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DESCRIPCION
Composiciones de hidrogel bioactivo para la regeneracion del tejido conjuntivo
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a composiciones para la regeneracion del tejido conjuntivo, tales como hueso,
cartilago, ligamento, tenddn y similares. En particular, la invencion se refiera a composiciones para uso en métodos
para la regeneracion del tejido conjuntivo mediante la aplicacion de una matriz de hidrogel, en el que la matriz esta
compuesta de un polipéptido, tal como gelatina y un hidrato de carbono de cadena larga, tal como dextrano.

Antecedentes de la invencion

Las lesiones en los huesos, tales como la fractura parcial o completa, pueden ser lentas de curar, pero este tipo de
lesiones generalmente curan por si solas con inmovilizacion externa, segun sea necesario, por ejemplo, mediante la
aplicacion de un yeso en la zona afectada. En casos mas graves, puede ser necesaria la inmovilizacién interna mas
agresiva, como volver a conectar permanentemente el hueso fracturado con tornillos y/o placas de metal. La
regeneracién de tejido 6seo en las distancias relativamente cortas generalmente presentes en una fractura ésea se
produce facilmente en la mayoria de los pacientes sanos. Sin embargo, las lesiones 6seas que son algo mas que
fracturas simples, presentan mayores desafios en cuanto al tratamiento. La pérdida 6sea diafisaria de un segmento
largo, por ejemplo, puede ser el resultado de mdltiples causas, entre ellas traumatismos de alta energia, como una
lesion por explosion, enfermedad, tales como osteomielitis u osteonecrosis, 0 una escisién amplia de tumores
malignos, como el osteosarcoma. En estos casos, frecuentemente se produce la cavitacion del hueso o la pérdida
completa de tejido 6seo a lo largo de una gran longitud extendida del hueso (es decir, un defecto éseo critico).La
regeneracion 6sea en estos casos se convierte cada vez en algo mas dificil y a veces imposible.

Se han utilizado muchas técnicas en un intento de mejorar el crecimiento del hueso. Mas comunmente, se hace un
intento para reemplazar el hueso perdido. Ejemplos de tales técnicas incluyen injertos autélogos vascularizados de
hueso, aloinjerto masivo (generalmente de cadaver) y el uso de hueso artificial reabsorbible y no reabsorbible. Otro
método para promover la regeneracién 6sea es a través de la introduccion de factores bioactivos osteoinductores,
tales como proteinas morfogenéticas 6seas (BMP), plasma rico en plaquetas (PRP), péptidos sintéticos, tales como
P-15 (Pepgen P-15™ Dentsply International, York, PA) y aspirados de médula 6sea. Tales factores bioactivos
pueden introducirse en el area de la pérdida de hueso a través de diversos vehiculos. Los métodos mecanicos, tales
como la osteogénesis por distraccion, se emplean también para la promocién de la regeneracién ésea. La
osteogénesis por distraccion es un proceso que implica el desplazamiento gradual y controlado de las fracturas
creadas quirdrgicamente que tiene como resultado la expansion simultanea de los tejidos blandos y el volumen
0seo.

Una técnica algo menos invasiva que se utiliza mas cominmente para la regeneracion de hueso alrededor de los
dientes se conoce como “regeneracion 6sea guiada”. Como el tejido que rodea a un hueso casi siempre se cura mas
rapido que el propio hueso, el tejido de mas rapida curacién se expande a menudo y llena el espacio donde falta el
hueso, lo que dificulta la regeneracion 6sea. En la regeneracion Osea guiada, se coloca una membrana
biocompatible entre el tejido y el hueso que actia como una barrera, lo que impide el crecimiento del tejido en el
hueso. A menudo, un injerto de hueso se inserta debajo de la barrera. Las membranas se disefian normalmente
para disolverse después de varias semanas.

Una variante de este procedimiento se conoce como “regeneracion ésea protegida” y se basa en la teoria de que se
requieren tres requisitos previos para la curacion del hueso: 1) suministro de sangre adecuado, 2) células
formadoras de hueso abundantes y 3) espacio protegido de curacion. Véase, Holmes, R.E., Lemperle, S.M., y
Calhoun, CJ, “Protected Bone Regeneration”, Serie de datos cientificos de fijacién reabsorbible, distribuido por
Medtronic Sofamor Danek, disponible en linea en http://www.macropore.com/pdf/ProtectedBone.pdf.

El suministro de sangre adecuado es un requisito conocido para la regeneracion 6sea, ya que suministra el oxigeno
y los nutrientes necesarios, asi como las células madre mesenquimales (las células formadoras de hueso). Como se
ha descrito anteriormente, el espacio de curacion del hueso también debe ser protegido del crecimiento hacia el
interior del tejido circundante. Segun la publicacién indicada anteriormente, todos los requisitos previos indicados se
pueden lograr mediante el uso de un polimero reabsorbible con lamina protectora que ofrece una porosidad
fisiolégicamente equilibrada para el intercambio celular positivo y la oportunidad de infiltracién vascular, a la vez que
se previene la interposicién de tejidos blandos adyacentes.

El documento WO 03/072157 A1 describe un revestimiento de matriz de hidrogel bioactivo estabilizado para
dispositivos médicos que comprende un poliglicano, un polisacarido y un agente potenciador. La matriz de hidrogel
bioactivo se puede utilizar en la regeneracion de tejidos.

El documento US 5.972.385 describe matrices de colageno de polisacaridos reticulados que se pueden utilizar en la
reparacion de tejidos tales como hueso, cartilago y tejido blando.
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Si bien en la actualidad se conocen varios métodos, el tratamiento de una lesion asociada a una pérdida ésea
importante sigue siendo un problema clinico dificil. Ademas, aproximadamente el 10 % de todas las fracturas de
huesos largos son fracturas no consolidadas que no se curan espontaneamente. Por lo tanto, sigue existiendo una
necesidad de métodos para la regeneracion ésea que sean eficaces en la promocién del crecimiento del tejido éseo
y que sean lo menos invasivos posible.

Resumen de la invencion

Segun un aspecto principal de la presente invencién, se proporcionan composiciones regenerativas de tejido
conjuntivo segun las reivindicaciones 1 y 30 y un método para formar una matriz de hidrogel bioactivo deshidratado
segun la reivindicacion 47.

Se ha descubierto que la matriz descrita en la presente memoria es capaz de promover con éxito la regeneracion del
tejido conjuntivo. Sorprendentemente, la matriz es incluso Util para efectuar la regeneracion ésea en el hueso con
defectos que normalmente no se curan de forma espontanea. Se describe un método para la regeneracién del tejido
conjuntivo que comprende la administracion de una matriz de hidrogel bioactivo en el sitio en necesidad de
regeneracion del tejido conjuntivo. Como se utiliza en la presente memoria, “bioactivo” pretende indicar la capacidad
de facilitar una respuesta celular o tisular, tales como, la induccién de la vasculogénesis, la promocion de la union
celular a un material de soporte y la promocién de la regeneracion de tejidos.

Se describe un método para regenerar tejido conjuntivo. El método comprende administrar a un sitio en necesidad
de regeneracion del tejido conjuntivo de una matriz de hidrogel bioactivo que comprende un polipéptido y un hidrato
de carbono de cadena larga. El polipéptido se puede seleccionar de polipéptidos derivados de tejido o polipéptidos
sintéticos. En una realizacion, el polipéptido es gelatina derivada de la piel. En otra realizacion, el polipéptido es
gelatina derivada de hueso. Ejemplos de hidratos de carbono de cadena larga incluyen polisacaridos y polisacaridos
sulfatados. En una realizacion, el hidrato de carbono de cadena larga es dextrano.

La matriz de hidrogel bioactivo comprende ademéas uno o mas componentes seleccionados del grupo que consiste
en aminodcidos polares, quelantes de cationes divalentes, tales como &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) o
sales de los mismos, y combinaciones de los mismos.

La matriz de hidrogel bioactivo, tal como se utiliza en el método anterior, puede incluir ademas uno o mas agentes
estructurantes, medicamentos, u otros agentes Utiles para facilitar o mediar en la regeneracion del tejido conjuntivo.

En una realizacién de la invencion, la matriz de hidrogel bioactivo puede comprender ademas al menos un material
osteoinductivo u osteoconductivo. En esta realizacién de la invencién, la composicion es particularmente Gtil para la
regeneracion de hueso; por otra parte, el uso de materiales osteoinductivos u osteoconductivos no se limita a la
regeneracion ésea.

En otra realizacién mas de la invencién, la matriz de hidrogel bioactivo comprende ademas al menos un
medicamento. Cualquier medicamento reconocible por un experto en la materia como util en el tratamiento de
lesiones de tejido conjuntivo, particularmente en los métodos de regeneracion del tejido conjuntivo, podria ser
utilizado. Por ejemplo, los medicamentos pueden incluir antivirales, antibacterianos, antiinflamatorios,
inmunosupresores, analgésicos, anticoagulantes o diversos agentes de promocion de la cicatrizacién de heridas.

En una realizacion particular de la invencion, la matriz de hidrogel bioactivo comprende ademas células madre o
progenitoras, tales como las células madre adultas derivadas de tejido adiposo (ADAS) o células madre
mesenquimales. Dichas células son conocidas en la técnica por ser Utiles en diversas terapias debido a su
capacidad de diferenciarse en diversos tipos de células. Las células ADAS, en particular, son conocidas para
diferenciarse en tipos de células incluyendo condrocitos y osteoblastos.

En otra realizacion mas, la matriz de hidrogel bioactivo esta al menos parcialmente contenida dentro de un marco
estructural tridimensional. Por consiguiente, el marco estructural puede incluirse en la matriz de hidrogel bioactivo
antes de la administracién de la matriz de hidrogel bioactivo en el sitio en necesidad de regeneracién del tejido
conjuntivo. Alternativamente, se puede formar el marco estructural alrededor del sitio en necesidad de regeneracién
del tejido conjuntivo en el momento de administracion de la matriz de hidrogel bioactivo (es decir, formado poco
antes o poco después de la administracion de la matriz de hidrogel bioactivo). EI marco estructural tridimensional,
por lo tanto, incluye cualquier material capaz de proporcionar soporte estructural que aguante carga o espacio
anatdémico para la infiliracién celular e incluye, por ejemplo, una jaula de metal, un marco ceramico sinterizado, una
esponja de colageno, o hueso alogénico o autdlogo. EI marco estructural puede incluir ademas estructuras
tridimensionales preparadas a partir de materiales poliméricos, incluyendo biopolimeros.

La matriz de hidrogel bioactivo también se puede utilizar en los métodos descritos en la presente memoria en una
forma deshidratada. En dicha forma, la matriz de hidrogel bioactivo conserva sus propiedades beneficiosas vy, sin
embargo, puede ser almacenada y transportada en una forma soélida, pudiendo rehidratarse para su uso en los
métodos descritos en la presente memoria. En una realizacion, la matriz de hidrogel bioactivo es para uso en la
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administraciéon en una forma deshidratada de tal manera que los fluidos corporales rehidraten la matriz de hidrogel
bioactivo. En otra realizacion, la matriz de hidrogel bioactivo esta en forma deshidratada y es para uso en un método
que comprende ademas rehidratar la matriz de hidrogel bioactivo con un fluido de rehidratacion antes de la
administracién de la matriz de hidrogel bioactivo al sitio en necesidad de regeneracion del tejido conjuntivo. En la
forma deshidratada, la matriz de hidrogel bioactivo puede ser conformada o procesada en diferentes conformaciones
y formas. Por ejemplo, la matriz de hidrogel bioactivo deshidratado puede estar en una pieza unitaria capaz de ser
conformada para ajustarse con precisién al sitio en necesidad de regeneracion del tejido conjuntivo.
Alternativamente, la matriz de hidrogel bioactivo deshidratado puede estar en forma de particulas. La matriz de
hidrogel bioactivo deshidratado en particulas podria mezclarse en una solucidon que contiene otros componentes
beneficiosos, tales como células madre o progenitoras 0 medicamentos, combinarse con materiales osteoinductivos
u osteoconductivos para formar un material de tipo masilla o pasta para la colocacién en el sitio en necesidad de
regeneracion del tejido conjuntivo o utilizarse en otras preparaciones que podrian ser Utiles en los métodos descritos
en la presente memoria.

En otras realizaciones de la invencion, puede ser Util para la matriz de hidrogel bioactivo tener estructura o
resistencia adicional en ausencia de aditivos. Por consiguiente, la presente invencién también incluye realizaciones
en las que la matriz de hidrogel bioactivo esta en forma reticulada, estando el hidrato de carbono de cadena larga
covalentemente reticulado con el polipéptido. En tales realizaciones, la matriz de hidrogel bioactivo puede ser
utilizada sélo en los métodos descritos en la presente memoria o puede ser utilizada conjuntamente con otros
componentes como se describe en la presente memoria.

En una realizacién de la invencién, la matriz de hidrogel bioactivo es para usar en la insercién en una superficie de
un hueso en necesidad de reparacion o regeneracion (es decir, un defecto 6seo). La cantidad de la matriz de
hidrogel bioactivo utilizada en el hueso puede variar dependiendo del tamano del defecto 6seo, la forma de la matriz
de hidrogel bioactivo y la presencia o ausencia de aditivos como se describe en la presente memoria. Generalmente,
la cantidad total de la matriz de hidrogel bioactivo usada es la cantidad necesaria para llenar el area de la pérdida
6sea.

De acuerdo con otra realizacion de la presente invencion, la matriz de hidrogel es para uso en la reparacion de tejido
blando ya sea por separado o conjuntamente con la regeneracién del tejido duro cercano, tal como hueso. Segun
esta realizacion, la matriz de hidrogel bioactivo es para uso en la administracion de alrededor de y/o la inyeccion en
el tejido blando.

De acuerdo con otra realizacién de la presente invencion, la matriz de hidrogel es para uso en la reparacién y/o
regeneracion del tejido conjuntivo no 6seo. De acuerdo con esta realizacion, la matriz de hidrogel bioactivo es para
uso en la administracién de un area que tiene pérdida de, o dafios en el tejido conjuntivo, que incluye tejido derivado
de fibroblastos, tales como tendones y ligamentos, o condrocitos, como el cartilago.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencidn, se proporcionan varias composiciones regenerativas de tejido
conjuntivo. Las composiciones son particularmente Utiles en la regeneracion del tejido conjuntivo o para el
tratamiento de pacientes que tienen diversas enfermedades degenerativas del tejido conjuntivo. Por consiguiente,
las composiciones descritas en la presente memoria son particularmente Utiles en los métodos también descritos en
la presente memoria.

En una realizacién de este aspecto de la invencion, la composicidén regenerativa de tejido conjuntivo comprende un
marco estructural tridimensional y una matriz de hidrogel bioactivo al menos parcialmente contenida dentro del
marco estructural tridimensional, en la que la matriz de hidrogel bioactivo comprende un polipéptido y un hidrato de
carbono de cadena larga. La matriz de hidrogel bioactivo comprende ademas uno o mas componentes
seleccionados del grupo que consiste en aminoacidos polares y quelantes de cationes divalentes, tales como EDTA
0 sus sales. En una realizacién particular, el marco estructural tridimensional incluye una matriz de hidrogel
reticulado. En otra realizacion preferida, el marco estructural tridimensional incluye una esponja de colageno.

En otra realizacion, la composicién regenerativa del tejido conjuntivo comprende al menos un material osteoinductivo
u osteoconductivo y una matriz de hidrogel bioactivo que comprende un polipéptido y un hidrato de carbono de
cadena larga. El material osteoinductivo u osteoconductivo puede estar dispersado dentro de la matriz de hidrogel
bioactivo. En una realizacién preferida, el material osteoinductivo u osteoconductivo y la matriz de hidrogel bioactivo
pueden estar mezclados. La matriz de hidrogel bioactivo puede estar en una forma hidratada o puede estar en una
forma deshidratada.

En otra realizacion mas de la invencion, la composicion regenerativa de tejido conjuntivo comprende células madre o
progenitoras y una matriz de hidrogel bioactivo que comprende un polipéptido y un hidrato de carbono de cadena
larga. Una vez mas, la matriz de hidrogel bioactivo puede estar en una forma hidratada o puede estar en una forma
deshidratada.

Se describe que la matriz de hidrogel bioactivo se puede utilizar para unir o volver a unir dos 0 mas tejidos
conjuntivos. El método comprende: recubrir al menos una parte de al menos uno de un primer y segundo tejido
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conjuntivo con una matriz de hidrogel bioactivo que comprende un polipéptido y un hidrato de carbono de cadena
larga; poner en contacto el primer tejido conjuntivo con el segundo tejido conjuntivo en un punto de unién; y unir el
primer tejido conjuntivo con el segundo tejido conjuntivo usando suturas, grapas u otros medios apropiados. Dicho
método es particularmente Util para unir tejido conjuntivo, tales como tendén o ligamento, al hueso. El método es
ademas util para unir tejido conjuntivo blando con otro tejido conjuntivo blando, tales como tendon con tendén o
ligamento con ligamento.

Segun otro aspecto de la invencion, la matriz de hidrogel bioactivo es para uso en un método para el tratamiento de
enfermedades degenerativas de la articulacion natural de un paciente en necesidad de tratamiento de las mismas.
En una realizacion, la matriz de hidrogel bioactivo es para uso en un método que comprende aplicar a una
articulacién afectada por una enfermedad degenerativa, una matriz de hidrogel bioactivo que comprende un
polipéptido y un hidrato de carbono de cadena larga. Ademas, opcionalmente, la matriz de hidrogel bioactivo puede
incluir células madre o progenitoras. Preferiblemente, la etapa de administracién comprende la inyeccién de la matriz
de hidrogel bioactivo en la articulacion afectada. EI método es particularmente Util para detener o revertir la
progresion de enfermedades degenerativas de las articulaciones, como la osteoartritis.

Las composiciones de la presente invencidn son particularmente Utiles para la reparacion de tejido conjuntivo de la
rodilla, como el ligamento cruzado anterior, el ligamento cruzado posterior, el tenddn rotuliano, el tendén del
cuadriceps y el ligamento meniscofemoral anterior.

Las composiciones de la invencion son Utiles ademas para el tratamiento de un paciente que tiene una articulacion
artificial. En particular, las composiciones regenerativas de tejido conjuntivo se pueden administrar alrededor del sitio
de la articulacion artificial, ya sea durante la colocacion de la articulacién artificial o después de la cirugia, para
facilitar la integracién de la articulacién artificial en el tejido circundante.

Breve descripcion de los dibujos
Habiendo descrito asi la invencion en términos generales, se hara ahora referencia a los dibujos adjuntos, en donde:

La Figura 1 ilustra la formacion de cadenas alfa abiertas derivadas de monédmeros de colageno;

Las Figuras 2A y 2B ilustran el efecto de la asociacion de las cadenas alfa derivadas del coldgeno con
dextrano;

La Figura 3 ilustra el efecto de otros aditivos utilizados en la matriz de hidrogel bioactivo de la invencion;

La Figura 4 ilustra graficamente la agregacién celular en varios tipos de células en la presencia de la matriz
de hidrogel bioactivo de la presente invencion;

La Figura 5 ilustra el efecto de la matriz de hidrogel bioactivo de la presente invencién sobre la expresion del
gen de la BMP-2 en comparacién con la expresion en células en medio libre de suero (SFM);

La Figura 6 ilustra el aumento de la expresion del ARN mensajero del factor de crecimiento del tejido
conjuntivo (CTGF) en células de condrosarcoma tratadas con la matriz de hidrogel bioactivo de la invencion
en comparacion con células en SFM;

La Figura 7 ilustra la expresion del ARN mensajero del agrecano en células de condrosarcoma tratadas con
la matriz de hidrogel bioactivo de la invencién en comparacion con las células en SFM;

La Figura 8 ilustra una matriz de hidrogel bioactivo reticulado de la invencién que comprende dextrano y
gelatina;

La Figura 9 ilustra el efecto de la matriz de hidrogel bioactivo de la presente invencion en la produccién de
proteina BMP-2 en comparacion con la produccion en las células en medio que contenia suero (SCM) y

La Figura 10 ilustra el efecto de la matriz de hidrogel bioactivo reticulado de la presente invencién sobre la
expresion del gen de la BMP-2.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se describira ahora con méas detalle a continuacion con referencia a los dibujos adjuntos, en
los que se muestran realizaciones preferidas de la invencion. Esta invencién puede, sin embargo, ser realizada de
muchas formas diferentes y no debe interpretarse como limitada a las realizaciones expuestas en la presente
memoria; mas bien, estas realizaciones se proporcionan para que esta descripcidn sea minuciosa y completa, y
transmita completamente el alcance de la invencion a los expertos en la materia.

La formulacién de una matriz de hidrogel termorreversible que proporciona un medio de cultivo celular y una
composicion para preservar la viabilidad celular se ensefia en la patente US-6.231.881. Ademas, en la patente US-
6.261.587 se proporciona una matriz de hidrogel util en la promocién de la vascularizaciéon. La matriz de hidrogel
termorreversible ensefiada en estas referencias es un gel a temperaturas de almacenamiento y una masa fundida a
temperaturas fisioldgicas, y comprende una combinacion de un componente derivado de colageno, tal como
gelatina, un hidrato de carbono de cadena larga, tal como dextrano y cantidades eficaces de otros componentes,
tales como aminoacidos polares.
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La presente invenciéon proporciona composiciones regenerativas del tejido conjuntivo. También se describen
métodos de regeneracién del tejido conjuntivo en un sitio en necesidad de la regeneracion del tejido conjuntivo. Las
composiciones de la invencion incluyen una matriz de hidrogel bioactivo que comprende generalmente un
polipéptido y un hidrato de carbono de cadena larga.

Un polipéptido, como se utiliza en la presente memoria, se pretende que abarque cualquier polipéptido derivado de
tejido o producido sintéticamente, tales como colagenos o gelatinas derivadas del colageno. Aunque la gelatina
derivada de colageno es el componente de polipéptido preferido, se pueden usar otros componentes similares a la
gelatina caracterizados por un esqueleto compuesto por secuencias de aminoacidos que tienen grupos polares que
son capaces de interactuar con otras moléculas. Por ejemplo, se podrian utilizar queratina, decorina, agrecano,
glicoproteinas (incluyendo proteoglicanos) y similares para proporcionar el componente polipéptido. En una
realizacién, el componente polipéptido es gelatina porcina procedente de colageno parcialmente hidrolizado derivado
de tejido de la piel. Los polipéptidos derivados de otros tipos de tejido también se podrian usar. Los ejemplos
incluyen, pero no se limitan a, extractos de tejidos de arterias, cuerdas vocales, pleura, traquea, bronquios, tabiques
alveolares pulmonares, ligamentos, cartilago auricular o fascia abdominal, la red reticular del higado, la membrana
basal del rinén o neurilema, aracnoides, duramadre o piamadre del sistema nervioso. También se pueden utilizar
polipéptidos purificados incluyendo, entre otros, laminina, nidégeno, fibulina y fibrilina 0 mezclas de proteinas, tales
como los descritos en la patente US-6.264.992 y en la patente US- 4.829.000, extractos de caldo de cultivo celular
como se describe en la patente US-6.284.284, tejidos submucosos tales como los descritos en la patente US-
6.264.992 o productos génicos, tales como los descritos en la patente US-6.303.765. Otro ejemplo de un polipéptido
adecuado es una proteina de fusion obtenida acoplando por ingenieria genética una especie reactiva conocida en
una proteina.

El componente polipéptido preferiblemente tiene un intervalo de masa molecular de aproximadamente 3.000 a
aproximadamente 3.000.000 Da, mas preferiblemente de aproximadamente 30.000 a aproximadamente 300.000 Da,
mas preferiblemente de aproximadamente 50.000 a aproximadamente 250.000 Da. La masa molecular se puede
expresar como una masa molecular promedio en peso (My) 0 como una masa molecular promedio en nimero (My).
Ambas expresiones se basan en la caracterizaciéon de una solucidon que contiene soluto macromolecular que tiene
un nimero medio de moléculas (n;) y una masa molar para cada molécula (M;). En consecuencia, la masa molecular
promedio en nimero se define por la férmula 1 siguiente.

M, = 2 gff ,- 0

La masa molecular promedio en peso (también conocida como masa molecular media) se puede medir directamente
usando métodos de dispersion de la luz y se define por la férmula 2 siguiente.

My =2 mM; @)
2nM,

La masa molecular también se puede expresar como una masa molar promedio Z (M), en la que el calculo pone
mayor énfasis en moléculas con grandes masas molares. La masa molar promedio Z se define por la férmula 3
siguiente.

M,= > a M’ 3)
>aM’

A menos que se indique lo contrario, la masa molecular se expresa en la presente memoria como la masa molecular
promedio en peso.

Ademas de la masa molecular, las soluciones de polimeros también pueden describirse fisicamente en términos de
polidispersidad, que representa la amplitud de la distribucion de la masa molecular dentro de la solucién, estando
dicha distribucion en el intervalo de diferentes masas moleculares de las moléculas de polimero individuales en la
solucion. La polidispersidad es la relacién entre la masa molecular promedio en nimero y la masa molecular
promedio en peso, que se define por la férmula 4 siguiente.

Polidispersidad = L &)

M

n
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Si la polidispersidad es igual a 1 (es decir, M, es igual a My), se dice que el polimero es monodisperso. Un polimero
verdaderamente monodisperso es aquel en el que todas las moléculas de polimero dentro de la solucién tienen una
sola masa molecular idéntica. Como la M, cambia con la M, los cambios de polidispersidad siempre son mayores
que 1. La polidispersidad de una soluciéon de polimero dado puede afectar a las caracteristicas fisicas del polimero,
y, por lo tanto, la interaccion entre el polimero con otro polimero. La investigacion ha demostrado que, en mezclas
acuosas de biopolimeros (incluyendo gelatina y dextrano), un aumento del peso molecular tiene como resultado un
sistema menos compatible con una temperatura de separacion de fase superior, mientras que una disminucién de la
concentracion da lugar a un sistema mas compatible con una temperatura de separacién de fase mas baja (véase
E.H.A. de Hoog y R.H. Tromp, On the phase separation kinetics of an aqueous biopolymer mixture in the presence of
gelation: the effect of the quench depth and the effect of the molar mass, Colloids and Surfaces A: Physicochemical
and Engineering Aspects, 213 (2-3), paginas 221-234). Preferiblemente, el polipéptido usado de acuerdo con la
presente invencion tiene una polidispersidad cercana a 1. En una realizacion preferida, el polipéptido tiene una
polidispersidad de 1 a aproximadamente 4, mas preferiblemente, aproximadamente 1 a aproximadamente 3, mas
preferiblemente de aproximadamente 1,1 a aproximadamente 2,4.

El polipéptido utilizado en la matriz de hidrogel bioactivo de la invencién es preferiblemente una gelatina, tal como
gelatina derivada de colageno.

El colageno es un componente proteico principal de la matriz extracelular de los animales. En el desarrollo fetal
temprano, una forma mas abierta de colageno (en comparacién con el colageno maduro fuertemente unido) esta
asociada con grandes moléculas de hidratos de carbono, y sirve como andamiaje del tejido predominante. Se cree
que la unién de células diferenciadas o incompletamente diferenciadas de origen mesenquimal a este andamiaje de
colageno de tipo proteglicano tiene como resultado una respuesta especifica en el tejido hospedador. Esta respuesta
es guiar la diferenciacién del tejido mesenquimal.

El colageno se ensambla en una organizacion fibrilar compleja. Las fibrillas se ensamblan en haces que forman las
fibras. Las fibrillas estan hechas de cinco microfibrillas colocadas en una disposicion escalonada. Cada microfibrilla
es una coleccion de varillas de colageno. Cada varilla de colageno es una triple hélice enrollada hacia la derecha,
siendo cada hebra una hélice enrollada a la izquierda. Las fibrillas de colageno estan reforzadas con enlaces
cruzados intramoleculares e intermoleculares covalentes que hacen que los tejidos de los animales maduros sean
insolubles en agua fria. Cuando se utilizan los tratamientos adecuados, las varillas de colageno se extraen y se
solubilizan guardando su conformacion como ftriples hélices. Este es el colageno desnaturalizado y difiere de la
forma nativa del colageno, aunque no ha sido sometido a tratamiento térmico o quimico suficiente para romper los
enlaces covalentes estabilizadores intramoleculares que existen en el colageno. Cuando las soluciones de colageno
se calientan suficientemente, o cuando los tejidos que contienen el coladgeno nativo se someten a tratamientos
quimicos y térmicos, los enlaces de hidrégeno y covalentes que estabilizan las hélices de colageno se rompen, y las
moléculas adoptan una conformacion desordenada. Al romperse estos enlaces de hidrogeno, los grupos amina y
acido carboxilico polares ya estan disponibles para unirse a los grupos polares de otras fuentes o a ellos mismos.
Este material es la gelatina y es soluble en agua a 40-45 °C.

Como se sefald anteriormente, la gelatina es una forma de colageno desnaturalizado y se obtiene mediante la
hidrélisis parcial de colageno derivado de la piel, tejido conjuntivo blanco o de los huesos de animales. La gelatina
puede derivarse de un precursor tratado con &cido o de un precursor tratado con alcali. La gelatina derivada de un
precursor tratado con acido se conoce como Tipo A y la gelatina derivada de un precursor tratado con alcali se
conoce como Tipo B. Los cambios estructurales macromoleculares asociados con la degradacion del colageno son
basicamente los mismos para la hidrélisis quimica y la hidrélisis térmica parcial. En el caso de la degradacion
térmica y la catalizada por acido, la escisién hidrolitica predomina dentro de las cadenas de colageno individuales.
En la hidrolisis alcalina predomina la escision de enlaces cruzados intermoleculares e intramoleculares.

Preferiblemente, la gelatina utilizada en la presente invencion es gelatina derivada de la piel o gelatina derivada del
hueso. En una realizacion preferida, la gelatina tiene una masa molecular de aproximadamente 80.000 Da a
aproximadamente 200.000 Da. Ademads, se prefiere que la gelatina tenga una polidispersidad de 1 a
aproximadamente 3. En una realizacién preferida, la gelatina tiene una polidispersidad de aproximadamente 1,1 a
aproximadamente 2,4.

El polipéptido, tal como gelatina, esta preferiblemente presente en una concentracién de aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 40 mM, preferiblemente de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 30 mM, mas
preferiblemente de aproximadamente 0,25 a aproximadamente 5 mM. Ventajosamente, la concentracion de gelatina
es de aproximadamente 0,75 mM. Las concentraciones anteriores proporcionan una fase no fluida a la temperatura
de almacenamiento (por debajo de aproximadamente 33 °C) y una fase fluida a la temperatura de tratamiento
(aproximadamente 35 a aproximadamente 40 °C).

La matriz de hidrogel bioactivo de la presente invencién también comprende un hidrato de carbono de cadena larga.
La expresion hidrato de carbono de cadena larga se pretende que abarque generalmente cualquier polisacarido o
polisacarido sulfatado que conste de mas de aproximadamente 10 residuos de monosacarido unidos entre si por
enlaces glicosidicos. La frase también pretende incluir otros hidratos de carbono de cadena larga, incluyendo
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heterosacaridos y clases especificas de hidratos de carbono, tales como almidones, azucares, celulosas y gomas. El
hidrato de carbono de cadena larga puede consistir en los mismos residuos de monosacarido o en diversos residuos
de monosacarido o derivados de residuos de monosacarido. El dextrano, un polisacarido preferido, comprende
Unicamente residuos de glucosa.

En la presente invencién se puede utilizar cualquier polisacarido, incluidos los glicosaminoglicanos (GAG) o
glucosaminoglicanos, con viscosidad adecuada, la masa molecular y otras propiedades deseables. Por
glicosaminoglicano se entiende cualquier glicano (es decir, polisacarido) que comprende una cadena de polisacarido
no ramificada con una unidad repetitiva de disacarido, uno de los cuales es siempre un amino azlcar. Estos
compuestos, como clase, tienen una alta carga negativa, son fuertemente hidréfilos y son comunmente llamados
mucopolisacaridos. Este grupo de polisacaridos incluye heparina, sulfato de heparan, condroitin sulfato, dermatan
sulfato, queratan sulfato y acido hialurénico. Estos GAG se encuentran predominantemente en superficies celulares
y en la matriz extracelular. Por glucosaminoglicano se entiende cualquier glicano (es decir polisacarido) que contiene
predominantemente derivados de monosacarido en los que un grupo hidroxilo alcohdlico se ha sustituido por un
grupo amino u otro grupo funcional, tal como sulfato o fosfato. Un ejemplo de un glucosaminoglicano es el poli-N-
acetil glucosaminoglicano, cominmente conocido como quitosano. Ejemplos de polisacaridos que pueden ser Utiles
en la presente invencion incluyen dextrano, heparan, heparina, acido hialurénico, alginato, agarosa, carragenano,
amilopectina, amilosa, glicogeno, almidén, celulosa, quitina, quitosano y diversos polisacaridos sulfatados, tales
como heparan sulfato, condroitin sulfato, dextran sulfato, dermatén sulfato o queratan sulfato.

El hidrato de carbono de cadena larga tiene preferiblemente una masa molecular de aproximadamente 2.000 a
aproximadamente 8.000.000 Da, mas preferiblemente de aproximadamente 20.000 a aproximadamente 1.000.000
Da, mas preferiblemente de aproximadamente 200.000 a aproximadamente 800.000 Da. En una realizacion, el
hidrato de carbono de cadena larga tiene una masa molecular de aproximadamente 500.000 Da.

Preferiblemente, el hidrato de carbono de cadena larga cadena utilizado segun la presente invencion tiene una
polidispersidad cercana a 1. En una realizacién preferida, el polipéptido tiene una polidispersidad de 1 a
aproximadamente 3, mas preferiblemente, aproximadamente 1,1 a aproximadamente 2,4.

Como se sefialé anteriormente, un hidrato de carbono de cadena larga preferido para uso en la presente invencién
es el dextrano. El dextrano comprende generalmente cadenas lineales de residuos de D-glucosa unidos en a(1 —
6), frecuentemente con ramificaciones a(1 — 2) o a(1 — 3). El dextrano nativo, producido por una serie de especies
de bacterias de la familia Lactobacilliaceae, es una mezcla polidispersa de componentes. Los dextranos han sido
ampliamente utilizados como sustitutos del plasma y extensores de sangre, se consideran totalmente biocompatibles
y son metabolizables. Los dextranos estan disponibles en una amplia gama de masas moleculares promedio, que
varia de aproximadamente 4.000 a aproximadamente 40.000.000 Da. Preferiblemente, el dextrano usado en la
invencion tiene una masa molecular de aproximadamente 200.000 a aproximadamente 800.000 Da, mas
preferiblemente de aproximadamente 300.000 a aproximadamente 600.000 Da. En una realizaciéon preferida, el
dextrano tiene una masa molecular de aproximadamente 500.000 Da. Los dextranos tienen diferentes tasas de
reabsorcion in vivo de aproximadamente dos a aproximadamente 20 dias dependiendo de su masa molecular.

El hidrato de carbono de cadena larga, tal como el dextrano, esta preferiblemente presente en una concentracion de
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 10 mM, preferiblemente de aproximadamente 0,01 a aproximadamente
1 mM, mas preferiblemente de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 0,5 mM. En una realizacion, el dextrano
esta presente en una concentracién de aproximadamente 0,1 mM.

Aunque el dextrano nativo se utiliza generalmente en la presente invencién, el uso de derivados de dextrano, tales
como sulfato de dextrano y fosfato de dextrano también esta dentro del alcance de la invencién. En una realizacién,
los derivados son derivados polimerizables por radicales libres, preferiblemente derivados fotopolimerizables, tales
como acrilatos. De acuerdo con esta realizacion, la composicidn se puede inyectar como un liquido viscoso y se
polimeriza in situ para formar un material solido. El dextrano se puede seleccionar también para que se degrade a
una velocidad que se aproxime al crecimiento hacia el interior de nuevo hueso o tejido. Esas composiciones que
incluyen grupos polimerizables por radicales libres también pueden incluir iniciadores de la polimerizacion, tales
como fotoiniciadores, tales como éteres de benzoina e iniciadores térmicamente activables, tales como
azobisisobutironitrilo (AIBN) y éter di-t-butilo. Iniciadores de la polimerizacion por radicales libres y las condiciones
para llevar a cabo las polimerizaciones por radicales libres, son bien conocidas por los expertos en la materia y
cualquiera de tales métodos estan incluidos en la presente invencion.

En una realizacién preferida, la gelatina y el dextrano son componentes de la matriz de hidrogel bioactivo de la
presente invencion. Para facilitar la descripcion de la invencion, los términos “gelatina” y “dextrano” se utilizan en
todo el documento entendiendo que las diversas alternativas como se describié anteriormente, tales como otros
polipéptidos y otros hidratos de carbono de cadena larga, considerados inmediatamente por los expertos en la
materia, se contemplan por la presente invencion.

Aunque no limitada por ninguna teoria particular, la presente invencién esta destinada a proporcionar un andamiaje
de matriz disefiado para maximizar los sitios de unioén de hidrégeno de los aminoacidos polares que se encuentran
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en las cadenas alfa derivadas del colageno. Estas cadenas alfa, o gelatina, se derivan preferiblemente de gelatina
de cerdo y se estabilizan con dextrano de masa molecular 500.000 Da u otros hidratos de carbono de cadena larga,
afadidos mientras se calientan las cadenas alfa. Los grupos polares cargados positivamente de las cadenas alfa
derivadas del colageno pueden entonces asociarse con los grupos OH cargados negativamente de las unidades
repetitivas de glucosa que existen en el dextrano. La gelatina y el dextrano forman una estructura de tipo
proteoglicano. Las figuras 1-3 ilustran la interaccién entre los diversos componentes de la realizacion preferida de la
matriz de la invencién y la interaccién entre la matriz y el tejido de un paciente.

La Figura 1 ilustra la creacion de cadenas alfa polares 15 de tropocolageno 10 derivado de colageno maduro. El
calentamiento del tropocolageno 10 altera los puentes de hidrégeno que contienen herméticamente los mondémeros
de triple hélice en el colageno maduro. Al romperse estos enlaces de hidrogeno, los grupos amina y acido
carboxilico polares ya estan disponibles para unirse a los grupos polares de otras fuentes o a ellos mismos.

Las Figuras 2A-2B ilustran la estabilizacion del andamiaje monomérico de la matriz mediante la introduccion de un
hidrato de carbono de cadena larga 20, tal como el dextrano. Como se muestra en la Figura 2B, sin el hidrato de
carbono de cadena larga 20, la cadena alfa 15 formara enlaces de hidrégeno entre los grupos amino y acido
carboxilico dentro de la parte lineal del mondémero y se doblara sobre si misma, limitando asi los sitios disponibles
para la unién celular. Como se muestra en la Figura 2A, el hidrato de carbono de cadena larga 20 sirve para
mantener la cadena alfa 15 abierta al interferir con este proceso de plegado.

Ademas del polipéptido y del hidrato de carbono de cadena larga, la matriz de hidrogel bioactivo comprende ademas
uno o mas componentes Utiles para mejorar la bioadhesividad de la matriz de hidrogel. Tales componentes incluyen
aminodcidos polares, quelantes de cationes divalentes y sus combinaciones. En una realizacién preferida, todos los
componentes de la matriz de hidrogel bioactivo se presentan mezclados.

La matriz de hidrogel bioactivo incluye preferiblemente uno 0 mas aminoéacidos polares en una cantidad eficaz para
aumentar la rigidez de la matriz de hidrogel y permitir la administracion directa de la matriz de hidrogel, tal como a
través de inyeccion, a un sitio en necesidad de regeneracion del tejido conjuntivo. Como se usa en la presente
memoria, los aminoacidos polares se definen cominmente y se pretende que incluyan tirosina, cisteina, serina,
treonina, asparagina, glutamina, acido aspartico, acido glutdmico, arginina, lisina e histidina. Preferiblemente, los
aminoacidos se seleccionan del grupo que consiste en cisteina, arginina, lisina, histidina, acido glutamico, acido
aspartico. Cuando los aminoacidos polares estan presentes en la matriz de hidrogel bioactivo, los aminoacidos
polares estan preferiblemente presentes en una concentraciéon de aproximadamente 3 a aproximadamente 150 mM,
preferiblemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 65 mM, y mas preferiblemente de aproximadamente
15 a aproximadamente 40 mM.

Ventajosamente, los aminodcidos polares afadidos comprenden acido L-glutdmico, L-lisina y L-arginina. La
concentracién final de acido L-glutdmico es generalmente de aproximadamente 2 a aproximadamente 60 mM,
preferiblemente de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 mM, mas preferiblemente de aproximadamente 10 a
aproximadamente 30 mM. En una realizacion, la concentracién de acido L-glutamico es de aproximadamente 20
mM. La concentracién final de L-lisina es generalmente de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 30 mM,
preferiblemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 15 mM, mas preferiblemente de aproximadamente 1 a
aproximadamente 10 mM. En una realizacién, la concentracién de L-lisina es de aproximadamente 5,0 mM. La
concentracién final de L-arginina es generalmente de aproximadamente 1 a aproximadamente 40 mM,
preferiblemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 30 mM, mas preferiblemente de aproximadamente 5 a
aproximadamente 20 mM. En una realizacion, la concentracién final de arginina es de aproximadamente 15 mM.

Por aminoacido se entiende todos los alfa aminoacidos de origen natural, tanto en su formas estereoisémera D
como L y sus analogos y derivados. Un analogo se define como una sustitucion de un atomo o grupo funcional en el
aminoacido con un atomo o grupo funcional diferente que normalmente tiene propiedades similares. Un derivado se
define como un aminoacido que tiene otra molécula o atomo unido a él. Derivados incluirian, por ejemplo, la
acetilacion de un grupo amino, la aminacién de un grupo carboxilo o la oxidacién de los residuos azufre de dos
moléculas de cisteina para formar la cistina. Como se sefalé anteriormente, la matriz de hidrogel bioactivo de la
invencion puede incluir uno o més aminoacidos polares.

Los aminoacidos utilizados en la matriz de hidrogel bioactivo de la presente invenciéon también pueden estar
presentes como dipéptidos, los cuales son especialmente beneficiosos para la obtencién de aminoacidos que tienen
una solubilidad en agua reducida, tales como L-glutamina. En consecuencia, los aminoacidos afiadidos a la matriz
de hidrogel pueden incluir dipéptidos, tales como L-alanil-L-glutamina. Cuando estad presente en la matriz de
hidrogel, el intervalo de concentracién de la L-alanil-L-glutamina es preferiblemente de aproximadamente 0,001 a
aproximadamente 1 mM, mas preferiblemente de aproximadamente 0,005 a aproximadamente 0,5 mM, mas
preferiblemente de aproximadamente 0,008 a aproximadamente 0,1 mM. En una realizacién particular, la
concentracion final de la L-alanil-L-glutamina es de aproximadamente 0,01 mM.

Los aminoacidos afiadidos también pueden incluir L-cisteina, que es ventajosa en muchos aspectos. La cisteina es
util para proporcionar puentes disulfuro, ademas de afnadir soporte y estructura a la matriz de hidrogel bioactivo y
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aumentar su resistencia a la fuerza. La concentracion final de cisteina es generalmente de aproximadamente 5 a
aproximadamente 5.000 um, preferiblemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 1000 pM, mas
preferiblemente de aproximadamente 100 a aproximadamente 1000 pM. En una realizacion, la concentracién final
de cisteina es de aproximadamente 700 uM. La L-cisteina también actda como un eliminador u inhibidor del éxido
nitrico. Los inhibidores de 6xido nitrico incluyen cualquier composicion o agente que inhibe la produccién de 6xido
nitrico o neutraliza o elimina el éxido nitrico existente. El 6xido nitrico, un mediador de la inflamacién pleiotrépico, es
un gas soluble producido por las células endoteliales, macréfagos y neuronas especificas del cerebro, y es activo en
la induccion de una respuesta inflamatoria. El 6xido nitrico y sus metabolitos son conocidos por causar la muerte
celular, la destruccion nuclear y otros dafios relacionados.

En consecuencia, la matriz de hidrogel bioactivo puede incluir opcionalmente uno o mas inhibidores del éxido nitrico
adicionales, tales como aminoguanidina, N-monometil-L-arginina, N-nitro-L-arginina, cisteina, heparina y mezclas de
los mismos. Cuando esta presente en la matriz de hidrogel, la concentracion final de inhibidores del éxido nitrico es
generalmente de aproximadamente 5 a aproximadamente 500 um, preferiblemente de aproximadamente 10 a
aproximadamente 100 um, mas preferiblemente de aproximadamente 15 a aproximadamente 25 pM. En una
realizacién, la concentracién final es de aproximadamente 20 pM.

Ventajosamente, el colageno intacto puede ser opcionalmente afadido a la matriz de hidrogel bioactivo para
proporcionar una red de unién adicional y proporcionar soporte adicional a la matriz. La concentracién final de
colageno intacto presente en la matriz de hidrogel es de aproximadamente 0 a aproximadamente 5 mM,
preferiblemente de aproximadamente 0 a aproximadamente 2 mM, mas preferiblemente de aproximadamente 0,05 a
aproximadamente 0,5 mM.

Ademas, la matriz de hidrogel bioactivo puede incluir opcionalmente uno o mas quelantes de cationes divalentes, los
cuales aumentan la rigidez de la matriz mediante la formaciéon de complejos de coordinacién con cualesquiera de los
iones metalicos divalentes presentes. La formacion de tales complejos conduce a una mayor rigidez de la matriz
mediante la eliminacién de la inhibicion de los enlaces de hidrégeno entre -NH, y -COOH causada por la presencia
de los iones metdlicos divalentes. Un ejemplo preferido de un quelante de cationes divalentes que es (til en la
presente invencién es el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) o una sal del mismo. El intervalo de concentracion
para el quelante de cationes divalentes, tal como EDTA, es generalmente de aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 10 mM, preferiblemente de 1 a aproximadamente 8 mM, mas preferiblemente de
aproximadamente 2 a aproximadamente 6 mM. En una realizaciéon, el EDTA esta presente a una concentracion de
aproximadamente 4 mM.

El EDTA es también un ejemplo de otro grupo de compuestos Utiles como aditivos, inhibidores de super6xido, para
la matriz de hidrogel bioactivo. El super6xido es una especie de oxigeno reactiva altamente toxica, cuya formacion
es catalizada por metales de transicion divalentes, tales como hierro, manganeso, cobalto y algunas veces calcio.
Las especies de oxigeno altamente reactivas, tales como el superéxido (O2) se pueden convertir ademas en el
radical hidroxilo (OH’) altamente téxico en presencia de hierro. Mediante la quelacién de estos catalizadores
metalicos, el EDTA actiia como un antioxidante. En consecuencia, la matriz de hidrogel bioactivo puede incluir uno o
mas inhibidores de superoxido.

Opcionalmente, se pueden anadir a la matriz de hidrogel bioactivo nutrientes minerales traza y sus sales, tales como
sulfato de zinc. El zinc tiene efectos beneficiosos de curacion de heridas que son particularmente Utiles en la
presente invencion. Cuando esta presente en la matriz de hidrogel, el intervalo de concentracién para el zinc es
generalmente de aproximadamente 0,005 mM a aproximadamente 3 mM, preferiblemente de aproximadamente 0,01
a aproximadamente 2 mM, mas preferiblemente de aproximadamente 0,02 a aproximadamente 1 mM. En una
realizacién particular, la concentracion final de zinc es de aproximadamente 0,03 mM.

La matriz de hidrogel bioactivo esta basada preferiblemente en un tampén fisioldgicamente compatible, siendo una
forma de realizacion el Medio 199, una solucién de nutrientes comun utilizada para los cultivos in vitro de diversos
tipos de células de mamifero (disponible comercialmente de Sigma Chemical Company, St. Louis, MO). El tampdn
puede complementarse adicionalmente con aditivos y cantidades adicionales de algunos componentes del medio,
tales como cantidades suplementarias de aminoacidos polares como se describi6é anteriormente.

La matriz de hidrogel bioactivo también se puede formular en otras soluciones tamponadas, incluyendo soluciones
tamponadas consideradas como simplificadas en relacion con Medio 199. Por ejemplo, se puede preparar un
tampodn fosfato formulado para producir presiones osmoticas fisiolégicas después de la composiciéon de la matriz de
hidrogel utilizando KH2PO4 1,80 mM y NazHPO4 63 mM.

La matriz de hidrogel bioactivo de la presente invencién es particularmente Util para la reparacion y la regeneracion
del tejido conjuntivo debido a la estructura abierta de la matriz de hidrogel y a la capacidad inherente de la matriz de
hidrogel para interactuar con el material fisiolégico. La Figura 3 ilustra el efecto de los aminoacidos polares y/o la L-
cisteina afadida para estabilizar las unidades de monémero/carbohidrato 25 mediante la union de los sitios polares
de mondmero expuestos a, por ejemplo, los grupos amina de la arginina o los grupos acido carboxilico del acido
glutdmico. Ademas, los enlaces disulfuro pueden formarse entre moléculas de L-cisteina (formando de esta manera
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cistina), que a su vez forman enlaces de hidrégeno con las cadenas alfa monoméricos 15. La estabilidad impartida
por los aminodcidos polares, analogos de amino&cidos polares y derivados, y el coldgeno intacto es particularmente
ventajosa para mantener la estructura abierta de la gelatina y mantener los sitios activos disponibles para el
beneficio terapéutico.

Los enlaces de hidrégeno formados entre estos aminoacidos adicionales y las unidades de monémero/carbohidrato
25 se rompen cuando la matriz es licuada por calentamiento y los grupos polares son liberados para conectar las
unidades de mondmero/dextrano a las superficies del tejido del paciente expuestas. En realizaciones preferidas,
también esta presente EDTA o una sal del mismo para quelar cationes divalentes y de ese modo evitar que los
cationes divalentes sean preferiblemente atraidos por los grupos polares expuestos de las unidades de
monomero/carbohidrato 25 con exclusion de los aminoacidos polares.

Normalmente, el desgarro del tejido secundario a un traumatismo estimula la produccion y liberacion de éxido nitrico,
iniciando el reclutamiento de células inmunitarias e inflamatorias que fagocitan o liberan productos quimicos para
destruir sustancias extrafias. Al proporcionar la inhibicion local y temporal de la liberaciéon y produccion de éxido
nitrico y superéxido, los inhibidores del 6xido nitrico, tales como la aminoguanidina y la cisteina y los inhibidores de
superoxido, tales como EDTA, permiten que las unidades de cadena alfa derivadas de colageno/dextrano 25 se
unan y se integren en la superficie del tejido expuesta. Las unidades de la cadena alfa/ dextrano 25 sirven entonces
como el andamiaje sobre el cual las células del hospedador anteriormente diferenciadas se desdiferencian en la
morfologia “mesenquimoide”. Este proceso de desdiferenciacién es seguido por la integracion de estas células
incompletamente diferenciadas en el tejido del hospedador. Estas células mesenquimoides son capaces de
promover areas de su genoma que conduce a la diferenciacion en tipos celulares requeridos para la curacion y
regeneracion de tejidos.

Al proporcionar un andamiaje de tipo proteoglicano similar al encontrado en las primeras etapas del desarrollo fetal y
mediante el uso de estabilizadores estructurales que tienen como finalidad secundaria reforzar la respuesta del
hospedador al andamiaje tras la exposicion a los tejidos del hospedador, la matriz sirve como un dispositivo
biocompatible capaz de aumentar la vascularizacion y la promocion de la cicatrizacién de heridas y la regeneracion
del tejido local, incluso en el caso de grandes areas de pérdida de hueso. Debido a que la matriz promueve la
regeneracion especifica de tejido, como la producida durante la embriogénesis y fetogénesis, donde estan presentes
tipos similares de andamiajes, ahora se ha descubierto que la matriz de la invencion puede ser utilizada con éxito
para tratar lesiones éseas que generalmente no responden a los tratamientos convencionales, como la pérdida en
segmentos largos de hueso diafisario, cavidades y fracturas simples en los pacientes que tienen una capacidad
anormalmente baja para regenerar el tejido 6seo. Ademas, se ha descubierto que la matriz de hidrogel bioactivo de
la presente invencion puede ser utilizada con éxito para tratar otros tipos de lesiones que se sabe que suelen ser
dificiles de tratar o de curacion lenta, tales como las lesiones de los tejidos conjuntivos no 6seos, tales como tendén,
ligamento y cartilago.

En los ensayos in vitro se ha demostrado que la matriz de hidrogel bioactivo de la invencién presenta una notable
capacidad para unirse a y por lo tanto promover la agregacion de células a través de multiples tipos de células. El
tratamiento de osteoblastos cultivados (linea celular de osteosarcoma humano SAOS-2) con la matriz de hidrogel
bioactivo dio lugar a aproximadamente un 80 % de agregacién celular. En un estudio comparativo, se trataron las
células con la matriz de hidrogel bioactivo de la invencion y las células (control) fueron tratadas con gelatina solo.
Los tipos celulares ensayados fueron fibroblastos, osteoblastos, condrocitos y adipocitos. Las células se tifieron con
azul tripano y se inspeccionaron visualmente. Las células tratadas con la matriz de hidrogel bioactivo se mostraban
como grupos grandes (es decir, agregados), mientras que las células de control (aquellas tratadas con gelatina solo)
se evidenciaron como células individuales y no agregados. Esto ilustra como la matriz de hidrogel bioactivo intacto
se une a y agrega células importantes en la cicatrizacion de heridas, la reparacién del hueso y la reparacion de tejido
conectivo no 6seo. Esta unién y posterior interaccién no se produce cuando sélo esta presente la gelatina. Por otra
parte, estudios similares previos con fibroblastos indicaban que la unién y la agregacion tampoco se producia
después del tratamiento con dextrano solo.

La Figura 4 proporciona la cuantificacién de la agregacion de las células en el estudio descrito anteriormente. Como
se muestra en la Figura 4, después del tratamiento con la matriz de hidrogel bioactivo de la invencién, los cuatro
tipos de células demostraron aproximadamente el 80 % de la agregacion. Comparativamente, las células tratadas
con gelatina sola demostraron menos de 30 % de agregacion. La unién de la matriz de hidrogel bioactivo a las
células como se evidencia por la agregacion se cree que es el primer paso clave en la accién de la matriz de
hidrogel bioactivo sobre la actividad celular. La agregacién es un resultado de la interaccion de las células con la
estructura copolimero polar abierta de la matriz de hidrogel bioactivo.

La matriz de hidrogel bioactivo de la invencién también exhibe una accion adicional necesaria para la regeneracion
osea. En un estudio, el tratamiento de los osteoblastos cultivados con la matriz de hidrogel bioactivo de la invencién
tuvo como resultado un incremento de mas de 20 veces de ARN mensajero de la proteina morfogenética 6sea 2
(BMP-2). La BMP-2 es un miembro de la superfamilia de factores de crecimiento transformante (TGF) beta y un
regulador clave de la diferenciacién de osteoblastos. Se sabe que la BMP estimula la cicatrizacién de heridas e
incluye diversas proteinas morfogenéticas dseas, ademas de BMP-2. Esta alteracion y aumento de la actividad
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génica es indicativa de la capacidad de la matriz para producir la curaciéon de fracturas éseas. Esta actividad de la
matriz de hidrogel bioactivo de estimulaciéon de la produccién de BMP-2 se ilustra en la Figura 5, en la que se
demuestra un aumento agudo y drastico de la expresion génica de BMP-2 después de un tratamiento de 40 minutos
con la matriz de hidrogel bioactivo en comparacién con un control.

La actividad util de la matriz de hidrogel bioactivo se demuestra ademas en las figuras 6 y 7, las cuales ilustran los
efectos del tratamiento de condrocitos cultivados (células que conducen a la produccién de tenddn, ligamento y
cartilago) con la matriz de hidrogel bioactivo de la invencién en causar un aumento de mas de 3 veces en la
expresion génica del factor de crecimiento del tejido conjuntivo (CTGF) y el agrecano. El CTGF es una proteina
profibrética inducida por el TGF beta y es un regulador clave de la proliferacion y la diferenciacion de condrocitos. Es
un marcador precoz de la condrogénesis expresado en su maximo nivel in vivo durante el crecimiento de los
condrocitos. El agrecano es un importante componente de la matriz extracelular del cartilago (ECM) y un marcador
del fenotipo de los condrocitos. La Figura 6 ilustra una vez mas un aumento agudo y marcado en la expresién génica
del CTGF en presencia de la matriz de hidrogel bioactivo. La Figura 7 ilustra un aumento similar en la expresion
génica del agrecano y también ilustra un efecto mas prolongado de dicho aumento.

Ademas de estar en su forma habitual, la forma hidratada (como se describe generalmente mas arriba), la matriz de
hidrogel bioactivo de la presente invencidon también puede estar en una forma deshidratada. Esta es una forma
particularmente ventajosa de aumentar la utilidad practica de la matriz de hidrogel bioactivo, facilitando asi el
almacenamiento y transporte y preservando la vida Util de la matriz de hidrogel y de las composiciones fabricadas
usando la matriz de hidrogel. El método de deshidratacion de la matriz de hidrogel bioactivo es la liofilizacion. Otros
métodos de preparacién de biopolimeros deshidratados, tales como secado por pulverizacién o Speed-Vac, son
conocidos por los expertos en la materia.

La liofilizacién comprende generalmente la eliminacion de agua u otro disolvente de un producto congelado por
sublimacion, que es la transicion directa de un material (por ejemplo, agua) de un estado sélido a un estado gaseoso
sin pasar por la fase liquida. La liofilizacion permite la preparacion de un producto estable que es faciimente
rehidratable, facil de usar y estético en cuanto apariencia. El proceso de liofilizacién consta de tres etapas: 1) pre-
congelacién, 2) secado primario y 3) secado secundario.

Dado que la liofilizacion implica un cambio de fase de sélido a gaseoso, el material a liofilizar debe ser primero pre-
congelado adecuadamente. Tanto el método de pre-congelacién como la temperatura final del producto congelado
pueden afectar a la capacidad de liofilizar con éxito el material. El enfriamiento rapido forma pequefios cristales de
hielo. Aunque los cristales pequefios son Utiles en el mantenimiento de la estructura, estos dan como resultado un
producto que es mas dificil de liofilizar. Un enfriamiento lento da lugar a cristales de hielo mas grades y produce
canales menos restrictivos en la matriz durante el proceso de secado. La pre-congelacion a temperaturas inferiores
a la temperatura eutéctica o a la temperatura de transicion vitrea, es necesaria para el secado completo de los
hidrogeles. Una congelacién inadecuada puede producir pequefias bolsas de material no congelado que quedan en
el producto, el cual puede expandirse y comprometer la estabilidad estructural del producto liofilizado.

Después de la pre-congelacion del producto, deben establecerse unas condiciones en las cuales el hielo (es decir,
disolvente congelado) puede ser eliminado del producto congelado por sublimacién, obteniéndose un producto seco,
estructuralmente intacto. Esto requiere un control cuidadoso de los dos parametros, la temperatura y la presién, que
intervienen en el sistema de liofilizacion. Es importante que la temperatura a la que un producto se liofiliza esté
equilibrada entre la temperatura que mantiene la integridad congelada del producto y la temperatura que maximiza la
presién de vapor del disolvente.

Después de completada la liofilizacién primaria y una vez sublimado todo el hielo, en el producto todavia existe
humedad. El producto aparece seco, pero el contenido de humedad residual puede ser de hasta el 7-8 %. Es
necesario un secado continuo a una temperatura mas caliente para reducir el contenido de humedad residual hasta
valores optimos. Este proceso se llama desorcion isotérmica, ya que el agua ligada se desorbe del producto. El
secado secundario normalmente continlia a una temperatura de producto superior a la ambiente pero compatible
con la sensibilidad del producto. El resto de las condiciones, tales como la presion y la temperatura del colector,
siguen siendo las mismas. Debido a que el proceso es desorbente, el vacio debe ser lo méas bajo posible (sin presién
elevada) y la temperatura alcanzada en el colector frio debe ser la mas fria posible. El secado secundario se lleva a
cabo generalmente durante aproximadamente 1/3 a 1/2 el tiempo requerido para el secado primario.

Un ejemplo de equipos Utiles para preparar hidrogeles liofilizados es el sistema FreeZone 12 Liter Freeze Dry
System con secador de bandeja con cierre automatico (Labconco Kansas City, MO). Con este sistema, los tubos con
tapas porosas que contienen hidrogeles se congelan a -30 °C a una velocidad de enfriamiento de 0,05 °C/min
utilizando la unidad de plataforma de enfriamiento del liofilizador y se mantienen a -30 °C durante 12 horas. Se
aplica un vacio al hidrogel congelado a -30 °C durante 24 horas antes de que la temperatura aumente de forma
incremental a -10 °C a una velocidad de 0,25 °C/min. El hidrogel se mantiene a vacio a -10 °C durante al menos 12
horas antes de que la temperatura se incremente adicionalmente a 20 °C a una velocidad de 0,05 °C/minuto.
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La matriz de hidrogel bioactivo deshidratado puede comprender la matriz de hidrogel bioactivo en cualquiera de las
realizaciones descritas en la presente memoria. Ademas, la matriz de hidrogel bioactivo se puede utilizar en la
preparacion de cualquiera de las composiciones regenerativas del tejido conjuntivo descritas en la presente memoria
antes de ser deshidratada. Por lo tanto, la presente invencién también incluye composiciones regenerativas del
tejido conjuntivo deshidratadas.

En una realizacion de la invencién, la matriz de hidrogel bioactivo se puede preparar como se describe en la
presente memoria y luego deshidratarse para formar una Unica masa. La masa sélo puede ser modificada para los
usos especificos. Por ejemplo, la matriz de hidrogel deshidratado podria ser cortada en rodajas a modo de oblea de
dimensiones variables. La matriz de hidrogel deshidratado también podria ser molida en forma de particulas. La
matriz de hidrogel deshidratado también podria ser cortada en diferentes formas y dimensiones para usos
especificos, tales como tapones preformados para uso en cavidades 6seas. Ademas, ventajosamente, la matriz de
hidrogel bioactivo deshidratado se podria conformar en una forma y tamafo normalizado y envasarse para diversos
usos. La matriz de hidrogel bioactivo deshidratado pre-envasada podria entonces personalizarse en una forma y
tamafo deseados en el momento de uso. En una realizacion adicional, la matriz de hidrogel deshidratado puede ser
conformada alrededor de un mandril central para formar tubos porosos utiles para conductos de guia para la
regeneracion de tejido. Estos pueden ser envueltos alrededor de los sitios especificos que pueden requerir o
beneficiarse de la regeneracion tisular guiada. Los hidrogeles deshidratados también se pueden rehidratar
parcialmente para formar masillas y pastas apropiadas para rellenar huecos 6seos causados por cirugia o
traumatismo.

La matriz de hidrogel deshidratado, cuando se rehidratada, retiene sus propiedades regenerativas del tejido
conjuntivo tal como se describe en la presente memoria y se puede usar de acuerdo con los métodos descritos en la
presente memoria tan eficazmente como una matriz de hidrogel bioactivo recién preparada de la invencion. La
rehidratacion de la matriz de hidrogel se puede realizar de acuerdo con diversos métodos. En una realizacion, la
matriz de hidrogel bioactivo deshidratado se rehidrata inmediatamente antes del uso, tal como por contacto con agua
0 una solucién tampodn fisiologicamente compatible, tal como Medio 199. La matriz de hidrogel bioactivo
deshidratado podria ser colocada en el sitio con necesidad de regeneracion del tejido conjuntivo y a continuacion
ponerse en contacto con los fluidos de rehidratacion, tales como agua o una solucién tampon fisiologicamente
compatible. La matriz de hidrogel deshidratado puede ser colocada en el sitio en necesidad de regeneracién del
tejido conjuntivo y a continuacion rehidratarse a través del contacto con fluidos corporales naturales.

Se entiende, por supuesto, que cualquiera de las realizaciones anteriores descritas en relacion con la matriz de
hidrogel deshidratado también estan destinadas a incluir realizaciones similares o idénticas utilizando las
composiciones regenerativas del tejido conjuntivo de la presente invencion que comprende la matriz de hidrogel
bioactivo.

Aunque la matriz de hidrogel bioactivo de la presente invencién es Gtil en multiples tipos de reparacion de tejidos, es
particularmente ventajosa en las zonas donde es especialmente dificil la reparacion o regeneracién de tejidos. Como
se describio previamente, suele ser lo que sucede con la regeneracién 6sea y la reparacion del tejido conjuntivo no
6seo. Tejido conjuntivo es un término generalizado para el tejido derivado del mesodermo que puede ser mas o
menos especializado. Hay muchos tipos de tejido que pueden incluirse en este término, tal como hueso, cartilago,
duramadre, tendon y ligamento. El término también se puede utilizar para tejido menos especializado que es rico en
componentes tales como colageno y proteoglicanos y que rodea a otros tejidos y érganos mas ordenados.

La matriz de hidrogel bioactivo es especialmente Util en la regeneracion de hueso, particularmente en situaciones en
las que la reparacion del hueso no se produce o donde seria beneficioso para un paciente una curacion mas rapida
de un defecto éseo. En situaciones donde hay pérdida de hueso en un area relativamente grande del hueso, se
puede insertar la matriz de hidrogel bioactivo en el area de la pérdida de hueso y dejar que permanezca en su lugar
para facilitar la curacion de la herida y la regeneraciéon de hueso en la zona de la pérdida. La matriz proporciona
multiples funciones regenerativas como se ha descrito anteriormente. La matriz interactda con los osteocitos dando
lugar a una formacion mas rapida del tejido 6seo. La matriz también promueve la expresion génica de los
osteoblastos como se demuestra por el aumento de la produccién de BMP-2. La presencia de la matriz en el sitio de
la herida también inhibe el crecimiento hacia el interior de tejido no 6seo en la herida inhibiendo la formacién de
nuevo tejido 6seo. La presencia de la matriz también promueve la vascularizaciéon, que es necesaria para el rapido
crecimiento de nuevo tejido 6seo al suministrar nutrientes, factores de crecimiento, oxigeno y otros componentes
necesarios para la regeneracion ésea.

Estrechamente relacionada con la capacidad de la matriz para promover la regeneracién del hueso es la funcién de
la matriz en relacion con las células madre o progenitoras. Este es un aspecto importante de la capacidad de la
matriz para apoyar la regeneracion de tejidos por miltiples razones. En primer lugar, las células madre se
encuentran en la médula 6sea y estas células madre adultas pueden ser inducidas para diferenciarse en tejido 6seo
0 en otros tipos de tejido conjuntivo, incluyendo el cartilago y los tejidos adyacentes importantes, tales como las
neuronas y el musculo esquelético. Ademas, las células progenitoras, que son precursoras dando lugar a células de
un tipo particular de célula, también son utiles para inducir el crecimiento de tejido 6seo, u otro crecimiento de tejido
conjuntivo, en su caso. Por lo tanto, la interaccidén con estas células en las areas circundantes a la lesion ésea, por
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ejemplo, podrian estimular las células madre o progenitoras en el area lesionada para diferenciarse en células
Oseas, acelerando aun mas la regeneracion del hueso. Esto también es significativo en el sentido de que
frecuentemente, la reparacion de tejido duro, tal como el hueso, esta acompariada por la necesidad de reparacién de
tejido blando también. Un ejemplo es en el campo periodontal donde seria ventajoso la presencia de un material que
promueva la curacién de las encias asi como el hueso subyacente. Un paciente que tiene enfermedad periodontal
grave con pérdida 6sea significativa puede ser tratado usando la matriz de hidrogel bioactivo de la presente
invencién. La matriz de hidrogel bioactivo podria ser insertada en el area de la pérdida de hueso y ser sustituido el
tejido de las encias en el area. La matriz de hidrogel bioactivo, a través de su interaccién con las células madre o
progenitoras y los cambios posteriores en la expresion génica, asi como las otras actividades descritas
anteriormente, no sélo facilitaria la regeneracion del hueso, sino también aceleraria la reparacion del tejido de la
encia que recubre el hueso lesionado. El mismo tipo de acciéon se esperaria que tuviese lugar en otros tipos de
lesion que tengan como resultado dafios en el hueso, asi como en el tejido circundante.

La presente invencion, en un aspecto, es una composicion para la regeneracion del tejido conjuntivo que comprende
administrar una matriz de hidrogel bioactivo que comprende un polipéptido y un hidrato de carbono de cadena larga,
tal como se describe en la presente memoria, a un sitio en necesidad de regeneracion del tejido conjuntivo.
Preferiblemente, el polipéptido es una gelatina y el hidrato de carbono de cadena larga es dextrano.

La matriz de hidrogel bioactivo tal como se utiliza en los métodos descritos en la presente memoria puede incluir uno
o mas de los componentes adicionales anteriormente indicados en la presente memoria. Ademas, la matriz de
hidrogel bioactivo puede incorporar componentes adicionales que facilitan la regeneracion del tejido conjuntivo de
acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria.

Segun otro aspecto, la presente invencién proporciona diversas composiciones regenerativas de tejido conjuntivo.
Generalmente, las composiciones comprenden una matriz de hidrogel bioactivo como se describe en la presente
memoria y al menos un componente adicional util para llevar a cabo los métodos descritos en la presente memoria.
Por consiguiente, cualquiera de las composiciones descritas en la presente memoria pueden ser utilizadas en los
diversos métodos descritos en la presente memoria.

En una realizacion de la invencién, la matriz de hidrogel bioactivo comprende ademas al menos un material
osteoinductivo u osteoconductivo. Por “osteoinductivo” se entiende materiales que llevan a una mitogénesis de
células mesenquimales perivasculares indiferenciadas que conducen a la formaciéon de células osteoprogenitoras
(es decir, las células con la capacidad de formar hueso nuevo). Por “osteoconductivo” se entiende materiales que
facilitan la incursion de los vasos sanguineos y la formaciéon de hueso nuevo en una estructura de enrejado pasivo
definida. Se sabe que diversos compuestos, minerales, proteinas y similares presentan actividad osteoinductiva u
osteoconductiva. Por consiguiente, cualquiera de tales materiales seria Gtil segun la presente invencién.

En particular, cualquiera de los siguientes podrian ser utilizados por su capacidad osteoinductiva u osteoconductiva
segun la presente invencion: la matriz 6sea desmineralizada (DBM), proteinas morfogenéticas 6seas (BMP),
factores de crecimiento transformante (TGF), factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), factores de crecimiento
similares a la insulina (IGF), factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF), factores de crecimiento
epidérmico (EGF), factores de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factores de permeabilidad vascular (VPF),
moléculas de adhesion celular (CAM), aluminato de calcio, hidroxiapatita, hidroxiapatita coralina, alimina, 6xido de
circonio, silicatos de aluminio, fosfato de calcio, fosfato tricélcico, sulfato de calcio, fumarato de polipropileno, vidrio
bioactivo, titanio poroso, aleaciéon de niquel-titanio poroso, tantalo poroso, perlas de cobalto-cromo sinterizadas,
ceramica, colageno, hueso autélogo, hueso alogénico, hueso xenogénico, coralina y derivados o combinaciones de
los mismos, u otros materiales compuestos biolégicamente producidos que contienen calcio o elementos
estructurales de hidroxiapatita.

Por “alumina” se entiende la definicion comunmente aceptada de materiales compuestos de 6xido de aluminio
natural o sintético, que puede ejemplificarse en diversas formas, tales como corindén. Los vidrios bioactivos
contienen por lo general diéxido de silicio (SiOz) como un formador de red y se caracterizan por su capacidad para
adherirse firmemente al tejido vivo. Ejemplos de vidrios bioactivos disponibles comercialmente y sus fabricantes
incluyen Bioglass® (American Biomateriales Corp., EE.UU., 45 % de silice, 24 % de éxido de calcio (CaO), 24,5 %
de 6xido disddico (Naz0) y 6 % de pirofosfato (P20s)), Consil® (Xeipon Ltd., Reino Unido), NovaBone® (American
Biomaterials Corp.), Biogran® (Orthovita, EE.UU.), PerioGlass® (Block Drug Co., EE.UU.) y Ceravital® (E.Pfeil & H.
Bromer, Alemania). Corglaes® (Giltech Ltd., Ayr, Reino Unido) representa otra familia de vidrios bioactivos que
contienen pirofosfato en lugar de diéxido de silicio como formador de red. Estos vidrios contienen 42-49 % en moles
de P20s, el resto como 10-40 % en moles como CaO y NazO.

Cuando esta presente en la matriz de hidrogel bioactivo de la presente invencion, el material osteoinductivo u
osteoconductivo esta presente preferiblemente a una concentracion en volumen de aproximadamente 0,01 por
ciento a aproximadamente 90 por ciento basado en el volumen total de la composicion regenerativa de tejido
conjuntivo. Dicha concentracion depende ademas de la capacidad para formar composiciones que tienen
propiedades de masilla o de tipo pasta adecuadas. Preferiblemente, el material osteoinductivo u osteoconductivo
esta presente en una concentracién en volumen de aproximadamente 50 por ciento a aproximadamente 80 por
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ciento, basado en el volumen total de la composicién regenerativa de tejido conjuntivo. En una realizacién particular,
una composicion de acuerdo con la invencion comprende una mezcla volumen/volumen de 75 % de material
osteoinductivo u osteoconductivo, tal como sulfato de calcio y la matriz de hidrogel bioactivo (por ejemplo, 12 ml de
sulfato de calcio por 4 ml de matriz de hidrogel).

Como una composicion regenerativa de tejido conjuntivo, la matriz de hidrogel bioactivo y los materiales
osteoinductivo u osteoconductivo se pueden combinar de diversas maneras. Preferiblemente, los materiales
osteoinductivo u osteoconductivo y la matriz de hidrogel estan en mezcla, lo cual puede estar de acuerdo con
cualquier medio generalmente conocido por un experto en la materia. Por ejemplo, la matriz de hidrogel bioactivo
podria ser preparada y el material osteoinductivo o osteoconductivo (por ejemplo, fosfato de calcio en polvo) podria
ser vertido y mezclarse en la matriz de hidrogel mediante mezcla mecéanica. La mezcla podria ser fluida o podria ser
espesada sustancialmente para dar una consistencia de masilla o de tipo pastoso. Segun otra forma de realizacién,
la matriz de hidrogel bioactivo podria ser deshidratada y, preferiblemente, en forma de particulas o granulado. La
matriz de hidrogel bioactivo deshidratado en particulas puede ser mezclada con un material osteoinductivo u
osteoconductivo para formar una mezcla sustancialmente uniforme. En particular, el material osteoinductivo u
osteoconductivo podria estar en forma de una masilla o pasta, y la matriz de hidrogel bioactivo deshidratado en
forma de particulas podria ser amasada o mezclada de otro modo en el mismo.

En otra realizacién mas de la invencion, la matriz de hidrogel bioactivo de la invencién puede comprender ademas al
menos un medicamento Util para el tratamiento de pacientes que tienen dafio en el tejido conjuntivo o en necesidad
de regeneracion del tejido conjuntivo. El medicamento puede ser cualquier medicamento Util para facilitar la curacién
y el proceso regenerativo. Tales medicamentos Utiles segun la invencién incluyen, pero no se limitan a, antivirales,
antibacterianos, antiinflamatorios, inmunosupresores, analgésicos, anticoagulantes y agentes que promueven la
curacioén de heridas.

De acuerdo con otra realizacion de la invencion, la matriz de hidrogel bioactivo puede comprender ademas células
madre o progenitoras, tales como células ADAS, las cuales se sabe que son capaces de diferenciarse en los linajes
adipogénico, osteogénico, condrogénico y miogénico. Por consiguiente, la presencia de células madre o
progenitoras puede ser beneficiosa para estimular y aumentar el crecimiento de nuevo tejido conjuntivo,
particularmente hueso y cartilago. Ademas, la presencia de las células madre o progenitoras puede ser beneficiosa
para estimular y aumentar el crecimiento del tejido circundante, proporcionando soporte para el tejido conjuntivo
danado. Preferiblemente, las células madre o progenitoras estan presentes a una concentracién de
aproximadamente 10.000 a aproximadamente 1.000.000 de células por ml de matriz de hidrogel, mas
preferiblemente de aproximadamente 50.000 a aproximadamente 750.000 células por ml de matriz de hidrogel, mas
preferiblemente de aproximadamente 100.000 a aproximadamente 500.000 células por ml de hidrogel matriz. En una
realizacién particular, la concentracion final es de aproximadamente 250.000 células por ml de matriz de hidrogel. En
una realizacion adicional de la invencion, la matriz de hidrogel bioactivo incluye células madre y progenitoras. En una
realizacién particularmente preferida, las células progenitoras son células osteoprogenitoras.

En una realizacion particular, la matriz de hidrogel bioactivo podria ser en un material en forma deshidratada en
particulas y las particulas podrian estar mezcladas en una solucién que contiene células madre o progenitoras, tales
como ADAS o células madre mesenquimales.

En otra realizacion de la invencién, la matriz de hidrogel bioactivo incluye un marco estructural tridimensional. Como
se sefnal6 anteriormente, la matriz de hidrogel bioactivo de la presente invencion se convierte en fluida a
temperaturas fisiolégicas. Como tal, es beneficioso, en ciertas realizaciones, para la matriz de hidrogel bioactivo
incluir componentes estructurales. Preferiblemente, la matriz de hidrogel bioactivo esta al menos parcialmente
contenida dentro del marco estructural tridimensional. Por consiguiente, el marco estructural puede adoptar diversas
formas de realizacion.

En una realizacién particular, el marco estructural tridimensional incluye una estructura de andamio o en forma de
jaula que contiene al menos parcialmente la matriz de hidrogel bioactivo. Tal realizacion es particularmente Util en
areas de pérdida de hueso diafisario en un segmento largo o en cavidades 6seas o en la columna vertebral. La
estructura en forma de andamio o jaula se extiende por la zona de la pérdida ésea y encierra la matriz de hidrogel
bioactivo dentro de la zona de pérdida 6sea. Por ejemplo, el marco estructural tridimensional podria ser una malla
cilindrica de metal, tal como una malla de titanio. En consecuencia, el marco estructural tridimensional puede incluir
materiales que no son biorreabsorbibles (es decir, persisten en el cuerpo en un estado practicamente sin cambios o
deben extraerse después). Ventajosamente, el marco estructural tridimensional incluye un material biorreabsorbible
que persiste en el cuerpo el tiempo suficiente para realizar su funcién de proporcionar estructura que posteriormente
se descompone a través de procesos naturales del cuerpo o se incorpora en el hueso de nueva formaciéon. En una
realizacién particular, el marco estructural tridimensional incluye materiales que contienen calcio o calcificados que
se incorporan facilmente en el hueso recién formado.

En otra realizacién, el marco estructural tridimensional es al menos parcialmente interno a la matriz de hidrogel

bioactivo. En tales realizaciones, el marco estructural tridimensional comprende preferiblemente un material capaz
de interactuar fisica o quimicamente con la matriz de hidrogel. Preferiblemente, el marco estructural tridimensional
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proporciona una gran variedad de formaciones estructurales para proporcionar soporte y estructura a la matriz de
hidrogel bioactivo.

Es particularmente ventajoso que el marco estructural tridimensional sea una estructura que proporcione apoyo y al
mismo tiempo proporcione un espacio, o red de espacios, para la infiltracion celular. Es particularmente beneficioso
que el marco estructural tridimensional incluya una estructura porosa, tal como una esponja de colageno o gelatina.
Cualquier esponja de colageno disponible comercialmente seria util generalmente en la presente invencion. Los
ejemplos de esponjas de colageno comercialmente disponibles incluyen Avitene Ultrafoam™ esponja de colageno
(disponible en Davol, Inc., una subsidiaria de C.R. Bard, Inc., Murray Hill, NJ - disponible en linea en
http://www.davol.com), DuraGen® esponja de colageno (disponible en Integra LifeSciences Corp, Plainsboro, NJ) y
Gelfoam® una esponja a base de gelatina (disponible en Pharmacia & Upjohn, Kalamazoo, MI). También podrian
utilizarse espumas ceramicas tales como las producidos por Hi-Por Ceramics (Sheffield, Reino Unido).

El marco estructural tridimensional puede ser una sola unidad que tiene una estructura tridimensional inherente.
Como tal, el marco estructural puede tener la forma deseada para adaptarse con exactitud al sitio en necesidad de
regeneracién del tejido conjuntivo. Esto es particularmente beneficioso en los casos de pérdida de hueso diafisario
en un segmento largo o en cavidades 6seas. En tales casos, el marco estructural puede adaptarse y dimensionarse
con exactitud al segmento de la pérdida 6sea o la cavidad para llenar el espacio. La matriz de hidrogel bioactivo se
retiene en el segmento de la pérdida 6sea o la cavidad durante un periodo de tiempo prolongado para facilitar la
regeneracion ésea al estar al menos parcialmente contenida dentro del marco estructural. Para promover la
colocacion de la matriz de hidrogel bioactivo, el marco estructural, con la matriz de hidrogel contenida en el mismo,
opcionalmente, puede ser suturado en su lugar.

El marco estructural tridimensional puede comprender diversos materiales Utiles para proporcionar estructura y
soporte y tener una estructura tridimensional inherente. El marco estructural tridimensional puede ser una estructura
con una forma sustancialmente igual a la que se encuentra en la naturaleza, tales como coralina o una esponja
natural. Ademas, el marco estructural tridimensional puede ser una estructura fabricada a partir de materiales que no
presentan naturalmente una estructura tridimensional pero que siguen siendo formados en una estructura de este
tipo, tales como, por ejemplo, fosfato de calcio sinterizado. Del mismo modo, el marco estructural tridimensional
puede comprender uno o mas materiales poliméricos producidos mediante procesamiento (tales como fundicién,
moldeo, o sinterizacién) en una estructura tridimensional, en particular que tiene una serie o una red de poros o
cavidades a lo largo de toda la estructura para permitir la infiltracion celular. Ejemplos de diversos materiales utiles
como, o en la preparacion de, un marco estructural tridimensional incluyen, pero no se limitan a, metales, sales de
calcio, coralina, vidrio bioactivo, esponjas, ceramica, colageno, queratina, fibrin6geno, alginato, quitosano, acido
hialurénico y otros polimeros de origen bioldgico. El marco estructural tridimensional también puede comprender
polimeros degradables y no degradables, tales como los utilizados cominmente en aplicaciones de ingenieria de
tejidos. Ejemplos de polimeros no degradables incluyen polietileno, poli(fluoruro de vinilideno),
poli(tetrafluoroetileno), poli(alcohol vinilico), poli(hidroxialcanoato), poli(tereftalato de etileno), poli(tereftalato de
butileno), poli(metacrilato de metilo), poli(metacrilato de hidroxietilo), poli(N-isopropilacrilamida), poli(dimetil siloxano),
polidioxanona y polipirrol. Ejemplos de polimeros degradables incluyen poli(acido glicélico), poli(acidos lacticos),
poli(6xidos de etileno), poli(lactida-co-glicolidos), poli(s-caprolactona), polianhidridos, polifosfacenos, poli(orto-
ésteres) y poliimidas.

En una realizacién particularmente preferida, el marco estructural tridimensional comprende una matriz de hidrogel
reticulado. Particularmente preferida es una matriz de hidrogel bioactivo reticulado que comprende un polipéptido, tal
como gelatina y un hidrato de carbono de cadena larga, tal como dextrano. La solicitud de patente publicada de los
EE.UU. N2 2003/0232746 describe una matriz de hidrogel bioactivo reticulado, en la que la matriz de hidrogel de la
presente invencion estd mas estabilizada y a la que se le ha impartido una estructura de tipo tridimensional mediante
la reticulacion de los componentes de la matriz. Tal matriz de hidrogel bioactivo reticulado también se describe en la
Publicacién PCT N2 WO 03/072155. Ademas, la solicitud de patente publicada de los EE.UU. N2 2003/0232198 y la
Publicacién PCT N2 WO 03/072157, describe una matriz de hidrogel bioactivo estabilizado como un revestimiento de
superficie. Tales matrices de hidrogel reticuladas también son utiles en las diversas realizaciones adicionales de la
presente invencion como se describe en la presente memoria.

Un ejemplo de una matriz de hidrogel bioactivo reticulado que comprende dextrano y gelatina se proporciona en la
Figura 8, en donde el dextrano 20 esta covalentemente reticulado con la gelatina 15 por enlaces 70, formando asi
una red reticulada 50. Los enlaces 70 son el resultado de la reacciéon de grupos funcionales en la gelatina 15 con
grupos funcionales en el dextrano 20, o el resultado de la reaccién de una molécula reticulante bifuncional tanto con
el dextrano 20 como con la gelatina 15. Como se explica en mayor detalle a continuacién, un método de reticulacion
de la gelatina y del dextrano es modificar las moléculas de dextrano 20, tal como por oxidacién, con el fin de formar
grupos funcionales adecuados para la unién covalente a la gelatina 15. Esta red bioactiva reticulada estabilizada 50
produce geles y pastas terapéuticamente Utiles que son insolubles en fluidos fisiolégicos a temperaturas fisiologicas.

Las matrices de hidrogel reticulado como Utiles de acuerdo con la presente invencién se pueden preparar por

diversos métodos. En una realizacién particular, uno de los polipéptidos e hidratos de carbono de cadena larga se
modifica para formar grupos reactivos adecuados para la reticulacion. Por ejemplo, el dextrano u otro componente
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hidrato de carbono de cadena larga se pueden modificar, como por oxidacion, con el fin de reticular con el
componente polipéptido. Una reaccion conocida de oxidacion de polisacaridos oxidante es la oxidacién con
peryodato. El proceso de reaccién basica utilizando la quimica del peryodato es bien conocido y apreciado por los
expertos en la materia. La oxidacion del peryodato se describe en general en Affinity Chromatography: A Practical
Approach, Dean y otros, IRL Press, 1985 ISBN0-904147-71-1. La oxidacion del dextrano mediante el uso de la
quimica basada en peryodato se describe en la patente US-6.011.008.

En la oxidacion con peryodato, los polisacaridos se pueden activar mediante la oxidacion de grupos diol vecinos.
Con los hidratos de carbono de cadena larga, tales como dextrano, esto se logra generalmente mediante el
tratamiento con una solucién acuosa de una sal de acido peryddico, tal como peryodato de sodio (NalO4), que oxida
los dioles del azucar para generar grupos aldehido reactivos (por ejemplo, residuos dialdehido). Este método es una
alternativa rapida, comoda con respecto a otros procedimientos de oxidacion conocidos, tales como los que usan
bromuro de ciandgeno. El dextrano activado por oxidaciéon con peryodato se puede almacenar a 4 °C durante varios
dias sin pérdida apreciable de actividad.

Materiales hidratos de carbono de cadena larga, tales como dextrano, activados de esta forma reaccionan facilmente
con materiales que contienen grupos amino, tales como polipéptidos, en particular gelatina, produciendo un material
reticulado mediante la formacion de enlaces de base de Schiff. Una base de Schiff es un nombre usado
comunmente para referirse a la imina formada por la reacciéon de una amina primaria con un aldehido o cetona. Los
grupos aldehido formados en la superficie celulésica reaccionan con la mayoria de las aminas primarias entre
valores de pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 6. Los enlaces de la base de Schiff se forman entre los
residuos dialdehido del dextrano y los grupos amino libres de la gelatina. El producto reticulado puede
posteriormente estabilizarse (es decir, formacion de enlaces amina estables) por reducciéon con un borohidruro, tal
como borohidruro de sodio (NaBH4) o cianoborohidruro de sodio (NaBHsCN). Los grupos aldehido residuales se
pueden consumir con etanolamina u otra especie que contiene amina para modificar adicionalmente la matriz
reticulada. Otros métodos conocidos por los expertos en la materia se pueden utilizar para proporcionar grupos
reactivos en uno o ambos del polipéptido e hidratos de carbono de cadena larga.

En la preparacion de matrices de hidrogel bioactivo reticulado para su uso en la presente invencion, la quimica del
peryodato se usa preferiblemente con dextrano para formar un polimero multifuncional que puede reaccionar con
gelatina y otros componentes, tales como aminoacidos polares, presentes durante el proceso de fabricaciéon. La
reaccion con peryodato lleva a la formacién de polialdehido poliglicanos que son reactivos con aminas primarias. Por
ejemplo, los polipéptidos e hidratos de carbono de cadena larga pueden formar complejos covalentes de hidrogel
que son geles coloidales o covalentemente reticulados. El enlace covalente se produce entre los grupos reactivos
del dextrano y los grupos reactivos del componente gelatina. Los sitios reactivos de la gelatina incluyen los grupos
amino proporcionados por la arginina, asparagina, glutamina y lisina. Estos grupos amina reaccionan con los grupos
aldehido o cetona en el dextrano para formar un enlace covalente. Estos hidrogeles pueden prepararse facilmente a
temperaturas de aproximadamente 34 °C a aproximadamente 90 °C. Ademas, los hidrogeles se pueden preparar a
un intervalo de pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 9, preferiblemente de aproximadamente 6 a
aproximadamente 8 y mas preferiblemente de aproximadamente 7 a aproximadamente 7,6.

Controlando el grado de activacion del dextrano y el tiempo de reaccion, se pueden producir materiales de
andamiaje biomiméticos estabilizados de diferente viscosidad y rigidez. Por “biomiméticos” se entienden
composiciones 0 métodos que imitan o simulan un proceso o producto bioldgico. Algunos procesos biomiméticos
han estado en uso durante varios afios, tales como la sintesis artificial de vitaminas y antibiéticos. Mas
recientemente, se han propuesto aplicaciones biomiméticas adicionales, incluyendo anticuerpos nanorobots que
buscan y destruyen bacterias causantes de enfermedades, 6rganos artificiales, brazos artificiales, piernas, manos y
pies y varios dispositivos electronicos. Los materiales de andamiaje biomiméticos de la presente invencion producen
geles y pastas terapéuticamente Utiles que son estables a aproximadamente 37 °C o a la temperatura corporal.
Estos geles son capaces de expansionarse y/o contraerse, pero no se disuelven en solucién acuosa. Por
consiguiente, dichas matrices de hidrogel reticulado biomimético son particularmente Utiles como un marco
estructural tridimensional como se describe en la presente memoria. La matriz de hidrogel reticulado proporciona la
estructura y el soporte necesarios, permanece estable y mantiene su estructura tridimensional a temperaturas
fisiolégicas y puede proporcionar beneficiosamente muchas de las mismas propiedades regenerativas del tejido
conjuntivo de la matriz de hidrogel bioactivo no reticulado de la invencién.

Como un método alternativo para formar la red de dextrano/gelatina reticulada, se puede utilizar un agente de
reticulacién multifuncional como un resto reactivo que une covalentemente las cadenas de gelatina y dextrano. Tales
agentes reticulantes bifuncionales pueden incluir glutaraldehido, epéxidos (por ejemplo, bis-oxiranos), dextrano
oxidado, hidrazida de p-azidobenzoilo, éster de N[-a-maleimidoacetoxi]succinimida, p-azidofenil glioxal monohidrato,
bis-[B-(4-azidosalicilamido)etil]disulfuro, bis[sulfosuccinimidil]suberato, ditiobis[succinimidil]propionato, disuccinimidil
suberato, 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida clorhidrato y otros reactivos de reticulacion bifuncionales
conocidos por los expertos en la técnica.

En otra realizacion que utiliza un agente de reticulacién, se pueden usar materiales poliacrilados, tales como
triacrilato de trimetilolpropano etoxilado (20) como un agente de reticulacion fotoactivado no especifico.
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Componentes de una mezcla de reaccion ilustrativa podrian incluir un hidrogel termorreversible mantenido a 39 °C,
monomeros de poliacrilato, tales como triacrilato de trimetilolpropano etoxilado (20), un fotoiniciador, tal como eosina
Y, agentes cataliticos, tales como 1-vinil-2-pirrolidinona y trietanolamina. La exposicion continua de esta mezcla
reactiva a la luz de onda larga (> 498 nm) produciria una red de hidrogel reticulado.

Al igual que sucede con la matriz de hidrogel bioactivo no reticulado de la invencién, la matriz de hidrogel reticulado
puede comprender ademas diversos componentes adicionales (ademas del polipéptido y del hidrato de carbono de
cadena larga) para reforzar la matriz reticulada al proporcionar mas estabilidad o ventajas funcionales. Tales
componentes adicionales pueden incluir cualquier compuesto, especialmente compuestos polares, que, cuando se
incorpora en la matriz de hidrogel reticulado, refuerza la matriz de hidrogel proporcionando mas estabilidad o
ventajas funcionales.

Componentes adicionales preferidos para uso con la matriz de hidrogel reticulado estabilizado incluyen acidos
aminoacidos polares, analogos y derivados de aminoacidos polares, colageno intacto y quelantes de cationes
divalentes. Las concentraciones adecuadas de cada componente adicional preferido particular son las mismas que
las indicadas anteriormente en relacion con la matriz de hidrogel bioactivo de la presente invencién. Se prefieren
particularmente los aminoacidos polares, EDTA y sus mezclas. Los componentes adicionales pueden ser afadidos a
la composicién de la matriz de hidrogel antes o durante la reticulacién del polipéptido y del hidrato de carbono de
cadena larga.

En una realizacién de la invencién, la matriz de hidrogel bioactivo de la invencién esta en una forma reticulada,
siendo el marco estructural tridimensional, por lo tanto, inherente a la propia matriz de hidrogel. En otra realizacién
de la invencion, la matriz de hidrogel bioactivo de la invencion se prepara primero, y el marco estructural
tridimensional, en forma de una matriz de hidrogel reticulado separada, como se ha descrito antes, se afade a la
matriz de hidrogel no reticulado .Tal adicién puede incluir una mezcla fisica de los dos hidrogeles para formar una
composicion que comprende una matriz de hidrogel bioactivo de la invencién y un marco estructural tridimensional,
en forma de una matriz de hidrogel reticulado. En una realizacién particular, las formulaciones de la matriz de
hidrogel bioactivo reticulado deshidratado, se pueden utilizar con la matriz de hidrogel no reticulado o para
proporcionar soporte estructural general. En esta realizacion, la matriz de hidrogel no reticulado se puede mezclar
con la matriz de hidrogel reticulado deshidratado en forma de discos, barras, cilindros, granulos u otras formas
geométricas adecuadas. Dichas composiciones proporcionan apoyo adicional al tejido circundante, y aumentan el
tiempo de residencia localizada de la matriz de hidrogel no reticulado

También se pueden combinar diversas realizaciones de la invencién, en particular en la preparacion de las diversas
composiciones regenerativas del tejido conjuntivo de la invencion. Por ejemplo, en una realizacion particular, la
matriz/composicion de hidrogel bioactivo del marco estructural tridimensional podria también incluir materiales
osteoinductivos u osteoconductivos, células madre o progenitoras (tales como células ADAS o células madre
mesenquimales) o medicamentos como se describe en la presente memoria. Ademas, cualquiera de estas
combinaciones se podria utilizar de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria.

Los métodos descritos en la presente memoria en los que la matriz de hidrogel bioactivo incluye un marco
estructural tridimensional pretenden incluir situaciones en las que el marco estructural tridimensional se incluye en la
matriz de hidrogel bioactivo antes de la administracion de la composicion. Ademas, los métodos abarcan situaciones
en las que el marco estructural tridimensional se incluye con la matriz de hidrogel bioactivo después de la
administracién de la matriz de hidrogel bioactivo.

Las composiciones de la invencion como se describe en la presente memoria son Utiles en la reparacion y
regeneracion del tejido conjuntivo, especialmente hueso, cartilago, ligamento, y similares. Como tal, las
composiciones de la invencién son particularmente Utiles en varios tratamientos que implican partes del cuerpo
humano particularmente susceptibles al dafio o degeneracion del tejido conjuntivo.

De acuerdo con una realizacion de la invencion, la matriz de hidrogel bioactivo es para su uso en la fijacién
quirdrgica o reinsercién de uno o mas tejidos conjuntivos. Debido a la disminucién de la vascularizacién general de
los tipos de tejidos conjuntivos, los tiempos de curacién relacionados con la reparacion de lesiones son normalmente
de larga duracién. La administracién de la matriz de hidrogel bioactivo al sitio lesionado durante la reparacion del
dafo en el tejido conjuntivo puede mejorar la integracién de los tejidos dando lugar a una reparacion mucho mas
fuerte y un menor tiempo de curacién. Esto es particularmente cierto en el reacoplamiento del tendén o del ligamento
al hueso. Se esperarian efectos similares en la reparaciéon de roturas de ligamentos o de tendones.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona una composicién para uso en un método para reacoplar tejidos
conjuntivos entre si. El método generalmente comprende recubrir al menos una parte de al menos uno de los tejidos
conjuntivos con la matriz de hidrogel bioactivo de acuerdo con cualquiera de las diversas realizaciones de la
presente invencién, poner en contacto los tejidos conjuntivos y, opcionalmente, la sutura de los tejidos conjuntivos
entre si. Generalmente, la sutura (o el uso de otras ayudas de fijacién, tales como grapas, colas y tiras adhesivas) es
aconsejable cuando se utiliza la matriz de hidrogel bioactivo para mantener la conexién entre los tejidos conjuntivos
durante la curacioén y reducir la ocurrencia de separacién de los tejidos antes de un recrecimiento y reacoplamiento
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suficiente de los tejidos conjuntivos. En una realizacién particular, al menos una porcién de la matriz de hidrogel
bioactivo puede estar en forma reticulada.

La mejora en la reparacion/regeneracion proporcionada por la matriz de hidrogel bioactivo seria beneficiosa para un
gran nimero de pacientes. Aunque la cifra de pacientes que sufren grandes areas de pérdida 6sea es relativamente
moderada, la matriz también se podria utilizar para tratar lesiones que son muy comunes en ocurrencia, tales como
una rotura del ligamento cruzado anterior (ACL), lesiones del manguito de los rotadores, cartilago dafiado en rodillas
y otras articulaciones y otras lesiones que serian facilmente obvias para un experto ordinario en la materia.

Se esperaria que la matriz de hidrogel bioactivo de la invencion fuese ademas beneficiosa para mejorar el
rendimiento de cualquier ancla de tejido biorreabsorbible. Por consiguiente, en una realizaciéon adicional de la
invencion, la matriz de hidrogel bioactivo, segln cualquiera de las diversas composiciones descritas en la presente
memoria, es para su uso en una terapia de combinacién con otros dispositivos de reacoplamiento conocidos. Por
ejemplo, un desgarro del tejido conjuntivo, tales como un tenddn, se podria volver a recolocar utilizando suturas,
grapas, adhesivos, o similares, recubriendo al menos una pieza de tejido conjuntivo desgarrado en la zona del
desgarre con una matriz de hidrogel bioactivo de la presente invencion para facilitar el re-crecimiento de tejido
conjuntivo en el sitio de la lesién y acelerar la reinsercion del tejido conectivo en cuestion.

De acuerdo con otra realizacién de la invencion, la matriz es para uso en el tratamiento de enfermedades
degenerativas, tales como la artrosis de la articulacion natural de un paciente. La artrosis se caracteriza por la
degeneracion del cartilago articular, hipertrofia del hueso en los margenes y cambios en la membrana sinovial de la
articulacion afectada. El tratamiento de la articulacién afectada con la matriz de hidrogel bioactivo de la invencion,
especialmente antes de completar la pérdida de cartilago en la articulacion, puede estabilizar la progresién de la
degeneracién e incluso promover la reparacion / regeneracion del cartilago dentro de la articulacién y la
regeneracion de la estructura 6sea marginal. Ademas, la matriz de hidrogel bioactivo de la invencidon proporciona un
tratamiento efectivo, minimamente invasivo, pudiéndose inyectar directamente en la articulaciéon afectada la matriz
de hidrogel.

En esta forma de realizacion de la invencién, la matriz de hidrogel bioactivo puede estar en muchas de las varias
composiciones como se describe en la presente memoria. Ventajosamente, la matriz de hidrogel bioactivo
comprende ademds uno o mas medicamentos, materiales osteoinductivos u osteoconductivos, o células madre o
progenitoras.

En otra realizacién mas de la invencion, la matriz de hidrogel bioactivo es para uso en la promocién de la curacién y
la eficacia de las sustituciones de articulaciones artificiales. Segun esta realizacion, la matriz es para su uso en la
insercién en el area que rodea la articulacién artificial, en particular donde la articulacién artificial estd en contacto
con el tejido natural del paciente. La matriz de hidrogel facilita la integracion de la articulacion artificial en el tejido
circundante promoviendo una curacion mas rapida del sitio quirdrgico y una mayor duracion de la eficacia de la
articulacion artificial.

Preferiblemente, una cantidad terapéutica de la matriz de la invencién se administra a un paciente que sufre una
lesion del tejido conjuntivo, en particular una lesién de hueso, cartilago, tendén o ligamento. El paciente puede ser
cualquier animal, incluyendo mamiferos tales como perros, gatos y seres humanos. El término “cantidad terapéutica”
se refiere a la cantidad requerida para promover reparacion/regeneracion del tejido como se demuestra, por ejemplo,
por la formacién de nuevo tejido éseo a través de una zona que carece previamente de tejido 6seo. La cantidad
terapéutica sera determinada principalmente por el tamafio y el tipo de lesion que se esta tratando. Generalmente, el
volumen de matriz de hidrogel bioactivo aplicado es aproximadamente 1 a aproximadamente 60 ml, pero podria ser
mayor, especialmente en las grandes lesiones, tales como, por ejemplo, un area de gran pérdida de hueso en un
hueso grande, tal como un fémur. Preferiblemente, la cantidad terapéutica es suficiente para proporcionar un
andamiaje uniforme para la union celular y la diferenciacion en el area donde se necesita la regeneracion de tejidos.
La versién no reticulada de la matriz de hidrogel se calienta generalmente a una temperatura de aproximadamente
35 a aproximadamente 40 °C antes de la administracion con el fin de licuar la matriz.

La matriz de hidrogel bioactivo usada de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria para la
regeneracion del tejido conjuntivo puede estar compuesta del polipéptido y del hidrato de carbono de cadena larga
descritos en el presente documento. La matriz de hidrogel incorpora componentes adicionales, seleccionados del
grupo que consiste en aminoacidos polares y quelantes de cationes y combinaciones de los mismos como se
describié anteriormente. La siguiente Tabla 1 enumera componentes particularmente preferidos de la matriz de la
presente invencién junto con las concentraciones adecuadas, asi como las concentraciones preferidas de cada
componente. Hay que tener en cuenta que las concentraciones que se indican en la Tabla 1 para la gelatina y el
dextrano serian también adecuadas para el polipéptido alternativo y los componentes hidratos de carbono de
cadena larga. Las matrices de hidrogel bioactivo preparadas con los componentes y concentraciones preferidos
proporcionados en la Tabla 1 también serian particularmente adecuados para uso en la preparacion de cualquiera
de las composiciones regenerativas de tejido conjuntivo tal como se describe en la presente memoria.
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Tabla 1
Componente Intervalo de concentracion | Concentracion preferida

Acido L-glutdmico 2a60mM 20 mM
L-lisina 0,5a30 mM 5,0 mM
Arginina 1a40mM 15 mM
Gelatina 0,01 a40 mM 0,75 mM
L-cisteina 5a 5000 mM 700 mM
L-alanil-L-glutamina 0,001 a1 mM 0,01 mM

EDTA 0,01 a10 mM 4 mM
Dextrano 0,01 a10 mM 0,1 mM
Zinc 0,0056a3 mM 0,03 mM

Parte experimental

La presente invencion se ilustra mas completamente mediante los siguientes ejemplos, que se exponen para ilustrar
la presente invencién y no deben interpretarse como limitantes de la misma.

Ejemplo 1
Preparacién de la matriz

En una realizacion, la matriz de hidrogel bioactivo se combiné para producir una formulacion final tal como se ha
descrito anteriormente en la Tabla 1. Se afadié Medio 199 modificado (2,282 I) a un vaso de precipitados agitado.
Se anadieron al vaso de precipitados L-cisteina, acido L-glutamico, L-lisina, L-alanil-L-glutamina y EDTA. Mientras
se agitaba, la solucion se calent6 a 50 °C. A continuacion, se afadié dextrano, seguido de la adicion de gelatina. Se
utilizé NaOH (10 %) para ajustar el pH de la solucién de la matriz hasta un pH final de 7,50 + 0,05. Por ultimo, se
afadié mas acido L-glutamico, L-arginina y L-cisteina seguido por la adicién de sulfato de zinc. Las cantidades de
cada componente utilizadas fueron las cantidades necesarias para llevar la concentracion final de cada componente
hasta la concentracion preferida proporcionada en la Tabla 1.

Ejemplo 2

Efecto de la matriz de hidrogel bioactivo sobre el defecto del tamario critico en el hueso

El efecto in vivo de la matriz sobre la reparacion ésea se examiné utilizando el modelo de defecto de tamano critico
en el cubito de conejo. Se ocasion6 un defecto en el cubito de un conejo en el que la longitud del defecto se hizo a
propésito para que fuese tres veces el diametro del hueso, es decir, se ocasion6 un defecto de 15 mm en cada
cubito (el diametro del hueso fue de aproximadamente 4 mm). Esta bien documentado en la literatura que los
defectos de este tamafio no se curan de forma espontanea (es decir, un defecto de tamaro critico). Siete conejos
tenian defectos de 15 mm creados quirdrgicamente en el cubito de cada extremidad anterior. Ademas, se raspo el
periostio del radio paralelo al defecto. En cada conejo, se tratd el defecto en una extremidad anterior con la matriz de
hidrogel bioactivo y el otro se traté con una esponja de colageno empapada con la matriz de hidrogel bioactivo. El
musculo que rodea al defecto 6seo se cerrd con sutura y la extremidad se envolvié firmemente.

Se hizo una radiografia de las extremidades anteriores del conejo para documentar el tamafio del defecto,
tomandose las radiografias de seguimiento a intervalos de dos semanas hasta 10 semanas de la prueba total.
También se obtuvieron imagenes de micro TC y se hicieron examenes histolégicos a las 10 semanas. Las
radiografias de los sitios con defectos se calificaron en una escala de 0 a 4. La mineralizacion dentro del defecto
tratado con la matriz de hidrogel bioactivo sola 0 en combinacidén con la esponja de colageno se observo tan solo
dos semanas después del procedimiento y a las seis semanas, ya era evidente una clara y drastica mineralizacion
en el area de hueso eliminado. La matriz de hidrogel bioactivo en la esponja de colageno tendié a aumentar en
comparacién con la calcificacion de la matriz de hidrogel solo, pero las diferencias no fueron estadisticamente
significativas. La formacion de hueso nuevo dentro de los defectos fue confirmada tanto por las imagenes de micro
TC como por la histopatologia realizadas a las 10 semanas.

Ejemplo 3
Efecto de la matriz de hidrogel bioactivo en el recrecimiento y resistencia del tejido
En cuatro ovejas se elimin6 una longitud de 4 mm de la parte central del tendén rotuliano desde el punto de unién de

la tibia a la rétula de una pata. También se eliminé un pequefio bloque de la rétula con el tendén rotuliano unido. La
pata contralateral sirvi6 como control no operado. Se rellenaron dos defectos con una esponja de colageno
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(DuraGen®, Integra LifeSciences) infiltrada con la matriz de hidrogel bioactivo de la invencion y dos defectos se
rellenaron con una esponja de colageno DuraGeno® infiltrada con solucion salina. Los implantes fueron suturados en
el defecto del tenddn rotuliano y el sitio quirdrgico se cerré con sutura. Después de 12 semanas, los tendones de la
rétula se eliminaron para observacién macroscoépica y para el ensayo mecanico de rigidez. Los tendones tratados
con la matriz de hidrogel bioactivo aparecieron mas gruesos que los tendones control. Ademas, los tendones
tratados con la matriz de hidrogel bioactivo tuvieron un aumento medio de la rigidez respecto a los tendones de
control de alrededor el 17,2 % en comparaciéon con una disminucién del 4,5 % en la rigidez de los 2 tendones
tratados con la esponja de colageno empapada con solucién salina.

Ejemplo 4

Expresion de los genes de BMP-2 en presencia de matriz de hidrogel bioactivo

Se sembraron células de osteosarcoma humano en matraces T75, se dejé crecer hasta la confluencia y
posteriormente se cambiaron a medio libre de suero (SFM) durante tres dias. En este momento, los cultivos se
trataron durante 40 minutos a 37 °C, con la matriz de hidrogel bioactivo de la invencién o con medio libre de suero
como control. Los cultivos se enjuagaron y se realimentaron con medio libre de suero y se tomaron muestras
durante un periodo de 24 horas después de la extraccién de los acidos nucleicos. Se utilizé ARN mensajero de estas
preparaciones para crear ADN complementario usando transcripcion inversa y las secuencias especificas de ADN
se amplificaron y se cuantificaron usando métodos de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.

En varios experimentos repetidos, la inducciéon de ARN mensajero de la proteina morfogenética 6sea 2 (BMP-2) se
indujo hasta 44 veces, observandose un pico de respuesta visto 2 horas después del tratamiento con la matriz de
hidrogel bioactivo con un retorno a los niveles basales al cabo de 9 horas. Los controles retuvieron la expresion
basal del mensaje de BMP-2 durante todo el periodo de muestreo de 24 horas.

La expresién de la proteina BMP-2 también se midié en estos cultivos celulares después de aplicar métodos
idénticos de cultivo y tratamiento de la matriz de hidrogel, con la excepcion de que se us6 medio que contenia suero
(SCM) para evitar la pérdida de analito por adsorcién a las superficies de cultivo. Para estos cultivos de los estudios
se tomaron muestras de los cultivos durante un periodo de 3 dias después de 40 o 120 minutos de tratamiento por
eliminacion del medio y congelando inmediatamente el cultivo para liberar la proteina asociada a las células para su
analisis. Las muestras resultantes se analizaron mediante el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)
utilizando un kit comercial de deteccion de BMP-2 (R&D Systems, Minneapolis, MN). En estudios de replicados, el
tratamiento con la matriz de hidrogel bioactivo aumenté los niveles de proteina BMP-2 respecto a los controles en
las 24 horas post-tratamiento y proporcioné un aumento de hasta 3 veces respecto a los controles el dia 3. Estos
datos se presentan graficamente en la Figura 9. Estos datos demuestran que el rapido aumento de la expresion
génica descrito anteriormente (Figura 5) conduce a un aumento sostenido de la produccién de proteina BMP-2.

Ejemplo 5

Expresion de los genes de BMP-2 en presencia de matriz de hidrogel bioactivo reticulado

Las muestras de matriz de hidrogel bioactivo reticulado preparadas con 1 % de dextrano oxidado fueron vaciadas en
discos para encajar en placas de 24 pocillos. Los discos fueron esterilizadas en alcohol y se equilibraron con medio
de cultivo y se sembraron células de osteosarcoma humano SAOS-2 a razén de aproximadamente 330.000 por
disco. Después de dejar tiempo para la union de las células, los discos se transfirieron a pocillos nuevos y se
tomaron muestras en los dias 1, 2, 3 y 6 para la extraccién de acidos nucleicos y la mediciéon cuantitativa por PCR
de los transcritos de BMP-2. Los controles eran células sembradas que se asentaron después de los discos y que se
unieron y crecieron en el fondo de los pocillos originales utilizados para la siembra del disco. Estos estudios
mostraron un aumento del ARNm de BMP-2 que alcanzé un maximo de casi 3,5 veces mayor que los niveles
iniciales el dia 3 y que se mantuvo elevado en el dia 6. Los resultados se muestran graficamente en la Figura 10.

Ejemplo 6

Preparacién de composiciones que incluyen matriz de hidrogel bioactivo y materiales ortopédicos

Se prepar6 una masilla que contiene 2,4 g de sulfato de calcio y 1,5 g de matriz 6sea desmineralizada (DBM) y se
utilizé para incorporar matriz de hidrogel bioactivo deshidratado en particulas. Después de amasar a mano
brevemente el material, se incorporé a la masilla aproximadamente 0,5 g de matriz de hidrogel bioactivo
deshidratado en particulas (equivalente a aproximadamente 3 ml de matriz de hidrogel completamente hidratado).
La masilla se mezclé y se amaso6 hasta la uniformidad y la masilla conservo la capacidad de rellenar un defecto 6seo
creado en un hueso sintético.

En una segunda composicién, se prepard una formulacion de sulfato de calcio inyectable usando la matriz de

hidrogel bioactivo de la invencién en lugar de la base convencional de agua (12 g de polvo de sulfato de calcio y 4 ml
de la matriz de hidrogel bioactivo). El material tenia un tiempo de asentamiento prolongado (méas de 2 horas para
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solidificar) y durante las primeras etapas de asentamiento se considerd adecuado para rellenar un defecto 6seo.

En una tercera composicion, la matriz de hidrogel bioactivo se mezclé con un fosfato tricalcico granulado de
ceramica para formar una masilla moldeable facil de empaquetar en un defecto 6seo.

Muchas modificaciones y otras realizaciones de la invencion seran evidentes para un experto en la materia a la que
pertenece esta invencion teniendo el beneficio de las ensefianzas presentadas en las descripciones anteriores y los
dibujos asociados. Por lo tanto, se debe entender que la invencién no esta limitada a las realizaciones especificas
descritas y que las modificaciones y otras realizaciones estan destinadas a ser incluidas dentro del alcance de las
reivindicaciones adjuntas. Aunque en la presente memoria se emplean términos especificos, estos se usan sélo en
un sentido genérico y descriptivo y no con fines de limitacion.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién regenerativa de tejido conjuntivo que comprende:
a) una matriz de hidrogel bioactivo que es fluida a temperaturas fisiolégicas y que comprende:

i. un polipéptido,

ii. un hidrato de carbono de cadena larga,

iii. uno 0 mas componentes seleccionados de entre el grupo que consiste en aminoacidos polares, quelantes
de cationes divalentes y sus combinaciones, y

b) un marco estructural tridimensional que contiene al menos parcialmente la matriz de hidrogel bioactivo fluido.
2. La composicion de la reivindicacion 1, en la que el polipéptido es un polipéptido derivado de tejido o sintético.

3. La composicion de la reivindicacién 2, en la que el polipéptido es un polipéptido derivado de tejido derivado de un
tejido seleccionado del grupo que consiste en colagenos, gelatinas, queratina, decorina, agrecano y glicoproteinas.

4. La composicién de una cualquiera de la reivindicacion 1, en la que el polipéptido tiene una masa molecular de
3.000 a 3.000.000 Da.

5. La composicion de una cualquiera de la reivindicacion 1, en la que el hidrato de carbono de cadena larga es un
polisacarido o un polisacéarido sulfatado.

6. La composicion de la reivindicacion 5, en la que el polisacérido se selecciona de entre el grupo que consiste en
glicosaminoglicanos y glucosaminoglicanos.

7. La composicién de la reivindicacion 5, en la que el polisacarido se selecciona del grupo que consiste en dextrano,
sulfato de dextrano, heparano, heparina, acido hialurénico, alginato, agarosa, carragenano, amilopectina, amilosa,
glicégeno, almidoén, celulosa, quitina y quitosano.

8. La composicion de una cualquiera de la reivindicacion 1, en la que el hidrato de carbono de cadena larga tiene
una masa molecular de 2.000 a 8.000.000 Da.

9. La composicion de la reivindicacion 1, en la que el polipéptido es gelatina y el hidrato de carbono de cadena larga
es dextrano.

10. La composicién de la reivindicacion 9, en la que la gelatina esta presente a una concentracién de 0,01 a 40 mM.

11. La composicién de la reivindicacion 9, en la que el dextrano o el sulfato de dextrano estan presentes a una
concentracién de 0,01 a 10 mM.

12. La composicién de la reivindicacion 1, en la que la matriz de hidrogel bioactivo comprende al menos un
aminoacido polar seleccionado del grupo constituido por tirosina, cisteina, serina, treonina, asparagina, glutamina,
acido aspartico, acido glutamico, arginina, lisina, histidina y mezclas de los mismos.

13. La composicién de la reivindicacién 12, en la que los aminoacidos polares estan presentes a una concentracion
de 3 a 150 mM.

14. La composicién de la reivindicacién 12, en la que los amino&cidos polares estan presentes a una concentracion
de 10 a 65 mM.

15. La composicion de la reivindicacion 12, en la que los aminoacidos polares se seleccionan del grupo que consiste
en L-cisteina, acido L-glutamico, L-lisina, L-arginina y mezclas de los mismos.

16. La composicion de la reivindicacién 1, en la que la matriz de hidrogel bioactivo comprende &cido
etilendiaminotetraacético o una sal del mismo.

17. La composicion de la reivindicacién 16, en la que el acido etilendiaminotetraacético o una sal del mismo estan
presentes a una concentraciéon de 0,01 a 10 mM.

18. La composicién de la reivindicacion 1, en la que el marco estructural tridimensional incluye un material
seleccionado del grupo que consiste en coralina, metales, esponja, vidrio bioactivo, ceramica, sales de calcio,
colageno, queratina, fibrindgeno, alginato, quitosano, acido hialurénico, hueso alogénico , hueso autdlogo,
polietileno, poli(fluoruro de vinilideno), poli(tetrafluoroetileno), poli(alcohol vinilico), poli(hidroxialcanoato),
poli(tereftalato de etileno), poli(tereftalato de butileno), poli(metacrilato de metilo), poli(metacrilato de hidroxietilo),
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poli(N-isopropilacrilamida), poli(dimetil siloxano), polidioxanona y polipirrol, poli(acido glicélico), poli(acidos lacticos),
poli(éxidos de etileno), poli(lactida-co-glicélidos), poli(s-caprolactona), polianhidridos, polifosfacenos, poli(orto-
ésteres), poliimidas y combinaciones de los mismos.

19. La composicién de la reivindicacion 1, en la que el marco estructural tridimensional incluye una jaula de metal.

20. La composicién de la reivindicacion 1, en la que el marco estructural tridimensional incluye una esponja de
colageno.

21. La composicion de la reivindicacion 1, en la que al menos una porcién de la matriz de hidrogel bioactivo esta en
forma reticulada, estando el polipéptido covalentemente reticulado con un hidrato de carbono de cadena larga.

22. La composicion de la reivindicacion 1, que comprende ademas al menos un material osteoinductivo u
osteoconductivo.

23. La composicion de la reivindicacion 22, en la que el material osteoinductivo u osteoconductivo se selecciona del
grupo que consiste en matriz ésea desmineralizada (DBM), proteinas morfogenéticas éseas (BMPs), factores de
crecimiento transformante (TGF), factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), factores de crecimiento similares a
la insulina (IGF), factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF), factores de crecimiento epidérmico (EGF),
factores de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factores de permeabilidad vascular (VPF), moléculas de
adhesion celular (CAMs), aluminato de calcio, hidroxiapatita, hidroxiapatita coralina, alimina, éxido de circonio,
silicatos de aluminio, fosfato de calcio, fosfato tricalcico, sulfato de calcio, fumarato de polipropileno, vidrio bioactivo,
titanio poroso, aleacién de niquel-titanio porosa, tantalio poroso, perlas de cobalto-cromo sinterizadas, ceramica,
colageno, hueso autdlogo, hueso alogénico, hueso xenogénico, coralina y derivados o combinaciones de los
mismos.

24. La composicion de la reivindicacion 22, en la que el al menos un material osteoinductivo u osteoconductivo esta
presente a una concentracion del 0,01 por ciento en volumen al 90 por ciento en volumen, basado en el volumen
total de la composicion.

25. La composicion de la reivindicacion 24, en la que el al menos un material osteoinductivo u osteoconductivo esta
presente a una concentracién del 50 por ciento en volumen al 80 por ciento en volumen, basado en el volumen total
de la composicion.

26. La composicion de la reivindicacion 1, que comprende ademas células seleccionadas del grupo que consiste en
células madre, células progenitoras y mezclas de las mismas.

27. La composicion de la reivindicacion 26, en la que las células son células madre adultas derivadas de tejido
adiposo (ADAS).

28. La composicion de la reivindicacion 26, en la que las células son células madre mesenquimales.

29. La composicién de la reivindicacion 26, en la que las células estan presentes a una concentracién de 10.000 a
1.000.000 de células por ml de matriz de hidrogel bioactivo.

30. Una composicion regenerativa de tejido conjuntivo que comprende una matriz de hidrogel bioactivo que
comprende un polipéptido, un hidrato de carbono de cadena larga y uno o mas componentes seleccionados del
grupo que consiste en aminoacidos polares, quelantes de cationes divalentes y sus combinaciones, en la que la
matriz de hidrogel bioactivo es deshidratada utilizando un método que mantiene las propiedades regenerativas del
tejido conjuntivo de la matriz de hidrogel bioactivo, comprendiendo dicho método una primera etapa en la que la
matriz de hidrogel se congela a una temperatura por debajo del punto eutéctico del hidrogel y comprendiendo dicho
método una etapa de secado primaria y una etapa de secado secundaria.

31. La composicién de la reivindicacion 30, en la que, en la primera etapa, la congelaciéon se lleva a cabo por
enfriamiento de la composicién a una temperatura de -30 °C.

32. La composicién de la reivindicacion 30, en la que la etapa de secado primaria se lleva a cabo a una temperatura
mayor que la utilizada en la primera etapa.

33. La composicién de la reivindicacion 30, que comprende ademas al menos un material osteoinductivo u
osteoconductivo.

34 La composicién de la reivindicacion 33, en la que el material osteoinductivo u osteoconductivo se selecciona del
grupo que consiste en matriz ésea desmineralizada (DBM), proteinas morfogenéticas éseas (BMPs), factores de
crecimiento transformante (TGF), factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), factores de crecimiento similares a
la insulina (IGF), factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF), factores de crecimiento epidérmico (EGF),
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factores de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factores de permeabilidad vascular (VPF), moléculas de
adhesién celular (CAMs), aluminato de calcio, hidroxiapatita, hidroxiapatita coralina, alimina, éxido de circonio,
silicatos de aluminio, fosfato de calcio, fosfato tricalcico, sulfato de calcio, fumarato de polipropileno, vidrio bioactivo,
titanio poroso, aleacién de niquel-titanio porosa, tantalio poroso, perlas de cobalto-cromo sinterizadas, ceramica,
colageno, hueso autdlogo, hueso alogénico, hueso xenogénico, coralina y derivados o combinaciones de los
mismos.

35. La composicion de la reivindicacion 33, en la que el al menos un material osteoinductivo u osteoconductivo esta
presente a una concentracion del 0,01 por ciento en volumen al 90 por ciento en volumen, basado en el volumen
total de la composicion.

36. La composicion de la reivindicacion 35, en la que el al menos un material osteoinductivo u osteoconductivo esta
presente a una concentracién del 50 por ciento en volumen al 80 por ciento en volumen, basado en el volumen total
de la composicion.

37. La composicion de la reivindicacién 30, en la que el polipéptido es gelatina y el hidrato de carbono de cadena
larga es dextrano.

38. La composicion de la reivindicacion 33, en la que la composicion esta deshidratada.

39. La composicion de la reivindicacion 30, en la que la matriz de hidrogel bioactivo esta deshidratada en forma de
particulas.

40. La composicion de la reivindicacion 33, en la que el al menos un material osteoinductivo u osteoconductivo esta
en la forma de una masilla o pasta.

41. La composicién de la reivindicacién 30, en la que al menos una porcion de la matriz de hidrogel bioactivo esta en
forma reticulada, estando el polipéptido covalentemente reticulado con el hidrato de carbono de cadena larga.

42. La composicion de la reivindicacion 30, que comprende ademas células seleccionadas del grupo que consiste en
células madre, células progenitoras y mezclas de las mismas.

43. La composicién de la reivindicacién 42, en la que las células son células madre adultas derivadas de tejido
adiposo (ADAS).

44. La composicion de la reivindicacion 42, en la que las células son células madre mesenquimales.

45. La composicién de la reivindicacién 42, en la que las células estan presentes a una concentracién de 10.000 a
1.000.000 de células por ml de matriz de hidrogel bioactivo.

46. La composicion de la reivindicacion 42, en la que la composicién esta deshidratada.

47. Un método para formar una matriz de hidrogel bioactivo deshidratado que mantiene las propiedades
regenerativas del tejido conjuntivo de la matriz de hidrogel bioactivo, comprendiendo dicho método una primera
etapa en la que la matriz de hidrogel se congela a una temperatura por debajo del punto eutéctico del hidrogel y que
comprende una etapa de secado primaria y una etapa de secado secundaria, en la que la matriz de hidrogel
bioactivo comprende un polipéptido, un hidrato de carbono de cadena larga y uno o mas componentes
seleccionados del grupo que consiste en aminoacidos polares, quelantes de cationes divalentes y combinaciones de
los mismos.

25



ES 2522575713

059~ A N Fo-0
1 oo ff
.m:o- 940 y,
kal o, o..%.
+7HNA 4 N fzﬂwvfz
30 + 4.
|M:o- w e -oro-
oo 4
m Cn—
8
O
M 9-0 ﬁA\l — 2 4
4 i HOVD -0
H onoz..&
w 4N
+«I7I0IO| fz..wlo
N 6 0 e
W " -
m“ Q OIMI mw f.z.
- i
Sl .onw- o o T ol N\

T VdNoId

26



ES 2522575713

= <

BN A
devdnoid 7 - 4
\ TRL
o
g
VZ vdNnold
oc

d0O1vD

27



ES 2522575713

€ VdNSI4

- l

" fzno ~N° xu.xofolw..f

.IO...O \
__ s /O O n”V .,_“_VIO
~0-0 o |
, u: ~. ) nw
N2 =N THO HO 44D~ ~G4N - /0 fzﬁm_ —NHO fuful_ ~%HNg
_M 03

BN = N THO PHOTHO—D —HN TN ~NTROTHOHI~D—HN O —0—p
i w0 —- . i . |
- , ~ Anob
Y i
, HN- o0 <>
0|o|wt...o1o wfolwlfz . :
o ---—~—< o]

28



la matriz de hidrogel

n de multiples tipos de células en

gacio

Agre

ES 2522575713

s = S
gjo % I VY h.'.:.‘.:-_._..:.v'.:._..:._::‘.'.'{..',..'..‘........1.:.:.:_.:._.‘ ....................................................... g
L 0
g

....................................................................................

ugedaide ap alejuadiod

FIGURA 4



ES 2522575713

S VdNSI4

(sesoy) ojuaiweresy-ysod odwal |

,_|_mmo%._£ ap ZINeN -dING .

w WAS &-dINE = g - -

013Ns ujs olpaw o [250Jp1Yy 3p ZU1BW UOD 0USIWE]IRI] |2 SBl)
Z-SOYS SE|N|93 ap OpeALIap 0Jans ua zZ-dINg | ap ua8 |ap uoisaidx3

001

a'st

00z

05y

00¢

(11advD eJed 15pp opoisw) eAle|24 UOISDIAXT

30



ES 2522575713

0t

9 Vd4NSI4

(sesoy) olusiweren-1sod odwaiy

%9 0z Sl 01 c

(12804p1y ap zLiew) 4910 —il— |

(dWS) 491D « 4 - -

NS O [9804p1y 3p zIJ1BW UOD SEepelel]l BWOJIBSOIPUOD 9p SeN|9)

€TET-MS UD 0AIIUN[UOD OpIfa] [2p 01UBIWIIRID 3P J01I.) [P UoIsaidx]

00

0t

0t

0¢

(Hadvo eJed - 1Opp opoIdW) eAlle|a1 ugisaidxa

31



ES 2522575713

L VdNOld

(se1oy) oluaiweres-1sod odwall

¥ (44 0z 81 91 4 Z1 o1 8 9 14

b A . 1 — ] 1 . L

-
e T T -||l||a||.
.- rn:l*:lnnnli

(|12801p1y ap ziiew) ouedaisy —jg——

(IN4S) ouRd2IBy = 9+ = =

IN4S 0 [9804pIy 8p ZlJ1EW UOD Ssepelel)
€TZET-MS BWO2IBSOIPUOD 3P SBIN|PI UD ouedaide ap ugisaldx3

(Hadvo eted - 15pp 0poIRIN) BALIE DI UOISBIdXT

32



ES 2522575713

20

FIGURA 8

33

0



ES 2522575713

6 V4NOI4

(seaoy) ojuaiwejesy-}sod odwoai)

_|
08 0L 09
I 1
o’
Or
0%
RO 7inen -3 —¥—|
w s Op 21— —| 1 08
WOS- - 4 - -
- 001

[980Jp1y 9p ZI1BW UOD Sepejes)
Z-SOVS Se|n|92 ua seioy g/ a1ueinp z-dIAIg eulaloid ap uoidonpold

(jw/8d) epezijewiou g-diNIg @p UOIDBIIUSIUOD

34



ES 2522575713

[ o]

0T VdNO9I4

(se1p) ugnisodxa-1sod odwai]

opigequis Z-dINg —--st—
[ONIU0D Z-JIAH - - #+--

epe|nailaJ [980Jp1y ap ziJ1eW U3 Sepigaquia

Z-SOVS Se|n|22 ua Z-dIAg @p uoisaidxy

000

050

0S'Z
00'c

1154

00

(Hadvo eted 1Dpp) eanejal ugisatdxy

35



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

