDGF y la capacidad del tampén para
impedir la modificacién indeseable de proteinas. Los tampones pueden seleccionarse adicionalmente en base a la
compatibilidad con los tejidos del hospedador. En una forma de realizacién preferente, se utiliza tampdn de acetato
de sodio. Los tampones pueden emplearse a diferentes molaridades, por ejemplo, de aproximadamente 0,1 mM a
aproximadamente 100 mM, de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 50 mM, de aproximadamente 5 mM a
aproximadamente 40 mM, de aproximadamente 10 mM a aproximadamente 30 mM o de aproximadamente 15 mM a
aproximadamente 25 mM, o cualquier molaridad dentro de estos intervalos. En una forma de realizacion, se emplea
un tampon de acetato a una molaridad de aproximadamente 20 mM.

En otra forma de realizacion, las soluciones que comprenden PDGF se forman solubilizando PDGF liofilizado en
agua, en la que antes de la solubilizacion el PDGF se liofiliza a partir de un tampdén apropiado.

Las soluciones que comprenden PDGF, segun formas de realizacién de la presente invencion, pueden tener un pH
que va desde aproximadamente 3,0 hasta aproximadamente 8,0. En una forma de realizacién, una solucién que
comprende PDGF tiene un pH que va desde aproximadamente 5,0 hasta aproximadamente 8,0, mas
preferentemente desde aproximadamente 5,5 hasta aproximadamente 7,0, lo mas preferentemente desde
aproximadamente 5,5 hasta aproximadamente 6,5, o cualquier valor dentro de estos intervalos. El pH de las
soluciones que comprenden PDGF, en algunas formas de realizacion, puede ser compatible con la eficacia y la
estabilidad prolongada del PDGF o de cualquier otro agente biolégicamente activo deseado. EI PDGF es
generalmente mas estable en un entorno acido. Por lo tanto, segun una forma de realizacion, la presente invencién
comprende una formulacion de almacenamiento acido de una solucion de PDGF. Segun esta forma de realizacion,
la solucion de PDGF tiene preferentemente un pH de aproximadamente 3,0 a aproximadamente 7,0, y mas
preferentemente de aproximadamente 4,0 a aproximadamente 6,5. Sin embargo, puede optimizarse la actividad
biolégica del PDGF en una solucién con un intervalo de pH neutro. Por lo tanto, en una forma de realizacion
adicional, la presente invencion comprende una formulacién de pH neutro de una solucién de PDGF. Segun esta
forma de realizacion, la solucion de PDGF tiene preferentemente un pH de aproximadamente 5,0 a
aproximadamente 8,0, mas preferentemente de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 7,0, lo mas
preferentemente de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,5. Segun un método de la presente descripcion, se
reformula una solucién acida de PDGF a una composicion de pH neutro, en la que a continuacién se utiliza dicha
composicion para tratar fracturas del radio distal y de las estructuras anatémicas relacionadas de la mufieca para
promover el crecimiento 6seo. Segun una forma de realizacion preferente de la presente invencién, el PDGF
utilizado en las soluciones es rhPDGF-BB.

En algunas formas de realizacion, puede modificarse el pH de la solucién que contiene el PDGF para optimizar la
cinética de union del PDGF a un enlazador o sustrato matriz. Si se desea, a medida que el pH del material se
equilibra al del material adyacente, el PDGF unido puede hacerse labil.

El pH de las soluciones que comprenden PDGF, en algunas formas de realizacion, puede controlarse mediante los
tampones mencionados en el presente documento. Diversas proteinas muestran diferentes intervalos de pH en los
que son estables. Las estabilidades de las proteinas son reflejadas principalmente por los puntos isoeléctricos y las
cargas en las proteinas. El intervalo de pH puede influir en la estructura conformacional de una proteina y la
susceptibilidad de una proteina a la hidrdlisis, la oxidacion, la degradacién proteolitica, y otros procesos que pueden
dar como resultado la modificacion de la estructura y/o la actividad bioldgica de la proteina.
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En algunas formas de realizacion, las soluciones que comprenden PDGF pueden comprender adicionalmente
componentes adicionales tales como otros agentes bioldégicamente activos. En otras formas de realizacion, las
soluciones que comprenden PDGF pueden comprender adicionalmente medios de cultivo celular, otras proteinas
estabilizadoras tales como albumina, agentes antibacterianos, inhibidores de proteasas [por ejemplo, &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), &cido etilenglicol-bis(beta-aminoetiléter)-N,N,N',N'-tetraacético (EGTA), aprotinina,
acido e-aminocaproico (EACA), etc.] y/u otros factores de crecimiento tales como factores de crecimiento de
fibroblastos (FGF), factores de crecimiento epidérmico (EGF), factores de crecimiento transformantes (TGF),
factores de crecimiento de queratinocitos (KGFs), factores de crecimiento insulinoides (IGF), proteinas
morfogenéticas 6seas (BMP), u otros PDGF, incluidas composiciones de PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB,
PDGF-CC y/o PDGF-DD.

Ademas de las soluciones que comprenden PDGF, las composiciones de la presente invencion también comprenden
una matriz biocompatible en la que disponer las soluciones de PDGF y también pueden comprender un aglutinante
biocompatible, ya sea con o sin una matriz biocompatible.

Matriz biocompatible

Material de armazoén

Una matriz biocompatible, segin formas de realizacién de la presente invencion, comprende un material de
armazén. El material de armazon, segin formas de realizacion de la presente invencién, proporciona la estructura o
el armazén para que se produzca nuevo tejido y/o el crecimiento del hueso. Un material de armazon, en algunas
formas de realizacion, comprende al menos un fosfato calcico. En otras formas de realizacién, un material de
armazén puede comprender una pluralidad de fosfatos calcicos. Los fosfatos célcicos adecuados para su uso como
material de armazén, en formas de realizacion de la presente invencidn, tienen una relacion atdmica entre calcio y
fésforo que va desde 0,5 hasta 2,0. En algunas formas de realizacion, la matriz biocompatible puede comprender un
aloinjerto tal como aloinjerto éseo liofilizado desmineralizado (DFDBA) o matriz 6sea desmineralizada particulada
(DBM).

Los ejemplos no limitativos de fosfatos célcicos adecuados para su uso como materiales de armazén comprenden
fosfato célcico amorfo, fosfato monocélcico monohidratado (MCPM), fosfato monocalcico anhidro (MCPA), fosfato
dicélcico dihidratado (DCPD), fosfato dicélcico anhidro (DCPA), fosfato octacélcico (OCP), a-fosfato tricalcico,
B-fosfato tricalcico, hidroxiapatita (OHAp), hidroxiapatita poco cristalina, fosfato tetracélcico (TTCP), decafosfato
heptacélcico, metafosfato calcico, pirofosfato célcico dihidratado, fosfato célcico carbonatado y pirofosfato célcico.

En algunas formas de realizacion, un material de armazén comprende una estructura porosa. Los materiales de
armazén porosos, segun algunas formas de realizacion, pueden comprender poros con diametros que van desde
aproximadamente 1 um hasta aproximadamente 1 mm. En una forma de realizacion, un material de armazén
comprende macroporos con didmetros que van desde aproximadamente 100 um hasta aproximadamente 1 mm. En
otra forma de realizacién, un material de armazén comprende mesoporos con diametros que van desde
aproximadamente 10 um hasta aproximadamente 100 um. En una forma de realizaciéon adicional, un material de
armazén comprende microporos con didmetros inferiores a aproximadamente 10 pm. Las formas de realizacién de la
presente invencion contemplan materiales de armazdn que comprenden macroporos, mesoporos y microporos, o
cualquier combinacién de los mismos.

Un material de armazén poroso, en una forma de realizacion, tiene una porosidad superior a aproximadamente un
25%. En otra forma de realizacién, un material de armazén poroso tiene una porosidad superior a aproximadamente
un 50%. En una forma de realizacién adicional, un material de armazén poroso tiene una porosidad superior a
aproximadamente un 90%.

En algunas formas de realizacion, un material de armaz6n comprende una pluralidad de particulas. Un material de
armazén, por ejemplo, puede comprender una pluralidad de particulas de fosfato calcico. Las particulas del
armazén, en una forma de realizacién, tienen un didmetro medio que va desde aproximadamente 1 um hasta
aproximadamente 5 mm. En otras formas de realizacién, las particulas tienen un didmetro medio que va desde
aproximadamente 250 um hasta aproximadamente 750 um. Las particulas del armazon, en otra forma de
realizacién, tienen un diametro medio que va desde aproximadamente 100 um hasta aproximadamente 400 um. En
una forma de realizacion adicional, las particulas tienen un diametro medio que va desde aproximadamente 75 pm
hasta aproximadamente 300 um. En formas de realizacion adicionales, las particulas del armazén tienen un
diametro medio inferior a aproximadamente 1 um y, en algunos casos, superior a aproximadamente 1 mm.

Los materiales de armazon, segln algunas formas de realizacién, pueden proporcionarse con una forma adecuada
su implante (por ejemplo, una esfera, un cilindro o un bloque). En otras formas de realizacion, los materiales de
armazén son moldeables, extrusionables y/o inyectables. Los materiales de armazéon éseo moldeables pueden
facilitar la colocacion eficaz de las composiciones de la presente invencion en y alrededor de los sitios diana en el
hueso. En algunas formas de realizacion, los materiales de armazdén moldeables se aplican al hueso con una
espatula o con un dispositivo equivalente. En algunas formas de realizacién, los materiales de armazén pueden fluir.
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Los materiales de armazon fluidos, en algunas formas de realizacion, pueden aplicarse a fracturas 6seas mediante
una jeringa y aguja o canula. En algunas formas de realizacion, los materiales de armazoén fluidos pueden aplicarse
al hueso por via percutanea. En otras formas de realizacion, los materiales de armazén fluidos pueden aplicarse a
una fractura 6sea expuesta quirdrgicamente.

En algunas formas de realizacion, los materiales de armazén son biorreabsorbibles. Un material de armazdn, en una
forma de realizacién, puede reabsorberse dentro del primer afio de su implante in vivo. En otra forma de realizacion,
un material de armazén puede reabsorberse en de un periodo de 1, 3, 6 6 9 meses desde su implante in vivo. La
capacidad de biorreabsorcion dependera de: (1) la naturaleza del material de la matriz (es decir, su composicién
quimica, estructura fisica y tamano); (2) la ubicacién dentro del cuerpo en el que se coloca la matriz; (3) la cantidad
utilizada de material de la matriz; (4) el estado metabdlico del paciente (diabético/no diabético, con osteoporosis,
fumador, de edad avanzada, uso de esteroides, etc.); (5) la gravedad y/o el tipo de lesion tratada; y (6) el uso de
otros materiales, ademas de la matriz, tales como otros factores de anabolismo, catabolismo y anticatabolismo 6seo.

Armazones que comprenden B-fosfato tricalcico

Un material de armazoén para su uso como matriz biocompatible, en algunas formas de realizacion, comprende
B-fosfato tricalcico (B-TCP). El B-TCP, segun algunas formas de realizacién, puede comprender una estructura
porosa con unos poros interconectados y multidireccionales de diametros variables. En algunas formas de
realizacién, el B-TCP comprende una pluralidad de cavidades y poros no interconectados de diversos diametros,
ademas de los poros interconectados. La estructura porosa del B-TCP, en una forma de realizacion, comprende
macroporos con diametros que van desde aproximadamente 100 um hasta aproximadamente 1 mm, mesoporos con
diametros que van desde aproximadamente 10 um hasta aproximadamente 100 um, y microporos con diametros
inferiores a aproximadamente 10 um. Los macroporos y microporos del B-TCP pueden facilitar el crecimiento interno
del tejido, incluida la osteoinduccién y la osteoconduccion al tiempo que los macroporos, mesoporos y microporos
pueden permitir la comunicacion de fluidos y el transporte de nutrientes para ayudar a regenerar el tejido y el hueso,
por toda la matriz biocompatible de 3-TCP.

Cuando comprende una estructura porosa, el B-TCP, en algunas formas de realizacion, puede tener una porosidad
superior a un 25%. En otras formas de realizacion, el B-TCP puede tener una porosidad superior a un 50%. En una
forma de realizacion adicional, el 3-TCP puede tener una porosidad superior a un 90%.

En algunas formas de realizacién, un material de armazdn comprende particulas de B-TCP. Las particulas de a-TCP,
en una forma de realizacion, tienen un diametro medio que va desde aproximadamente 1 pum hasta
aproximadamente 5 mm. En otras formas de realizacion, las particulas de B-TCP tienen un didametro medio que va
desde aproximadamente 250 um hasta aproximadamente 750 um. En otra forma de realizacion, las particulas de
B-TCP tienen un diametro medio que va desde aproximadamente 100 um hasta aproximadamente 400 um. En una
forma de realizacién adicional, las particulas de B-TCP tienen un diametro medio que va desde aproximadamente
75 um hasta aproximadamente 300 um. En formas de realizaciéon adicionales, las particulas de B-TCP tienen un
diametro medio de tamarios inferiores a aproximadamente 25 pm vy, en algunos casos, los tamafos son inferiores a
1 pum.

Se proporciona una matriz biocompatible que comprende un material de armazén de B-TCP, en algunas formas de
realizacién, en una forma adecuada para su implante (por ejemplo, una esfera, un cilindro o un bloque). En otras
formas de realizacion, un material de armazoén de B-TCP es moldeable, extrusionable y/o fluido, facilitando de este
modo la aplicacién de la matriz a sitios de fractura en el radio distal. Las matrices fluidas pueden aplicarse a través
de jeringas, tubos o espatulas.

Un material de armazon de B-TCP, segun algunas formas de realizacion, es biorreabsorbible. En una forma de
realizacién, un material de armazon de B-TCP puede ser reabsorbido en al menos un 75% al afo de ser implantado
in vivo. En otra forma de realizacién, un material de armazén de B-TCP puede ser reabsorbido en mas de un 90% al
afo de ser implantado in vivo.

Material de armazon y aglutinante biocompatible

En otra forma de realizaciéon, una matriz biocompatible comprende un material de armazén y un aglutinante
biocompatible.

Los aglutinantes biocompatibles, segun algunas formas de realizaciéon, pueden comprender materiales capaces de
promover la cohesién entre sustancias combinadas. Un aglutinante biocompatible, por ejemplo, puede promover la
adhesion entre las particulas de un material de armazén en la formacién de una matriz biocompatible. En
determinadas formas de realizacion, el mismo material puede servir como material de armazén y como aglutinante si
tal material actia para promover la cohesién entre las sustancias combinadas y proporciona una estructura para que
se produzca el crecimiento de nuevo tejido, incluido el crecimiento de hueso.
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Los aglutinantes biocompatibles, en algunas formas de realizacién, pueden comprender colageno, elastina,
polisacaridos, &cidos nucleicos, hidratos de carbono, proteinas, polipéptidos, poli(acidos a-hidroxiacidos),
poli(lactonas), poli(aminoacidos), poli(anhidridos), poliuretanos, poli(ortoésteres), poli(anhidrido-co-imidas),
poli(ortocarbonatos), poli(a-hidroxi alcanoatos), poli(dioxanonas), poli(fosfoésteres), acido polilactico, poli(L-lactida)
(PLLA), poli(D,L-lactida) (PDLLA), poliglicolida (PGA), poli(lactida-co-glicolido) (PLGA), poli(L-lactida-co-D,L-lactida),
poli(D,L-lactida-co-carbonato de trimetileno), acido poliglicélico, polihidroxibutirato (PHB), poli(e-caprolactona),
poli(d-valerolactona), poli(y-butirolactona), poli(caprolactona), acido poliacrilico, acido policarboxilico, poli(clorhidrato
de alilamina), poli(cloruro de dialildimetilamonio), poli(etilenimina), fumarato de polipropileno, alcohol polivinilico,
polivinilpirrolidona, polietileno, polimetilmetacrilato, fibras de carbono, poli(etileno glicol), poli(éxido de etileno),
poli(alcohol vinilico), poli(vinilpirrolidona), poli(etiloxazolina), copolimeros de bloqgue de poli(dxido de
etileno)-co-poli(6xido de propileno), poli(tereftalato de etileno)poliamida, y copolimeros y mezclas de los mismos.

Los aglutinantes biocompatibles, en otras formas de realizacién, pueden comprender acido alginico, goma arabiga,
goma de guar, goma de xantano, gelatina, quitina, quitosano, acetato de quitosano, lactato de quitosano, sulfato de
condroitina, N,O-carboximetil quitosano, un dextrano (por ejemplo, a-ciclodextrina, B-ciclodextrina, y-ciclodextrina o
dextrano sulfato de sodio), cola de fibrina, lecitina, derivados de fosfatidilcolina, glicerol, &cido hialurénico,
hialuronato de sodio, una celulosa (por ejemplo, metilcelulosa, carboximetilcelulosa, hidroxipropil metilcelulosa o
hidroxietilcelulosa), una glucosamina, un proteoglicano, un almidén (por ejemplo, almidén de hidroxietilo o almidon
soluble), &cido lactico, acidos plurdnicos, glicerofosfato de sodio, glucégeno, una queratina, seda, y derivados y
mezclas de los mismos.

En algunas formas de realizacion, un aglutinante biocompatible es soluble en agua. Un aglutinante soluble en agua
puede disolverse a partir de la matriz biocompatible poco después de ser implantado, introduciendo de este modo
macroporosidad en la matriz biocompatible. La macroporosidad, como se analiza en el presente documento, puede
aumentar la osteoconductividad del material de implante potenciando el acceso y, en consecuencia, la actividad de
remodelado de los osteoclastos y los osteoblastos en el sitio del implante.

En algunas formas de realizacién, un aglutinante biocompatible puede estar presente en una matriz biocompatible en
una cantidad que va desde aproximadamente un por ciento en peso hasta aproximadamente un 50 por ciento en
peso de la matriz. En otras formas de realizacion, un aglutinante biocompatible puede estar presente en una
cantidad que va desde aproximadamente un 10 por ciento en peso hasta aproximadamente un 40 por ciento en peso
de la matriz biocompatible. En otra forma de realizacién, un aglutinante biocompatible puede estar presente en una
cantidad que va desde aproximadamente un 15 por ciento en peso hasta aproximadamente un 35 por ciento en peso
de la matriz biocompatible. En una forma de realizacién adicional, un aglutinante biocompatible puede estar presente
en una cantidad de aproximadamente un 20 por ciento en peso de la matriz biocompatible.

Una matriz biocompatible que comprende un material de armazén y un aglutinante biocompatible, segin algunas
formas de realizacion, puede ser moldeable, extrusionable y/o fluida. En tales formas de realizacién, una matriz
biocompatible puede estar en forma de pasta o masilla. Una matriz biocompatible en forma de pasta o masilla, en
una forma de realizacion, puede comprender particulas de un material de armazén adheridas entre si mediante un
aglutinante biocompatible.

Una matriz biocompatible en forma de pasta o masilla puede moldearse en la forma de implante deseada o puede
moldearse para adaptarse a los contornos de la zona de implante. En una forma de realizacién, puede inyectarse
una matriz biocompatible en forma de pasta o masilla en un sitio de implante con una jeringa o canula.

En algunas formas de realizacién, una matriz biocompatible en forma de pasta o masilla no se endurece y conserva
una forma fluida y moldeable con posterioridad a ser implantada. En otras formas de realizacion, una pasta o masilla
puede endurecerse con posterioridad a ser implantada, reduciendo de ese modo la moldeabilidad y fluidez de la
matriz.

Una matriz biocompatible que comprende un material de armazén y un aglutinante biocompatible, en algunas formas
de realizacién, también puede proporcionarse con una forma predeterminada incluida un bloque, una esfera o un
cilindro, o cualquier forma deseada, por ejemplo una forma definida por un molde o un sitio de aplicacion.

Una matriz biocompatible que comprende un material de armazén y un aglutinante biocompatible, en algunas formas
de realizacion, es biorreabsorbible. Una matriz biocompatible, en tales formas de realizacién, puede reabsorberse en
el plazo de un afno desde su implante in vivo. En otra forma de realizacién, una matriz biocompatible que comprende
un material de armazén y un aglutinante biocompatible puede reabsorberse en un periodo de 1, 3, 6 6 9 meses
desde su implante in vivo. La capacidad de biorreabsorcién dependera de: (1) la naturaleza del material de la matriz
(es decir, su composicién quimica, estructura fisica y tamafo); (2) la ubicacion dentro del cuerpo en el que se coloca
la matriz; (3) la cantidad utilizada de material de la matriz; (4) el estado metabdlico del paciente (diabético/no
diabético, con osteoporosis, fumador, de edad avanzada, uso de esteroides, etc.); (5) la gravedad y/o tipo de
lesiones tratadas; y (6) el uso de otros materiales ademas de la matriz 6sea, tales como otros factores de
anabolismo, catabolismo y anticatabolismo éseo.
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Matriz biocompatible que comprende B-TCP y coldgeno

En algunas formas de realizacion, una matriz biocompatible puede comprender un material de armazén de B-TCP y
un aglutinante de colageno biocompatible. Los materiales de armazén de B-TCP adecuados para la combinacion con
un aglutinante de colageno estan en conformidad con los proporcionados anteriormente en el presente documento.

Un aglutinante de colageno, en algunas formas de realizacién, comprende cualquier tipo de colageno, incluidos los
colagenos de tipo |, de tipo Il y de tipo Ill. En una forma de realizacién, un aglutinante de colageno comprende una
mezcla de colagenos, tal como una mezcla colageno de tipo | y de tipo Il. En otras formas de realizacion, un
aglutinante de colageno es soluble en condiciones fisioldgicas. Pueden emplearse otros tipos de colageno presentes
en el hueso o en los tejidos musculoesqueléticos. En la presente invencién pueden utilizarse formas de colageno
recombinantes, sintéticas y de origen natural.

Una matriz biocompatible, segiin algunas formas de realizacion, puede comprender una pluralidad de particulas de
B-TCP adheridas entre si con un aglutinante de colageno. En una forma de realizacion, las particulas de 3-TCP
adecuadas para combinarse con un aglutinante de coladgeno tienen un didmetro medio que va desde
aproximadamente 1 pm hasta aproximadamente 5 mm. En otra forma de realizacién, las particulas de B-TCP
adecuadas para combinarse con un aglutinante de coladgeno tienen un didmetro medio que va desde
aproximadamente 1 um hasta aproximadamente 1 mm. En otras formas de realizacion, las particulas de B-TCP
tienen un diametro medio que va desde aproximadamente 200 um hasta aproximadamente 3 mm o desde
aproximadamente 200 um hasta aproximadamente 1 mm, o desde aproximadamente 1 mm hasta aproximadamente
2mm. En algunas formas de realizacion, las particulas de B-TCP tienen un didmetro medio que va desde
aproximadamente 250 um hasta aproximadamente 750 um. Las particulas de B-TCP, en otras formas de realizacién,
tienen un didametro medio que va desde aproximadamente 100 pm hasta aproximadamente 400 um. En una forma
de realizacion adicional, las particulas de B-TCP tienen un didmetro medio que va desde aproximadamente 75 um
hasta aproximadamente 300 um. En las formas de realizaciéon adicionales, las particulas de B-TCP tienen un
diametro medio inferior a aproximadamente 25 um y, en algunos casos, inferior a aproximadamente 1 mm.

Las particulas de B-TCP, en algunas formas de realizacion, pueden adherirse entre si mediante el aglutinante de
colageno a fin de producir una matriz biocompatible con una estructura porosa. En algunas formas de realizacién,
una matriz biocompatible que comprende particulas de B-TCP y un aglutinante de colageno puede comprender
poros con didametros que van desde aproximadamente 1 um hasta aproximadamente 1 mm. Una matriz
biocompatible que comprende particulas de B-TCP y un aglutinante de colageno puede comprender macroporos con
diametros que van desde aproximadamente 100 pm hasta aproximadamente 1 mm, mesoporos con diametros que
van desde aproximadamente 10 um hasta 100 um, y microporos con didmetros inferiores a aproximadamente
10 pm.

Una matriz biocompatible que comprende particulas de B-TCP y un aglutinante de colageno puede tener una
porosidad superior a aproximadamente un 25%. En otra forma de realizacion, la matriz biocompatible puede tener
una porosidad superior a aproximadamente un 50%. En una forma de realizacion adicional, la matriz biocompatible
puede tener una porosidad superior a aproximadamente un 90%.

Una matriz biocompatible que comprende particulas de B-TCP, en algunas formas de realizacién, puede comprender
un aglutinante de colageno en una cantidad que va desde aproximadamente un 5 por ciento en peso hasta
aproximadamente un 50 por ciento en peso de la matriz. En otras formas de realizacién, un aglutinante de colageno
puede estar presente en una cantidad que va desde aproximadamente un 10 por ciento en peso hasta
aproximadamente un 40 por ciento en peso de la matriz biocompatible. En otra forma de realizacién, un aglutinante
de colageno puede estar presente en una cantidad que va desde aproximadamente un 15 por ciento en peso hasta
aproximadamente un 35 por ciento en peso de la matriz biocompatible. En una forma de realizacion adicional, un
aglutinante de colageno puede estar presente en una cantidad de aproximadamente un 20 por ciento en peso de la
matriz biocompatible.

Una matriz biocompatible que comprende particulas de B-TCP y un aglutinante de colageno, segun algunas formas
de realizacién puede ser moldeable, extrusionable y/o fluida. En tales formas de realizacion, la matriz biocompatible
puede estar en forma de pasta 0 masilla. Una pasta o masilla puede moldearse en la forma del implante deseada o
puede moldearse para adaptarse a los contornos de la zona de implante. En una forma de realizacién, puede
inyectarse una matriz biocompatible en forma de pasta o masilla que comprende particulas de B-TCP y un
aglutinante de colageno en un sitio de implante con una jeringa o canula.

En algunas formas de realizacién, una matriz biocompatible en forma de pasta o masilla que comprende particulas
de B-TCP y un aglutinante de colageno puede conservar una forma fluida y moldeable cuando se implanta. En otras
formas de realizacién, la pasta o masilla se endurece con posterioridad a ser implantada, reduciendo de ese modo la
fluidez y moldeabilidad de la matriz.

Una matriz biocompatible que comprende particulas de B-TCP y un aglutinante de colageno, en algunas formas de
realizacién, puede proporcionarse con una forma predeterminada, tal como un bloque, una esfera o un cilindro.
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Una matriz biocompatible que comprende particulas de B-TCP y un aglutinante de colageno puede ser reabsorbible.
En una forma de realizacién, una matriz biocompatible que comprende particulas de B-TCP y un aglutinante de
colageno puede haberse reabsorbido en al menos un 75% al afio de ser implantada in vivo. En otra forma de
realizacién, una matriz biocompatible que comprende particulas de B-TCP y un aglutinante de colageno puede
haberse reabsorobido en mas de un 90% al afo de ser implantada in vivo.

En algunas formas de realizacién, una solucion que comprende PDGF puede estar dispuesta en una matriz
biocompatible para producir una composicion para tratar fracturas 6seas, tal como fracturas del radio distal y de las
estructuras anatémicas relacionadas de la mufieca, o fracturas de tibia.

Disposicion de una solucion de PDGF en una matriz biocompatible

En otro aspecto, la presente descripcién proporciona métodos para producir composiciones para su uso en el
tratamiento de las fracturas del radio distal. En una forma de realizacion, un método para producir tales
composiciones comprende proporcionar una solucién que comprende PDGF, proporcionar una matriz biocompatible,
y disponer la solucién en la matriz biocompatible. Las soluciones de PDGF y matrices biocompatibles adecuadas
para la combinacién estan en conformidad con las descritas anteriormente en el presente documento.

En algunas formas de realizacién, puede disponerse una solucion de PDGF en una matriz biocompatible empapando
la matriz biocompatible en la solucion de PDGF. Una solucion de PDGF, en otra forma de realizacion, puede
disponerse en una matriz biocompatible inyectando en la matriz biocompatible la solucion de PDGF. En algunas
formas de realizacién, inyectar una solucion de PDGF puede comprender disponer la solucién de PDGF en una
jeringa y expulsar la solucién de PDGF en la matriz biocompatible para saturar la matriz biocompatible.

La matriz biocompatible, segin algunas formas de realizacién, puede estar en una forma predeterminada, tal como
un ladrillo o cilindro, antes de recibir una solucion de PDGF. Después de recibir una soluciéon de PDGF, la matriz
biocompatible puede tener forma de pasta o masilla que es extrusionable, inyectable y/o fluida. En otras formas de
realizacién, la matriz biocompatible puede presentar forma de pasta o masilla fluida antes de recibir una solucién que
comprende PDGF.

Composiciones que comprenden adicionalmente agentes de contraste

En algunas formas de realizacién, las composiciones que comprenden una solucién de PDGF dispuesta en una
matriz biocompatible para tratar hueso o promover la formacién de hueso, por ejemplo, en un cuerpo vertebral,
comprenden adicionalmente al menos un agente de contraste. Los agentes de contraste, segun algunas formas de
realizacién, comprenden agentes de contraste catidnicos, agentes de contraste aniénicos, agentes de contraste no
i6nicos, o mezclas de los mismos. En algunas formas de realizacién, los agentes de contraste comprenden agentes
de contraste radiopacos. Los agentes de contraste radiopacos, en algunas formas de realizacion, comprenden
compuestos de yodo que incluyen (S)-N,N'-bis[2-hidroxi-1-(hidroximetil)-etil]-2,4,6-triyodo-5-lactamidoisoftalamida
(lopamidol) y sus derivados.

En algunas formas de realizacién, los métodos de produccion de composiciones para promover la formacion de
hueso en los cuerpos vertebrales y prevenir o disminuir la probabilidad de fracturas por compresion en los cuerpos
vertebrales comprenden adicionalmente proporcionar al menos un agente de contraste y disponer el al menos un
agente de contraste en la matriz biocompatible. En algunas formas de realizacion, disponer al menos un agente de
contraste en una matriz biocompatible comprende combinar el al menos un agente de contraste con una solucién de
PDGF e inyectar en la matriz biocompatible la soluciéon de PDGF/agente de contraste.

En otra forma de realizacion, disponer al menos un agente de contraste en una matriz biocompatible comprende
combinar el al menos un agente de contraste con una solucién de PDGF y empapar la matriz biocompatible en la
solucion de PDGF/agente de contraste. Como alternativa, en algunas formas de realizacién, se dispone un agente
de contraste en una matriz biocompatible con independencia de la soluciéon de PDGF.

Los agentes de contraste, segin algunas formas de realizacion de la presente invencién, facilitan la colocacién o
aplicacién de las composiciones de la presente invencion en y alrededor de los cuerpos vertebrales. Los agentes de
contraste, segln algunas formas de realizacion, comprenden agentes de contraste catidénicos, agentes de contraste
anionicos, agentes de contraste no i6nicos, o0 mezclas de los mismos. En algunas formas de realizacion, los agentes
de contraste comprenden agentes de contraste radiopacos. Los agentes de contraste radiopacos, en algunas formas
de realizacion, comprenden compuestos de yodo que incluyen (S)-N,N'-bis[2-hidroxi-1-(hidroximetil)-etil]-2,4,6-
triyodo-5-lactamidoisoftalamida (lopamidol) y sus derivados.

Composiciones que comprenden adicionalmente agentes bioldgicamente activos

Las composiciones de la presente invencion, segun algunas formas de realizacién, pueden comprender
adicionalmente uno o més agentes biol6gicamente activos, ademas de PDGF. Los agentes biolégicamente activos
que pueden incorporarse en las composiciones de la presente invencion, ademas de PDGF, pueden comprender
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moléculas organicas, materiales inorganicos, proteinas, péptidos, acidos nucleicos (por ejemplo, genes, fragmentos
de genes, secuencias reguladoras de genes de &cidos ribonucleicos con pequefos insertos [si-ARN], factores de
transcripcion nucleares, y moléculas antisentido), nucleoproteinas, polisacaridos (por ejemplo, heparina),
glicoproteinas y lipoproteinas. Se describen ejemplos no limitativos de compuestos biolégicamente activos que
pueden incorporarse en las composiciones de la presente invencién, incluidos, por ejemplo, agentes anticancerosos,
antibioticos, analgésicos, antiinflamatorios, inmunosupresores, inhibidores de enzimas, antihistaminicos, hormonas,
relajantes musculares, prostaglandinas, factores troficos, proteinas osteoinductoras, factores de crecimiento y
vacunas, en la solicitud de patente de EE.UU. con n® de serie 11/159.533 (N° de publicacién: 20060084602). Los
compuestos biolégicamente activos preferentes que pueden incorporarse en las composiciones de la presente
invencion incluyen factores osteoinductores tales como factores de crecimiento insulinoides, factores de crecimiento
de fibroblastos u otros PDGF. Seglin otras formas de realizacion, los compuestos biolégicamente activos que
pueden incorporarse en las composiciones de la presente invencion incluyen preferentemente factores
osteoinductores y osteoestimuladores tales como proteinas morfogenéticas éseas (BMP), miméticos de BMP,
calcitonina o miméticos de la calcitonina, estatinas, derivados de estatina, factores de crecimiento de fibroblastos,
factores de crecimiento insulinoides, factores de diferenciacion del crecimiento y hormona paratiroidea. Los factores
preferentes también incluyen inhibidores de proteasas, asi como tratamientos para la osteoporosis que disminuyen
la resorcién ésea, incluidos bifosfonatos, y los anticuerpos contra el ligando del NF-kB (ligando RANK).

Los regimenes y protocolos convencionales para la administracion de agentes biolégicamente activos adicionales
son bien conocidos en la técnica. Pueden introducirse agentes biolégicamente activos adicionales en las
composiciones de la presente invencién en cantidades que permitan la administracién de una dosis apropiada del
agente en el sitio del implante. En la mayoria de los casos, las dosis se determinan utilizando directrices conocidas
para los profesionales y aplicables al agente concreto en cuestién. La cantidad de un agente biol6gicamente activo
adicional a incluir en una composicién de la presente invencion puede depender de variables tales como el tipo y la
gravedad de la afeccidn, el estado de salud general del paciente concreto, la formulacién del agente biol6gicamente
activo, la cinética de liberacion, y la capacidad de biorreabsorcién de la matriz biocompatible. Pueden utilizarse
ensayos clinicos convencionales para optimizar la dosis y frecuencia de dosificacion para cualquier agente
biolégicamente activo adicional concreto.

Una composicion de la presente invencion, segun algunas formas de realizacion, puede comprender adicionalmente
la adicion de materiales de injerto adicionales con PDGF, incluidos médula 6sea autéloga, extractos autélogos de
plaquetas, aloinjertos, materiales sintéticos de la matriz 6sea, xenoinjertos, y derivados de los mismos.

Meétodos para tratar hueso

La presente descripcion también proporciona métodos para tratar hueso, incluido hueso deteriorado. En una forma
de realizacién, un método para tratar hueso comprende proporcionar una composicion que comprende una solucion
de PDGF dispuesta en una matriz biocompatible y aplicar la composicion al hueso. En algunas formas de
realizacién, aplicar la composicion al hueso deteriorado puede comprender moldear la composicion para que se
adapte a los contornos del hueso deteriorado. Una composicion, por ejemplo, puede moldearse en un sitio de
fractura 6sea llenando de ese modo el volumen creado por la fractura.

Un método para tratar hueso, en otra forma de realizacion, comprende proporcionar una composicién que
comprende una solucién de PDGF dispuesta en una matriz biocompatible, disponer la composiciéon en una jeringa, e
inyectar la composicién en un sitio de hueso deteriorado. En una forma de realizacion, una composicién que
comprende PDGF dispuesta en una matriz biocompatible puede inyectarse en el volumen creado por una fractura
osea. Inyectar la composicion, en algunas formas de realizacion, puede comprender penetrar el tejido que rodea o
cubre un sitio de hueso deteriorado con la jeringa y depositar la composicién en el sitio de hueso deteriorado. En una
forma de realizacién, por ejemplo, una jeringa puede penetrar la piel y el tejido subyacente, tal como el mdsculo, que
cubre un sitio de fractura 6sea y depositar posteriormente una composicion de la presente invencién en y alrededor
de la fractura. En una forma de realizacién de este tipo, pueden minimizarse las técnicas invasivas utilizadas para
exponer el sitio de fractura para el tratamiento, tales como incisiones y eliminacién de tejido. En otra forma de
realizacién, puede inyectarse en un cuerpo vertebral una composicion que comprende PDGF dispuesta en una
matriz biocompatible, por ejemplo en un individuo con osteoporosis.

Las composiciones de PDGF de la presente descripcién se utilizan para facilitar la consolidacion del hueso, incluidas
las fracturas 6seas. Puede tratarse cualquier hueso con las composiciones de la presente descripcion, incluido pero
no limitado al humero, cubito, radio, fémur, tibia, peroné, rétula, huesos del tobillo, huesos de la mufieca, carpianos,
metacarpianos, falanges, tarsos, metatarsos, costillas, esternon, vértebras, escapula, clavicula, pelvis, sacro y
huesos craneofaciales.

En una forma de realizacion, las composiciones de PDGF de la presente descripcion pueden aplicarse directamente
al hueso fracturado. En otra forma de realizacion, las composiciones de PDGF de la presente descripcién pueden
aplicarse al material ortopédico utilizado para facilitar la estabilizacién de la fractura, por ejemplo, tornillos, clavos
intramedulares y otros materiales ortopédicos utilizados por un médico capacitado en la técnica, tal como un cirujano
ortopédico. En otra forma de realizacion, las composiciones de PDGF pueden aplicarse a aberturas en el hueso,
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tales como sitios de fracturas por evulsion, agujeros para los tornillos, agujeros para recibir clavos intramedulares, o
al canal medular.

Las soluciones PDGF y matrices biocompatibles adecuadas para su uso en composiciones para el tratamiento de
hueso deteriorado segun las formas de realizaciébn de la presente invencién estan en conformidad con las
proporcionadas anteriormente en el presente documento.

Métodos para tratar fracturas del radio distal

La presente descripcion proporciona composiciones y métodos para el tratamiento de fracturas éseas, incluido el
radio, particularmente el radio distal y las estructuras anatémicas asociadas de la mufieca. Las presentes
composiciones y métodos facilitan y, en algunas formas de realizacion, aceleran la respuesta de consolidacion en las
fracturas del radio distal, incluida la unién 6sea del sitio de fractura. Las fracturas del radio distal, seguin las formas
de realizaciéon de la presente invencién, comprenden todos los tipos de fracturas, incluidas las fracturas
intraarticulares y extraarticulares, segun lo descrito por el sistema de clasificacion AO de fracturas del radio distal.

En una forma de realizacion, las fracturas del radio distal tratadas con las composiciones y métodos de la presente
descripcion comprenden todos los tipos de fracturas descritas por la clasificacion AO de fracturas del radio distal. En
algunas formas de realizacién, una fractura del radio distal comprende una fractura de tipo A (extraarticular). En
otras formas de realizacion, una fractura del radio distal comprende una fractura de tipo B (articular parcial). En otra
forma de realizacion, una fractura del radio distal comprende una fractura de tipo C1 (fractura metafisaria, articular
completa y articular simple). En una forma de realizacién adicional, una fractura del radio distal comprende una
fractura de tipo C2 (articular completa, articular simple con fractura metafisaria compleja). En algunas formas de
realizacién, una fractura del radio distal comprende una fractura de tipo C3 (fractura metafisaria, articular completa y
articular compleja).

En otra forma de realizacion, un método para tratar una fractura del radio distal comprende proporcionar una
composicién que comprende una solucién de PDGF dispuesta en una matriz biocompatible y aplicar la composicion
a una fractura en el radio distal. En algunas formas de realizacion, aplicar la composicién comprende inyectar la
composicién en la fractura del radio distal. En una forma de realizacion, inyectar comprende la inyeccién percutanea
de la composicion en el sitio de fractura. En otra forma de realizacion, la composicién se inyecta en una fractura del
radio distal abierta o expuesta quirdrgicamente. En una forma de realizacién adicional, aplicar comprende disponer la
composicion en la fractura con una espatula u otro dispositivo. En una forma de realizacion, los agentes de contraste
se combinan opcionalmente con las composiciones de la presente invencion con el fin de facilitar la visualizacion de
la composicion aplicada o inyectada.

En algunas formas de realizacion, un método para tratar una fractura del radio distal comprende adicionalmente
reducir la fractura y/o estabilizar la fractura. Reducir la fractura, segun algunas formas de realizacién, comprende la
reduccion abierta. En otras formas de realizacion, reducir la fractura comprende la reduccién cerrada. Por otra parte,
estabilizar la fractura del radio distal, en algunas formas de realizacién, comprende aplicar a la fractura un dispositivo
de fijacion externo o interno, tal como una placa volar.

En otra forma de realizacion, un método para tratar una fractura del radio distal comprende acelerar el nuevo relleno
6seo en la fractura, en el que la aceleracion comprende proporcionar una composicion que comprende una solucién
de PDGF dispuesta en una matriz biocompatible y aplicar la composicién a la fractura.

En algunas formas de realizacion, los métodos para tratar fracturas del radio distal y de las estructuras anatomicas
asociadas de la muiieca comprenden adicionalmente proporcionar al menos una composiciéon farmacéutica ademas
de la composiciéon que comprende una solucién de PDGF dispuesta en una matriz biocompatible y administrar la al
menos una composicion farmacéutica a nivel local y/o por via sistémica. La al menos una composicion farmacéutica,
en algunas formas de realizacién, comprende vitaminas, tal como vitamina D3, suplementos de calcio, o cualquier
inhibidor de los osteoclastos conocido para un experto en la materia, incluidos los bisfosfonatos. En algunas formas
de realizacién, la al menos una composicion farmacéutica se administra a nivel local. En tales formas de realizacion,
la al menos una composicion farmacéutica puede incorporarse en la matriz biocompatible o disponerse de otro modo
en y alrededor de una fractura del radio distal. En otras formas de realizacion, la al menos una composicion
farmacéutica se administra al paciente por via sistémica. En una forma de realizacion, por ejemplo, la al menos una
composicion farmacéutica se administra al paciente por via oral. En otra forma de realizacion, la al menos una
composicidon farmacéutica se administra al paciente por via intravenosa.

Métodos para tratar los cuerpos vertebrales

La presente invencién proporciona composiciones y métodos Utiles para tratar estructuras de la columna vertebral,
incluidos los cuerpos vertebrales. En algunas formas de realizacion de la presente invencién, se proporcionan
composiciones para promover la formacién de hueso en un cuerpo vertebral. En otras formas de realizacion, se
proporcionan composiciones y métodos para prevenir o disminuir la probabilidad de fracturas vertebrales por
compresion. En otra forma de realizacion, se proporcionan métodos y composiciones para prevenir o disminuir la
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probabilidad de fracturas vertebrales secundarias por compresion asociadas con la vertebroplastia y la cifoplastia.
Las presentes composiciones y métodos son utiles en el tratamiento de los cuerpos vertebrales de pacientes con
osteoporosis.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona métodos para promover la formacién de hueso en un cuerpo
vertebral que comprende proporcionar una composicion que comprende una solucion de PDGF dispuesta en una
matriz biocompatible y aplicar la composiciéon a al menos un cuerpo vertebral. Aplicar la composicién a al menos un
cuerpo vertebral, en algunas formas de realizacién, comprende inyectar la composicion en el al menos un cuerpo
vertebral. En algunas formas de realizacion, la composicion puede aplicarse a una pluralidad de cuerpos vertebrales.
Aplicar la composicion, en algunas formas de realizacion, comprende inyectar la composicién en al menos un cuerpo
vertebral. Las composiciones de la presente invencion, en algunas formas de realizacién, se inyectan en el hueso
esponjoso de un cuerpo vertebral. Los cuerpos vertebrales, en algunas formas de realizacion, comprenden cuerpos
vertebrales tordcicos, cuerpos vertebrales lumbares, o combinaciones de los mismos. Los cuerpos vertebrales, en
algunas formas de realizacién, comprenden cuerpos vertebrales cervicales, cuerpos vertebrales coccigeos, el sacro,
0 combinaciones de los mismos.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona métodos que comprenden prevenir o disminuir la probabilidad de
fracturas vertebrales por compresion, incluidas las fracturas vertebrales secundarias por compresion. La prevencion
o la disminucién de la probabilidad de fracturas vertebrales por compresion, segun formas de realizacién de la
presente invencién, comprende proporcionar una composicion que comprende una solucién de PDGF dispuesta en
una matriz biocompatible y aplicar la composicion a al menos un cuerpo vertebral. En algunas formas de realizacion,
aplicar la composiciéon a al menos un cuerpo vertebral comprende inyectar la composicion en el al menos un cuerpo
vertebral. En una forma de realizacioén, la composicion se aplica a un segundo cuerpo vertebral, en algunos casos un
cuerpo vertebral adyacente, con posterioridad a una vertebroplastia o cifoplastia de un primer cuerpo vertebral. En
algunas formas de realizacién, se aplica una composicién que comprende una solucién de PDGF dispuesta en una
matriz biocompatible a al menos un cuerpo vertebral en alto riesgo. "Cuerpos vertebrales en alto riesgo" (HVB), tal
como se utiliza en el presente documento, se refiere a los cuerpos vertebrales de las vértebras T5 a T12, asi como
L1 a L4, que son los que tienen mayor riesgo de sufrir una fractura vertebral secundaria por compresion.

En algunas formas de realizacion, los métodos para promover la formacion de hueso en los cuerpos vertebrales y
prevenir o disminuir la probabilidad de fracturas por compresion de los cuerpos vertebrales comprenden
adicionalmente proporcionar al menos una composicion farmacéutica ademas de la composicién que comprende
una solucién de PDGF dispuesta en una matriz biocompatible y administrar la al menos una composicion
farmacéutica a nivel local y/o por via sistémica. La al menos una composicion farmacéutica, en algunas formas de
realizacién, comprende vitaminas, suplementos de calcio, o cualquier inhibidor de los osteoclastos conocido para un
experto en la materia, incluidos los bisfosfonatos. En algunas formas de realizacién, la al menos una composicién
farmacéutica se administra a nivel local. En tales formas de realizacién, la al menos una composicién farmacéutica
puede incorporarse en la matriz biocompatible o disponerse de otro modo en y alrededor de un cuerpo vertebral. En
otras formas de realizacion, la al menos una composicion farmacéutica se administra al paciente por via sistémica.
En una forma de realizacién, por ejemplo, la al menos una composicién farmacéutica se administra al paciente por
via oral. En otra forma de realizacion, la al menos una composicion farmacéutica se administra al paciente por via
intravenosa.

En algunas formas de realizaciéon, una composicion de la presente invencion se aplica a un segundo cuerpo
vertebral con posterioridad a la vertebroplastia o cifoplastia de un primer cuerpo vertebral. En algunas formas de
realizacién, el segundo cuerpo vertebral es adyacente al primer cuerpo vertebral. En otras formas de realizacion, el
segundo cuerpo vertebral no es adyacente al primer cuerpo vertebral. En una forma de realizaciéon adicional, una
composicion de la presente invencion se aplica a un tercer cuerpo vertebral con posterioridad a la vertebroplastia o
cifoplastia de un primer cuerpo vertebral. En algunas formas de realizacion, el tercer cuerpo vertebral es adyacente
al primer cuerpo vertebral. En otras formas de realizacion, el tercer cuerpo vertebral no es adyacente al primer
cuerpo vertebral. Las formas de realizacién de la presente invencién contemplan adicionalmente aplicar las
composiciones proporcionadas en el presente documento a una pluralidad de cuerpos vertebrales, incluidos los
cuerpos vertebrales en alto riesgo, con posterioridad a la vertebroplastia o cifoplastia de un primer cuerpo vertebral.
Debe entenderse que los cuerpos vertebrales primero, segundo y tercero, tal como se utiliza en el presente
documento, no se refieren a ninguna posicién especifica en la columna vertebral, ya que los métodos para inhibir las
fracturas vertebrales por compresion, incluidas las fracturas secundarias por compresién, pueden aplicarse a todos
los tipos de cuerpos vertebrales, incluidos los cuerpos vertebrales toracicos, cuerpos vertebrales lumbares, cuerpos
vertebrales cervicales, cuerpos vertebrales coccigeos y el sacro.

En algunas formas de realizacién, los métodos para promover la formacion de hueso en los cuerpos vertebrales y
prevenir o disminuir la probabilidad de fracturas por compresion de los cuerpos vertebrales comprenden
adicionalmente proporcionar al menos una composicion farmacéutica ademas de la composicién que comprende
una solucién de PDGF dispuesta en una matriz biocompatible y administrar la al menos una composicion
farmacéutica a nivel local y/o por via sistémica. La al menos una composicion farmacéutica, en algunas formas de
realizacién, comprende vitaminas, tales como vitamina D3z, suplementos de calcio, o cualquier inhibidor de los
osteoclastos conocido para un experto en la materia, incluidos los bisfosfonatos. En algunas formas de realizacion,
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la al menos una composicién farmacéutica que se administra a nivel local. En tales formas de realizacion, la al
menos una composicion farmacéutica puede incorporarse en la matriz biocompatible o disponerse de otro modo en 'y
alrededor de un cuerpo vertebral. En otras formas de realizacién, la al menos una composicion farmacéutica se
administra al paciente por via sistémica. En una forma de realizacién, por ejemplo, la al menos una composicion
farmacéutica se administra al paciente por via oral. En otra forma de realizacion, la al menos una composicion
farmacéutica se administra al paciente por via intravenosa.

Kits

En otro aspecto, la presente descripcién proporciona un kit que comprende una solucién que comprende PDGF en
un primer recipiente y un segundo recipiente que comprende una matriz biocompatible. En algunas formas de
realizacién, la solucién comprende una concentracion predeterminada de PDGF. La concentracién de PDGF puede
predeterminarse segun la naturaleza o la clasificacion de la fractura que se esta tratando. El kit puede comprender
adicionalmente un material de armazén éseo y el material de armazén éseo puede comprender adicionalmente un
aglutinante biocompatible. Por otra parte, la cantidad de matriz biocompatible proporcionada por un kit puede estar
en funcién de la naturaleza o la clasificacion del hueso que se esta tratando. La matriz biocompatible que puede
incluirse en el kit puede ser un material de armazén 6seo, un material de armazén éseo y un aglutinante
biocompatible, y/o aloinjerto éseo tal como aloinjerto 6seo liofilizado desmineralizado (DFDBA) o matriz ésea
desmineralizada particulada (DBM). En una forma de realizacion, el material de armazén éseo comprende un fosfato
célcico, tal como B-TCP. Una jeringa puede facilitar la disposicién de la solucion de PDGF en la matriz biocompatible
para su aplicacién en un sitio quirirgico, tal como un sitio de fractura en el hueso. El kit también puede contener
instrucciones de uso.

Los siguientes ejemplos servirdn para ilustrar adicionalmente la presente invencion, sin constituir al mismo tiempo,
sin embargo, ninguna limitacioén de la misma.

EJEMPLO 1
Preparacion de una composicion que comprende una solucion de PDGF y una matriz biocompatible

Se prepard una composicién que comprende una solucién de PDGF y una matriz biocompatible segln el siguiente
procedimiento.

Se obtuvo un bloque previamente pesado de matriz biocompatible que comprendia B-TCP y colageno. El 3-TCP
comprendia particulas puras de B-TCP con unos tamanos que iban desde aproximadamente 75 pum hasta
aproximadamente 300 um. Las particulas de B-TCP se formularon con aproximadamente un 20% por ciento en peso
de aglutinante de colageno bovino soluble. Puede obtenerse en el mercado una matriz biocompatible de
B-TCP/colageno de Kensey Nash (Exton, Pensilvania).

Se obtuvo una solucion que comprendia rhPDGF-BB. ElI rhPDGF-BB esta disponible en el mercado de Chiron
Corporation, a una concentracion de solucion madre de 10 mg/ml (es decir, Lote # QA2217) en un tampdn de
acetato de sodio. El rhPDGF-BB es producido en un sistema de expresién de levaduras por Chiron Corporation y
procede de la misma planta de produccion que el rhPDGF-BB que se utiliza en los productos REGRANEX, (J&J) y
GEM 21S (BioMimetic Therapeutics), que ha sido autorizado para su uso humano por la Food and Drug
Administration de los Estados Unidos. Este rhPDGF-BB también esta autorizado para su uso humano en la Unién
Europea y Canada. Se diluyé la solucion de rhPDGF-BB hasta una concentracién de 0,3 mg/ml en el tampén de
acetato. La solucién de rhPDGE-BB puede diluirse hasta cualquier concentracion deseada segun las formas de
realizacién de la presente invencion.

Para producir la composicion se utilizé una relacion de aproximadamente 91 pl de solucién de rhPDGF-BB y
aproximadamente 100 mg en peso seco de la matriz biocompatible de B-TCP/colageno. Se expulsé la solucion de
rhPDGF-BB en la matriz biocompatible con una jeringa, y se mezclé y moldeé la composicién resultante en forma de
hebra fina para insertarla en una jeringa de tuberculina de 1 cc para colocarla en un sitio de hueso deteriorado.

EJEMPLO 2

Consolidacion de fracturas dseas con composiciones que comprenden una solucion de PDGF y una matriz
biocompatible

Con el fin de evaluar la eficacia de diversas composiciones para tratar y potenciar la reparacion del hueso
deteriorado, se llevo a cabo un estudio utilizando ratas con osteoporosis. El modelo utilizado para el presente estudio
fue disefiado para imitar la reparacion de fracturas éseas en las mujeres posmenopausicas con deficiencia de
estrogenos y propensas a las fracturas osteoporoticas.

El presente estudio se llevé a cabo en la Universidad Carnegie Mellon (CMU), Bone Tissue Engineering Center,
Pittsburgh, PA. El estudio fue autorizado por el IACUC de la Universidad de Pittsburgh con Autorizacion N 0106070,

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2443 581 T3

y los estudios quirirgicos se administraron bajo la direccion de la Division of Laboratory Animal Resources
(autorizado por la AAALAC) en la Universidad de Pittsburgh.

En el estudio se utilizaron ochenta (80) ratas Sprague-Dawley hembra de 1-2 afios de edad con un peso de al
menos 200 g. cada una. Las ratas se obtuvieron de Harlan (Indianapolis, IN). Las ratas fueron ovariectomizadas
(extirpacién quirdrgica de los ovarios) en Hilltop Lab Animals, Inc. (Scottsdale, PA) para hacer que las ratas fueran
deficientes en estrégeno.

Para la ovariectomia, se anestesié a los animales con isofluorano, a continuacién se afeitaron y prepararon con
alcohol en las regiones lumbar y toracica inferior. Se realiz6 una incisién longitudinal en la linea media en la piel de la
regién lumbar inferior, y se realiz6 una incision muscular transversal en los lados derecho e izquierdo de la pared
corporal directamente sobre la grasa del ovario, que se exteriorizé a través de cualquiera de las incisiones. El cuerno
uterino y los vasos sanguineos que conducen a los ovarios fueron aislados atando una sutura alrededor de ellos.
Estos, junto con la grasa adjunta, se eliminaron, y se devolvieron a la cavidad los restos del cuerno uterino.

Las ratas ovariectomizadas se alojaron en los Laboratorios Hilltop en jaulas individuales de acero inoxidable durante
un maximo de 4 meses para la estabilizaciéon tras la ovariectomia. Ademas, se someti6é a las ratas a una dieta
calérica reducida en un 30% para asegurar la osteopenia en el transcurso de los 4 meses de recuperacion. Las ratas
ovariectomizadas se transfirieron a la Universidad Carnegie Mellon y se mantuvieron con la dieta restringida durante
aproximadamente 25 semanas antes de un procedimiento de osteotomia.

Después de la ovariectomia y de la dieta, las ratas fueron sometidas a un procedimiento de osteotomia para simular
una fractura 6sea. Utilizando un procedimiento semiaséptico, se prepard y se cubrid la zona quirlirgica en cada rata
en una mesa de operaciones con almohadilla térmica. Se inyectaron por via intramuscular 75 mg/kg de ketamina
Ketaject y 5 mg/kg de xilazina Xylaject (Phoenix Pharmaceutical, Inc., St. Joseph, Missouri), como anestesia. Se
practicéd una diseccién cortante del tejido blando que recubre la tibia y la articulacion de la rodilla. Con la pata en
extension, se lateraliz6 el ligamento rotuliano, a continuacién, en la flexién, se preparé un agujero de acceso en la
metafisis proximal al interior del canal medular utilizando un taladro quirtrgico e irrigacién con solucién salina
fisiolégica. Se corté una aguja de Kirschner de 0,7 mm a la longitud apropiada para adaptarse al tamafio de la tibia.
La aguja de Kirschner se obtuvo de K-Medic (Northvale, NJ) Lote # K11262 y se utiliz6 para imitar el uso de un clavo
intramedular en el tratamiento de una fractura de tibia humana.

A continuacion, se prepard una osteotomia transversal en el tercio superior de la diéfisis tibial derecha con una sierra
reciproca (manguito - 0,2 mm). En condiciones semiasépticas (por ejemplo, limpiando bien con alcohol la zona de
operacion), se logré una reduccion de la fractura transversal utilizando la aguja de Kirschner, que se inserté a través
del agujero de acceso hasta la parte distal de la tibia.

Se dividié a las ratas en cuatro grupos de ensayo para evaluar la consolidacion de la fractura 6ésea de la siguiente
manera:

Fractura sola (no tratado) — las ratas de este grupo no recibieron tratamiento, y se dejé consolidar la fractura
producida por la osteotomia de forma natural.

Fractura + matriz (testigo) — las ratas de este grupo recibieron tratamiento con una composicién de matriz de
B-TCP/colageno y un tampon de acetato de sodio. La composicion se preparé segun lo dispuesto en el
Ejemplo 1, haciendo el tampdn de acetato de sodio las veces de sustituto de la solucién de PDGF.

Fractura + matriz (baja concentracién) — las ratas de este grupo recibieron tratamiento con una composicion
de matriz de B-TCP/colageno y solucion de rhPDGF-BB. La composicién se preparé segun lo dispuesto en el
Ejemplo 1, y la concentracion de rhPDGF-BB en la solucion fue de 0,3 mg/ml.

Fractura + matriz (alta concentracién) — las ratas de este grupo recibieron tratamiento con una composicion
de matriz de B-TCP/colageno y solucion de rhPDGF-BB. La composicién se preparé segun lo dispuesto en el
Ejemplo 1, y la concentracion de rhPDGF-BB en la solucion fue de 1,0 mg/ml.

Para los tres grupos de ensayo que recibieron la matriz de B-TCP +/- la solucién de PDGF, se colocaron 18 mm de
longitud x 2 mm de anchura de material de matriz alrededor de la osteotomia transversal. Para el grupo "no tratado”,
no se aplicé ninguna matriz al sitio quirtrgico. Después del tratamiento, los tejidos blandos se cerraron en capas con
suturas reabsorbibles de vicryl 4-0 mediante una aguja de corte CE4. Se dejé que soportaran peso sin proteccion, y
los animales reanudaron la actividad normal después de las cirugias.

De los 80 animales del experimento, 6 animales fueron excluidos del analisis de datos, 2 debido a complicaciones en
la fractura derivadas de una colocacion inapropiada de la aguja de Kirschner, 2 debido a problemas técnicos con los
ensayos biomecanicos, y 2 debido a la muerte después de la cirugia. Las dos muertes parecian ser el resultado de
la intervencion quirdrgica agresiva y los efectos de la anestesia. No se produjeron en el estudio muertes asociadas
con ningln tratamiento.

Los animales se monitorizaron diariamente para detectar cualquier reaccion adversa al material implantado,
incluyendo: edema, enrojecimiento y pérdida de peso. Se realizd la evaluacién en busca de signos de sufrimiento y
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dolor que incluyen letargia, pelaje erizado, gemidos, muecas de dolor, retraso en el desarrollo (disminucién de la
actividad global o disminucién de la alimentacién), y/o actividad generalizada sobreexcitada. No hubo diferencias
significativas entre los cuatro grupos de tratamiento en cuanto a la pérdida o ganancia de peso.

Se dividié cada uno de los cuatro grupos de ensayo como se ha definido anteriormente en periodos temporales de 3
semanas y 5 semanas. Se asignaron las ratas en cada uno de los grupos de ensayo a un periodo de 3 semanas o a
un periodo de 5 semanas. Los periodos de 3 y 5 semanas se corresponden con el intervalo de tiempo entre
osteotomia/tratamiento y la recoleccion de tejido para evaluar la consolidacién del hueso.

En el momento del sacrificio, ya sea 3 6 5 semanas después de la cirugia, se sacrificaron las ratas de los cuatro
grupos de ensayo utilizando CO,. Se recogieron las tibias, incluidas las tibias sanas contralaterales, se retiraron con
delicadeza las agujas de Kirschner, y se radiografiaron las fracturas. Las tibias seleccionadas al azar para el andlisis
micro-TC se fijaron en formalina tamponada neutra al 10%. Las muestras recogidas para el andlisis micro-TC se
procesaron siguiendo el andlisis TC para la histologia. El resto de las tibias recogidas (fracturadas y no fracturadas)
se envolvieron en gasa empapada en solucién salina y se almacenaron a -20°C hasta que se realizé el andlisis
biomecanico de torsion. La Tabla 1 resume la preparacidon experimental proporcionada anteriormente.

Tabla 1 - Resumen de los tratamientos experimentales

3 semanas
Tratamientos R, B MC/H
Fractura no tratada 8 2
Vehiculo + tampén 8 2
PDGF 0,3 mg/ml 8 2
8
TOTAL + extra 40
5 semanas
Tratamientos R, B MC/H
Fractura no tratada 8 2
Vehiculo + tampén 8 2
PDGF 0,3 mg/ml 8 2
PDGF 1,0 mg/ml 8 2
TOTAL + extra 40
R = radiografias, B = ensayos biomecanicos
MC = analisis micro-CT, H = analisis histolégico

Radiografia: Las radiografias se obtuvieron utilizando un Faxitron (modelo # 43855C, Wheeling, lllinois) ajustado a
28 kilovoltios, 0,3 miliamperios, plataforma 8, durante 9 segundos. Colocando las muestras en el mismo numero de
plataforma en la camara de exposicion, se obtuvo una distancia constante entre la fuente de rayos Xy la pelicula
(muestra). La pelicula utilizada fue Kodak X-Ornat AR (XAR)-5 Film (Kodak, Rochester, Nueva York).

Micro-CT: De los 10 animales de cada grupo de estudio, 2 se designaron previamente para el andlisis micro-TC. Las
muestras se exploraron en un escaner pCT 40 (Scanco Medical, Zurich, Suiza). Se utilizaron un campo de vision de
12,3 mm y un tamafo de matriz de 1024 x 1024, lo que dio como resultado una resolucién de voxel isotrépico de
12 um. Las iméagenes se recogieron desde aproximadamente 28 mm de la tibia (de la epifisis a la unién
tibioperonea). El tiempo de exploracién resultante fue de aproximadamente 6 horas/muestra. Se binarizaron las
imagenes en la escala de grises de 16 bits, utilizando un(os) valor(es) umbral adecuado(s), para la presentacion y la
visualizacién en 3D.

Ensayos biomecénicos de torsion: De los 10 animales de cada grupo de estudio, 8 se designaron previamente para
la evaluacion de los ensayos biomecanicos. Se midieron las propiedades mecanicas de la tibia fracturada en
proceso de consolidaciéon mediante un procedimiento de ensayo de torsién destructivo utilizando una maquina de
ensayos SmartTest. Los huesos fracturados y los huesos no fracturada contralaterales se sacaron de los -20°C, y se
descongelaron a temperatura ambiente durante 12 horas. Se humedecieron los huesos con solucién salina antes de
cargarlos en la plantilla. Se orientaron todos los huesos por igual en la maquina de ensayos. Se marcaron las epifisis
distal y proximal de la tibia con una linea para indicar su colocacion en la plantilla. Sélo la diafisis de la tibia era
visible una vez en la plantilla. Antes y durante los procedimientos de ensayo, las tibias se mantuvieron himedas con
solucién salina.

Se aplicéd un desplazamiento de rotacién externa a una velocidad de 0,25 grados por segundo hasta producirse el

fallo. Se registraron los datos del par y del desplazamiento en un ordenador compatible con IBM utilizando el
software WinTest (Version 2.56, BOSE-Enduratec Systems Group, Minnetonka, Minnesota). Se calcularon la rigidez
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a la torsion, y el par maximo y el grado de angulacién. El par maximo y la rigidez describen el comportamiento
mecanico de los huesos fracturados e intactos.

Histologia: De los 10 animales de cada grupo de estudio, 2 se designaron previamente para la evaluacion
histologica. Estos fueron los mismos dos animales dentro de cada grupo de ensayo que se evaluaron mediante
andlisis micro-TC. Para la evaluacion histolégica se utilizé el protocolo que se describe en la Tabla 2 para el
procesamiento de los huesos fracturados. Se procesaron los tejidos mediante concentraciones crecientes de etanol
(EtOH), se les perfundié metacrilato de metilo (MMA) y se embebieron utilizando técnicas conocidas para un experto
habitual en la técnica. Los bloques embebidos se seccionaron, se montaron y se tifieron. Los bloques embebidos se
recortaron, y se recogieron secciones delgadas tomadas a lo largo de la dimension larga del hueso fracturado. Las
secciones se montaron en portaobjetos de vidrio y se tifieron con tricromico de Goldner. Se hicieron fotomicrografias
a diversas potencias para facilitar el analisis histolégico.

Analisis radiografico: se hicieron radiografias para confirmar la ubicacién de las fracturas y la reproducibilidad de la
lesion entre los grupos. Debido a la presencia de B-TCP en el sitio de fractura, se descubrié que las radiografias
tenian un valor limitado para analizar la consolidacién de las fracturas.

Analisis histolégico: Se proporcionan fotomicrografias representativas de los sitios de fractura para la semana 5 para
cada uno de los cuatro grupos de tratamiento. La figura 1 muestra las fotomicrografias de un sitio de fractura del
hueso no tratado en una rata con osteoporosis (no tratada). Como se muestra en las micrografias, la consolidacién
del hueso en el sitio no tratado no resultaba evidente a través de la osteotomia. El sitio de fractura se identifica
mediante barras de color rojo. Como consecuencia del remodelado y la minima formacion de callo y la
consolidacion, los anchos de la osteotomia a través de las cortezas fueron desiguales. Habia una matriz laxa de
tejido fibroso mezclada con elementos de tejido de granulacion e infiltrado inflamatorio moderado tal como se
muestra en las Figuras 1(a) y (d). Los margenes de la fractura de las Figuras 1(b)-(e) tenian una minima o ninguna
formacion de callo. Sin embargo, hubo pruebas ocasionales de una respuesta condrogénica en los margenes de la
osteotomia tal como se muestra en las figuras 1(c) y (d).

La Figura 2 muestra fotomicrografias de los procesos de consolidacién en un sitio de fractura ésea en una rata con
osteoporosis tratada con matriz de B-TCP/colageno y tampén (testigo). La consolidacién ésea y la formacion de callo
fueron escasas por la osteotomia y las zonas contiguas. Se alinearon los margenes de la fractura (osteotomia) y se
observo poca formacion de callo peridstico y aparecia sobre todo en una corteza. Como se muestra en las figuras
2(a)-(c), el puente de callo tenia un pequefio espacio que podia haberse producido durante la preparacién del corte
histologico. Hubo pruebas de hemorragia sin formacion de callo, como se muestra en la Figura 2(d). La médula ésea
se remplaz6 por tejido fibroso con infiltrado de células inflamatorias de moderado a notable.

La Figura 3 muestra fotomicrografias de los procesos de consolidacién en un sitio de fractura ésea en una rata con
osteoporosis tratada con una composicion que comprende una solucion de PDGF (0,3 mg/ml) y matriz de
B-TCP/colageno (baja concentracion). Como se muestra en las micrografias, existia formacion de hueso laminar y
tejido reticular a través de la fractura (osteotomia). También habia callo formando puentes entre ambas cortezas y
que se unia a través del canal medular, lo que indica la consolidacion y remodelado éseo activa como se demuestra
en las Figuras 3(a), (c) y (d). Hubo una cantidad minima de tejido conectivo fibroide laxo e inflamacion en el canal
medular y a lo largo del clavo de insercién intramedular (IM). No hubo ni formacion de hueso ectopico fuera de la
envoltura periéstica (flechas curvas) ni fibrosis del tejido conectivo denso inapropiada en la zona de tratamiento.

La Figura 4 muestra fotomicrografias de los procesos de consolidacién en un sitio de fractura ésea en una rata con
osteoporosis tratada con una composicion que comprende una solucion de PDGF (1,0 mg/ml) y matriz de
B-TCP/colageno (alta concentracién). El nuevo hueso y remodelado queddé limitado y localizado al sitio de
consolidacion de la fractura, con formacion de hueso laminar. Los margenes de la fractura (osteotomia) estaban bien
alineados. Las figuras 4(a) y (c) muestran una cantidad de callo en los margenes corticales de moderada a notable
con formacion completa de puentes en la corteza inferior. Hubo ligera fibrosis del tejido conectivo laxo en el canal
medular con infiltracién inflamatoria minima. En consonancia con las observaciones a baja concentracion de PDGF,
no hubo pruebas de formacién de hueso ectopico fuera de la envoltura peridstica (flechas curvas) ni fibrosis del
tejido conectivo denso indeseada en la zona de tratamiento.

Analisis micro-TC: Se llevo a cabo el analisis micro-TC (tomografia computarizada) en cada uno de los cuatro grupos
de tratamiento en la semana 3 y en la semana 5. Los ejemplos representativos de los analisis micro-TC para cada
uno de los cuatro grupos de tratamiento 5 semanas después de la lesion se presentan en la Figura 5. Los resultados
de los andlisis demostraron que habia pruebas de restos de particulas de B-TCP alrededor de los sitios de fractura
en la semana 3 y en la semana 5, aunque la cantidad presente a las 5 semanas se reducia a partir de la semana 3.
En ninguno de los dos instantes de tiempo hubo pruebas de calcificacién ectépica en los tejidos blandos. En general,
la apariencia en la microCT de la consolidacion de las fracturas tratadas con las concentraciones bajas y altas de
PDGF revel6 que el proceso de consolidacion de la fractura 6sea era normal y se limitaba al sitio de fractura.

Analisis de los ensayos biomecanicos: Se llevaron a cabo ensayos biomecéanicos para medir la resistencia del sitio
de fractura para los cuatro grupos de estudio, tanto en la semana 3 como en la semana 5. Se recogieron las patas
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fracturadas y no fracturadas contralaterales de cada animal y se evaluaron ambas patas para determinar la
resistencia biomecanica en un andlisis de torsion. El andlisis de torsion se llevd a cabo utilizando un SmartTest
Servo Pneumatic Axial Torsional System, BOSE-EnduraTEC Systems Group, Minnetonka, MN con el software
WinTest, version 2.56.

El analisis de la pata contralateral no fracturada permiti6 la comparacion directa de la resistencia de la pata entre las
patas fracturadas y las no fracturadas, asi como el establecimiento de una relacién de la resistencia a la torsién entre
la pata fracturada y la no fracturada. El uso de una relacién de la resistencia de la pata en cada animal permitié que
cada animal actuase como su propio control en el andlisis de datos, reduciendo al minimo las diferencias que
pudieran existir entre los animales, tales como la edad, el tamafo o el efecto del procedimiento de ovariectomia.

En la Tabla 2 se presenta un resumen de los resultados de los ensayos biomecanicos para la resistencia a la torsion
de la pata, para la pata fracturada y la pata contralateral no fracturada, para los cuatro grupos de tratamiento en los
dos instantes de tiempo. La evaluacion estadistica de los datos presentados en la Tabla 2 se presenta en las Tablas
6-8. En las Tablas 3 y 4 se presenta un resumen de la resistencia a la torsibn como una relacion entre la pata
fracturada y la no fracturada en cada animal, para los dos instantes de tiempo.

Tabla 2 - Comparacion de los ensayos de resistencia biomecéanica Par cuando se produce el fallo (Nm)

Grupo temporal Tratamiento Dosis PDGF Pata Pata no
(semanas) (mg/ml) fracturada fracturada
3 Fractura sola (no tratada) 0 0,0565 0,1215
Fractura + matriz (Testigo) 0 0,0505 0,1176
Fractura + matriz/ PDGF a dosis 0,3 0,0395 0,1026
baja (baja concentracién)
Fractura + matriz/ PDGF a dosis 1,0 0,0475 0,1207
alta (alta concentracion)
5 Fractura sola (no tratada) 0 0,0555 0,1152
Fractura + matriz (Testigo) 0 0,0652 0,1048
Fractura + matriz/ PDGF a dosis 0,3 0,0862 0,1117
baja (baja concentracién)
Fractura + matriz/ PDGF a dosis 1,0 0,0854 0,1153
alta (alta concentracién)

Tabla 3 - Resumen de los ensayos biomecanicos para los 4 grupos de estudio a las 3 semanas

Frx. sola Frx. + matriz Frx. + Baja Frx. + Alta
Relacion de la resistencia
N 6 8 8 7
Media* 0,51 0,45 0,38 0,38
Mediana* 0,41 0,52 0,30 0,47
Desviacion Estandar 0,32 0,31 0,23 0,27
Min-Max 0,22-1,08 0-0,81 0,18-0,81 0-0,64

* Los datos se presentan como la relacion de la resistencia a la torsion entre la pata fracturada y la pata
contralateral no fracturada.

La relacién se calculé para cada animal individualmente y, a continuacién, se agruparon para obtener
un valor medio. Una relacion de 1,0 indicaria que la pata fracturada tiene la misma resistencia a la
torsion que la pata no fracturada.

Tabla 4 - Resumen de los ensayos biomecanicos de los 4 grupos de estudio a las 5 semanas

Frx. sola Frx. + matriz Frx. + Baja Frx. + Alta
Relacién de la resistencia
N 7 8 7 7
Media* 0,49 0,66 0,79 0,74
Mediana* 0,44 0,58 0,83 0,93
Desviacién Estandar 0,38 0,42 0,37 0,38
Min-Max 0-1,19 0-1,45 0,20-1,19 0-1,06

* Los datos se presentan como la relacion de la resistencia a la torsion entre la pata fracturada y la pata
contralateral no fracturada.

La relacién se calculé para cada animal individualmente y, a continuacién, se agruparon para obtener un
valor medio. Una relacién de 1,0 indicaria que la pata fracturada tiene la misma resistencia a la torsién que
la pata no fracturada.
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Se midi6 la evaluacion del efecto del tiempo sobre la relacion de la resistencia a la torsion entre la pata fracturada y
la pata no fracturada y se obtuvieron los resultados que se presentan en la Tabla 5. En la Tabla 5 se demuestra que
para el grupo no tratado no hubo diferencia significativa en la relacién observada entre la semana 3 y la semana 5.
Del mismo modo, para los animales tratados con la matriz de B-TCP (grupo testigo) no hubo diferencia significativa
en la relacién de la resistencia a la torsién entre la semana 3 y la semana 5.

Tabla 5: Evaluacion del efecto del tiempo para los cuatro grupos de tratamiento

Grupo de tratamiento Relacion media en la Relacion media en la Valor P de una
semana 3 semana 5 cola*

No tratado 0,51 0,49 0,4560

Testigo 0,45 0,66 0,1381

Baja concentracién 0,38 0,79 0,0106

Alta concentracion 0,38 0,74 0,0296

*El valor P es el resultado de una prueba de la t de Student para dos muestras que compara la relacion media
de la medicion de la resistencia entre la pata fracturada y la pata no fracturada para cada grupo de
tratamiento entre los instantes de tiempo semana 3 y semana 5.

Por el contrario, para los animales tratados con el 3-TCP combinado con cualquiera de las concentraciones alta o
baja de rhPDGF-BB, hubo un aumento estadisticamente significativo de la relacién de la resistencia a la torsién en la
semana 5, en comparacion con la semana 3 (Tabla 5). Cuando se agruparon los animales tratados con rhPDGF-BB
a concentraciones alta y a concentracion baja, el efecto del tiempo se vuelve aun mas significativo, duplicandose la
relacién de la resistencia a la torsién desde un valor de 0,38 a 0,77, lo que proporciona un valor de p muy
significativo, 0,0010. Estos datos demuestran que el tratamiento con rhPDGF-BB conducia a un aumento
dependiente del tiempo de la resistencia del sitio de fractura en comparacién con los dos grupos testigo evaluados
en el estudio.

Se analizaron adicionalmente los datos para evaluar las mediciones de la resistencia a la torsion directa entre la pata
fracturada y la pata contralateral no lesionada dentro de cada grupo, y tanto en la semana 3 como en la semana 5.
Los datos para la semana 3, que se presentan en la Tabla 6, demuestran que para los cuatro grupos de ensayo, la
medicién de la resistencia a la torsion biomecanica es estadisticamente diferente entre la pata fracturada y la pata
contralateral no fracturada. El andlisis de la semana 5 (Tabla 7) demostr6 que para el grupo no tratado y el grupo
con matriz de B-TCP, también habia una diferencia significativa de la resistencia de la patas fracturada y no
fracturada, similar a lo que se observo6 en la semana 3. Por el contrario, habia tenido lugar una reparacion suficiente
de las fracturas tanto para los grupos con concentracién de rhPDGF-BB "baja" y "alta", de manera que ya no existia
una diferencia estadisticamente significativa de la resistencia de las patas fracturada y no fracturada.

Tabla 6: Comparacién de la pata lesionada con la pata no lesionada a las 3 semanas para los cuatro grupos de
tratamiento.

Grupo de tratamiento Resistencia media de la Resistencia media de la pata | Valor P de dos
pata lesionada no lesionada colas*

No tratado 0,06 0,12 0,0333

Testigo 0,05 0,12 0,0035

PDGF (Baja 0,04 0,10 0,0003

concentracion)

PDGF (Alta 0,05 0,12 0,0010

concentracion)

* El valor P es el resultados una prueba de la t de Student pareada que compara los valores de la
resistencia media (par cuando se produce el fallo (Nm)) entre la pata lesionada y la pata no lesionada para
cada uno de los cuatro grupos de tratamiento en la semana 3.
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Tabla 7: Comparacién de la pata lesionada con la pata no lesionada a las 5 semanas para los cuatro grupos de
tratamiento

Grupo de tratamiento Resistencia media de la Resistencia media de la pata | Valor P de dos
pata lesionada no lesionada colas*

No tratado 0,05 0,11 0,0179

Testigo 0,06 0,10 0,0378

PDGF (Baja 0,09 0,11 0,1649

concentracién)

PDGF (Alta 0,08 0,11 0,1117

concentracion)

* El valor P es el resultados una prueba de la t de Student pareada que compara los valores de la resistencia

media (par cuando se produce el fallo (Nm)) entre la pata lesionada y la pata no lesionada para cada uno de

los cuatro grupos de tratamiento en la semana 5.

Para evaluar el efecto de la dosis entre las concentraciones de rhPDGF-BB "baja" y "alta”, se determind la diferencia
entre la resistencia de la pata lesionada y la resistencia de la pata no lesionada para cada grupo de ensayo con
PDGF para la semana 5. Los datos, que se presentan en la Tabla 8, demuestran que no habia diferencia
significativa entre los dos grupos, lo que demuestra que no hay un efecto significativo de la concentracién entre los
regimenes de dosificacién "baja" y "alta".

Tabla 8: Comparacion de los grupos de tratamiento con PDGF a las 5 semanas

Diferencia media de Frx + baja Diferencia media de Frx + alta Valor P de dos colas*
-0,028 -0,026 0,9166

Comentario: El criterio de valoracién del andlisis es la diferencia entre la resistencia de la pata lesionada (par
cuando se produce el fallo (Nm)) y la resistencia de la pata no lesionada.

La diferencia se calcul6 para cada animal individual dentro de un grupo de ensayo, y a continuacion, se
obtuvo el valor medio, como se presenta en la tabla. * El valor P es el resultado de una prueba de la t de
Student para dos muestras.

Como demuestran los resultados del estudio, una composicién que comprende una solucién de PDGF dispuesta en
una matriz de B-TCP/colageno puede potenciar la reparacion de fracturas éseas. A las 5 semanas, las patas
fracturadas de ratas con osteoporosis de los grupos no tratado y testigo en comparacion con las patas
contralaterales no fracturadas para cada animal, eran significativamente mas débiles que las patas fracturadas de
las ratas con osteoporosis de los grupos con concentracion de rhPDGF-BB alta y baja en comparacion con las patas
contralaterales no fracturadas para cada animal. Por otra parte, disponer concentraciones "alta" y "baja" de
soluciones de PDGF en una matriz de B-TCP/colageno produjo un aumento de la relacion de la resistencia entre las
patas fracturadas y las patas contralaterales no fracturadas en la semana 5 en comparacion con la de la semana 3,
lo que demuestra un efecto consolidativo dependiente del tiempo. Por el contrario, no se observé un aumento en la
resistencia a la fractura entre la de la semana 3 y la de la semana 5 para los grupos no tratado y testigo. Ademas, la
dosis de 0,3 mg/ml de rhPDGF-BB fue al menos tan eficaz como la dosis de 1,0 mg/ml de rhPDGF-BB cuando se
dispuso en una matriz de B-TCP/colageno para potenciar la reparacién ésea.

Los resultados biomecanicos del estudio demuestran que el tratamiento con PDGF administrado a nivel local da
como resultado un aumento dependiente del tiempo estadisticamente significativo de la resistencia a la torsion en el
sitio de fractura al que se aplica la composicién de implante. Estas conclusiones contrastan con los resultados
obtenidos para los dos grupos testigo diferentes de animales a los que no se administrd la composicién de PDGF y
en los que no se observd un aumento de la resistencia del sitio de fractura. Estos resultados demuestran la eficacia
del PDGF para potenciar la reparacion de fracturas en un modelo animal pertinente, y confirman el beneficio del uso
de PDGF para estimular la reparacion de fracturas en un entorno clinico.

Los resultados histolégicos y radiograficos también revelan que la administracion de PDGF al hueso deteriorado de
las ratas no produce remodelado 6seo inconveniente, no genera formacion de hueso ectdpico y no produce ninguna
respuesta fibrotica anormal.

EJEMPLO 3

Consolidacion de fracturas de los huesos largos

Las composiciones de PDGF de la presente invencion se utilizan para facilitar la consolidacion de fracturas de los
huesos largos y también de fracturas del tobillo y de la pata. Los huesos largos a tratar incluyen, pero no se limitan al
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hamero, cubito, radio, fémur, tibia y peroné. Aunque en este ejemplo se describe el fémur, debe entenderse que
pueden tratarse de manera similar otros huesos largos.

Algunas fracturas del fémur se estabilizan insertando clavos intramedulares, mediante técnicas conocidas para un
experto en la materia de la cirugia ortopédica. Las composiciones de PDGF de la presente invencion pueden
aplicarse al canal medular antes o durante la colocacion del clavo intramedular. Estas composiciones de PDGF
pueden aplicarse a través de un tubo insertado en el canal medular, y si el canal debe ser escariado para aceptar
correctamente el clavo intramedular, la composicion puede aplicarse después de finalizado el escariado y antes de la
insercion del clavo.

Como alternativa, el clavo intramedular puede recubrirse con las composiciones de PDGF de la presente invencion y
a continuacion, insertarse en el canal. Como alternativa, las composiciones de PDGF se aplican a los agujeros
taladrados en el hueso para recibir el tornillo.

Las composiciones de PDGF de la presente invencién también pueden aplicarse a los tornillos que atraviesan el
hueso cortical cerca de la cabeza femoral y también a los tornillos que atraviesan el hueso cortical en el fémur distal
para facilitar la formacién de hueso en estos sitios. El material ortopédico, tal como clavos y tornillos y otros
instrumentos para realizar este procedimiento estan disponibles en el mercado de proveedores tales como Smith &
Nephew, Memphis, TN.

EJEMPLO 4
Preparacion de una composicion que comprende una solucion de PDGF y una matriz biocompatible

Se prepar6 una composicién que comprende una solucién de PDGF y una matriz biocompatible segun el siguiente
procedimiento.

Se obtuvo un bloque previamente pesado de matriz biocompatible que comprendia particulas de B-TCP. El 3-TCP
comprendia particulas puras de B-TCP con un diametro medio que iba de aproximadamente 75 um hasta
aproximadamente 300 um. Puede obtenerse una matriz biocompatible de B-TCP en el mercado de Kensey Nash
(Exton, Pensilvania).

Se obtuvo una solucién que comprendia rhPDGF-BB. El rhPDGF-BB estan disponible en el mercado en Chiron
Corporation, a una concentracion de solucion madre de 10 mg/ml (es decir, Lote # QA2217) en un tampdn de
acetato de sodio. El rhPDGF-BB es producido en un sistema de expresién en levaduras por Chiron Corporation y
procede de la misma planta de produccién que el rhPDGF-BB que se utiliza en los productos REGRANEX, (Johnson
& Johnson, New Brunswick, NJ) y GEM 21S (BioMimetic Therapeutics, Franklin, TN), que ha sido autorizado para su
uso humano por la Food and Drug Administration. Este rhPDGF-BB también esta autorizado para su uso humano en
la Unién Europea y Canada. Se diluyé la solucion de rhPDGF-BB a una concentracién de 0,3 mg/ml en el tamp6n de
acetato. La solucion de rhPDGF-BB puede diluirse a cualquier concentracion deseada segun formas de realizacién
de la presente invencion, incluida 1,0 mg/ml.

Se utilizdé una relacién de aproximadamente 91 ul de solucion de rhPDGF-BB y aproximadamente 100 mg en peso
seco de la matriz biocompatible de B-TCP para producir la composicién. La solucién de rhPDGF-BB se expulso en la
matriz biocompatible con una jeringa.

EJEMPLO 5

Método de tratamiento de una fractura del radio distal

Diserio experimental y visidon de conjunto

Se realizd este estudio multicéntrico para evaluar las caracteristicas de manejo y la utilidad clinica (es decir, el
rendimiento, los parametros radiogréaficos) del B-TCP + rhPDGF-BB para el tratamiento de las fracturas del radio
distal inestables que requieren reduccion abierta y fijacion externa (RAFE) o fijacién interna (RAFI) con placa volar.

Se evalud a los sujetos que experimentaron una fractura inestable primaria que se redujo inicialmente de manera
urgente y pérdida de la reduccién, para su admision en el estudio. Se realiz6 a cada sujeto un examen fisico que
incorporaba la historia clinica y la etiologia de la fractura.

Se redujo la fractura del radio distal (DR) del sujeto durante la intervencion y se volvid a clasificar para determinar si
la morfologia de la fractura estaba en consonancia con la clasificacion preoperatoria de la fractura. Si la clasificacion
intraoperatoria era diferente de la clasificacion preoperatoria, se anotaba en el cuaderno de recogida de datos
intraoperatorios (CRD). El sujeto no se admitia en el estudio si el cirujano determinaba durante la intervencion que la
fractura no cumplia con los criterios de admisién de fracturas o la fractura no podia reducirse y estabilizarse
adecuadamente segun el protocolo. Los grupos de tratamiento del estudio fueron los siguientes:
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Grupo | (Experimental): RAFE o RAFI (placa volar) con injerto 6seo de B-TCP + rhPDGF-BB (0,3 mg/ml)
Grupo Il (testigo): RAFE o RAFI (placa volar) sin material de injerto

Diecinueve (19) sujetos participaron en el estudio, 10 en el grupo | y 9 en el Grupo Il. La edad media de los sujetos
era de 65 afos y todos eran mujeres.

Se inmovilizé a todos los sujetos después de la intervencion con un fijador externo convencional o placa volar, segun
la atencién médica normal. Se retir6 el fijador externo o molde de fibra de vidrio a criterio del investigador en base a
la evaluacion de la consolidacién de la fractura (se recomienda entre 3 y 8 semanas después de la intervencion), y
se registrd la fecha de retirada de la inmovilizacion. El sujeto fue examinado por el cirujano y el fisioterapeuta
colegiado a los 7-14 dias, 3, 4, 5, y 9 semanas, y a los 3 y 6 meses para la tomografia computarizada, radioldgica y
clinica (TC; como requiere el protocolo), y las evaluaciones funcionales, asi como las complicaciones y/o las
reacciones adversas relacionadas con los dispositivos. El investigador puede haber solicitado una evaluacién de los
sujetos durante un maximo de 24 meses después de la intervencion para el seguimiento de los avances. Se analizé
la continuacion del seguimiento con los sujetos durante los seis meses de la visita de seguimiento, y el investigador
recogio los datos apropiados y los present6 al patrocinador. Se registr6 el uso de la medicacion prescrita y sin receta
médica. Cada sujeto rellen6é un formulario de evaluacion de la calidad de vida relacionada con la discapacidad de
brazo, hombro y mano (DASH), que evalla la capacidad de un sujeto para realizar las funciones motoras gruesas y
finas ademés de otras actividades.

Las evaluaciones clinicas y funcionales consistieron en una evaluacién de la mano, que implicaba una comparacion
de la extremidad del sujeto no afectada (normal) con la extremidad afectada. Se realizaron tres mediciones
consecutivas de la fuerza de agarre con un dinamémetro Jamar, con el mismo ajuste para el agarre (se recomienda
el 2° escaldn) y se registraron. Se midi6 el grado de movilidad (ROM) que consistia en pronacién, supinacion, flexiéon
y extensién, y desviacion radial/cubital medidas con un goniémetro. El programa de seguimiento se anot6 en el
resumen del cronograma del estudio que se presenta mas adelante (Tabla 10) y todos los sitios intentaron mantener
las visitas de los sujetos dentro de los intervalos de visita recomendados. Sin embargo, algunos sujetos no pudieron
cumplir todos los intervalos de visita del estudio debido a conflictos de programacién relacionados con los dias de
consulta del investigador, la terapia fisica y/o las visitas a radiologia. El patrocinador y/o el investigador pudieron
haber solicitado evaluar a los sujetos hasta 24 meses después de la intervencion, y se informé a los sujetos después
de su visita de los seis meses.

El cirujano realizé evaluaciones radiograficas (como exige el protocolo) para monitorizar la consolidaciéon de las
fracturas. Un(os) especialista(s) en radiologia musculoesquelética designado(s) realizaron una evaluacion de TC y
radiografica independiente y evaluaron parametros radiograficos para la consolidacién. Estas mediciones de la
consolidacién de fracturas fueron documentadas en el CRD y fueron analizadas para determinar la consolidacién de
fracturas por un especialista en radiologia musculoesquelética independiente segun el plan de analisis estadistico.

Todas las complicaciones postoperatorias y las reacciones adversas relacionadas con los dispositivos se registraron
en el CRD apropiado. Si un sujeto requeria una nueva reduccién u otro procedimiento quirdrgico por una reaccion
adversa grave o si se retiraba el dispositivo, se continuaba la monitorizacién del sujeto por razones de seguridad
hasta el final del estudio. Todos los sujetos fueron monitorizados durante el experimento de seis meses y se solicitd
a cualquier sujeto que solicitase abandonar el estudio 0 que lo abandonase a solicitud del investigador que
proporcionase una razon para la interrupcién del estudio.

Tabla 9 — Resumen del cronograma del estudio

Visita 1 Visita 2 Visita 3 Visita4 Visitab Visita6 Visita7 Visita 8 Visita 9
Visita de Visita Segui- Segui- Segui- Segui- Segui- Segui- Seqgui-
cribado quirdrgica miento miento miento miento miento miento miento
Post Tx Post Tx PostTx PostTx PostTx PostTx  Post Tx
l l ! ! ! ! ! ! !
Alos Alos
12 dias 12 dias Dia Semana Semana Semana Semana Semana Semana
dela dela 7-14 3 4 5 9 12 24
fractura fractura +3dias *3dias *3dias *7dias *14dias 14 dias
Dia 0

El criterio principal de valoraciéon del estudio fue la fuerza de agarre medida como un porcentaje con respecto al
brazo contralateral. Los criterios de valoracion radiograficos semicuantitativos secundarios incluian la evaluacion de
la consolidaciéon de la fractura incluida la formacion de callo (primaria y secundaria), la presencia de espacios de
fractura entre los fragmentos, callo de consolidacion en la corteza periférica, callo de consolidaciéon que forma un
puente con el hueso subcondral, presencia de formacién de hueso heterotépico, y una evaluacién general del nuevo
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relleno 6seo dentro de los espacios de fractura (% de relleno 6seo). Las mediciones cuantitativas secundarias
incluian acortamiento radial axial, angulo radial, angulo dorsal, incongruencia articular radioulnar distal e
incongruencia radiocarpiana. Por otra parte, los criterios de valoracién funcionales clinicos secundarios comprendian
el tiempo hasta la retirada del molde de fibra de vidrio, prueba del monofilamento de Semmes-Weinstein, edema,
dolor, evaluacién de la calidad de vida (DASH), y grado de movilidad incluida la pronacioén, supinacion, flexion,
extensién y desviacion radial/cubital.

Protocolo quirdrgico: Una vez admitidos los sujetos en el estudio, que satisfacian los criterios de inclusion y de
exclusién, se llevd a cabo el siguiente protocolo quirdrgico. Reduccion abierta y fijacion externa. Antes de la cirugia,
se obtuvieron radiografias convencionales simples PA, lateral y oblicua (45° de las mufecas afectadas y no
afectadas. Las fracturas se clasificaron utilizando los sistemas AO y Frykman de fractura del radio distal. Antes del
tratamiento, se obtuvieron radiografias lateral y PA simple de la mufieca opuesta.

Se llevd a los pacientes a quiréfano (OR) de manera convencional para tratar las fracturas del radio distal con
reduccion abierta y fijacion externa previa verificacion de haberse alcanzado todos los criterios de
inclusién/exclusion.

Se administrd a todos los pacientes anestesia preoperatoria adecuada, siendo administrada la anestesia regional o
anestesia general por el cirujano de la mano o un cirujano plastico y/o un anestesista. Todos los pacientes recibieron
antibiéticos preoperatorios por via intravenosa segun procedimientos convencionales.

Se preparé y cubrid la zona quirdrgica de la extremidad afectada de manera convencional habitual. Se exanguiné el
brazo y se utilizé un control der torniquete para la cirugia. Se llevé a cabo un abordaje RAFE convencional hasta el
radio distal. Se realizé una pequena incisiobn dorsal que permitia el acceso al sitio de fractura segun los
procedimientos convencionales de injerto éseo asociados con la fijacion externa.

El fijador externo se coloco segun los procedimientos convencionales antes de la reduccion. El fijador externo se
bloqued en una posicion de la fractura adecuada segun los procedimientos convencionales de fijacion externa.

Bajo visualizacion directa, se redujeron los fragmentos de la fractura de forma manual o con agujas de Kirschner
para joysticks. Se llevo a cabo la fijacion provisional. Se obtuvieron radiografias intraoperatorias para determinar la
idoneidad de la reduccién (los fluoroscans fueron aceptables). En caso adecuado, se colocd un fijador externo
disponible en el mercado utilizando los procedimientos de fijacion quirdrgica convencionales. En caso de no
obtenerse la reduccion y la estabilizacion adecuadas utilizando un fijador externo, se utilizaron clavos adicionales
(agujas de Kirschner) para conseguir una reduccion adecuada. Si no podia reducirse la fractura con la
instrumentacion de fijacion adicional (tal como placas) el paciente quedaba excluido del estudio. En tales casos,
estos sujetos se definieron como errores de cribado y no fueron admitidos en el estudio, ya que no habia sido
implantado el dispositivo de estudio.

Una vez verificado que el paciente cumplia con todos los criterios del estudio, se seleccioné el sobre de
aleatorizacion y se documentd y administré el tratamiento apropiado (Grupo |y Grupo ).

Verificacion de la reduccion: se realizaron seriografias intraoperatorias, a criterio del cirujano, para determinar la
idoneidad de la reduccion. Se realizaron intentos para reducir la fractura a la inclinacion volar original (en relacién
con el lado contralateral); sin embargo, se considerd aceptable la restauracion de la inclinacién volar a una posicién
neutra. La evaluacién de las radiografias intraoperatorias se limit6 a la evaluacién de la adecuacion de la reduccién y
no fueron vistas por el radiélogo para determinar los resultados cuantitativos o semicuantitativos.

Después de la fijacion y la reduccion, se irrig6é la herida antes del implante y se mezcl6 el B-TCP + rhPDGF-BB
segun el Ejemplo | y se meti6 manualmente en el espacio de fractura antes de la reduccion final o después de la
reduccion, ya que quedaron espacios o huecos tras la reduccion y la irrigacién. Para los fines de este estudio, se
defini6 como relleno adecuado rellenar el espacio de fractura que se extiende hasta, pero no mas alla de, los
margenes de la fractura y su defecto.

El material de injerto de B-TCP + rhPDGF-BB se implant6é segun los procedimientos convencionales de injerto éseo.
El material se implanté antes de, durante, o después de la reduccion y la fijacidn externa a criterio del investigador
en base a la técnica de estabilizacion asociada con la fractura.

Se construy6 el injerto para que rellenase los espacios de las fracturas conminutas por medio de la interdigitaciéon
dentro del hueso esponjoso conminuto, dorsal, distal y proximalmente. El grado de relleno requerido variaba desde
menos de 2 mm hasta tanto como 2 cm, dependiendo de la cantidad de hueso afectado.

Se tuvo cuidado para asegurar que las particulas de injerto hidratadas no migrasen a los espacios articulares. Las

particulas residuales se retiraron cuidadosamente de los tejidos blandos circundantes antes del cierre. El sitio
quirdrgico no se irrigé después de la colocacion del material de injerto.
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Una vez mezclados los materiales de implante, el médico esperdé 10 minutos antes de implantarlos. A veces, el
producto mezclado se humedecia con el rhPDGF-BB restante. Para cada mezcla se utilizé un nuevo dispositivo de
mezcla estéril (espatula). El investigador ordené al asistente que realizaba la mezcla que registrase la cantidad
acumulada de B-TCP implantado que contenia PDGF, asi como la cantidad residual de B-TCP no implantado. Se
calculd la cantidad de B-TCP y se documenté mediante mediciones relativas cualitativas (1/3, 2/3, Toda). Se colocé
el B-TCP residual en una copa graduada para registrar el volumen residual de B-TCP, que se utilizé para determinar
un volumen exacto del 3-TCP implantado.

Después de finalizar la RAFE y el implante del material de injerto y el cierre de la herida, se obtuvieron radiografias
postoperatorias de la superficie articular en 30 grados, oblicua, lateral y AP del sitio de fractura antes de finalizar la
cirugia segun el procedimiento convencional.

Reduccion abierta y fijacion interna con placa volar - Procedimiento quirtrgico alternativo:

se obtuvieron radiografias convencionales simples PA, laterales y oblicuas (45 °) de las muiiecas afectadas y
no afectadas antes de la cirugia. Las fracturas se clasificaron utilizando los sistemas AO de fractura del radio
distal. También se obtuvieron radiografias laterales y PA simples de la mufieca opuesta, antes del
tratamiento.

Se llevo a los pacientes a quiréfano (OR) para tratar las fracturas del radio distal con reduccion abierta y fijacién
interna previa verificacién de haberse alcanzado todos los criterios de inclusion/exclusién.

Se administrd a todos los pacientes anestesia preoperatoria adecuada, siendo administrada la anestesia regional o
anestesia general por el cirujano de la mano o un cirujano plastico y/o un anestesista. Todos los pacientes recibieron
antibiéticos preoperatorios por via intravenosa segun procedimientos convencionales.

Se preparé y cubrid la zona quirdrgica de la extremidad afectada de manera convencional habitual. Se exanguiné el
brazo y se utilizdé un control de torniquete para la cirugia. Se llevé a cabo un abordaje anterior convencional hasta el
radio distal. Todos los tendones flexores y las estructuras neurovasculares, incluido el nervio mediano, se
protegieron durante la cirugia. Se retrajo y/o elevo el flexor largo del pulgar y se separé el musculo pronador redondo
de la porcion anterior del radio distal. En base a la cantidad de desplazamiento y/o conminucién, se emple6 un
abordaje de la fractura extensa del radio distal que incluia la liberacién del braquiorradial.

Bajo visualizacion directa, se redujeron los fragmentos de la fractura de forma manual o con agujas de Kirschner
para joysticks. Se llevo a cabo la fijacion provisional. Se obtuvieron radiografias intraoperatorias para determinar la
idoneidad de la reduccién (los fluoroscans fueron aceptables). En caso adecuado, se colocé una placa volar
disponible en el mercado utilizando los procedimientos convencionales de colocacién quirdrgica de la placa. En caso
de no obtenerse la reduccion y la estabilizacion adecuadas utilizando una placa volar, se utilizaron clavos
adicionales (agujas de Kirschner) para conseguir una reduccion adecuada. Si no podia reducirse la fractura con la
instrumentacion de fijacién adicional (tal como placas dorsales) el paciente quedaba excluido del estudio.

Una vez verificado que el paciente cumplia con todos los criterios del estudio, se seleccioné el sobre de
aleatorizacion y se documentd y administré el tratamiento adecuado (tratamiento o testigo).

Verificacion de la reduccion: se realizaron seriografias intraoperatorias, a criterio del cirujano, para determinar la
idoneidad de la reduccion. Se realizaron intentos para reducir la fractura a la inclinacion volar original (en relacién
con el lado contralateral); sin embargo, se considerd aceptable la restauracion de la inclinacién volar a una posicién
neutra. La evaluacién de las radiografias intraoperatorias se limit6 a la evaluacién de la adecuacion de la reduccién y
no fueron vistas por el radiélogo para determinar los resultados cuantitativos o semicuantitativos.

RAFI con placa volar + B-TCP/rhPDGF-BB: En el Grupo |, se redujo la y se fij6 la placa volar de manera idéntica a la
indicada anteriormente. Después de la fijacion, se irrig6 la herida antes del implante, y se mezcl6 el material de
B-TCP/rhPDGF-BB segun el Ejemplo | y se metié manualmente en el espacio de fractura antes de la reduccién final
o después de la reduccion, ya que quedaron espacios o huecos después de la reduccion y la irrigacion. Para los
fines de este estudio, se definié como relleno adecuado rellenar el espacio de fractura que se extiende hasta, pero
no mas alla de, los margenes de la fractura y su defecto.

Se implanté el material de injerto de B-TCP/rhPDGF-BB segun los procedimientos convencionales de injerto 6seo. El
material se implanté antes de, durante, o después de la reduccion y la fijacion interna a criterio del investigador en
base a la técnica de estabilizacién asociada con la fractura.

Se mezclé el injerto para rellenar los espacios de las fracturas conminutas por medio de interdigitacion dentro del

hueso esponjoso conminuto, dorsal, distal y proximalmente. El volumen de relleno requerido vari6 de menos de
2 mm hasta tanto como 2 cm, dependiendo del tamafio del hueco éseo.
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Se tuvo cuidado de asegurar que el material de injerto de B-TCP/rhPDGF-BB no migrase a los espacios articulares.
Se retird cuidadosamente el material de injerto residual del tejido blando circundante antes del cierre. El sitio
quirdrgico no se irrigé después de la colocacion del material de injerto de B-TCP/rhPDGF-BB.

Una vez mezclados los materiales de implante, el médico esperé 10 minutos antes de implantarlos. A veces, el
producto mezclado se humedecia con el rhPDGF-BB restante. Para cada mezcla se utilizé un nuevo dispositivo de
mezcla estéril (espatula). El investigador ordené al asistente que realizaba la mezcla que registrase la cantidad
acumulada de material de injerto implantado, asi como la cantidad residual de material de injerto no implantado. Se
calculd la cantidad de material de injerto y se documentd mediante mediciones relativas cualitativas (1/3, 2/3, Todo).
Se coloco el material de injerto residual en una copa graduada para registrar el volumen residual de material de
injerto, que se utilizé para determinar un volumen exacto de material de injerto implantado.

Después de finalizar la RAFI y la administracion del material de B-TCP/rhPDGF-BB vy el cierre de la herida, se
obtuvieron radiografias postoperatorias de la superficie articular en 30 grados, oblicua, lateral y AP del sitio de
fractura antes de colocar una férula segun el procedimiento convencional. Se recogieron los datos de resultados de
este estudio sobre los resultados procedentes de las radiografias, las TC y del examen directo de la funcién de la
extremidad. La frecuencia de estas mediciones se ilustra en la Tabla 10.
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Los resultados del estudio indicaban que el tratamiento de las fracturas del radio distal con las composiciones de la
presente invencién que comprendian una solucion de PDGF dispuesta en una matriz de 3-TCP aceleraba la
consolidacion al tiempo que conducia a mayores fuerzas de agarre a la semana 24 del estudio. En la Tabla 11 se
proporciona una comparacion de las fuerzas de agarre entre los sujetos del Grupo | y del Grupo Il en diversos
instantes de tiempo del estudio.

Tabla 11 - Fuerza de agarre (% de la contralateral)

Instante de tiempo  Grupo |  Grupo Il

Semana 6 13 13
Semana 12 41 44
Semana 24 66 62

Por otra parte, la Tabla 12 muestra una comparacién del nuevo relleno 6seo dentro de los espacios de fractura del
radio distal entre los sujetos del Grupo | y del Grupo Il en funcién del tiempo.

Tabla 12 - Evaluacion de nuevo relleno éseo dentro de los espacios de fractura

Instante de tiempo > 50% de nuevo relleno 6seo dentro de fractura

Grupo | Grupo Il
Semana 1 0/7 (0%) 0/9 (0%)
Semana 3 4/9 (44%) 1/9 (11%)
Semana 6 9/9 (100%) 5/9 (56%)
Semana 12 9/9 (100%) 8/9 (89%)
Semana 24 9/9 (100%) 8/9 (89%)

A partir de los resultados proporcionados en la Tabla 12, cada sujeto de Grupo | consiguié mas de un 50% de nuevo
relleno 6seo dentro del espacio de fractura del radio distal en sustancialmente menos tiempo que los sujetos del
Grupo Il. La consolidacién acelerada en los sujetos del Grupo | es alentadora para los pacientes comprometidos,
incluidas las personas de edad avanzada, los fumadores, los bebedores, los diabéticos, los pacientes con problemas
circulatorios, y los pacientes que padecen enfermedades 6seas tal como la osteoporosis.

Ademas, en la Tabla 13 se proporciona una comparacion de las fracturas clinicamente consolidadas entre los
Grupos |y Il

Tabla 13 — Evaluacién de las fracturas clinicamente consolidadas

Instante de tiempo Fracturas clinicamente consolidadas
Grupo | Grupol ll
Semana 6 9/10 (90%) 9/9 (100%)
Semana 12 9/10 (90%) 8/9 (89%)
Semana 24 10/10 (100%) 9/9 (100%)

Como se proporciona en la Tabla 13, se determind que cada fractura tratada con una composicion de la presente
invencion estaba clinicamente consolidada.

Los resultados del estudio indicaban adicionalmente que la aplicacion de las composiciones de la presente invencion
a las fracturas del radio distal no daba como resultado la formacion de hueso ectépico o inflamacién sustancial de la
zona quirurgica.

EJEMPLO 6

Meétodo de inhibicion de las fracturas vertebrales secundarias por compresion

Diserio experimental y visiéon de conjunto

Este ensayo clinico prospectivo, aleatorizado, controlado y realizado en un solo centro, evalla la eficacia de las
composiciones que comprenden una solucion de PDGF dispuesta en una matriz de fosfato tricalcico para inhibir las
fracturas secundarias por compresion en cuerpos vertebrales en alto riesgo (HVB) en el momento de la cifoplastia de
las fracturas vertebrales por compresion. Se realizan comparaciones entre la composicion testigo (B-fosfato
tricalcico + tampdn de acetato de sodio solo) y la composicién experimental (B-fosfato tricalcico + rhPDGF-BB en
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acetato de sodio). Por lo tanto, el presente estudio es un ensayo clinico piloto para apoyar el estudio demostrativo
preliminar de que el B-TCP + rh-PDGF-BB previene o disminuye la probabilidad de fracturas vertebrales secundarias
por compresion al aumentar la formacién de hueso en los HVB.

El estudio se realiza en hasta un total de 10 sujetos que requieren tratamiento profilactico de HVB en el momento de
la cifoplastia. Cada sujeto recibe el testigo y las formulaciones experimentales como se ha definido anteriormente.

Se realiza un cribado de los posibles sujetos para determinar si cumplen con los criterios de inclusion y exclusién. Si
se alcanzan todos los criterios de inclusion, se invita a los sujetos potenciales a participar en el ensayo clinico. Todos
los sujetos considerados para entrar en el estudio son documentados en el registro de cribado y se registran las
razones de la exclusion.

Todos los sujetos han sido sometidos a cifoplastia y no tienen una FVC sintomatica adyacente a los dos cuerpos
vertebrales tratados en este estudio. El sujeto no debe ser admitido en el estudio si el cirujano determina durante la
operacion que la fractura no cumple con los criterios de admision de fracturas o existen otras fracturas que impiden
el tratamiento en este protocolo.

Los grupos de tratamiento son:

Grupo I: B-TCP + tamp6n de acetato de sodio inyectable (testigo); v,
Grupo II: B-TCP + rhPDGF-BB inyectable (experimental)

0,1 mg/ml rhPDGF-BB (sujetos 1-5)
0,3 mg/ml rhPDGF-BB (sujetos 6-10)*
1,0 mg/ml rhPDGF-BB (sujetos 11-15)*

* Después de finalizada la primera visita de seguimiento postoperatorio sin reacciones adversas atribuibles al
dispositivo del estudio.

Los dos grupos de sujetos | y Il son tratados segun los protocolos convencionales y el seguimiento de la
cifoplastia/vertebroplastia. El sujeto es examinado por el cirujano a los 7-14 dias, y a las 6, 12, 24 y 52 semanas para
la tomografia computarizada cuantitativa (TCC), radiografica y clinica. Se registr6 el uso de la medicacion prescrita y
sin receta médica. Un radi6logo independiente, ajeno a las asignaciones de los grupos de tratamiento de los
pacientes, realiza andlisis de TCC para evaluar la densidad dsea. Estas mediciones son documentadas y
analizadas.

Todas las complicaciones postoperatorias y reacciones adversas relacionadas con el dispositivo se registran en el
cuaderno de recogida de datos apropiado. Si un sujeto experimenta una FVC posterior durante el periodo de estudio
u otro procedimiento quirdrgico por una reaccion adversa grave o si se retira el dispositivo en investigacion, el sujeto
es monitorizado por razones de seguridad hasta el final del estudio. Se solicita a los sujetos que han sido
nuevamente operados y/o a los que se les ha retirado el material ortopédico de fijacién de la fractura que den su
consentimiento para un examen de los explantes con fines histolégicos. Todos los sujetos son monitorizados durante
el experimento de 12 meses y se solicita a cualquier sujeto que solicite abandonar el estudio o que lo abandone a
solicitud del investigador que proporcione una razén para la interrupcion del estudio. En la Tabla 14 se proporciona
un resumen del cronograma para el presente estudio.

Tabla 14 — Resumen del cronograma del estudio

Visita 1 Visita 2 Visita 3 Visita 4 Visita 5 Visita 6 Visita 7
Visita Visita Seguimiento  Seguimiento Seguimiento Seguimiento  Seguimiento
de quirdrgica Post Tx Post Tx Post Tx Post Tx Post Tx

cribado
! ! ! ! ! ! !
A los A los 21
21 dias dias del Dia 7-14 Semana Semana Semana Semana
de la cribado 613 dias 1247 dias 24+7 dias 52+14 dias
cirugia Dia 0

La variable principal de valoracion es la densidad 6sea a las 12 semanas después de la intervencion medida
mediante exploraciones TCC. Los criterios secundarios de valoracion incluyen las evaluaciones de la calidad de vida
y el dolor del sujeto.

Protocolo quirdrgico: Después de haber admitido a los sujetos en el estudio, satisfaciendo los criterios de inclusion y
exclusién, se emprende el siguiente protocolo quirdrgico.
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Se lleva a los pacientes a quir6fano (OR) de la manera convencional, y se utilizan los métodos convencionales para
realizar el procedimiento de cifoplastia con cementacion con metacrilato de metilo del cuerpo vertebral fracturado. Se
hacen radiografias convencionales de los cuerpos vertebrales tratadas con cifoplastia y con el tratamiento de
aumento 6seo preventivo.

Después del tratamiento mediante cifoplastia, el investigador identifica y clasifica los dos niveles a tratar con
aumento 6seo profilactico. Si dos (2) cuerpos vertebrales clasificados no estan disponibles para el tratamiento,
segun se determina en el momento de la cirugia, el sujeto se considera un fallo de cribado y no es admitido en el
estudio.

Después de la identificacion de las dos HVB, el investigador solicita la apertura del cédigo de aleatorizacién para
determinar el tratamiento de estudio administrado. El codigo de aleatorizacion especifica el tratamiento con la
composicion experimental (Grupo Il) ya sea proximal o distalmente en relacion con el nivel tratado con cifoplastia. La
otra HVB se trata con la composicion testigo (Grupo 1)

La composicion experimental se mezcla segun el procedimiento proporcionado en el Ejemplo 1. La concentracion de
rhPDGF-BB utilizada depende del esquema de aumento escalonado de la dosis (a los sujetos 01-05 se les
administran 0,15 mg/ml de rhPDGF; a los sujetos 06-10 se les administran 0,3 mg/ml de rhPDGF-BB, y a los sujetos
11-15 se les administra 1,0 mg/ml de rhPDGF-BB)

Una vez mezclada, la pasta se carga en una jeringa de inyeccién utilizando una técnica aséptica. Las jeringas estan
claramente identificadas con etiquetas proporcionadas: "Experimental” o "Testigo". Una vez mezclados los
materiales de matriz experimental y testigo, el médico espera 10 minutos antes del implante. Para cada mezcla se
utiliza un nuevo dispositivo de mezcla estéril (espatula). El investigador ordena al asistente que realiza la mezcla que
registre la cantidad acumulada de composicion implantada, asi como la cantidad residual de composicién no
implantada. Se calcula la cantidad de composicidon y se documenta utilizando mediciones relativas cualitativas (1/3,
2/3, Toda).

Se inserta un Jamshidi® de calibre 8 a 16 disponible en Cardinal Health os Dublin, Ohio, mediante un abordaje
extrapedicular en los cuerpos vertebrales que requieren tratamiento profilactico. Se hace pasar la aguja a través del
Jamshidi® y el Jamshidi® a través del estilete sobre la aguja. Se inyecta la preparacion mixta apropiada en el cuerpo
vertebral del sujeto. Se debe tener cuidado para minimizar la fuga de la pasta fuera del cuerpo vertebral.

Los agentes de contraste, segun formas de realizacion de la presente invencién, pueden ayudar a identificar la fuga
de la pasta fuera del cuerpo vertebral. La figura 6 ilustra una jeringa y un aparato relacionado que penetra en el
tejido que cubre un cuerpo vertebral para administrar una composicién de la presente invencion al cuerpo vertebral.
La Figura 7 es una radiografia que ilustra la inyeccion de una composicién de la presente invencion en el cuerpo
vertebral de la vértebra L3 segln una forma de realizacion.

Se elimina la instrumentacién. Se emplean técnicas de irrigacién abundante y cierre convencional de heridas.

Evaluaciones de seguimiento: Se pasa consulta a los sujetos para las evaluaciones postoperatorias los dias 7-14, y
a las 6 (+3 dias), 12 (+7 dias), 24 (+7 dias) y 52 (+14 dias) semanas después de la cirugia. Los procedimientos y
evaluaciones de rutina se realizan durante el periodo de seguimiento, como se especifica en el diagrama de flujo del
estudio de la siguiente Tabla 15.
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Tabla 15 - Diagrama de flujo del estudio y evaluaciones de seguimiento

Procedimiento Cribado | Cirugia Evaluaciones de seguimiento después del tratamiento
Visita 1 Visita 2 Visita 3 Visita 4 Visita 5 Visita 6 Visita 7
Dia0 Dia 7-14 | Semana | Semana | Semana | Semana
613 dias 1217 24+7 52114
dias dias dias
Consentimiento con total X'
conocimiento de causa
Registro de cribado X
Antecedentes médicos X
Examen fisico de la X X X X X X X
columna vertebral
Verificacién de los criterios X X
de elegibilidad del sujeto
Identificacion de cuerpos X
vertebrales en alto riesgo
Aleatorizacién X
Cifoplastia y aumento éseo X
preventivo
Volumen de material de X
injerto colocado
Evaluaciones TC X X X X
cualitativas®
Complicaciones/reacciones X X X X X X
adversas
Revisién de medicacioén X X X X X X X
concomitante
1. Debe darse antes de cualquier procedimiento especifico del estudio.
2. La tomografia computarizada cuantitativa (TCC) se lleva a cabo segun el protocolo convencional para
obtener los datos de DMO que es determinada por el especialista en radiologia musculoesquelética

EVALUACION DE LA EFICACIA

Se recogen los datos de resultados de este estudio sobre los resultados procedentes de las radiografias,
las TCC y del examen directo de la funcién. El programa de estas mediciones se proporciona en la Tabla 16.

Tabla 16 - Frecuencia de las evaluaciones radiograficas y funcionales

Parametros de estudio
Instante de tiempo Radiografias Exploraciones TC Dolor Funcién
simples cualitativas
Antes del X X X X
tratamiento
Inmediatamente X
después del
tratamiento
Dia 7-14 X
Semana 6 X X X X
Semana 12 X X X X
Semana 24 X X X X
Semana 52 X X X X

Se espera que los cuerpos vertebrales a los que se inyectd una composicion que comprendia una solucion
de PDGF dispuesta en una matriz de B-fosfato tricalcico muestren un aumento de la densidad mineral 6sea (DMO).
El aumento de la densidad mineral 6sea en un cuerpo vertebral puede hacer al cuerpo vertebral menos susceptible a
las fracturas, incluidas las fracturas secundarias inducidas por operaciones de cifoplastia/vertebroplastia.

EJEMPLO 7

Meétodo de inhibicion de fracturas vertebrales por compresion en individuos con osteoporosis
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Un método para inhibir las fracturas vertebrales por compresion en individuos con osteoporosis comprende promover
la formacion de hueso en los cuerpos vertebrales a través del tratamiento con composiciones que comprenden una
solucion de PDGF dispuesta en una matriz biocompatible, tal como B-fosfato tricalcico.

Las composiciones de la presente invencion se mezclan segun lo dispuesto en el Ejemplo 1. La concentracion de
PDGF en las soluciones de PDGF oscila entre 0,3 mg/ml y 1,0 mg/ml. Una vez mezclada, la composicidn se carga
en una jeringa de inyeccion utilizando una técnica aséptica. El cirujano espera 10 minutos antes del implante. Para
cada mezcla se utiliza un nuevo dispositivo de mezcla estéril (espatula).

Se inserta el Jamshidi® mediante un abordaje extrapedicular en los cuerpos vertebrales que requieren tratamiento
profilactico. Los cuerpos vertebrales que requieren tratamiento profilactico, en algunas formas de realizacién,
comprenden cuerpos vertebrales en alto riesgo incluidos los cuerpos vertebrales T5 a T12 y L1 a L4. Se hace pasar
la aguja a través del Jamshidi y el Jamshidi a través del estilete sobre la aguja. Se inyecta la preparacién mixta
apropiada en el cuerpo vertebral del sujeto. Se tiene cuidado para minimizar la fuga de la pasta fuera del cuerpo
vertebral. Se trata una pluralidad de cuerpos vertebrales segun el presente ejemplo. Los pacientes con osteoporosis
que reciben este tratamiento tienen una menor incidencia de fracturas vertebrales por compresion que los pacientes
con osteoporosis no tratados.

EJEMPLO 8

Evaluacion de la seguridad a largo plazo del rh-PDGF-BB combinado con matriz de colageno/B-fosfato tricalcico en
un modelo de implante paravertebral en conejo

Diserio _experimental y vision de conjunto: Este estudio evaluaba la seguridad del implante del material de
rhPDGF-BB/colageno/B-TCP inyectable en un sitio intramuscular paravertebral adyacente a la columna vertebral de
los conejos. Se observo a los animales para detectar signos de neurotoxicidad, y se examinaron histolégicamente
los sitios del implante con los cuerpos vertebrales adyacentes y la médula espinal para documentar las respuestas
especificas de tejido al material.

El protocolo de estudio y el cuidado de los animales fueron autorizados por el IACUC local y se llevaron a cabo
segun las directrices de la AAALAC. Se asignaron doce (12) conejos de Nueva Zelanda albinos hembra, no tratados
previamente, con un peso = 2,5 kg, a uno de 4 grupos: 0,3 mg/ml de PDGF; 1,0 mg/ml de PDGF; caucho; o tampdn
de acetato. Los conejos tratados con PDGF recibieron implantes de 0,2 cc de rhPDGF-BB adecuadamente
concentrado en matriz inyectados en una cavidad de 1 cm en el mlsculo paravertebral derecho adyacente a los
cuerpos vertebrales L4-L5, mientras que se implant6 polietileno de alta densidad (HDPE) en una incisién similar en
los musculos paravertebrales izquierdos cerca de los L2-L3 de los mismos animales. Los conejos en el grupo del
tampon de acetato de sodio recibieron tampén de acetato de sodio en lugar del implante de PDGF+matriz, mientras
que aquellos en el grupo del caucho recibieron sélo caucho en el musculo paravertebral derecho. Se sacrificé un
conejo de cada grupo a los 30, 90 y 180 dias después de la cirugia.

Se midieron los pesos corporales antes de la cirugia y cada dos semanas después de la cirugia durante el tiempo
que durd el estudio. Se hicieron radiografias antes de la cirugia, inmediatamente después de la cirugia, e
inmediatamente antes del sacrificio. La fotografia digital de los sitios quirdrgicos se realiz6 durante la cirugia y en los
puntos finales del estudio. Se registraron las observaciones clinicas semanales de los sitios de implante para
detectar signos de eritema, edema e inflamacion y para detectar signos de neurotoxicidad, tales como cambios
ambulatorios. En la necropsia, se recogieron en bloque cada uno de los sitios del implante junto con el cuerpo
vertebral adyacente y la médula espinal, se fijaron en formalina y se prepararon para un andlisis histopatolégico
embebidos en parafina y descalcificados.

Materiales: Las dosis de rhPDGF-BB ensayadas en este estudio incluyeron 0,3 mg/ml y 1,0 mg/ml en tampén de
acetato de sodio 20 mM, pH 6,0 +/- 0,5. El material de la matriz consistié en colageno bovino tipo | al 20% liofilizado
y B-TCP al 80% con un tamano de particula de 100 pm-300 um (Kensey Nash Corporation). El material de control
negativo consistio en polietileno de alta densidad (HDPE) y el material de control positivo consistié en caucho negro.
Inmediatamente antes de la cirugia, se mezclaron las soluciones de rhPDGF-BB y testigo con el material de matriz
en una relacién entre liquido y masa de 3:1.

En resumen, se dejo que la solucion de PDGF saturase el material durante 2 minutos y a continuacion se mezclé
manualmente para generar una consistencia pastosa. La distribucion homogénea del rhPDGF-BB por todo el
material mezclado utilizando esta técnica de mezcla se confirmé eluyendo el PDGF a partir de muestras de masa
similar y a continuacion, cuantificando el PDGF mediante ELISA (R&D Systems).

Resultados: Tras la mezcla manual de 0,3 mg/ml de rhPDGF-BB con la matriz de colageno/B-TCP, se confirmé que
la homogeneidad del rhPDGF-BB por todo el material mezclado se encontraba dentro de un +/-4% de error en las
muestras.

Todos los animales se recuperaron de la cirugia, y en el momento de redactar el presente documento, se informé
que todas las observaciones clinicas eran normales sin signos de neurotoxicidad o cicatrizacién anormal en los sitios
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quirargicos. Dos animales tratados el testigo de matriz y tampdén de acetato de sodio mostraron menor formacion de
costras en las heridas quirdrgicas, que sanaron por completo. Un animal que recibi6 0,3 mg/ml de rhPDGF-BB
presenté un ligero eritema en el sitio quirdrgico 3-4 dias después de la cirugia y a continuacién recuperdé su
apariencia normal. Un analisis histopatolégico de los sitios de implante del producto experimental 29 dias después
de la cirugia indicé una leve cantidad de crecimiento interno de tejido en los materiales de ensayo implantados y una
respuesta inflamatoria suave. No se observd formacién de hueso ectépico o anormal en los cuerpos vertebrales
adyacentes a los sitios de implante. Estos resultados se resumen en la Tabla 17 y se comparan con las
puntuaciones de los sitios de implante con el control negativo HDPE.

Tabla 17 - Resumen de los resultados histopatoldgicos en los sitios de implante 29 dias después de la cirugia

[PDGF-BB] Macréfagos MGC Crecimiento interno de Hueso ectdpico Exostosis
(mg/ml) tejido
0,3 3, 1 (NC) 2,0 (NC) | 2,0 (NC) 0,0 (NC) 0,0 (NC)
1,0 2,2 (NC) 2,0 (NC) | 2,0 (NC) 0,0 (NC) 0,0 (NC)
NC = control negativo; MGC = células gigantes multinucleadas; Escala de biorreactividad: 0 = ausente,
1 = minima/leve, 2 = leve, 3 = moderada, 4 = Marcada/Fuerte

La pruebas preliminares de este estudio en base a las observaciones clinicas, sugiere que el colageno/B-fosfato
tricalcico combinado con 1,0 mg/ml, con 0,3 mg/ml de rhPDGF-BB o con tampdn de acetato de sodio no provoca
efectos neurotdxicos agudos o crénicos. La evaluacién histopatologica de los sitios de implante 29 dias después de
la cirugia indicaba una cantidad leve esperada y normal de crecimiento interno de tejido en el material implantado y
una respuesta inflamatoria suave. No se observé formacion de hueso ectopico, exostosis ni resorcién dsea anormal
en ninguno de los sitios de implante. En base a las observaciones de los animales tratados en este estudio, el
colageno/p-fosfato tricalcico combinado con 1,0 mg/ml, con 0,3 mg/ml de rhPDGF-BB puede utilizarse sin riesgo
cuando se inyecta muy cerca de la columna vertebral.
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Reivindicaciones
1. Composicién que consiste en:

a) una matriz biocompatible biorreabsorbible que consiste en un material de armazén 6seo seleccionado del
grupo que consiste de particulas de un fosfato calcico poroso y particulas de un aloinjerto 6seo poroso;y

b) una solucién que consiste en PDGF a una concentracion en un intervalo comprendido entre
aproximadamente 0,1 mg/ml y aproximadamente 1,0 mg/ml, en la que la solucién esta dispuesta en la matriz
biocompatible

para su uso en el fortalecimiento de un hueso de un paciente, en donde el hueso es un himero, cubito, radio, fémur,
tibia, peroné, rotula, hueso del tobillo, hueso de la mufieca, carpo, metacarpo, falange, tarso, metatarso, costilla,
esterndn, vértebras, escapula, clavicula, pelvis o sacro,

en donde la composicion facilita la formacion 6sea.

2. Composicion para su uso segun la reivindicacién 1, en la que el fortalecimiento es para el tratamiento profilactico
del hueso.

3. Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que el hueso es susceptible de
aumento de carga compensatoria.

4. Composicién para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que el hueso es un hueso vertebral,
para su uso en reducir la probabilidad de una fractura vertebral por compresién o una fractura vertebral por
compresion secundaria.

5. Composicién para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que el hueso esta fracturado.

6. Composicidn para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que el PDGF comprende PDGF-BB,
preferiblemente PDGF-BB humano recombinante (rh), particularmente a al menos un 65% de rhPDGF-BB intacto.

7. Composicién para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que el PDGF esta presente en el
liquido a una concentracion de alrededor de 0.3 mg/ml.

8. Composicién para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la composicion es fluida.

9. Composicién para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en la que el material de armazén éseo:
a) comprende una porosidad mayor del 50%; y/o
b) comprende una porosidad que facilita el crecimiento del tejido en la composicion; y/o

C) comprende macroporos.

10. Composicién para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en la que el material de armazén 6seo
consiste de particulas en un intervalo de alrededor de 1 micra a alrededor de 5000 micras de tamafo.

11. Composicién para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en la que el material de armazén 6seo
consiste de particulas en un intervalo de alrededor de 1000 a alrededor de 5000 micras de tamafio.

12. Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en la que el material de armazon éseo
consiste de particulas en un intervalo de alrededor de 100 a alrededor de 400 micras de tamafo, o0 en un intervalo de
alrededor de 75 a alrededor de 300 micras de tamanfo.

13. Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en la que el material de armazén 6seo
es un aloinjerto 6seo poroso, preferiblemente un aloinjerto éseo liofilizado desmineralizado o una matriz ésea
desmineralizada particulada.

14. Composicién para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en la que el material de armazén éseo
es un fosfato calcico poroso.

15. Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12 6 14, en la que el fosfato calcio poroso
es fosfato B-tricalcico.

16. Composicion para su uso segun la reivindicacion 15, en la que el fosfato B-tricalcico comprende poros
interconectados.

17. Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-16 , en la que la composicion consiste del
material de armazon 6seo y la solucion de PDGF, en la que la solucién de PDGF consiste de PDGF en un tampon.
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18. Composicién para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-16, comprendiendo adicionalmente un
aglutinante biocompatible, particularmente en la que el aglutinante es colageno.

19. Composicion para su uso segun la reivindicacion 18, en la que la composicion consiste del material de armazon
6seo, el aglutinante biocompatible, y la soluciéon de PDGF, en la que la solucion de PDGF consiste de PDGF en un
tampon.

20. Composicién para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la matriz biocompatible
es reabsorbida dentro de 1 afio desde la implantacion.

21. Composiciéon para su uso segun la reivindicacion 18, en la que el colageno esta presente en la matriz
biocompatible en una cantidad que varia de alrededor del 5 por ciento en peso a alrededor del 50 por ciento en peso.

22. Composiciéon para su uso segun la reivindicacion 18, en la que el colageno esta presente en la matriz
biocompatible en una cantidad de alrededor del 20 por ciento en peso.
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