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DESCRIPCION
Composicion de injerto 6seo y procedimiento de preparacion de la misma
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una composicién de injerto 6seo y a un procedimiento de preparacion de la
misma, y, mas en particular, a una composicion de injerto 6seo que tiene excelentes propiedades fisicas, que
comprende un hidrogel que comprende una combinacion de cantidades especificas de poloxamero (copolimero de
bloque de PEO-PPO-PEQ) y HPMC (hidroxipropilmetilcelulosa), y particulas de compuesto de fosfato calcico, y a un
procedimiento de preparacion de la misma.

Técnica Anterior

Los biomateriales de injerto 6seo desarrollados en una etapa inicial tienen la caracteristica de que son inertes in
vivo, pero el uso de los mismos ha estado significativamente limitado debido a las infecciones y reacciones
inflamatorias, que se producen en el tejido circundante después de su implantacion. Desde entonces, con el rapido
desarrollo de las tecnologias de biomateriales basadas en materiales ceramicos y poliméricos, se han disefiado y
desarrollado materiales que son biocompatibles en lugar de bioinertes, dando lugar al desarrollo de andamios
bioactivos para la regeneracion de tejidos 6seos, que varian dependiendo del sitio y propodsito de uso. Se requiere
que dichos andamios bioactivos para la regeneracion de tejidos 6seos tengan diferentes propiedades fisicas
dependiendo de la localizacion de la disposicion del injerto, no sean toxicos para el tejido circundante y tengan
propiedades mecanicas relativamente altas en comparacidon con otros organos artificiales. Dichos andamios
bioactivos para la regeneracion de tejidos 6seos se han comercializado y desarrollado como diversos biomateriales
dependiendo de las propiedades de las materias primas y del uso pretendido de los mismos.

Todos los materiales que se han de injertar en el cuerpo humano, en particular, los materiales poliméricos para la
regeneracion de tejidos 6seos, deben tener buena procesabilidad y moldeabilidad o tener buenas propiedades de
polimerizaciéon in situ para ser adecuados para las heridas. Se requiere que estos materiales proporcionen un
entorno adecuado para la adhesion, el crecimiento y la diferenciacion de las células, y también se requiere que los
productos de degradacion también sean biocompatibles. En particular, si la resistencia a la compresion y el limite de
elasticidad de un material de injerto 6seo son demasiado bajos, sera dificil mantener las capacidades del material de
injerto 6seo para fijar su localizacion y mantener su forma externa en la etapa de disposicion del implante o cierre
después de la inyeccion o relleno denso del material de injerto 6seo. Ademas, si la adhesividad de un material de
injerto 6seo es demasiado alta, se adherira con facilidad a una herramienta quirargica durante la cirugia y, por tanto,
sera dificil rellenar con facilidad las lesiones 6seas, lo que da como resultado una disminucion de la manejabilidad.
El documento US 2006/110357 divulga formulaciones de masilla 6sea que comprenden fosfato tricalcico y
poloxamero 407. Se puede afnadir hidroxipropilmetilcelulosa para incrementar la viscosidad de la composicién. La
cantidad de poloxamero en el portador varia de un 35 a un 40 % en peso.

En consecuencia, existe la necesidad de desarrollar una composicion de injerto 6seo que tenga biocompatibilidad y
propiedades fisicas adecuadas para su injerto en lesiones 6seas y que tenga la propiedad de mantener la
formulacién durante un periodo especifico después de su implantacion.

Divulgacion de la invencion
Problema técnico

Con estos antecedentes, los autores de la presente invencion han preparado una composicion de injerto 6seo
usando un hidrogel que comprende una combinacion de cantidades especificas de poloxamero y HPMC, y particulas
de compuesto de fosfato calcico, y han descubierto que la composicién tiene propiedades fisicas adecuadas para su
uso como material de injerto 6seo, completando de este modo la presente invencion.

Solucién al problema

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar una composicion de injerto éseo que tenga excelentes
propiedades fisicas.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar un procedimiento para preparar una composicion de injerto
6seo que tenga excelentes propiedades fisicas.

Efectos ventajosos de la invencion

De acuerdo con la presente invencion, se puede proporcionar una composicion de injerto 6seo que sea mejor en
términos de resistencia a la compresion, limite de elasticidad y adhesividad en comparacion con un hidrogel de
poloxamero solo o un hidrogel que comprenda poloxamero y HPMC en cantidades fuera de los intervalos
especificados en la presente invencion mediante el uso de un hidrogel que comprenda una combinacién de
cantidades especificas de poloxamero y HPMC.
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Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra los resultados de medir la resistencia a la compresion del hidrogel de poloxamero 407 a
diversas concentraciones.

La FIG. 2 muestra los resultados de medir un cambio de la viscosidad después de afiadir quitosano, HPMC
o alginato a poloxamero para seleccionar un componente auxiliar que pueda mejorar la dispersabilidad y
viscoelasticidad de un hidrogel que se usa en un material de injerto 6seo.

La FIG. 3 muestra los resultados de realizar una prueba de resistencia a la compresion después de
combinar HPMC con poloxamero en diversas proporciones de contenido para preparar hidrogeles.

La FIG. 4 muestra el cambio de las propiedades fisicas de una composicion de injerto 6seo como una
funcion del contenido de B-FTC en polvo. Especificamente, la FIG. 4a muestra el caso en el que el
contenido de B-FTC en polvo es de un 70 % en peso; la FIG. 4b muestra el caso en el que el contenido de
B-FTC en polvo es de un 60 % en peso; la FIG. 4c muestra el caso en el que el contenido de B-FTC en
polvo es de un 50 % en peso; la FIG. 4d muestra el caso en el que el contenido de B-FTC en polvo es de un
45 % en peso; la FIG. 4e muestra el caso en el que el contenido de B-FTC en polvo es de un 40 % en peso;
y la FIG. 4f muestra el caso en el que el contenido de B-FTC en polvo es de un 30 % en peso.

La FIG. 5 es un conjunto de vistas fotograficas que muestran el aspecto de las composiciones de injerto
6seo del ejemplo 1 y del ejemplo comparativo 1.

Las FIGS. 6 y 7 muestran los resultados de examinar las resistencias al agua de las composiciones de
injerto 6seo del ejemplo 1 y del ejemplo comparativo 1. La FIG. 7a muestra los resultados para la
composicion de injerto 6seo del ejemplo comparativo 1, y la FIG. 7b muestra los resultados para la
composicion de injerto 6seo del ejemplo 1.

Las FIGS. 8 y 9 muestran los resultados de examinar las propiedades fisicas de las composiciones de
injerto 6seo del ejemplo 1y del ejemplo comparativo 1.

La FIG. 10 es una vista fotografica que muestra que una composicion de injerto éseo del ejemplo 1 no se
adhiere a los guantes quirrgicos durante una operacion quirdrgica realizada usando la composicion de
injerto 6seo.

La FIG. 11 muestra los resultados de observar el nivel al que se mantiene la formulacién de cada una de las
composiciones de injerto 6seo del ejemplo 1 y del ejemplo comparativo 1 al introducirse después de su
implantacion en lesiones 6seas en animales.

Mejor modo de llevar a cabo la invenciéon

Para lograr los objetivos anteriores, la presente invencidon proporciona una composicién de injerto 6seo que
comprende:

A) un 30-55 % en peso de particulas de compuesto de fosfato calcico; y

B) un 45-70 % en peso de un hidrogel biodegradable que contiene, en base a 100 partes en peso del
hidrogel, 25-35 partes en peso de poloxamero y 0,5-2 partes en peso de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC).

La presente invencion se caracteriza por que se puede proporcionar una composicion de injerto 6seo que tenga
excelentes propiedades fisicas mezclando particulas de compuesto de fosfato calcico con un hidrogel que
comprende una combinacién de cantidades especificas de poloxamero y HPMC. Especificamente, se puede inyectar
una mezcla de hidrogel y particulas de compuesto de fosfato calcico y puede rellenar de forma densa lesiones 6seas
irregulares.

En otras palabras, es posible proporcionar una composicion de injerto 6seo que se pueda biodegradar con el paso
del tiempo después del injerto 6seo, debido a que comprende los polimeros biodegradables poloxamero y HPMC.
Ademas, la composicion de injerto dseo tiene resistencia a la compresion y limite de elasticidad altos, y, por tanto,
tiene una excelente capacidad de mantener su volumen en el intervalo de temperaturas corporales después del
injerto 6seo, debido a que comprende un hidrogel que comprende una combinacion de cantidades especificas de
poloxamero y HPMC. Ademas, la composicion de injerto 6seo comprende un hidrogel y particulas de compuesto de
fosfato calcico en una proporcion de mezcla adecuada, y, por tanto, puede tener una formulacién, tal como un
material de tipo masilla que resulte de la aglomeracion del hidrogel y las particulas de compuesto de fosfato calcico.
Al mismo tiempo, el material de injerto 6seo tiene baja adhesividad, de modo que no se adhiere a una herramienta
quirdrgica durante la cirugia, y, por tanto, no se adhiere a una herramienta quirdrgica cuando rellena lesiones éseas,
lo que sugiere que tiene una ventaja de excelente manejabilidad.

Como se usa en el presente documento, el término "composicion de injerto 6seo" se refiere a una composicion para
su uso como protesis para lesiones éseas que se injerta en las lesiones 6seas para rellenar las lesiones 6seas.
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Especificamente, el término "composicién de injerto 6seo" como se usa en el presente documento significa una
composicion de material de injerto 6seo aloplastico sintético en base a un compuesto de fosfato calcico.

La composicion de injerto 6seo de la presente invencion esta compuesta principalmente por particulas de compuesto
de fosfato calcico y un hidrogel.

Como el primer componente de la composicion de injerto dseo de la presente invencion, las particulas de compuesto
de fosfato calcico son similares al hueso natural y funcionan para inducir la osteoconduccion y el crecimiento 6seo.

Como se usa en el presente documento, el término "compuesto de fosfato calcico" se refiere a un compuesto que
comprende acido fosférico y calcio.

En la presente invencion, el compuesto de fosfato calcico puede ser fosfato tricalcico (FTC), fosfato monocalcico,
fosfato tetracalcico, fosfato dicalcico, hidroxiapatita o una combinaciéon de dos o mas de los mismos, pero no esta
limitado a los mismos.

Preferentemente, el fosfato tricalcico puede ser B-fosfato tricalcico (B-FTC; Caz(POa)2).
En un ejemplo de la presente invencion, se uso6 B-FTC debido a su excelente osteoconductividad.
En la presente invencion, el B-FTC puede estar preferentemente en forma de microesferas.

En la presente invencioén, el B-FTC se puede obtener secando por pulverizacion B-FTC en polvo, sinterizando el
polvo seco a una temperatura de 1050011250 °C, y clasificando el polvo sinterizado en el intervalo de 45 a 75 ym.
Mas especificamente, el B-FTC se puede obtener secando por pulverizacién B-FTC en polvo para formar una forma
esférica y sinterizando el B-FTC en polvo esférico a una temperatura de 1050011250 °C para incrementar la
porosidad del polvo. Para obtener una composicion de injerto 6seo mas uniforme, se puede clasificar el f-FTC en
polvo sinterizado en el intervalo de 45 a 75 um. La sinterizaciéon se puede realizar durante 1-3 horas. Lo mas
preferentemente, la sinterizacion se puede realizar durante 2 horas.

Las particulas de B-FTC resultantes obtenidas como se describe anteriormente pueden ser particulas microesféricas
que tienen un diametro de 45-75 um. Ademas, las particulas de B-FTC resultantes pueden tener una porosidad de
un 60 % o mas alta como resultado de realizar los procedimientos de secado por pulverizacién y sinterizacion como
se describe anteriormente.

Por tanto, como un aspecto preferente de la invencion, la presente invencion proporciona una composicion de injerto
6seo que comprende:

A) un 30-55 % en peso de particulas de compuesto de fosfato calcico en forma de microesfera; y

B) un 45-70 % en peso de un hidrogel biodegradable que contiene, en base a 100 partes en peso del
hidrogel, 25-35 partes en peso de poloxamero y 0,5-2 partes en peso de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC).

Como el segundo componente de la composicion de injerto 6seo de la presente invencion, el hidrogel es un gel
formado dispersando un polimero que tiene una propiedad de transicion sol-gel en agua y funciona para aglomerar
las particulas de compuesto de fosfato calcico para formar una formulacion adecuada para el injerto 6seo.

La presente invencion se caracteriza por que se usan poloxamero e hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) como
polimeros biodegradables, que tienen una temperatura de transicion sol-gel mas baja que la temperatura corporal y
pueden mantener el estado de gel en el intervalo de temperaturas corporales, para proporcionar una composicion de
injerto 6seo que sea biocompatible y tenga una excelente capacidad de mantener su formulacion después de su
implantacion.

Como se usa en el presente documento, el término "poloxamero” se refiere a un copolimero tribloque (PEO-PPO-
PEO) que tiene dos cadenas de polietilenglicol (PEG) unidas a una cadena central de polipropilenglicol (PPG). En
general, la proporcion de PEG/PPG en el poloxamero puede variar en el intervalo de 1:9 a 8:2. El peso molecular del
poloxamero puede estar en un amplio intervalo de 1.100 a 14.000 g/mol. El poloxamero es un polimero sensible a la
temperatura. En la presente invencion, el poloxamero funciona para conferir inyectabilidad y moldeabilidad a la
composicion de injerto 6seo y para posibilitar que el material de injerto 6seo se degrade rapidamente después de
rellenar lesiones 6seas para permitir que solo permanezca el componente de material de injerto 6seo basado en
fosfato calcico. Para mantener la facilidad de inyeccion y moldeabilidad en el intervalo de temperaturas ambiente y la
estabilidad de la formulacion durante el almacenamiento y transporte a temperatura ambiente, se usa
preferentemente un poloxamero de alto peso molecular que tenga una temperatura de transicion sol-gel
relativamente baja y alta viscosidad. Mas preferentemente, se puede usar el poloxamero que tiene una temperatura
de transicion sol-gel de 4-35 °C para poder mantener el estado de gel a aproximadamente 37 °C (temperatura
corporal) en la presente invencion. Lo mas preferentemente, se puede usar el poloxamero 407, que tiene una
excelente capacidad de mantener el estado de gel a aproximadamente 37 °C (temperatura corporal) en la presente
invencion.
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Como se usa en el presente documento, el término "hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC)" se refiere a un polimero
semisintético, inerte y viscoelastico, también llamado hipromelosa. En la presente invencién, HPMC funciona para
mejorar la elasticidad del hidrogel. En particular, a medida que se incrementa la viscoelasticidad del hidrogel, mejora
la capacidad de fijar la localizacion del material de injerto 6seo cuando se rellenan lesiones éseas, de modo que se
puede minimizar ventajosamente la salida del material de injerto 6seo hacia afuera.

En consecuencia, la viscosidad de HPMC en la presente invencion puede ser preferentemente de 1.000-100.000 cp,
y lo mas preferentemente de 100.000 cp. Se afiade HPMC en la presente invencién en una cantidad minima para
inducir una alta viscosidad y alta elasticidad, y, a medida que se incrementa la viscosidad de la misma, se puede
incrementar la capacidad de fijar la localizacion del material de injerto 6seo y la densidad del relleno del material de
injerto 6seo, y se puede minimizar la adhesion del material de injerto 6seo a una herramienta quirrgica y a los
guantes. Por tanto, lo mas preferente es usar HPMC que tenga una viscosidad de 100,000 cp, que muestre la
viscosidad mas alta cuando se afiada en una cantidad minima.

En la presente invencion, la composicion de injerto 6seo puede comprender ademas una proteina morfogenética
6sea (BMP).

En la presente invencion, la proteina morfogenética 6sea puede ser BMP-2, BMP-3, BMP-3b, BMP-4, BMP-5, BMP-
6, BMP-7, BMP-8, BMP-9, BMP-10, BMP-11, BMP-12, BMP-13, BMP-14, BMP-15, BMP-16, BMP-17, BMP-18, o una
combinacién de dos o mas de las mismas, pero no esta limitada a las mismas.

En la presente invencion, la composicion de injerto 6seo de tipo masilla se puede disponer en una herramienta de
inyeccion, tal como una jeringuilla o un tubo e inyectarse en una posicion deseada. Después de su inyeccion, la
composicion de injerto éseo se puede introducir mediante una herramienta quirdrgica, de modo que rellene de forma
densa lesiones dseas debido a la propiedad viscoelastica de la composicion de injerto dseo.

De acuerdo con la presente invencion, se usa el hidrogel que comprende una combinacién de cantidades
especificas de poloxamero y HPMC como se describe anteriormente, proporcionando de este modo una
composicion de injerto 6seo que sea mejor en términos de resistencia a la compresion, limite de elasticidad y
adhesividad en comparaciéon con un hidrogel que comprende poloxamero solo o un hidrogel que comprende
poloxamero y HPMC en cantidades fuera de los intervalos descritos anteriormente.

En particular, la composicion de injerto 6seo de la presente invencion puede tener un limite de elasticidad que oscile
de 1500 a 4000 g/cm?. Cuando la composicion de injerto 6seo de la presente invencidn tiene un limite de elasticidad
en el intervalo descrito anteriormente, presentara excelente viscoelasticidad y, por tanto, puede rellenar con facilidad
lesiones 6seas durante el injerto, lo que sugiere que muestra propiedades fisicas adecuadas para su uso como
material de injerto dseo.

Como se usa en el presente documento, el término "resistencia a la compresién" se usa de manera intercambiable
con "resistencia" y significa la resistencia a la que la forma externa de la composicion de injerto éseo se cambia
mediante una fuerza externa. El término "limite de elasticidad" es un valor de propiedad fisica relacionado con la
elasticidad de la composicion de injerto 6seo y significa la resistencia maxima a la que la composicion de injerto 6seo
no se deforma mediante una fuerza externa. Por tanto, a medida que se incrementa la resistencia a la compresion y
el limite de elasticidad de la composicién de injerto 6seo, es posible mantener las capacidades de la composicion de
injerto 6seo para fijar su localizacion y mantener su forma externa en la etapa de disposicion del implante después
de la inyeccion o relleno denso de la composicion de injerto 6seo.

Como se usa en el presente documento, el término "adhesividad" significa la propiedad de adherirse al acero
inoxidable. Es una fuerza que actia en un sentido opuesto a la resistencia a la compresion, y (-) solo significa
sentido. El valor absoluto mas alto de la adhesividad significa que se requiere una mayor fuerza para separar la
formulacion de la composicion de injerto 6seo que se adhirié al acero inoxidable. Ademas, el valor absoluto de la
adhesividad puede significar el grado de adhesion de la formulacion de la composicion de injerto éseo, no solo a una
herramienta quirdrgica hecha de acero inoxidable, sino también a los guantes hechos de resina.

Se pueden medir la resistencia a la compresion, limite de elasticidad y adhesividad, que son fuerzas fisicas que se
miden en la presente invencién, usando un reémetro convencional.

La composicion de injerto 6seo de la presente invencion como se describe anteriormente comprende un hidrogel que
se rellena entre particulas de compuesto de fosfato calcico proximas entre si. Después de la implantacion de la
composicion de injerto 6éseo en lesiones 6seas, el hidrogel se degrada y libera, las particulas de compuesto de
fosfato calcico se mantienen en el estado cerrado y el hueso crece en el espacio entre las particulas de compuesto
de fosfato calcico después de la liberacion del hidrogel.

La presente invencién también proporciona el uso de la composicion de injerto 6éseo para el injerto éseo.

La presente invencién también proporciona un procedimiento para preparar la composicion de injerto éseo,
comprendiendo el procedimiento las etapas de:
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1) preparar un hidrogel biodegradable que contiene, en base a 100 partes en peso del hidrogel, 25-35
partes en peso de poloxamero y 0,5-2 partes en peso de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), y

2) mezclar un 30-55 % en peso de particulas de compuesto de fosfato calcico con un 45-70 % en peso del
hidrogel biodegradable.

La etapa 1) es una etapa de preparar de un hidrogel biodegradable que contiene, en base a 100 partes en peso del
hidrogel, 25-35 partes en peso de poloxamero y 0,5-2 partes en peso de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC). En esta
etapa, se dispersan en agua cantidades predeterminadas de poloxamero y HPMC para preparar un hidrogel
biodegradable.

Preferentemente, en la etapa 1), la HPMC se dispersa en primer lugar en agua para formar un gel de HPMC, y
cuando la HPMC se haya dispersado completamente, se afiade poloxamero al y se dispersa en el gel de HPMC,
preparando de este modo un hidrogel que comprende poloxamero y HPMC.

Debido a que la HPMC no se disuelve en un estado de gel debido a su alta viscoelasticidad, el hidrogel se prepara
preferentemente mediante el procedimiento descrito anteriormente en el que la HPMC se afiade en primer lugar al
agua para preparar un gel, y, a continuacion, se afiade poloxamero a la misma. Si se afiade HPMC al gel de
poloxamero, la HPMC se aglomerara y no se dispersara en el gel. Ademas, incluso en el caso en el que la HPMC se
gelifique en primer lugar, se puede formar con facilidad una fase de gel solo cuando se disuelva la HPMC mientras
se afiade agua en pequefias cantidades.

Por tanto, la etapa 1) puede comprender preferentemente las etapas de:

a) afiadir HPMC a una cantidad de agua correspondiente a de 1/4 a 1/2 de la cantidad total de agua usada,
y, a continuacion, agitar la HPMC a una velocidad de 300-500 rpm en un estado de vacio para formar un
gel de HPMC duro;

b) afadir gradualmente de dos a cuatro partes igualmente divididas de la cantidad restante de agua para
diluir el gel; y

c) afnadir poloxamero al gel de HPMC de una vez, seguido de agitacion a una velocidad de 300-500 rpm en
un estado de vacio.

Las clases de poloxamero y HPMC son como se describe con respecto a la composicion de injerto 6seo.

La etapa 2) es una etapa de mezclar un 30-55 % en peso de particulas de compuesto de fosfato calcico con un 45-
70 % en peso del hidrogel biodegradable. En esta etapa, una cantidad predeterminada del gel de hidrogel preparado
en la etapa 1) se mezcla con una cantidad predeterminada de particulas de compuesto de fosfato calcico para
obtener una composicién de injerto éseo.

Las caracteristicas y el procedimiento de preparacion de las particulas de compuesto de fosfato calcico son como se
describe con respecto a la composicion de injerto 6seo.

En un modo de realizacién preferente de la presente invencion, las particulas de compuesto de fosfato calcico se
pueden preparar de la siguiente manera.

El B-FTC en polvo puro se seca por pulverizacion para preparar un polvo esférico. A continuacion, el B-FTC en polvo
esférico se sinteriza a una temperatura de 1050 °C. Luego, las particulas sinterizadas se clasifican en el intervalo de
45-75 pm.

En la etapa 2), se puede anadir y mezclar ademas la proteina morfogenética 6sea (BMP).
La clase de proteina morfogenética 6sea (BMP) es como se describe con respecto a la composicion de injerto éseo.

En un modo de realizacion preferente de la presente invencion, la composicion de injerto 6seo se puede preparar de
la siguiente manera.

En primer lugar, se disponen 1 g de HPMC y 10 ml de agua purificada en una mezcladora de vacio de alta velocidad
y se mezclan uniformemente entre si a una velocidad de 400 rpm. A continuacién, se afiaden 10 ml de agua
purificada al gel de HPMC gelatinoso semitransparente y se mezcla a la misma velocidad. A continuacion, se afiaden
14 ml de agua purificada al gel de HPMC, seguido de mezclado uniforme. Luego, se afiaden 15 g de poloxamero
407 al gel de HPMC, seguido de mezclado a una velocidad de 400 rpm (un 30 % en peso de poloxamero y un 2 %
en peso de hidrogel de HPMC). Se afiaden 50 g de microesferas de B-FTC al gel resultante, y seguido de mezclado
uniforme a una velocidad de 200 rpm o mas baja.

En la presente invencion, se puede disponer la composicion de injerto éseo de tipo masilla preparada como se
describe anteriormente en una jeringuilla e inyectarse en una posicion deseada.
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La presente invencién también proporciona una composicion para su uso en la implantacion ésea que comprende:
A) un 30-55 % en peso de particulas de compuesto de fosfato calcico; y

B) un 45-70 % en peso de un hidrogel biodegradable que contiene, en base a 100 partes en peso del
hidrogel, 25-35 partes en peso de poloxamero y 0,5-2 partes en peso de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC).

Mas preferentemente, la presente invencion proporciona una composicién para su uso en la implantacion 6sea que
comprende:

A) un 30-55 % en peso de particulas de compuesto de fosfato calcico en forma de microesfera; y

B) un 45-70 % en peso de un hidrogel biodegradable que contiene, en base a 100 partes en peso del
hidrogel, 25-35 partes en peso de poloxamero y 0,5-2 partes en peso de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC).

La presente invenciéon también proporciona un kit para la implantacion ésea que comprende:

una composicion de injerto dseo que comprende A) un 30-55 % en peso de particulas de compuesto de fosfato
calcico, y B) un 45-70 % en peso de un hidrogel biodegradable que contiene, en base a 100 partes en peso del
hidrogel, 25-35 partes en peso de poloxamero y 0,5-2 partes en peso de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC); y una
herramienta de inyeccion.

En la presente invencion, la herramienta de inyeccion puede ser una jeringuilla, un tubo o similar.
Modo para la invencion

A continuacion en el presente documento, la presente invencién se describira con mas detalle con referencia a
ejemplos. Se ha de entender, sin embargo, que estos ejemplos son para propésitos ilustrativos y no pretenden
limitar el alcance de la presente invencion.

Ejemplo de preparacién 1: Preparacidon de la microesfera de B-FTC

Se seco por pulverizacion B-FTC en polvo puro (Cerectron Co., Ltd., Corea) para preparar un polvo esférico. A
continuacion, se sinterizé el B-FTC en polvo esférico a una temperatura de 1050 °C, y las particulas sinterizadas se
tamizaron en el intervalo de 45-75 um.

Ejemplo experimental 1: Seleccion de la concentracion de poloxamero

Para determinar la concentracion optima de poloxamero en un hidrogel que se usa en un material de injerto éseo, se
examino el cambio de las propiedades fisicas con la concentracion de poloxamero.

Especificamente, se dispusieron el poloxamero 407 (BASF, Pluronic F-127) y agua purificada en una mezcladora de
vacio de alta velocidad y se mezclaron uniformemente entre si a diversas concentraciones para preparar hidrogeles
de poloxamero. A continuacion, se examinaron la resistencia, dureza, adhesividad y tension maxima de cada uno de
los hidrogeles preparados. En el presente documento, se midieron la resistencia a la compresion, limite de
elasticidad y adhesividad de cada hidrogel con un reémetro (COMPAC-100, SUN SCIENTIFIC, Japén) a una
temperatura de 37 °C.

Como resultado, se demostré que todas las propiedades del hidrogel que tenia una concentracion de poloxamero de
menos de un 20 % en peso eran significativamente inferiores a las del hidrogel que tenia una concentracion de
poloxamero de un 30 % en peso y que todas las propiedades del hidrogel que tenia una concentracion de
poloxamero de mas de un 35 % en peso no se mejoraron significativamente en comparacion con las del hidrogel que
tenia una concentracion de poloxamero de un 30 % en peso.

Especificamente, los resultados de examinar las propiedades fisicas de cada uno de los hidrogeles que tienen
concentraciones de poloxamero de un 25 % en peso, un 30 % en peso y un 35 % en peso se muestran en la FIG. 1
y tabla 1 a continuacion.

La FIG. 1 muestra los resultados de medir las resistencias a la compresion del hidrogel de poloxamero 407 a
diversas concentraciones.

Tabla 1
[Tabla 1]
Concentracion de poloxamero 407 Resistencia (g/cm?) Adhesividad (g)
25 % en peso 140 83
30 % en peso 212 90
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35 % en peso 237 113
A partir de los resultados en la FIG. 1 y en la tabla 1, se puede observar que el intervalo de concentraciones de
poloxamero de un 30-35 % en peso es la concentracion optima.

Ejemplo experimental 2: Seleccién del componente auxiliar que mejora la dispersabilidad y viscoelasticidad
y el contenido del mismo

Cuando un material de injerto 6seo rellena lesiones 6seas, la formulacion se puede disolver mientras que el hidrogel
se puede diluir con el torrente sanguineo circundante. Para minimizar la dispersabilidad provocada por el torrente
sanguineo, se requiere mejorar la dispersabilidad y viscoelasticidad de un hidrogel que se usa en el material de
injerto 6seo. En particular, cuando el poloxamero entra en contacto con el agua, la superficie de contacto se degrada
rapidamente, y por esta razon, se requiere afiadir un componente auxiliar que pueda mejorar la viscoelasticidad y
dispersabilidad provocada por el torrente sanguineo. En este ejemplo, se seleccionaron preliminarmente quitosano,
HPMC y alginato.

El quitosano, HPMC y alginato seleccionados preliminarmente se afiadieron en la misma cantidad (un 0,5 % en
peso) y se midi6 el cambio de la viscosidad provocado por cada uno de los hidrogeles auxiliares afiadidos en una
cantidad minima. La medicién de la viscosidad se realizé6 usando un viscosimetro para alta viscosidad (Viscometer
DVII+ Pro, Brookfield, EE. UU.) a una velocidad de 20 rpm y a una temperatura de 37 °C.

Los resultados de la medicién se muestran en la FIG. 2.

A partir de los resultados en la FIG. 2, se puede observar que la adicion de HPMC mostré propiedades de viscosidad
significativamente mejores en comparacion con la adicién de quitosano o alginato.

En consecuencia, se seleccion6 HPMC como un componente auxiliar para el hidrogel.

Ademas, para determinar el contenido éptimo de HPMC, se combiné HPMC con poloxamero en diversas
proporciones de contenido para preparar hidrogeles, y, a continuacion, se realizé6 una prueba de resistencia a la
compresion para los hidrogeles preparados. Cuando se afiade HPMC para preparar hidrogeles altamente elasticos,
es imposible medir las propiedades fisicas de los hidrogeles con un viscosimetro de tipo rotativo para alta
viscosidad. Por este motivo, las propiedades fisicas se evaluaron mediante las resistencias a la compresion y se
analizaron con un reémetro (COMPAC-100, SUN SCIENTIFIC, Japdn) a 37 °C.

Cuando se afiadio HPMC al hidrogel que tenia una concentracion de poloxamero de un 35 % en peso, se observo la
aglomeracion de HPMC. Por este motivo, en el siguiente ensayo de resistencia a la compresion, se afiadieron
diversas cantidades de HPMC a cada uno del hidrogel que tenia una concentracion de poloxamero de un 25 % en
peso y el hidrogel que tenia una concentracion de poloxamero de un 30 % en peso como se muestra en la tabla 2 a
continuacion.

Tabla 2
[Tabla 2]

P25H2 - poloxamero de un 25 % en peso mas |P30H2 - poloxamero de un 30 % en peso mas
HPMC de un 2 % en peso HPMC de un 2 % en peso

P25H1 - poloxamero de un 25 % en peso mas |P30H1 - poloxamero de un 30 % en peso mas
HPMC de un 1 % en peso HPMC de un 1 % en peso

P25H05 - poloxamero de un 25 % en peso |P30HO5 - poloxamero de un 30 % en peso
mas HPMC de un 0,5 % en peso mas HPMC de un 0,5 % en peso

Los resultados de la prueba de resistencia a la compresién se muestran en la FIG. 3.

A partir de los resultados en la FIG. 3, se puede observar que, cuando se afiadieron diversas cantidades de HPMC
(un 0,5 % en peso, un 1 % en peso y un 2 % en peso) a cada uno del hidrogel de poloxamero de un 25 % en peso y
el hidrogel de poloxamero de un 30 % en peso, la resistencia a la compresion del hidrogel de poloxamero de un
30 % en peso era aproximadamente 1,5 veces mas alta que la del hidrogel de poloxamero de un 25 % en peso.

En consecuencia, se prepararon hidrogeles que tenian un contenido de poloxamero fijo de un 30 % en peso y que
contenian diversas cantidades de HPMC, y, a continuacion, se examinaron las propiedades fisicas de los mismos.
Cuando el contenido de HPMC fue de mas de un 2 % en peso, se requirio la fusion durante un largo periodo de
tiempo a 80 °C, lo que dio como resultado una disminucion de la manejabilidad. En consecuencia, en la siguiente
prueba, se prepararon hidrogeles que tenian diversos contenidos de HPMC de un 0,5 % en peso, un 1 % en peso y
un 2 % en peso, y, a continuacion, se analizaron las propiedades fisicas de los mismos.

Los resultados del analisis se muestran en la tabla 3 a continuacion.
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Tabla 3
[Tabla 3]
Resistencia Adhesividad
(g/cm?) )
poloxamero de un 30 % en peso + HPM de un 0,5 % en | 140 150
peso
poloxamero de un 30 % en peso + HPMC de un 1 % en | 220 160
peso
poloxamero de un 30 % en peso + HPMC de un 2 % en | 305 190
peso

A partir de los resultados en la tabla 3, se puede observar que el hidrogel que tenia un contenido de HPMC de un
2 % en peso mostroé las mejores propiedades fisicas. Cuando se afiadio HPMC en una cantidad de mas de un 2 %
en peso, se incrementd extremadamente la viscoelasticidad del hidrogel, imposibilitando mezclar el poloxamero, vy,
por este motivo, el contenido maximo de HPMC se establecio en un 2 % en peso.

Por tanto, a partir de los resultados de los ejemplos experimentales 1 y 2 anteriores, se puede observar que el
hidrogel tiene lo mas preferentemente un contenido de poloxamero de un 30 % en peso, un contenido de HPMC de
un 2 % en peso y un contenido de agua de un 70 % en peso.

Ejemplo experimental 3: Determinacidn del contenido de B-FTC

Se prepard un hidrogel que tenia un contenido de poloxamero de un 30 % en peso, un contenido de HPMC de un
2 % en peso y un contenido de agua de un 70 % en peso, que se determind que eran los contenidos dptimos en los
ejemplos experimentales 1y 2 anteriores, y, a continuacion, se prepararon composiciones de injerto 6seo mezclando
el hidrogel con diferentes cantidades de la microesfera de 3-FTC preparada en el ejemplo de preparacion 1, y se
analizaron propiedades fisicas de las mismas.

Los resultados del analisis se muestran en las FIGS. 4a a 4f. Especificamente, la FIG. 4a muestra el caso en el que
el contenido de microesfera de B-FTC es de un 70 % en peso; la FIG. 4b muestra el caso en el que el contenido de
microesfera de B-FTC es de un 60 % en peso; la FIG. 4c muestra el caso en el que el contenido de microesfera de
B-FTC es de un 50 % en peso; la FIG. 4d muestra el caso en el que el contenido de microesfera de 3-FTC es de un
45 % en peso; la FIG. 4e muestra el caso en el que el contenido de microesfera de B-FTC es de un 40 % en peso; y
la FIG. 4f muestra el caso en el que el contenido de microesfera de B-FTC es de un 30 % en peso.

A partir de las FIGS. 4a a 4b, se puede observar que los hidrogeles estan en forma de polvo debido al insuficiente
contenido de gel y no se pueden inyectar. Por otra parte, a partir de las FIGS. 4c a 4f, se puede observar que los
hidrogeles estan en forma de masilla inyectable debido al suficiente contenido de gel.

En particular, en el caso de la FIG. 4c que muestra la composicion de injerto 6seo que tiene un contenido de
microesfera de 3-FTC de un 50 % en peso, es decir, una proporcion de contenido de gel con respecto a microesfera
de 1:1, se puede observar que la composicion de injerto 6seo de tipo masilla no se adhiere a la mano debido a su
baja adhesividad, lo que sugiere que tiene buena manejabilidad. Ademas, en el caso en el que la proporcion de
contenido de gel con respecto a microesfera sea de 1:1, la tensién maxima de la composicion de injerto 6seo es alta
y, por tanto, la composicion tiene alta resistencia a una fuerza externa que se aplica a la misma. Por tanto, en este
caso, se puede prevenir la pérdida del material durante el cierre, y se puede prevenir que el material se disuelva
debido al sangrado de una superficie con incision en un lecho quirirgico. Ademas, debido a que el material de injerto
6seo tiene baja adhesividad, no solo no se puede adherir a la mano, sino tampoco a un dispositivo, durante la
cirugia.

Por lo tanto, los resultados anteriores sugieren que el contenido éptimo de microesfera de B-FTC es de un 50 % en
peso y que se puede usar la microesfera de B-FTC en una cantidad que oscile de un 30 a un 55 % en peso en vista
de la inyectabilidad.

Ejemplo 1: Preparaciéon de la composicidn de injerto 6seo de la presente invencion

En base a los resultados de los ejemplos experimentales 1 a 3, se prepard una composicion de injerto dseo de la
siguiente manera.

En primer lugar, se dispusieron 1g de HPMC y 10 ml de agua purificada en una mezcladora de vacio de alta
velocidad y se mezclaron uniformemente entre si a una velocidad de 400 rpm. A continuacion, se afiadieron 10 ml
de agua purificada al gel de HPMC gelatinoso semitransparente y se mezclaron a la misma velocidad, después de lo
cual se afiadieron ademas 14 ml de agua purificada, y el gel de HPMC se mezclé uniformemente. A continuacion, se
afiadieron 15 g de poloxamero 407 al gel de HPMC, seguido de mezclado a una velocidad de 400 rpm (hidrogel que
comprende un 30 % en peso de poloxamero y un 2 % en peso de HPMC). Se afiadieron 50 g de microesferas de -
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FTC al gel resultante y se mezclaron uniformemente a una velocidad baja de 200 rpm o mas baja, obteniendo de
este modo una composicion de injerto éseo.

Ejemplo comparativo 1: Preparacion de la composicion de injerto éseo que tiene BMP-2 y que no contiene
HPMC

En primer lugar, se mezclaron 35 g de poloxamero 407 y 65 g de agua purificada entre si a 4 °C y se disolvieron
completamente para preparar un gel que contenia un 35 % en peso de poloxamero 407. El gel que contenia un 35 %
en peso de poloxamero 407 se dispuso en una jeringuilla de tipo Luer.

Se absorbieron 0,35 ml (un 70 % en peso en base a B-FTC) de solucién de BMP-2 en una jeringuilla, que contenia
0,5 g de microesferas de B-FTC preparadas en el ejemplo de preparacion 1, mediante el uso de una aguja de
jeringuilla.

La jeringuilla que contenia el gel de poloxamero 407 y la jeringuilla que contenia las microesferas de B-FTC que
tenia BMP-2 absorbida en la misma se conectaron a un conector de 3 vias, y, a continuacion, el contenido de las
dos jeringuillas conectadas se mezcld uniformemente usando el conector, obteniendo de este modo una
composicion de injerto 6seo.

Ejemplo comparativo 2: Preparacion de la composicion de injerto 6seo que no contiene HPMC

Se prepar6 una composicion de injerto seo de la misma manera que se describe en el ejemplo comparativo 1, salvo
que no se uso la solucion de BMP-2. En otras palabras, se prepard la composicion de injerto 6seo sin realizar el
procedimiento de absorcion de la solucion de BMP-2 en las microesferas de B-FTC.

Ejemplo _experimental 4: Examen de la forma externa de la composicion de injerto 6seo de la presente
invencion y resistencia al agua de la composicion de injerto 6seo

La FIG. 5 muestra los aspectos de las composiciones de injerto 6seo del ejemplo 1 y del ejemplo comparativo 1.

Especificamente, la FIG. 5a muestra el aspecto de la composicion de injerto 6seo del ejemplo 1, y la FIG. 5b
muestra el aspecto de la composicion de injerto 6seo del ejemplo comparativo 1.

Como se puede observar a partir de los aspectos en las FIGS. 5a y 5b, la composicién de injerto 6seo de la presente
invencion tiene una forma altamente elastica y dura.

Ademas, se examinaron las resistencias al agua de las composiciones de injerto dseo del ejemplo 1 y del ejemplo
comparativo 1.

Especificamente, las composiciones de injerto 6éseo del ejemplo 1 y del ejemplo comparativo 1 se sumergieron en
agua a 37 °C, y se observo si las formas externas de las mismas se mantenian con el paso del tiempo.

Los resultados de la observacion se muestran en las FIGS. 6 y 7. La FIG. 7a muestra los resultados para la
composicion de injerto 6seo del ejemplo comparativo 1, y la FIG. 7b muestra los resultados para la composicion de
injerto 6seo del ejemplo 1. Como se puede observar en las FIGS. 6 y 7, la composicién de injerto 6seo de la
presente invencion tiene alta resistencia al agua y, por tanto, la forma externa de la misma se puede mantener
durante un periodo de tiempo que sea al menos dos veces mas largo que el de la composicion de injerto éseo del
ejemplo comparativo 1. En particular, la composicion de injerto 6seo del ejemplo comparativo 1 en agua a 37 °C
perdio la capacidad de fijar la formulacion a partir de los 3 minutos, y la difusiéon de la misma en agua fue intensa
después de 30 minutos, lo que sugiere que se produjo la pérdida de la composicion de injerto 6seo, mientras que la
composicion de injerto 6seo del ejemplo 1 mantuvo estable su forma durante 30 minutos, lo que sugiere que tiene
baja dispersabilidad en la sangre.

Ejemplo experimental 5: Examen de las propiedades fisicas de la composicion de injerto 6seo de la presente
invencion

Se examinaron las propiedades fisicas de las composiciones de injerto 6seo del ejemplo 1 y de los ejemplos
comparativos 1y 2.

Los resultados del examen se muestran en la tabla 4 a continuaciéon y las FIGS. 8 y 9.

Tabla 4
[Tabla 4]
Resistencia a la compresion |Limite de elasticidad | Adhesividad
(g/em?) (g/em?) (9)
Ejemplo 153 110 -70
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Resistencia a la compresion |Limite de elasticidad | Adhesividad

(g/em?) (g/em?) (9)
comparativo 1
Ejemplo 142 93,36 -50
comparativo 2
Ejemplo 1 3340 2253,33 -10

Como se puede observar en la tabla 4 y en las FIGS. 8 y 9, la composicion de injerto dseo del ejemplo 1 tiene
mejores propiedades fisicas que las composiciones de injerto dseo de los ejemplos comparativos 1 y 2. En
particular, se pudo observar que la composicion de injerto 6seo del ejemplo 1 tenia alta resistencia y, por tanto, tenia
alta resistencia a una fuerza externa aplicada a la misma, lo que sugiere que se puede prevenir la pérdida del
material durante el cierre y que se puede prevenir que el material se disuelva debido al sangrado de una superficie
con incisién en un lecho quirdrgico. Ademas, se puede observar que la composicion de injerto éseo del ejemplo 1
mostro un alto limite de elasticidad debido a su propiedad altamente elastica, mientras que la composicion de injerto
6seo del ejemplo comparativo 1 no tuvo elasticidad, y, por tanto, mostré un valor del limite de elasticidad
practicamente igual a la resistencia a la compresion.

Ademas, se pudo observar que la composicion de injerto 6éseo del ejemplo 1 tenia baja adhesividad y, por tanto, no
se adheria a los guantes quirurgicos como se muestra en la FIG. 10.

Ejemplo experimental 6: Prueba en animales para la composicién de injerto 6seo de la presente invencion

Se implanté cada una de las composiciones de injerto 6seo del ejemplo 1 y de los ejemplos comparativos en
lesiones 6seas en animales, y, a continuacion, se evaluo el nivel al que la formulacion se mantenia al introducirse.

Los resultados de la evaluacion se muestran en la FIG. 11. Especificamente, la FIG. 11a muestra la composiciéon de
injerto 6seo del ejemplo comparativo 1 inmediatamente después de su inyeccion; la FIG. 11b muestra la
composicion de injerto 6seo del ejemplo 1 inmediatamente después de su inyeccion; la FIG. 11c muestra la
composicion de injerto dseo del ejemplo comparativo 1, introducida después de su inyeccion; y la FIG. 11d muestra
la composicion de injerto éseo del ejemplo 1, introducida después de su inyeccion.

Como se puede observar en la FIG. 11, la composiciéon de injerto 6seo del ejemplo comparativo 1 comenzé a
humedecerse inmediatamente después de su inyeccion y se disperso alrededor del area circundante después de su
introduccion, mientras que la composicion de injerto 6seo del ejemplo 1 mostré resistencia a la humectacion
inmediatamente después de su inyeccion y no fluyo al tejido circundante después de su introduccion.

11



10

15

20

25

30

35

ES 2726 832 T3

REIVINDICACIONES
1. Una composicioén de injerto 6seo que comprende:
A) un 30-55 % en peso de particulas de compuesto de fosfato calcico; y

B) un 45-70 % en peso de un hidrogel biodegradable que contiene, en base a 100 partes en peso del
hidrogel, 25-35 partes en peso de poloxamero y 0,5-2 partes en peso de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC).

2. La composicion de injerto 6seo de la reivindicacion 1, en la que la composicion tiene un limite de elasticidad de
1500-4000 g/cm?.

3. La composicion de injerto 6seo de la reivindicacion 1, en la que el poloxamero tiene una temperatura de transicion
sol-gel de 41135 °C.

4. La composicion de injerto 6seo de la reivindicacion 1, en la que la composicidon comprende el hidrogel que se
rellena entre particulas de compuesto de fosfato calcico préoximas entre si.

5. La composicion de injerto 6seo de la reivindicacion 1, en la que el compuesto de fosfato calcico es fosfato
tricalcico (FTC), fosfato monocalcico, fosfato tetracalcico, fosfato dicalcico, hidroxiapatita o una combinacion de dos
0 mas de los mismos.

6. La composicion de injerto 6seo de la reivindicacion 5, en la que el fosfato tricalcico es B-fosfato tricalcico (3-FTC).
7. La composicion de injerto 6seo de la reivindicacion 6, en la que el -FTC esta en forma de microesferas.

8. La composicion de injerto 6seo de la reivindicacion 7, en la que el B-FTC se obtiene secando por pulverizacion -
FTC en polvo, sinterizando el polvo seco a una temperatura de 1050111250 °C y tamizando el polvo sinterizado en el
intervalo de 45-75 um.

9. La composicion de injerto 6seo de la reivindicacion 1, en la que el poloxamero es poloxamero 407.

10. La composicion de injerto 6seo de la reivindicacion 1, en la que la HPMC tiene una viscosidad de 1.000-
100.000 cp.

11. La composicion de injerto 6seo de la reivindicacion 1, que comprende ademas proteina morfogenética dsea
(BMP), y preferentemente en la que la proteina morfogenética 6ésea es BMP-2, BMP-3, BMP-3b, BMP-4, BMP-5,
BMP-6, BMP-7, BMP-8, BMP-9, BMP-10, BMP-11, BMP-12, BMP-13, BMP-14, BMP-15, BMP-16, BMP-17, BMP-18,
0 una combinacién de dos o mas de las mismas.

12. Un procedimiento para preparar una composicion de injerto 6seo, comprendiendo el procedimiento las etapas
de:

1) preparar un hidrogel biodegradable que contiene, en base a 100 partes en peso del hidrogel, 25-35
partes en peso de poloxamero y 0,5-2 partes en peso de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), y

2) mezclar un 30-55 % en peso de particulas de compuesto de fosfato calcico con un 45-70 % en peso del
hidrogel biodegradable.

13. El procedimiento de la reivindicacion 12, en el que la proteina morfogenética 6sea (BMP) se afiade y mezcla
ademas en la etapa 2), y preferentemente en el que la proteina morfogenética ésea es BMP-2, BMP-3, BMP-3b,
BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-8, BMP-9, BMP-10, BMP-11, BMP-12, BMP-13, BMP-14, BMP-15, BMP-16,
BMP-17, BMP-18, o una combinacién de dos o mas de las mismas.

14. Un kit para la implantacion 6sea que comprende: una composicion de injerto éseo de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11; y una herramienta de inyeccion.

15. El kit de la reivindicacion 14, en el que la herramienta de inyeccion es una jeringuilla o un tubo.

12
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[Fig. 3a]
25 % de poloxamero + HPMC
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[Fig. 3b]
30% de poloxamero + HPMC
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[Fig. 4d]
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[Fig. 6]
B r
!
Ejemplo 1
|
Ejemplo |
comparativo 1 |

18



ES 2726 832 T3

censanp.

Z enjsanp—
| enjsanjy—

[Fig. 8]

(s) odwsai L

% 9Z e fepiul enby

censanpy—
Z ensanp—
| BISONY..

¢ ensanpy. -
Zensanp—
| eajsanjy-—

(s) odwsal
¢l } g0

A\
\ 4
4

ﬂ.\\ /

7 /

.~

L

13lu] SOI19X3

(s) odwaiL

% 9¢ e [eniul 2dNg

00}-
f 00%
006
00%} @

2
006} &

-
0072g
0062
00%€
0068

00¢-
05}-

001~

o
il

o
w
(6) uoisua

L=

w o
-

00¢
0S¢

19



ES 2726 832 T3

[Fig. 9]
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