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DESCRIPCION
Injerto éseo y material biocompuesto
Campo de lainvencién

La invencion se refiere a injertos 6seos y a materiales biocompuestos hechos de un material base que comprende
granulos de fosfato tricalcico y un polimero o copolimero reabsorbible. La invencion se refiere, en particular, a
composiciones para acelerar y mejorar la curacion de lesiones 6seas y de partes blandas en el curso de la
odontologia protésica.

Antecedentes de la invencién

La estabilidad de los implantes éseos depende en gran medida de sus propiedades de increscencia. Para que los
implantes dentales funcionen, debe haber suficiente hueso en la mandibula, y el hueso tiene que ser lo
suficientemente fuerte como para sostener y apoyar el implante. Cuando no hay suficiente hueso maxilar o
mandibular o es inadecuado en términos de profundidad o espesor, se usan injertos en odontologia protésica para
proporcionar una integracion segura con el implante dental. Los injertos convencionales incluyen el propio hueso del
paciente (autoinjertos), hueso procesado de cadaver (aloinjertos); hueso de bovino o coral (xenoinjertos); y
materiales sintéticos similares a huesos o miméticos dseos.

En un procedimiento tipico, el dentista o cirujano oral crea un gran colgajo de la gingiva o encia para dejar al
descubierto la mandibula en el sitio del injerto, instala algunos tipos de injertos de bloque y de recubrimiento dentro y
encima del hueso existente y, finalmente, toma medidas para repeler infecciones no deseadas. A continuacion, se
sutura la gingiva sobre el sitio, y se deja cicatrizar el sitio del injerto de varias semanas o meses. La curacion implica
una cascada complicada de respuestas celulares adaptativas tales como la diferenciacion, la migracion, la unién, la
proliferacién, la sintesis de matriz extracelular y, finalmente, mineralizacién. La osteointegracion del injerto o
implante en el hueso circundante es, sin embargo, poco conocida. La osteoinduccion y la osteogénesis implican una
gran cantidad de factores de crecimiento, y hay numerosas moléculas adicionales que se dice que contribuyen a
estos procesos.

Las proteinas morfogénicas éseas (BMP) son los Unicos factores de crecimiento que se sabe que inducen la
formacion 6sea heterotdépicamente. Las dosis suplementarias de BMP aumentan la curaciéon dsea induciendo a las
células mesenquimales indiferenciados a diferenciarse en osteoblastos. Los injertos e implantes éseos, sin embargo,
daran lugar a un hueso vascular vivo que es muy parecido al natural. El documento US-A 5 478 237 (Ishikawa)
desvela un implante recubierto con una capa de hidroxiapatita; el documento WO 02/078759 (Stratec Medical AG),
un implante que tiene una capa de un Oxido de metal poroso que comprende fosfato de calcio amorfo y
nanocristalino e hidroxiapatita; el documento WO 02/085250 (KERAMED GmbH), un implante en el que un
recubrimiento de fases de fosfato de calcio reabsorbible contiene proteinas de adhesion y sefializacion tales como la
sialoproteina ésea (BSP), proteina morfogénica 6sea (BMP), fibronectina, osteopontina (OPN), ICAM-I, VCAM y
derivados de las mismas. Otros injertos e implantes de este tipo se describen en el documento EP 1 166 804 A2
(Merck, Darmstadt) y el documento WO 99/08730 (Children's Medical Center Corporation). El documento DE 100 37
850 A1 (Jenissen H) y el documento WO 03/059407 A1 (Straumann Holding AG) describen injertos e implantes
tratados con ubiquitina o factor de crecimiento transformante (TGF) u hormonas sistémicas tales como osteostatina,
osteogenia y péptido de osteocrecimiento (OGP). El documento US 7.229.545 B2 (Biomet Deutschland GmbH)
ensefia recubrimientos de analogos 6seos hechos de una matriz de colageno mineralizada con fosfato de calcio; el
documento EP 1 442 755 A1 (Depuy Products), un recubrimiento ceramico bioactivo que comprende proteinas
osteogénicas OP-1, BMP-7 y proteinas de la matriz 6sea no colagenosas. Ademas se ha informado de actividades
osteogénicas para el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento transformante B (TGF-B),
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento de insulina (IGF) y miembros de la familia
de los anteriores.

El documento WO 2005/104988 (Armbruster et al.) reivindica implantes y matrices de reparacion 6sea tratadas con
una rBSP infraglicosilada humana. Los implantes estan hechos de titanio, circonio, ceramica, aleaciones de metales
o acero inoxidable, y pueden estar recubiertos con hidroxiapatita amorfa o cristalina y/o fosfato de calcio. Sin
embargo, dichos recubrimientos miméticos éseos adolecen de la desventaja de tender a soltarse del sustrato con el
tiempo, lo que afecta a la estabilidad a largo plazo de los implantes. El documento EP 1 084 719 describe una
composicion inyectable para mejorar el crecimiento del hueso. La composicion comprende un componente bioactivo
que comprende BSP pura y un componente de vehiculo de entrega que comprende polimero biodegradable y sal
mineral tal como fosfato tricalcico.

El documento WO 03/047646 (Inion Ltd., Tampere, Finlandia) ensefia injertos de hueso que se pueden formar en
implantes médicos. El injerto o implante estd hecho de un material base que comprende una matriz de polimeros o
copolimeros reabsorbibles, y N-metil-2-pirrolidona (NMP). Reichhardt et al describen, en European Cells and
Materials 2006, 11 (2): 27f, un material biocompuesto que comprende granulos de fosfato de betatricalcio (TCP beta)
recubiertos con un copolimero de acido poliglicélico y polilactico. El material biocompuesto se puede hacer
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moldeable para su colocacion mezclandolo con N-metil-pirrolidona. Nair et al desvelan, en J. Biomater. Appl. 2006,
20: 307-24, injertos e implantes dentales en los que los granulos de TCP beta se mantienen unidos mediante la
fusion térmica de un copolimero de acido poliglicélico-polilactico. Las particulas de TCP beta se describen como
inhibidoras de la diferenciacién y la proliferacién de células madre mesenquimales en osteoblastos y la curacion
o6sea. Wang et al. describen, en J. Orth. Res., 2002, 20: 1175ff, dicho tipo de inhibicion también para particulas de
abrasion metalicas, asi como para zonas trabajadas y grandes areas superficiales.

El documento US 6.458.763 (Peterson et al.) reivindica una composicion bioactiva para la reparacion del hueso y
cartilago dafiado o enfermo. La composicion bioactiva se administra a través de un vehiculo de entrega que
comprende una base farmacéuticamente aceptable y cargas minerales fisiolégicas tales como fosfato tricalcico,
hidroxiapatita, yeso y similares. Cuando se perfora un orificio en la calvaria de rata en o adyacente a la eminencia
parietal, y se bombea la composicion bioactiva al sitio del defecto calvarial durante un periodo de 14 dias usando
una bomba osmoética, luego se observa una induccion in vivo de crecimiento del tejido dseo alrededor del orificio
perforado. Es evidente que el método de administracion y la composicién no son adecuados para la odontologia
protésica.

El documento WO 94/13310 (Hook et al.) reivindica una composicion que comprende como principio activo un
péptido competidor que parece combatir la fijacion de Staphylococcus aureus al tejido 6seo, asi como la
osteomielitis (Ryden et al., 1989, Eur. J. Biochem.184: 331f).

La técnica anterior representa, no obstante, un problema, pues los implantes dentales suelen dar lugar a una
afeccion periodontal denominada perimplantitis causada por una infeccién introducida durante la cirugia o por el no
seguimiento por parte del paciente de las rutinas correctas de higiene oral. Aunque la implantitis se puede tratar por
un curso de antibiéticos y enjuagues orales especiales en los dias previos y posteriores a la cirugia, un tratamiento
preventivo de la perimplantitis, asi como una mejor curacién de la herida y de los tejidos blandos seria mas
deseable. El aflojamiento aséptico, las reacciones inflamatorias y la estabilidad a largo plazo de los implantes
endodseos siguen siendo un problema. A pesar de los recubrimientos bioactivos, todavia hay un considerable
periodo de tiempo entre la cirugia y la osteointegracion hasta la que los injertos dseos e implantes dentales endo-
6seos pueden soportar la presion, la cizalla y las fuerzas de traccion tipicas.

En particular, es un objeto de la presente invencion proporcionar un material de injerto que permita una colocacion
facil, asi como composiciones para promover la curacién de las lesiones 6seas y de partes blandas en el curso de la
odontologia protésica.

Sumario de lainvencién

Este objeto se ha conseguido mediante un material biocompuesto como el reivindicado en las reivindicaciones 1y 3.
En las reivindicaciones dependientes, se desvelan realizaciones adicionales de la invencion.

El injerto 6seo de la invencion para el tratamiento de defectos 6seos y la neogénesis 6sea es un material compuesto
de un polimero biodegradable y granulos de fosfato tricalcico beta y obtenido mediante las etapas de:

proporcionar una mezcla osteoinductora, que es una dispersion o solucion a base de un compuesto organico que
tiene al menos un grupo no reactivo basico que contiene nitrégeno, que tiene un valor de pKa de 2 a 14,
compuesto organico que es tanto un agente dispersante como un plastificante del polimero o copolimero
biodegradable y que puede formar una sal que tiene una pKIl de 4,0, y de una cantidad fisiolégicamente eficaz de
BSP humana recombinante activa obtenida en condiciones no desnaturalizantes, donde la BSP humana
recombinante esta presente en dicha mezcla osteoinductora en forma de sal o complejo que tiene afinidad
reducida por el calcio, la hidroxiapatita y el factor H del complemento en comparacién con la BSP humana normal
presente en suero humano, y, opcionalmente, un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable;
proporcionar una mezcla osteoconductora a base de granulos de difosfato tricalcico (Cas(POa)2) en forma de
cristal beta, granulos que estan recubiertos con una polimero o copolimero biodegradable y, opcionalmente, un
excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable, mezcla osteoconductora que es moldeable y conformable, y
que se endurece rapidamente in situ cuando se coloca mediante cirugia u odontologia protésica; y

combinar dichas mezclas osteoinductora y osteoconductora poco antes o durante la colocacion para obtenerse
un material de injerto 6seo que fomente la reparacion ésea, y la curacion de tejidos dafiados y enfermos, y de
lesiones.

En un segundo aspecto de la invencion, la BSP humana osteoinductora es BSP humana infraglicosilada expresada y
obtenida a partir de células eucariotas cultivadas en condiciones exentas de suero.

En un tercer aspecto de la invencion, la BSP humana infraglicosilada se ha obtenido a partir del calostro o leche
materna.

El compuesto organico usado en la presente invencién es preferentemente aquel que tiene al menos un grupo
basico que contiene nitrégeno en el anillo. Dicho compuesto organico puede ser preferentemente tanto un agente
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dispersante como un plastificante del polimero o copolimero biodegradable, y puede seleccionarse del grupo que
consiste en N-isopropilpirrolidona, N-metilpirimidina, N-etilpirimidina, N-metilpirrolidona(1-metil-2-pirrolidona), N-
etilpirrolidona, N-propilpirrolidona, N,N-dietil-1,4-butanodiamina, 1-(2-aminoetil)-piperazina, 2-(1-pirrolidil)etilamina, 4-
amino-2-metoxi-pirimidina, 2- dimetilaminoetanol, 1-(2-hidroxietil)-piperazina, 4-(2-hidroxietil)-morfolina, 2-
mercaptopirimidina, 2-mercaptobencimidazol, N,N-dimetil-1,3-propanodiamina, 4-(2-aminoetil)-piridina, 2-amino-6-
metoxibenzotiazol, 4-(aminoetil)piridina, N,N-dialiimelamina, 3-amino-1,2,4-triazol, 1-(3-aminopropil)-imidazol, 4-(2-
hidroxietil)-piridina, 1-(2-hidroxietil)-imidazol, 3-mercapto-1,2,4-triazol.

En un aspecto adicional de la invencién, dichos polimeros o copolimeros biodegradables se seleccionan de grupo
que consiste en poliglicolido, poli(L-lactido-co-glicélido), poli(D,L-lactido-co-glicélido), poli(L-lactido), poli(D,L-lactido),
poli(L-lactido-co-D,L-lactido), policaprolactona, poli(L-lactido-co-caprolactona), poli(D,L-lactido-co-caprolactona),
politrimetilencarbonatos, poli(L-lactido-co-trimetilencarbonato), poli(D,L-lactido-co-trimetilencarbonato),
polidioxanonas, polimeros de acido polilactico, polimeros de acido poliglicélico, copolimeros de acido polilactico y
acido poliglicdlico, polihidroxibutiratos, polidioxanonas de polihidroxivaleratos, poliortoésteres, policarbonatos,
politirosincarbonatos, polialquilenoxalatos de polioxicarbonatos, succinatos de polialquileno, poli(acido malico),
poli(anhidrido maleico), polipéptidos, polidepsipéptidos, poli(alcohol vinilico), poliesteramidas, poliamidas,
polianhidridos, poliuretanos, polifosfacenos, policianoacrilatos, polifumaratos, poli(aminoacidos), polisacaridos
modificados, proteinas modificadas y sus copolimeros, terpolimeros o combinaciones o mezclas, o mezclas de
polimeros de los mismos.

Otro aspecto de la invencion se refiere al componente osteoconductor para su uso en odontologia protésica que
preferentemente puede comprender granulos recubiertos de fosfato tricalcico (Cas(PO4)2) que tiene diametros de
300 a 800 um, preferentemente de 400 a 700 ym. El material biocompuesto de la invencién puede comprender
preferentemente méas del 50 por ciento en volumen de granulos de fosfato tricalcico beta, entre el 10 y 40 por ciento
en volumen de una base polimérica que incluye uno o mas polimeros y copolimeros biodegradables, del 0,5 al 10
por ciento en volumen de una primera mezcla osteoinductora que aumenta la plasticidad y la trabajabilidad del
material biocompuesto, y como disolvente o agente de dispersion de la BSP. Dicho material compuesto puede
comprender rBSP humana en una cantidad de 1 a 200 ug/ml (p/v) de material compuesto. Preferentemente, dicha
mezcla osteoinductora puede comprender rBSP humana en una cantidad de 1 a 200 pg/ml (p/v) antes del
endurecimiento.

De acuerdo con la invencion, dicho polimero biodegradable puede ser un copolimero de acido polilactico y
poliglicélico cuya composicion es del 50 al 80 por ciento de acido lactico y del 20 al 50 por ciento de acido glicdlico.
Dicho copolimero de PLA:PGA puede tener un intervalo de peso molecular medio en peso seleccionado de entre
aproximadamente 25.000 y aproximadamente 1.000.000. El material de injerto 6seo preferentemente debe tener un
moédulo de Young de entre 1 GPa y aproximadamente 100 Gpa tras el endurecimiento.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un método de preparacion de un injerto 6seo que tiene propiedades
osteoinductoras y osteoconductoras, que comprende las etapas de:

proporcionar una mezcla osteoinductora, que es una dispersion o una solucién a base de un compuesto organico
que tiene al menos un grupo no reactivo basico que contiene nitrégeno, que tiene un valor de pKa de 2 a 14,
cuyo compuesto organico es tanto un agente de dispersidon como un plastificante del polimero o copolimero
biodegradable, y que puede formar una sal con una proteina que tenga una pKl de 4,0 y de una cantidad
fisiologicamente eficaz de BSP humana recombinante activa; proporcionar una mezcla osteoconductora a base
de granulos de difosfato tricalcico (Caz(POa4)2) en forma de cristal beta, granulos que estan recubiertos con un
polimero o copolimero biodegradable; y combinar dichas mezclas osteoinductora y osteoconductora,
obteniéndose un material compuesto que es inicialmente moldeable y conformable, y que se endurece in situ
cuando se coloque por cirugia o odontologia protésica.

La invencion comprende ademas un material de injerto 6seo para su uso en la promocion de la curacién de heridas y
lesiones de tejidos blandos, que comprende la administracion o el uso de un material biocompuesto segun lo
definido anteriormente. La aplicacion o el uso puede comprender la formacién de dicho material biocompuesto en un
dispositivo de implante seleccionado del grupo que consiste en: armazones tisulares, material sustitutivo de injerto
6seo granular, implantes osteocondrales bifasicos, implantes éseos que soportan peso, implantes o dispositivos de
fijacién que no soportan peso o que soportan poco peso, tachuelas, alfileres, tornillos, recubrimientos de hueso y
peliculas.

Los principios de la presente invencién son particularmente utiles para un implante que se compone de un cuerpo
base, un conjunto espaciador compuesto de un cojinete inferior espaciador, o elemento base, y un cojinete superior
espaciador, o miembro anular. El cuerpo base esta provisto de un orificio interno que tiene hilos internos. El cuerpo
base adyacente a un borde o extremo superior tiene un rebaje, que es de un diametro superior al orificio, para
proporcionar un tope de soporte. Para proporcionar medios para evitar la torsion axial, se proporcionan al tope de
soporte bolsillos de enclavamiento del rebaje espaciados circunferencial y uniformemente, de manera que se pueda
atornillar un diente de ceramica.
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Breve descripcion de los dibujos

A continuacion, se describiran la presente invencién, sus caracteristicas y ventajas a modo meramente ilustrativo
con referencia a los dibujos adjuntos, en la que:

La FIG. 1 es una representacién esquematica de las etapas para preparar el material biocompuesto de la
invencion;

Las FIG. 2A-C son fotografias que muestran la preparacion de un material biocompuesto que comprende
rBSP/NMP humanas y granulos de B-TCP recubiertos con polimero bioabsorbible;

Las FIG. 3A-B son fotografias de una colocacién quirtrgica y un endurecimiento in situ del material biocompuesto
de la invencion;

Las FIG. 4A-D son fotografias del sitio de colocacion (paciente @, 73 afios) y de la curacién de la herida 1 dia
después de la operacion, 3 semanas después de la operacion;

Las FIG. 4E-G son radiografias y TC 2,5 meses después de la operacion y mostrando la situacion antes de la
implantacion y de la odontologia;

Las FIG. 4H-N son fotografias de una odontologia ilustrativa tras la curacién de la herida y la regeneracion dsea;

Las FIG 5/01-13 son vistas microscopicas de una muestra 6ésea (DS64 - longitud de 1,2 cm) tomadas de un
material biocompuesto de rhBSP/TCP colocado de acuerdo con la invencion 12 semanas después de la cirugia -
tincion de cortes histolégicos de 2 a 3 micrometros de espesor con tinte tricromico de Masson-Goldner o azul de
toluidina o hematoxilina en combinacién con eosina;

Las FIG. 6/01-13 son vistas microscopicas de una muestra ésea (D78 - longitud de 0,5 cm) de otro implante de
material biocompuesto de rhBSP/TCP, también tomadas 12 semanas después de la colocacion: preparacion,
fijacion y tincidn con colorante tricromico de Masson-Goldner o azul de toluidina o hematoxilina en combinacién
con eosina;

Las FIG. 7/01-09 son vistas microscopicas de una tercera muestra histolégica (D59 - longitud de 0,6 cm)
tomadas de un material biocompuesto de rhBSP/TCP 3 meses después de la cirugia - preparacion, fijacion y
tincién con tinte tricromico de Masson, azul de toluidina o hematoxilina en combinacién con eosina.

Descripcion detallada de lainvencion y de las realizaciones preferidas

En referencia a la Figura 1, el injerto 6seo o material biocompuesto de la invencion se obtiene mediante las etapas
de a) combinar un material base (A) a base de granulos de fosfato tricalcico beta y un polimero o copolimero
biodegradable con (b) una primera composicion (B), que es una dispersion o solucion que comprende (i) uno o mas
compuestos organicos que tienen al menos un grupo basico que contiene nitrégeno que, en primer lugar, son un
plastificante del polimero o copolimero biodegradable y que, en segundo lugar, pueden formar un sal con una
proteina acida que tenga una pKI de 4,0 e (ii) rBSP humana activa esencialmente pura; y (c), opcionalmente, un
excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable; obteniéndose (c) un material biocompuesto (C) que comprende
una sal de rBSP humana activa, plastificante que tiene al menos un grupo de nitrégeno basico, polimero o
copolimero bioabsorbible y granulos de TCP beta, que es moldeable y se endurece rapidamente in situ tras la
colocacion. Como se ha mencionado, el material biocompuesto (C) moldeable se puede colocar mediante cirugia o u
odontologia protésica, y se endurece rapidamente in situ tras la colocacién, debido a la accién de la sangre y del
agua (D). Tras el endurecimiento, el material biocompuesto endurecido (D) comprende granulos de un armazon de
fosfato tricalcico beta y una sal de rBSP humana activa embebida en un polimero o copolimero biodegradable.

La clave del éxito en el implante sigue siendo el proceso de curacion inicial. EI material de injerto 6seo de la
presente invencién es osteoinductor y osteoconductor y, ademas, potencia la curacién de los tejidos blandos, en
particular, del tejido conjuntivo dafiado y enfermo sin que se reabsorba rapidamente. En otras palabras, el material
de injerto 6seo es angiogénico, pero también proporciona una barrera fisica contra la inmigracion de los fibroblastos
y de las células del tejido conjuntivo, pues es posible ajustar la bioabsorcidon del armazén de fosfato tricalcico beta
endurecido de modo que progrese en paralelo con la génesis 6sea. El material biocompuesto de la invencion
proporciona, por tanto, a escala macroscoépica, un soporte fisico temprano para el implante dental y, a escala
microscopica, un armazon para las células del sistema 6seo, asi como un nucleo para la mineralizacion 6sea.
Ademas, potencia la angiogénesis y la curacion de la herida, a la vez que inhibe la unién fibrosa.

El material biocompuesto moldeable de la invencién tiene propiedades fisicas y mecanicas inmediatamente después
de la colocacion, porque los granulos de fosfato tricalcico en forma de cristal beta se han recubierto con un polimero
o copolimero bioabsorbible que se endurece rapidamente cuando el plastificante contenido en el polimero
bioabsorbible se diluye en los fluidos corporales circundantes (sangre, suero, agua, esputo).
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Como se ha mencionado anteriormente, el componente (A) se combina primero de acuerdo con la invenciéon con un
agente plastificacion para el polimero o copolimero bioabsorbible con el fin de volver el material base moldeable
para y durante la colocacion. El plastificante o agente dispersante (B) se selecciona de un grupo de compuestos que
tienen un grupo basico que contiene nitrdgeno para que también puedan funcionar como vehiculo y co-iones
fisioldgicos para glicoproteinas acidas tales como la rBSP humana, que tiene una pKI de 4,0. Los plastificantes
funcionan embebiéndose entre las cadenas del polimero o copolimero, separandolas y aumentando el "volumen
libre", y reduciendo el punto de transicion vitrea del polimero o copolimero. Los plastificantes adecuados y los co-
iones fisiolégicos de la invencion son: N,N-dietil-1,4-butanodiamina, 1-(2-aminoetil)-piperazina, 2-(1-
pirrolidil)etilamina, 4-amino-2-metoxi-pirimidina, 2-dimetilaminoetanol, 1-(2-hidroxietil)-piperazina, 4-(2-hidroxietil)-
morfolina, 2-mercaptopirimidina, 2-mercaptobencimidazol. En particular, se prefieren N,N-dimetil-1,3-
propanodiamina, 4-(2-aminoetil)-piridina, 2-amino-6-metoxibenzotiazol, 4-(aminoetil)piridina, N,N-dialiimelamina, 3-
amino-1,2,4-triazol, 1-(3-aminopropil)-imidazol, 4-(2-hidroxietil)-piridina, 1-(2-hidroxietil)-imidazol, 3-mercapto-1,2,4-
triazol. Los compuestos adecuados se caracterizan por un grupo no reactivo basico que tiene un valor de pKa de 2 a
14, preferentemente un valor de pKa de 5 a 14 y lo mas preferentemente de 5 a 12. El valor de pKa se puede
obtener de las tablas. Los valores limite dados anteriormente se refieren a la medicién del valor de pKa a 25 °C. El
mas preferido es el uso de 1-metil-2-pirrolidona (NMP = Numero CAS: 872-50-4; N-metilpirrolidona, 1-
metilpirrolidona, N-metil-a-pirrolidinona, 1-metilazaciclopentan-2-ona, N-metil-y-butirolactona) que se conoce como
potenciador de la maduracion osteoblastica in vitro, asi como la regeneracion ésea in vivo (Miguel et al., 2006,
Europ. Cells & Materials, 11, Supl. 2:5). El mecanismo biolégico subyacente de esta actividad, sin embargo, sigue
sin conocerse.

El polimero bioabsorbible y biocompatible de la invencién es preferentemente un copolimero acido de poli(lactido-
coglicolido) PLGA o poli(acido lactico-co-glicolico). EI PLGA se sintetiza por medio de una copolimerizacién con
apertura de anillo de los dimeros ciclicos (1,4-dioxano-2,5-dionas) del acido glicdlico y acido lactico. Durante la
polimerizaciéon, se unen entre si sucesivas unidades monoméricas de acido glicélico o lactico por enlaces éster,
produciendo un poliéster alifatico lineal como producto. Dependiendo de la proporcién del lactido con respecto al
glicolido usada para la polimerizacion, se obtienen diferentes formas de PLGA. El mas preferido es PLGA 75:25, que
identifica un copolimero cuya composicion es 75 % de acido lactico y 25 % de acido glicolico. Los puntos de
transicién vitrea del PGLA se encuentran en el intervalo de 40 °C a 60 °C, lo que también depende de la cantidad de
plastificantes o NMP presente. A diferencia de los homopolimeros de acido lactico (polilactido) y acido glicélico
(poliglicélido), el PLGA es disuelto por disolventes tales como tetrahidrofurano, acetona o acetato de etilo, y, por
tanto, se puede aplicar facilmente como un recubrimiento sobre un material de particulas tal como particulas de
fosfato tricalcico beta.

El PLGA se degrada en presencia de agua mediante la hidrdélisis de sus enlaces éster para producir los mondémeros
de acido lactico y acido glicolico, que pueden entrar en diversas vias metabdlicas del organismo para que no haya
toxicidad sistémica asociada con el uso de PLGA para las aplicaciones de biomateriales. El tiempo necesario para la
degradacion del PLGA depende, en parte, de la proporcion de los monémeros. El PGLA a 50:50 se degrada
rapidamente in vivo en aproximadamente dos meses, mientras que los polimeros que se protegen terminalmente
con ésteres tienen semividas de degradacion mas prolongadas. La diferencia en la velocidad de degradacion entre
los polimeros puros de acido lactico (PLA), acido glicdlico (PGA), y las diversas proporciones de copolimeros de
estas dos sustancias se han estudiado intensamente en ratas y otros mamiferos usando implantes hechos de
carbono-14 y polimeros marcados con tritio. Las semividas de los diferentes polimeros y copolimeros se calcularon a
partir de la radiactividad presente en el area del implante, asi como en tejidos del higado, bazo, rifién, pulmén y, por
supuesto, a partir de la radiactividad presente en la orina y las heces recogidas a lo largo del experimento para cada
intervalo de tiempo. La semivida de los polimeros y copolimeros disminuyé de 5 meses para el PGA al 100 % a 1
semana con el copolimero de PGA:PLA a 50:50, y aumentoé rapidamente a 6,1 meses para el PLA al 100 %. No se
observé ninguna diferencia en la velocidad de degradacion en tejido blando ni en hueso. No se detectd radiactividad
significativa en la orina, en las heces ni en otras muestras de tejido. De esos estudios, puede concluirse que se
puede realizar un mejor control de la velocidad de degradacion del implante variando la composicion de PLA y PGA
entre el 75 % y 100 % de PLA, junto con un correspondiente 25 % a 0 % de PGA. Esto proporcionaria un intervalo
de semividas del implante de 2 semanas a 6 meses. Dichos polimeros biodegradables, por tanto, son los mas
preferidos.

Otro poliéster bioabsorbible es la policaprolactona, que se puede usar para dispositivos implantables a largo plazo,
ya que su degradacion es mas lenta que la del PLGA. La policaprolactona (nombre comercial Resilon™) se ha
investigado como un armazoén para la reparacion tisular y en odontologia protésica para el relleno de canales
radiculares. En general, el polimero biodegradable se puede seleccionar de un grupo que comprende poliglicélido,
polilactidos, policaprolactonas, politrimetilencarbonatos, polihidroxibutiratos, polihidroxivaleratos, polidioxanonas,
poliortoésteres, policarbonatos, politirosinacarbonatos, poliortocarbonatos, oxalatos de polialquileno, succinatos de
polialquileno, poli(acido malico), poli(anhidrido maleico), polipéptidos, polidepsipéptidos, poli(alcohol vinilico),
poliesteramidas, poliamidas, polianhidridos, poliuretanos, polifosfazenos, policianoacrilatos, polifumaratos,
poli(aminoacidos), polisacaridos modificados, proteinas modificadas y sus copolimeros, terpolimeros, o
combinaciones o mezclas o mezclas de polimeros de los mismos. La matriz del polimero preferentemente se
selecciona del grupo que consiste en poliglicélido, poli (L-lactido-co-glicélido), poli (D,L-lactido-co-glicdlido), poli(L-
lactido), poli(D,L-lactido), poli(lactido-co-D,L-lactido), policaprolactona, poli(L-lactido-co-caprolactona),
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politrimetilencarbonato de poli(D,L-lactido-co-caprolactona), poli(L-lactido-co-trimetilenocarbonato), poli(D,L-lactido-
co-trimetilenocarbonato), polidioxanona y sus copolimeros, terpolimeros, o combinaciones o mezclas 0 mezclas de
polimeros de los mismos.

El componente estructural osteoconductor de la invencion es preferentemente el fosfato tricalcico (TCP). Si el
armazon de TCP se degrada demasiado rapido, tiene lugar la union fibrosa a través de las aberturas sin reparacion
Osea. Si hay muy pocos poros o caminos dentro del armazén, la regeneracion 6sea es extremadamente lenta. La
pureza del TCP influye tanto en la formacion de hueso como en la biocompatibilidad, y el TCP en la forma de cristal
beta (TCP beta) es el mas preferido como armazén. Como el armazén deberia permitir la entrada de los
osteoblastos y las células mesenquimales del hospedador, se prefiere un tamafio medio de poro de
aproximadamente 200 a 400 um de diametro, asi como poros interconectados a través de trayectorias de 100 a 200
um. Sin embargo, el TCP beta poroso tiene propiedades mecanicas débiles y se degrada rapidamente in vivo. Esto
implica propiedades mecanicas algo débiles. EI TCP beta de la invencidon es, por tanto, preferentemente aquel
sinterizado a temperaturas para obtener una forma de cristal beta de fase pura para evitar la degradacion rapida. De
acuerdo con la invencion, el armazén, por tanto, es preferentemente de particulas finas de fase pura de TCP beta
microrrecubiertas con polimero biodegradable, y se forma para un mejor tratamiento de los granulos de TCP
recubiertos de polimero de aproximadamente 100 a 5.000 um, preferentemente de 200 a 700 um para el relleno de
cavidades 6seas menores, y de 500 a 1.500 ym para cavidades 6seas mayores, por ejemplo, cavidades formadas
tras resecciones. Los granulos de TCP beta recubiertos de polimero de tamafio muy grande se pueden usar como
armazones osteoconductores para reemplazos éseos mayores en plastico y cirugia reconservadora.

Mediante la mezcla de la rBSP humana activa con un plastificante que se incrusta en el polimero bioabsorbible con
el que se recubren los granulos de un armazén de TCP beta, la rBSP humana activa se integra en un material
mimético 6seo, en el que puede ejercer su actividad osteoinductora en un medio ambiente osteoconductor incluso
después del endurecimiento. Como la rBSP humana activa empleada preferentemente esta infraglicosilada y
embebida en un polimero o copolimero, puede escapar mejor de la desactivacion por el factor H del complemento y
formar un nucleo para la mineralizaciéon ésea. La rBSP humana se embebe ademas en un polimero y/o copolimero
bioabsorbible por medio del plastificante y, por lo tanto, se libera en paralelo con la bioabsorciéon del polimero o
copolimero bioabsorbible. En resumen, la actividad a largo plazo de la rBSP humana se obtiene mediante (i) la
formacion de un clatrato fisiolégico o sal compleja con el nitrégeno basico del plastificante; (i) mediante su
incorporacion fisica en el polimero o copolimero bioabsorbible que la mantiene fuera de la mineralizacion prematura
y la unién al factor H del complemento; e (iii) mediante su infraglicosilacion, pues la rBSP humana infraglicosilada es
desactivada con menor eficacia por el factor H del complemento que la BSP humana completamente glicosilada de
células 6seas regulares. Por lo tanto, la rBSP humana recombinante debe obtenerse de células cultivadas en un
medio sin suero. No obstante, la rBSP humana sigue siendo un nucleo in vivo para la mineralizacién 6sea y la
precipitacion del fosfato de calcio. La presente invencion, por lo tanto, engloba una composicién de injerto que
comprende rBSP humana para reparar el hueso y tejido conjuntivo dafiados. Como se ha mencionado en la
introduccidn, la sialoproteina 6sea humana es, junto con la osteocalcina y la osteonectina, la principal proteina no
colagenosa de la matriz extracelular 6sea.

Se contempla ademas tener la rBSP osteoactiva unida al armazon o a la cadena principal polimérica a través de un
enlazador y marcadores enlazadores. La BSP humana no contiene, sin embargo, restos de cisteina. La BSP
humana posee un alto grado de carga negativa (pi = 4,0), por lo que se emple6 primero una HPLC de intercambio de
aniones fuertes para aislar el complejo de BSP. El grupo basico del plastificante puede, por tanto, ejercer un efecto
de union similar.

Si bien los inventores no desean estar limitados por teoria alguna, se observa que la rBSP humana acida de la
composicion de la invencion tiene efectos tanto osteoinductores como biomineralizantes, y potencia la adhesion y
migracion quimiotactica de los osteoblastos y los osteoclastos hacia el material de injerto 6seo. Los presentes
hallazgos respaldan que un clatrato o sal compleja de rBSP humana y el plastificante basico tienen actividad
sinérgica, en concreto, con respecto a la curacion de tejidos blandos y heridas, cuando se compone de un polimero
o copolimero biodegradable y, opcionalmente, con un soporte o excipiente. Si bien cada componente tiene actividad
bioldgica, la combinacidon proporciona efectos angiogénicos y osteoinductores sinérgicamente utiles. La forma
galénica proporcionada se basa en una mezcla de un polimero biodegradable y granulos de un soporte mineral que
se puede administrar facilmente en el sitio de la operacion en el que se necesitan las actividades angiogénicas y
osteogénicas en un entorno concertado definido. Hay una gran evidencia de que la rBSP humana no solo ayuda en
la curacion de las heridas y la osteogénesis. También inhibe la inflamacién y la implantitis en el curso de la cirugia
dental. El armazén de TCP del material biocompuesto de la invencion finalmente proporciona una barrera mecanica
temporal contra la union fibrosa y la increscencia endotelial, de manera que el material biocompuesto y la rBSP
humana puedan desarrollar completamente sus efectos osteoinductores y potenciar la regeneracion ésea. El
polimero biodegradable se requiere en este sentido para embeber la rBSP humana y su liberacién lenta en forma
activa.

In vivo, la expresion de BSP coincide con la mineralizacion ésea inicial, y se demostré que la BSP es osteoinductora
cuando se aplica como un recubrimiento en implantes femorales (OToole G. C. et al., 2004, J Orth Res 22:641-
646).También se ha informado de efectos similares para las proteinas osteogénicas OP-1, BMP-7, otras diversas
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proteinas de la matriz ésea no colagenosas, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento
transformante-p (TGF-B), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento de insulina
(IGF) y miembros de la familia de los anteriores. Sin embargo, la actividad 6sea de estas moléculas bioactivas es
meramente especulativa, porque su actividad de osteointegracion no puede medirse, in vitro ni in vivo.

El material biocompuesto de la invencion, sin embargo, se puede colocar directamente y endurecerse en el lugar de
la extraccion, o donde se necesita la regeneracién 6sea y la curacion de los tejidos blandos. En casos de
extracciones menores, el material biocompuesto semiendurecido se puede cortar al nivel de la gingiva circundante
de modo que se obtenga una superficie lisa con un espacio minimo entre el tejido blando y el material de injerto
0seo; véanse las Figuras 4A-C. El material de injerto 6seo luego sana en uno o dos dias (véase la Figura 4D),
mientras que el tejido blando se adhiere al material de injerto 6seo. Por consiguiente, el colgajo de dentro de la
gingiva puede ser de menor tamafo, y toda la cirugia menos pesada para el paciente. En casos de implantes
dentales mas pequefios, ya no es necesario suturar la encia sobre el sitio de la implantacion; véase la figura 4C.

Junto con la adhesion de los osteoclastos y los osteoblastos a la matriz 6sea, la BSP participa ademés en la
adhesion, la difusién y la orientacion de las células endoteliales, asi como en formacion de vasos sanguineos
(Bellahcéne et al., 2000, Circ., Res. 86(8), 885-91). Sin embargo, no se desea la unidn fibrosa ni la increscencia
endotelial en el sitio del implante en el que se necesita hueso adicional para el soporte fisico del implante enosal.
Esto se logra de acuerdo con la invencién teniendo granulos de TCP beta en el material biocompuesto. No obstante,
la rBSP humana suprime las reacciones de inflamacién y modula la liberacién de las proteinas implicadas, en
concreto, de interleucinas IL-6, IL-8, RANKL, osteoprotegerina (OPG), etc.

La invencion proporciona un nuevo injerto 6seo y material compuesto que potencia la diferenciacion de las células
madre mesenquimales a osteoblastos, induce la migracién de los osteoblastos al sitio en el que se requiere la
regeneracion osea, asi como la proliferacion de los osteoblastos vy, finalmente, proporciona un nucleo para la
mineralizacion ésea. Se han investigado numerosas proteinas por sus propiedades osteogénicas y, en concreto, el
colageno, la fibronectina, la vitronectina, asi como mezclas de proteinas de matriz extracelular naturales (Sodek et
al., J, 2000, Peridontol., 24:99-126; Meyer U et al., 1998, J Mater Sci -Mater Med 9:301-307; Lacouture M. E. et al,,
2002, J Bone Miner. Res 17:481-492; Salih E. et al., 2002, Biochem J. 364:465-474). En comparacion con el
colageno de tipo I, la fibronectina y la vitronectina en el mantenimiento de la adhesién de los osteoblastos
mecanicamente filtrados, se reveld que el factor principal que controlaba la resistencia a la tension era el numero de
uniones de integrina-matriz extracelular cuando el nimero de moléculas disponible para la unién era limitado
(Lacouture M. E. et al., 2002 J Bone Miner Res 17,481-49220). Por lo tanto, se contempla tener también aquellas
proteinas incorporadas en el material biocompuesto de la invencion.

En la técnica anterior, no se disponia de medios para obtener mejoras fisiolégicas en el proceso de curacion inicial
(Lekic P et al., 1996, Anat Rec 244:50-58). Esto se debe a que cualquier area superficial grande de materiales de
injerto biomiméticos conduce al retardo de la proliferacién celular. Ademas, no habia métodos ni composiciones
disponibles para una administracién de la BSP, de modo que pudiera ejercer sus funciones biolégicas in vivo y no
fuera desactivada por el factor H del complemento o la mineralizacién, mientras que la deposicion de BSP
representa in vivo la primera etapa para la formacion 6sea (Riminucci M et al.,, 2003, Braz J Med Biol Res 36:1027-
1036). Ademas, se descubriéd que la BSP es osteoinductora en la reparacion ésea y para lograr la curaciéon en
defectos criticos (Wang M. L. et al., 2002, J Orth Res 20:1175-1184; Wang J et al., 2004 J Bone Miner. Res. 19: 221
Sumario). Por lo tanto, se han realizado esfuerzos para inducir la expresion de la BSP mediante agentes inductores
(Chou et al., 2005, Biomaterials 26:285-29529.

Se puede especular que la BSP sufre algun tipo de maduracién extracelular que reduce su poder de diferenciacion y
proliferaciéon en las células madre mesenquimales y en los osteoblastos. Algunos grupos de investigacion incluso
tienen la hipétesis de que la BSP protege los trofoblastos y las células tumorales productoras de BSP del ataque del
sistema inmune, ya que se une con alta afinidad al factor H del sistema del complemento, que se sabe que restringe
el camino alternativo de la lisis del complemento (Fedarko et al., J. Biol. Chem., 200, 275, 16666-16672; documento
WO 00/062065). Sin embargo, esta demostrado que la BSP se une especificamente in vivo a los receptores de la
integrina a través de su secuencia de reconocimiento arginina-glicina-aspartato, RGD. Debido a la unién de la
secuencia de reconocimiento RGD a los receptores de la integrina alfa(v)beta(3) y a la observacion de que la
adhesién, diseminacion y orientacion de las células endoteliales estad mediada por la BSP, la BSP ocupa un papel
central en los eventos de la formacion de la matriz 6sea y la curacion de heridas. Ademas, la formacion de vasos
sanguineos alrededor de un tumor se produce en paralelo a la expresion de BSP en las células tumorales
(Bellahcéne et al., 2000, Circ. Res. 86(8):885ff). Sin embargo, la BSP “libre" es unida por el factor H del
complemento con alta afinidad, de modo que cualquier BSP administrada por las composiciones de la técnica
anterior no podria ejercer sus funciones fisiolégicas. La molécula grande del factor H de 150 kDa se une a la BSP de
menor tamafo (de aproximadamente 65 kDa) hasta el punto de que los anticuerpos o receptores no se pueden unir.
Ademas, el factor H esta presente en exceso en el suero (0,5 mg de factor H/ml en comparacién con la BSP con <
20 ng/ml de suero en el caso de las personas sanas).

Los presentes datos indican, sin embargo, que basta con concentraciones bajas de rBSP humana infraglicosilada
para inducir la diferenciacion de las células madre mesenquimales y la union inicial de los osteoblastos. Esto se
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consigue teniendo la rBSP humana infraglicosilada integrada en un polimero biodegradable, de modo que la
diferenciacion y la sedimentaciéon de las células dseas ya no sean retardadas por una gran superficie o material
foraneo. Sin embargo, la rBSP humana infraglicosilada de la invencion todavia es muy acida, y reacciona y precipita
con los grupos hidroxi y el fosfato calcico Al disolver el recubrimiento de rBSP humana infraglicosilada en un
disolvente basico y un plastificante para el polimero bioabsorbible, parece que la proteina BSP se mantiene en un
estado en el que puede ejercer sus funciones bioldgica durante mas tiempo. La rBSP humana infraglicosilada se
incorpora lo mas preferentemente en un armazén hecho de granulos de TCP beta cuyos poros tienen
preferentemente un tamafio de diametro de 10 a 1000 ym, mas preferentemente, de 20 a 500 pym, lo mas
preferentemente de 50 a 200 um. En otras palabras, se puede lograr una osteointegracion mineralizada u dsea del
injerto 6seo cuando los osteoblastos se unen y crecen, de hecho, en los poros del material de injerto. Asi pues, los
poros deben tener preferentemente un tamafio de diametro de 10 a 1.000 ym, mas preferentemente, de 20 a 500
um, lo mas preferentemente, de 50 a 200 uym. La rBSP humana infraglicosilada esta comprendida en la composicion
de la invencion preferentemente a una concentracion de 1 a 100 pg/ml, preferentemente de 10 a 50 ug/ml.

Los ejemplos y las realizaciones de la invencidon que se describen a continuacién en el presente documento no se
interpretaran como limitantes ni restrictivos de otra manera, sino que son de naturaleza unicamente ilustrativa. El
alcance de la invencioén se ha definido en las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplos

Todos los procedimientos usados en los presentes experimentos fueron aprobados por el Comité de Etica. Se
siguieron las reglas de la Declaracion de Helsinki 1964 (publicacion del NIH n.° 86-23, revisada en 1985).

Ejemplo 1 - Preparacién de una mezcla angiogénica con rBSP humana osteoinductora

La RBSP humana infraglicosilada se aisl6 de acuerdo con el método descrito por Wuttke et al. (Wuttke et al., 2001,
“Structural characterization of human recombinant and bone-derived bone sialoprotein”. J Biol Chem 276:36839-
36848). En resumen, se amplificd el ADNc completo para la BSP humana (sin péptido sefial) por medio de PCR y se
clonod en el vector de expresion eucariota episomal pCEP-Pu (Kohfeldt E. et al.,, “Properties of the extracellular
calcium binding module of the proteoglycan testican”, en FEBS Lets. 1997, 414(3) 557-61). Las construcciones de
expresion se introdujeron por medio de transfeccion estable mediada por liposomas en la estirpe celular de rifidn
embrionario EBNA-293 o células humanas de cancer de mama MCF-7. Las células transitorias se cultivaron 48
horas después de la transfeccidon durante dos dias en medio libre de suero, de modo que las proteinas del FCS no
pudieran reaccionar con la rBSP expresada ni interferir en la purificacion de la BSP recombinante. Las células que
expresaban BSP se cultivaron luego en condiciones sin suero. La expresién de BSP humana recombinante se
control6 a través de SDS-PAGE e inmunotransferencias.

Se purificaron 2,5 litros de sobrenadante de cultivo libre de suero de células transfectadas mediante una columna
Sepharose™, y el rendimiento del mismo fue de 250 pg de His-myc-EK-BSP recombinante homogénea (rBSP
humana). La rBSP humana estaba parcialmente glicosilada y no tenia glicosilacion en la treonina 125. La secuencia
de aminoacidos de rBSP humana contiene cuatro sitios de N-glicosilacion en las posiciones 88 (NTT), 161 (NCT),
166 (NST) y 174 (NGS). Todas las estructuras de N-glicano identificadas se pueden encontrar en la BSP EBNA-293
recombinante. Sin embargo, hubo diferencias en la proporciéon porcentual de las estructuras respectivas de los N-
glicanos totales. La proporcién principal de los N-glicanos de BSP del hueso fue de estructuras triantenarias (58 %)
y, en la estirpe celular EBNA, de estructuras tetraantenarias (48 %). Mediante espectrometria de masas MALDA-
TOF, se determinaron las masas de los péptidos, y se secuencié una parte de los péptidos mediante espectrometria
de masas PSD-MALDI-TOF. De éstos, las treoninas de la secuencia de rBSP humana DATPGTG estan O-
glicosiladas. Con la BSP aislada de huesos humanos se efectu6 una tercera O-glicosilacion. Con la BSP
recombinante, no esta presente un tercer sitio de glicosilacion. Probablemente, este sitio de glicosilacion se
encuentra en la estructura de la parte TGLAA-BSP.

Después, se liofilizaron 250 ug de rBSP humana aislada de células cultivadas en condiciones libres de suero, y se
disolvieron en 5 ml de N-metilpirrolidona, obteniéndose una soluciéon basica que comprendia rBSP humana (50
ug/ml) que tenia actividad angiogénica y osteoinductora.

Ejemplo 2 - Preparaciéon de un injerto 6seo moldeable y un material biocompuesto con propiedades
osteoconductoras

Como injerto 6seo y material osteoconductor, se usé un material “portaespacios” Easy Graft™ comercial de DS
DENTAL Degradable Solutions AG (Schlieren-Ziirich, Wagistrasse, Suiza). El material biocompuesto comprendia
granulos de fosfato tricalcico puro (TCP) en la fase de cristal beta. EI material de TCP se habia compactado en
granulos y, en el presente ejemplo, se uso la fraccion en la que los granulos tenian diametros de 500 um a 630 pm,
una microporosidad superior al 50 por ciento, asi como un tamafio medio de poro de aproximadamente 5 ym. Para
facilitar la colocacion, los granulos del material portaespacios comercial Easy Graft™ se recubren ademas con una
capa de 10 uym de polimero de PLGA biodegradable, para poder hacer moldeable el material granulado duro para su
colocacion mediante la adicion de una cantidad definida de plastificante.
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Ejemplo 3 - Preparacibn de un material biocompuesto y portaespacios que tiene propiedades
osteoinductoras, osteoconductoras y angiogénicas

El material biocompuesto de la invencion se preparé mediante la inmersién e impregnacion de granulos recubiertos
con PLGA de TCP beta (material “portaespacios” Easy Graft™ de DS DENTAL Degradable Solutions AG, Schlieren-
Zurich, Wagistrasse, Suiza) con una solucion plastificante organica basica que comprendia N-metil-2-pirrolidona
(NMP) y 50 pg/ml de rBSP humana durante un periodo de 5 segundos a 1 minuto con agitaciéon suave para que el
material de TCP granular endurecido se volviera fluido y se obtuvieran clatratos liquidos de una sal compleja de
rBSP-NMP humana multidetentada embebida dentro del recubrimiento de PLGA biodegradable. Como el PLGA
biodegradable se encuentra en la superficie del material de TCP compactado, dentro de los canales y poros de TCP
y mas dentro de los intersticios y de las hendiduras intergranulares, los clatratos de la sal compleja de NMP y rBSP
humana también se encerraron en el material de TCP beta granular. Por consiguiente, se obtuvo un material
biocompuesto formado por granulos de fosfato tricalcico (TCP) puro en la fase de cristal beta, un polimero de PLGA
biodegradable y clatratos encerrados de NMP y rBSP humana biolégicamente activa. EI material biocompuesto fue
moldeable durante la colocacion y se endurecio in situ tras la colocacién por difusiéon del exceso de NMP en agua y
sangre en 2 minutos. Los componentes del material biocompuesto se mezclaron preferentemente en una proporcion
en la que se esperaba que el material biocompuesto endurecido resultante comprendiera aproximadamente 20 ug
de rBSP humana por mililitro de material de TCP beta/PLGA (portaespacios Easy Graft™) después del
endurecimiento.

La mezcla con el material de TCP granular se realizd bien extracorporalmente mediante un dispositivo de jeringa o
una ampolla (véanse las Fig. 2A, B) o, como alternativa, in situ una vez colocada una parte del material de TCP en el
moldeo in situ (Fig. 2C).

Ejemplo 4 - Cirugia

Las Figuras 4A-K describen la aplicacion del material biocompuesto en odontologia quirirgica y para la formacion
Osea. Clinicamente, los tiempos de curacion y, en particular, la curacion de los tejidos blandos resultaron ser un 50
% mas rapidos y completos, lo que va en linea con una inhibicién activa de la implantitis y con la activacion de la
curacion de tejidos y heridas. Los tiempos de reaccion en la curacion de heridas se reducen a la mitad (50 %), y la
generacién de material 6seo se duplicd, en comparacion con el material Easy Graft™ normal con NMP como
plastificante para el moldeo. La medicidon de la densidad 6sea se esta realizando para cuantificar la curacion del
tejido blando y duro acelerada por BSP/NMP. Las biopsias de los implantes (materiales biocompuestos) tomadas
poco después de la implantacién sugiere que el material 6seo recién formado inducido por la BSP es
histolégicamente indistinguible de los tejidos 6seos naturales, lo que confirma la rapida introduccién observada de
los osteoblastos y procesos de mineralizacién 6sea naturales en linea con la regeneracion acelerada observada y la
curacion natural de lesiones.

La figura 4A es una radiografia que muestra la situacion dental y 6sea de una paciente (mujer, 73 afios) antes de la
odontologia quirurgica. La Fig. 4B muestra la colocacién de un injerto 6seo moldeable (Easy Graft™) impregnado y
que comprende una mezcla preformada de rBSP/NMB humana (50 pg de rBSP/NMP humana por ml de TCP/PLGA
granular). Se retiré el exceso de injerto granular (se cortd) antes del endurecimiento final, y el colgajo gingival se
presiond manualmente y se cerrd sin sutura. Las Figuras 4C y 4D muestran la situacion clinica 1 dia y 3 semanas
después de la operacion. Cabe sefalar la curacion inicial acelerada de la herida, y curacién en poco tiempo y de
forma completa de los tejidos blandos en pacientes de edad avanzada. La Figura 4E y F son una radiografia y una
TC a los 2,5 meses de la implantacién que muestran el hueso recién formado en la regién crestal de 1113 HU. Cabe
sefalar el nivel interproximal del hueso recién formado. La Figura 4G muestra cémo se colocarian los implantes
dentales (tornillos). Las Figuras 4H a N muestran ejemplos de las etapas de la siguiente odontologia, en concreto,
de la colocacion del dispositivo de posicionamiento (4H), la colocacién de puntos de sangrado (41), la compactacion
piezoeléctrica lateral del hueso en el sitio del implante (4K), los implantes después del posicionamiento (4L). Cabe
sefialar la anchura (3 mm) y la distancia interproximal para la preservacion de las papilas (> 3 mm). El provisorio
(4M) y la solucién dental final (4N).

En particular, las Figuras 4C a 4F confirman la curacién acelerada del tejido y de las heridas cuando el material de
injerto de TCP granular se ha tratado con rBSP humana. Ademas, la Figura 4E confirma que la curaciéon rapida de
los tejidos blandos no obstaculiza ni interfiere en las propiedades osteoinductoras y osteogénicas del material de
injerto 6seo, y que la rBSP humana puede desempefiar y desarrollar plenamente sus actividades osteoinductoras
cuando esta embebida en un polimero biodegradable.

Ejemplo 5 - Examen histolégico de materiales biocompuestos colocados después

Se colocaron los materiales biocompuestos de la invencion tras la extraccion dental y se tomaron muestras 6seas 12
semanas después de la cirugia (longitudes - D68: 1,2 cm; D78: 0,5 cm; D59: 0,6 cm). Se deshidrataron nucleos de
trépano, se embebieron en un material de resina polimerizable y bloques endurecidos que contenian las muestras
de tejido cortadas en secciones de tejido de 2 a 3 micrémetros. Las secciones de tejido que se montan en un
portaobjetos de vidrio para la tincion general con colorante tricromico de Masson (Masson-Goldener), azul de
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toluidina y hematoxilina se combinaron con eosina.

En la tincion con tricrdmico de Masson: los nucleos son negros; el citoplasma es rojo/rosa; los GR son rojos; las
fibras de colageno y cartilago son azules/verdes; las fibras musculares son rojas.

En la tincién general con H y E (hematoxilina junto con eosina), los nucleos, los acidos nucleicos y el reticulo
endoplasmatico son de color azul; el citoplasma es rosa; los GR son naranjas/rojos; las fibras elasticas, las fibras
reticulares y las fibras de colageno son rosas.

En la tincion general con azul de toluidina, los nucleos y los acidos nucleicos, el citoplasma, los GR y las fibras de
colageno son de color azul, y los granulos de mastocitos son morados debido al menor pH.

En referencia a la Fig. 5, la vista general de la seccion DS64 (Dinnschnitt n.° 64) de la muestra (tincion de Masson-
Goldner) muestra, bajo un aumento de 10 veces, la increscencia vital del tejido 6seo mientras que algun material
granular foraneo (granulos de TCP beta) es visible. En las vistas, prevalece la neogénesis 6sea de DS64/01-03 y la
proporcion del material fordneo es menor. A mayor aumento, la vista DS64/04 muestra las primeras etapas de
formacion de hueso laminar (solo tras 12 semanas) y una aparicion precoz de la formacion de hueso laminar. Por lo
general, el hueso laminar solo se puede detectar en ese tipo de muestras tras nueve meses mas o menos. Las
vistas DS64/05-07 muestran zonas aisladas de material foraneo, pero hay claros signos de neogénesis 6sea vital en
algunos lugares. Las vistas microscopicas DS64/08-10 se basan en la tinciéon con H y E a diferentes aumentos. Las
vistas microscopicas muestran las primeras etapas del hueso laminar recién formado y, a mayores aumentos,
cadenas de osteoblastos en la parte periférica. Las vistas D64/11-13 se han tefido con toluidina. Se puede encontrar
una regeneracion satisfactoria y material 6seo recién formado dentro del nucleo de trépano.

En referencia a la Fig. 6, la vision de conjunto de la muestra DS78 ensefia una menor neogénesis 6sea dentro del
nucleo de trépano. A mayores aumentos, hay indicios de hueso tejido; véanse las vistas microscépicas DS78/11-13.
Por lo tanto, la maduracién del hueso tejido en hueso laminar va a tener lugar.

En referencia a la Fig. 7, y con respecto a la muestra DS59, la visién de conjunto (DS59-9) del extremo izquierdo del
nucleo de trépano muestra la reconstruccion 6sea de largo alcance y la neogénesis 6sea vital con solo algunos
rastros de material foraneo. La vision de conjunto (DS59-06) del extremo derecho del nucleo de trépano también
muestra una neogénesis 6sea vital y la reconstruccion 6sea. El material 6seo recién formado es de tipo laminar,
como se puede ver en la vista microscopica DS59/07. Esto significa una neogénesis muy activa. La vista DS59/09
muestra islotes de vasculogénesis y anginogénesis, por ejemplo, fibroblastos, osteoblastos, y también la formacion
de tejido conjuntivo y todos los signos de reconstruccion 6sea y de neogénesis 6sea.

En resumen, las muestras 64 y 59 muestran una temprana aparicion y neogénesis 6sea prepotente. La muestra 78
muestra una menor formaciéon de hueso. En todos los casos, la histologia revelé una formaciéon potente de nuevo
hueso tejido y laminar con solo rastros minimos de material foraneo residual. Por lo tanto, el nuevo material
biocompuesto de la invencion parece haber experimentado una remodelacién acelerada, y una reconstruccion y
formacion de hueso inducidas.

Ejemplo 6 - Actividad in vitro de rBSP humana en osteoclastos

La activacion y diferenciacion de los osteoclastos depende de la expresién de RANKL de los osteoblastos, asi como
de la expresion de OPG (osteoprotegerina). La OPG parece contrarrestar la actividad de RANKL e inhibir la
diferenciacion de los osteoclastos. Cuando se incubaron osteoblastos humanos primarios in vitro con rBSP humana
y se determiné la expresion de OPG y RANKL en el sobrenadante mediante ELISA y PCR en tiempo real, se
descubrié que la rBSP humana, en general, suprimié la expresion de RANKL de los osteoblastos y estimuld la
liberacion de OPG. Una mayor tasa de RANKL/OPG representa la activacion de los osteoclastos, lo que puede
explicar las propiedades osteoinductoras del material biocompuesto de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un material de injerto 6éseo para el tratamiento de defectos 6seos y la neogénesis 6sea, que es un material
compuesto de un polimero biodegradable y granulos de fosfato tricalcico beta, obtenido mediante las etapas de:

proporcionar una mezcla osteoinductora, que es una dispersion o solucion a base de un compuesto organico que
tiene al menos un grupo no reactivo basico que contiene nitrdgeno, que tiene un valor de pKa de 2 a 14,
compuesto organico que es tanto un agente dispersante como un plastificante del polimero o copolimero
biodegradable y que puede formar una sal con una proteina que tiene una pKl de 4,0, y de una cantidad
fisiolégicamente eficaz de BSP humana recombinante activa obtenida en condiciones no desnaturalizantes,
donde la BSP humana recombinante esta presente en dicha mezcla osteoinductora en forma de sal o complejo
que tiene afinidad reducida por el calcio, la hidroxiapatita y el factor H del complemento en comparacién con la
BSP humana normal presente en suero humano, y, opcionalmente, un excipiente o vehiculo farmacéuticamente
aceptable;

proporcionar una mezcla osteoconductora a base de granulos de difosfato tricalcico (Cas(POa),) en forma de
cristal beta, granulos que estan recubiertos con una polimero o copolimero biodegradable y, opcionalmente, un
excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable, mezcla osteoconductora que es moldeable y conformable, y
que se endurece rapidamente in situ cuando se coloca mediante cirugia u odontologia protésica; y

combinar dichas mezclas osteoinductora y osteoconductora para obtenerse un material de injerto dseo que
fomente la reparacion ésea y la curacion de tejidos dafiados y enfermos, y de lesiones.

2. El material de injerto 6seo de la reivindicacion 1, en el que la BSP humana osteoinductora es BSP humana
infraglicosilada expresada y obtenida a partir de células eucariotas cultivadas en condiciones exentas de suero.

3. Un material de injerto éseo para el tratamiento de defectos 6seos y la neogénesis 6sea, que es un material
compuesto de un polimero biodegradable y granulos de fosfato tricalcico beta, obtenido mediante las etapas de
proporcionar una mezcla osteoinductora, que es una dispersion o soluciéon a base de un compuesto organico que
tiene al menos un grupo no reactivo basico que contiene nitrégeno, que tiene un valor de pKa de 2 a 14, compuesto
organico que es tanto un agente dispersante como un plastificante del polimero o copolimero biodegradable y que
puede formar una sal con una proteina que tiene una pKl de 4,0, y de una cantidad fisiolégicamente eficaz de BSP
humana obtenida del calostro o de la leche materna en condiciones no desnaturalizantes, donde la BSP humana
esta presente en dicha mezcla osteoinductora en forma de sal o complejo que tiene afinidad reducida por el calcio, la
hidroxiapatita y el factor H del complemento en comparaciéon con la BSP normal presente en suero humano, v,
opcionalmente, un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable; proporcionar una mezcla osteoconductora a
base de granulos de difosfato tricalcico (Caz(PQa4)2) en forma de cristal beta, granulos que estan recubiertos con un
polimero o copolimero biodegradable y, opcionalmente, un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable,
mezcla osteoconductora que es moldeable y conformable, y que se endurece rapidamente in situ cuando se coloca
mediante cirugia u odontologia protésica; y combinar dichas mezclas osteoinductora y osteoconductora para
obtenerse un material de injerto 6seo que fomente la reparacion 6sea y la curacion de tejidos dafiados y enfermos, y
de lesiones.

4. El material de injerto 6seo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el compuesto organico se
selecciona del grupo que consiste en N-isopropilpirrolidona, N-metilpirimidina, N-etilpirimidina, N-metilpirrolidona (1-
metil-2-pirrolidona), N-etilpirrolidona, N-propilpirrolidona, N,N-dietil-1,4-butanodiamina, 1-(2-aminoetil)-piperazina, 2-
(1-pirrolidil)etilamina, 4-amino-2-metoxi-pirimidina, 2-dimetilaminoetanol, 1-(2-hidroxietil)-piperazina, 4-(2-hidroxietil-
morfolina, 2-mercaptopirimidina, 2-mercaptobencimidazol, N,N-dimetil-1,3-propanodiamina, 4-(2-aminoetil)-piridina,
2-amino-6-metoxibenzotiazol, 4-(aminoetil)piridina, N,N-dialiimelamina, 3-amino-1,2,4-triazol, 1-(3-aminopropil)-
imidazol, 4-(2-hidroxietil)-piridina, 1-(2-hidroxietil-imidazol, 3-mercapto-1,2,4-triazol.

5. El material de injerto 6seo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dichos polimeros o copolimeros
biodegradables se seleccionan de grupo que consiste en poliglicélido, poli(L-lactido-co-glicélido), poli(D,L-lactido-co-
glicolido), poli(L-lactido), poli(D,L-lactido), poli(L-lactido-co-D,L-lactido), policaprolactona, poli(L-lactido-co-
caprolactona), poli(D,L-lactido-co-caprolactona), politrimetilencarbonatos, poli(L-lactido-co-trimetilencarbonato),
poli(D,L-lactido-co-trimetilencarbonato), polidioxanonas, polimeros de &acido polilactico, polimeros de acido
poliglicdlico, copolimeros de &cido polilactico y &acido poliglicdlico, polihidroxibutiratos, polidioxanonas de
polihidroxivaleratos, poliortoésteres, policarbonatos, politirosincarbonatos, polialquilenoxalatos de polioxicarbonatos,
succinatos de polialquileno, poli(acido malico), poli(anhidrido maleico), polipéptidos, polidepsipéptidos, poli(alcohol
vinilico), poliesteramidas, poliamidas, polianhidridos, poliuretanos, polifosfacenos, policianoacrilatos, polifumaratos,
poli(aminoacidos), polisacaridos modificados, proteinas modificadas y sus copolimeros, terpolimeros o
combinaciones o mezclas, o mezclas de polimeros de los mismos.

6. El material de injerto 6seo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicha mezcla osteoconductora
comprende granulos recubiertos de fosfato tricalcico (Caz(POa4)2) que tiene diametros de 300 a 800 ym para su uso
en odontologia protésica.

7. El material de injerto 6seo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho material compuesto
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comprende mas del 50 por ciento en volumen de granulos de fosfato tricalcico beta, entre el 10 y 40 por ciento en
volumen de una base polimérica que incluye uno o mas polimeros y copolimeros biodegradables, del 0,5 al 10 por
ciento en volumen de una primera mezcla osteoinductora que aumenta la plasticidad y la trabajabilidad del material
biocompuesto, y como disolvente o agente de dispersién de la BSP.

8. El material de injerto 6seo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho material compuesto
comprende BSP humana en una cantidad de 10 a 200 ng/ml (p/v) de material compuesto.

9. El material de injerto 6seo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicha mezcla osteoconductora
comprende BSP humana en una cantidad de 10 a 200 ug/ml (p/v) antes del endurecimiento.

10. El material de injerto 6éseo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho polimero biodegradable es
un copolimero de acido polilactico y acido poliglicélico, cuya composicion es del 50 al 80 por ciento de acido lactico y
del 20 al 50 por ciento de acido glicélico, y un copolimero de PLA:PGA que tiene un intervalo de peso molecular
medio en peso de entre 25.000 y 1.000.000.

11. El material de injerto 6seo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que tiene un médulo de Young de entre
1 GPay 10 Gpa tras el endurecimiento.

12. Un método de fabricaciéon de un material de injerto 6seo que tiene propiedades osteoinductoras y
osteoconductoras que comprende las etapas de:

proporcionar una mezcla osteoinductora, que es una dispersion o solucion a base de un compuesto organico que
tiene al menos un grupo no reactivo basico que contiene nitrdgeno, que tiene un valor de pKa de 2 a 14,
compuesto organico que es tanto un agente dispersante como un plastificante del polimero o copolimero
biodegradable y que puede formar una sal con una proteina que tiene una pKl de 4,0, y de una cantidad
fisiolégicamente eficaz de BSP humana recombinante activa; proporcionar una mezcla osteoconductora a base
de granulos de difosfato tricalcico (Caz(POs)2) en forma de cristal beta, granulos que estan recubiertos con un
polimero o copolimero biodegradable; y combinar dichas mezclas osteoinductora y osteoconductora para
obtenerse un material compuesto que, inicialmente, es moldeable y conformable, y que se endurece in situ
cuando se coloca por cirugia u odontologia protésica.
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Fig 5 (Continuacion)
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Fig 5 (Continuacion)
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Fig 6 (Continuacion)
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Fig. 7 (Continuacién)
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