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ES 2 336 930 T3

DESCRIPCIÓN

Envuelta polimérica para la administración in vivo de formulaciones osteoinductoras.

Campo de la invención

La invención se refiere a una envuelta polimérica multicapa diseñada para cubrir un dispositivo ortopédico y pro-
porcionar formulaciones osteoinductoras in vivo a tejidos en las proximidades de la implantación. La envuelta polimé-
rica multicapa se aplica a un dispositivo ortopédico antes de la implantación del dispositivo o de manera concurrente
con la implantación del dispositivo en un paciente. En una realización de la invención, la envuelta se proporciona
como una composición preformada que cubre las dimensiones exteriores de un dispositivo ortopédico. La envuelta
polimérica comprende, o alternativamente consiste en, múltiples capas de polímero en la que cada capa de polímero
comprende diferentes agentes osteoinductores y/o diferentes concentraciones de agentes osteoinductores. Alternativa-
mente, las múltiples capas de polímero de la envuelta polimérica comprenden diferentes velocidades de degradación,
liberando así los agentes osteoinductores a diferentes velocidades dictadas por las velocidades de degradación del
polímero particular.

Antecedentes de la invención

Se realizan miles de cirugías de implantes cada año en los Estados Unidos en pacientes que requieren implantes
biomédicos. Por ejemplo, se realizan más de 168.000 artroplastias totales cada año sólo en los Estados Unidos. Shindle,
M., et al., BioMechanics, 11(2):22-32 (2004).

Desafortunadamente, varias cirugías de implantes requieren cada año una cirugía de revisión para corregir defectos
que se han desarrollado con los dispositivos de implante. Por ejemplo, tal como tratan Croci et al. con respecto a las
resecciones segmentarias de tumores óseos, el aumento de las tasas de supervivencia de los pacientes que tienen
resecciones de tumores óseos ha conducido al descubrimiento de una mayor necesidad de cirugía de revisión de
los dispositivos de implante, cuando previamente tales observaciones eran menos frecuentes debido al tratamiento
oncológico insatisfactorio de los tumores. Croci et al., Rev. Hosp. Clin. Fac. Med. S. Paulo, 55(5): 169-176 (2000).

Los dispositivos diseñados para administrar agentes osteoinductores en las proximidades de dispositivos de im-
plante musculoesqueléticos son particularmente útiles en las cirugías tanto primarias como de revisión, con el fin de
prevenir el desarrollo de osteólisis en las proximidades de dispositivos de implante. Los dispositivos de esta naturaleza
también son útiles en la prevención de la necesidad de futuras cirugías de revisión. Los dispositivos diseñados para
administrar agentes osteoinductores en las proximidades de implantes musculoesqueléticos son particularmente útiles
para cirugías tanto primarias como de revisión tales como cirugías del hombro en el vástago del componente humeral;
en cirugías del codo, en el vástago de los componentes humeral y cubital; en cirugías de la muñeca, en el vástago del
componente cubital; en cirugías de la cadera, en el vástago femoral, asociadas con implantes de copa acetabular, y
asociadas con tornillos óseos; y en cirugías de la rodilla, en el vástago femoral, en el lado posterior de la articulación
del componente femoral, en el vástago tibial, el lado inferior del platillo tibial, y en el lado posterior de la rótula; y
artroplastias totales de hombro, totales de cadera y totales de rodilla.

La patente estadounidense número 6.648.916 da a conocer un dispositivo de fusión osteogénica intercorporal que
contiene un material osteogénico dispuesto dentro de una cavidad anular entre piezas terminales opuestas. La patente
estadounidense número 5.947.893 da a conocer una composición biodegradable que puede incorporarse sobre o en
una superficie microporosa de una prótesis para artroplastia o de metal. La patente estadounidense número 6.261.586
da a conocer un sustituto para injerto óseo que contiene una cantidad terapéuticamente eficaz, para estimular el creci-
miento óseo, de un factor de crecimiento óseo en un portador farmacéuticamente aceptable. La publicación de patente
estadounidense número 2004/0158329 da a conocer una prótesis para la articulación de la cadera que puede dotarse
de un recubrimiento que contiene una sustancia osteoinductora. La publicación de patente estadounidense número
2003/0045942 da a conocer un implante óseo regenerativo que incluye una matriz biocompatible y biodegradable que
tiene poros y que incluye además opcionalmente un promotor de la formación de hueso que está dispuesto en los
poros. La publicación de patente internacional número 95/28973 da a conocer una prótesis porosa impregnada con un
polímero biodegradable. El portador biodegradable puede contener una sustancia farmacológicamente activa. Ninguna
de las patentes números 6.648.916, 5.947.893 y 6.261.586, ni las publicaciones de patentes estadounidenses números
2004/0158329 y 2003/0045942, ni la publicación de patente internacional número 95/28973, dan a conocer ni sugieren
una envuelta polimérica multicapa para cubrir un dispositivo ortopédico, en el que al menos una formulación osteoin-
ductora o bien está contenida dentro de al menos una de las hojas de polímero biodegradable o bien está contenida
entre al menos dos de las hojas de polímero biodegradable.

Sumario de la invención

Por consiguiente, sigue habiendo una necesidad en la técnica de dispositivos que se implantan con dispositivos
ortopédicos y proporcionan la liberación sostenida o inmediata de formulaciones osteoinductoras de modo inmediato
o durante periodos prolongados de tiempo. Los solicitantes describen en el presente documento cubiertas preferidas
para dispositivos de implante biomédicos que satisfacen la necesidad en la técnica de cubiertas que proporcionen
formulaciones osteoinductoras en las proximidades del sitio de implantación de dispositivos de implante ortopédicos.
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Una realización de la invención proporciona una envuelta polimérica multicapa diseñada para cubrir un dispositivo
ortopédico, comprendiendo la envuelta polimérica multicapa al menos dos hojas de polímero biodegradable en la que
las al menos dos hojas de polímero biodegradable están asociadas entre sí, y en la que la envuelta polimérica multicapa
comprende además al menos una formulación osteoinductora, en la que al menos una formulación osteoinductora está
o bien contenida dentro de al menos una de las hojas de polímero biodegradable o bien está contenida entre al menos
dos de las hojas de polímero biodegradable.

La invención también da a conocer un método de prevención o tratamiento del desarrollo de lesiones osteolíticas
en un paciente con un implante que comprende implantar en dicho paciente una envuelta polimérica que incluye una
formulación osteoinductora. Una realización adicional de la invención incluye un kit que incluye la envuelta polimérica
multicapa tratada anteriormente.

Estas y otras características de realizaciones de la invención resultarán fácilmente evidentes para los expertos en la
técnica con la lectura de la descripción detallada que sigue.

Breve descripción de los dibujos

Las figuras 1A-B ilustran una envuelta polimérica que se aplica a un implante de vástago femoral. Tal como puede
observarse en la figura 1A, la envuelta está diseñada como una funda para cubrir la superficie exterior del dispositivo
ortopédico antes de la implantación. Tal como puede observarse en la figura 1B, la envuelta se ajusta sobre partes
exteriores del dispositivo ortopédico antes de la implantación.

Las figuras 2A-B ilustran una envuelta polimérica diseñada para cubrir la superficie expuesta de una copa acetabu-
lar. Tal como puede observarse en la figura 1A, la envuelta está diseñada con la forma de la copa acetabular. Tal como
puede observarse en la figura 1B, la envuelta polimérica cubre sustancialmente la parte exterior de la copa acetabular
antes de la implantación. La envuelta puede perforarse opcionalmente mediante elementos que ayudan a fijar la copa
acetabular al hueso endógeno, tales como por ejemplo, tornillos óseos u otros diseñados para fijar el implante.

Descripción detallada de realizaciones preferidas

Con el fin de potenciar la compresión de la presente invención, a continuación se hará referencia a realizaciones
preferidas y se utilizará lenguaje específico para describir las mismas. La terminología usada en el presente documen-
to tiene el fin de describir sólo realizaciones particulares, y no pretende limitar el alcance de la presente invención.
Tal como se usa en toda esta descripción, las formas singulares “un/o”, “una” y “el/la” incluyen la referencia plu-
ral a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. Por tanto, por ejemplo, una referencia a “un implante”
incluye una pluralidad de tales implantes, así como un único implante, y una referencia a “un agente osteoinduc-
tor” es una referencia a uno o más agentes y equivalentes de los mismos conocidos por los expertos en la técnica,
etcétera.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y científicos usados en el presente documento
tienen los mismos significados que entiende comúnmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece esta
invención. Aunque puede usarse cualquier método y material similares o equivalentes a los descritos en el presente
documento en la práctica o al someter a prueba la presente invención, a continuación se describen los métodos, dispo-
sitivos y materiales preferidos. Todas las publicaciones mencionadas en el presente documento se citan con el fin de
describir y dar a conocer los diversos implantes, agentes osteoinductores y otros componentes que se notifican en las
publicaciones y que podrían usarse en relación con la invención. No debe considerarse nada de lo que aparece en el
presente documento como una admisión de que la invención no tiene derecho a ser anterior a tales descripciones en
virtud de la invención previa.

Tal como se usa en el presente documento, “biodisponible” significará que el/los agente(s) osteoinductor(es) se
proporciona(n) in vivo en el paciente, en el que el/los agente(s) osteoinductor(es) conserva(n) su actividad biológica.
Por conserva(n) su actividad biológica se quiere decir que el/los agente(s) osteoinductor(es) conserva(n) al menos una
actividad del 25%, más preferiblemente una actividad de al menos el 50%, todavía más preferiblemente una actividad
de al menos el 75% y lo más preferiblemente una actividad de al menos el 95% o más del agente osteoinductor con
relación a la actividad del agente osteoinductor antes de la implantación.

Tal como se usa en el presente documento, “polipéptido maduro” significará una forma procesada de manera
postraduccional de un polipéptido. Por ejemplo, los polipéptidos maduros pueden carecer de uno o más de un péptido
señal, dominios de prepropéptido y propéptido tras la expresión en un sistema de expresión huésped. Un experto en la
técnica de la biología es consciente de los significados de péptido señal, dominios de prepropéptido y propéptido.

Tal como se usa en el presente documento, “liberación inmediata” significará formulaciones de la invención que
proporcionan las formulaciones osteoinductoras en un periodo de tiempo razonablemente inmediato.

Tal como se usa en el presente documento, “liberación sostenida” significará formulaciones de la invención que
están diseñadas para proporcionar formulaciones osteoinductoras a concentraciones relativamente constantes en forma
biodisponible durante periodos prolongados de tiempo.
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Tal como se usa en el presente documento, “biodegradable” significará un polímero que se degrada durante la apli-
cación in vivo. En una realización de la invención, la degradación del polímero produce las subunidades monoméricas
del polímero.

Tal como se usa en el presente documento, “envuelta polimérica” significará una hoja que comprende, o alternati-
vamente consiste en, una o más capas de polímero, comprendiendo opcionalmente cada capa de polímero uno o más
agentes osteoinductores en la que los agentes osteoinductores están presentes en las múltiples capas de polímero en
concentraciones similares o diferentes. Cuando la envuelta polimérica de la invención comprende, o alternativamente
consiste en, múltiples capas de polímero, las múltiples capas de polímero se producen por separado y se combinan
para producir la envuelta polimérica multicapa de la invención.

Tal como se usa en el presente documento, “dispositivo ortopédico” significará cualquier implante biomédico intro-
ducido quirúrgicamente en un paciente y diseñado para funcionar junto con el sistema esquelético o las articulaciones
corporales.

Las realizaciones de la invención incluyen una envuelta polimérica multicapa que incluye al menos dos hojas de
polímero biodegradable. Las al menos dos hojas de polímero biodegradable están asociadas entre sí, y la envuelta
polimérica multicapa incluye además al menos una formulación osteoinductora.

Las formulaciones osteoinductoras de la invención comprenden preferiblemente uno o más agente(s) osteoin-
ductor(es) que induce(n) el crecimiento de hueso endógeno, o tejidos relacionados con el hueso endógeno tales como
tejidos conjuntivos y tejidos vasculares. Adicionalmente, se proporcionan agentes osteoinductores que funcionan pa-
ra inhibir la resorción ósea. Las formulaciones osteoinductoras comprenden agentes osteoinductores, tales como por
ejemplo, uno o más polinucleótidos y polipéptidos de proteína morfogenética ósea (BMP), uno o más del factor de
crecimiento de tejido conjuntivo (CTGF), uno o más del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), osteopro-
tegerina (OPG), periostina y uno o más del factor de crecimiento transformante beta (TGF-β). El agente osteoinductor
se proporciona en forma biodisponible desde la envuelta polimérica como un componente de una formulación de
liberación inmediata o una de liberación sostenida.

En una realización de la invención, la envuelta polimérica multicapa comprende polímeros biodegradables que
liberan formulación/formulaciones osteoinductora(s) basándose en las velocidades de degradación de los polímeros
biodegradables que contienen la(s) formulación/formulaciones osteoinductora(s). La invención da a conocer además
un método para prevenir y tratar la formación de lesiones osteolíticas en las proximidades del implante ortopédico en
un paciente. La invención también da a conocer un método de potenciación del crecimiento de tejidos circundantes a
los sitios de implantación.

La invención incluye envueltas poliméricas multicapa que comprenden formulaciones osteoinductoras útiles para
promover el crecimiento de hueso endógeno, tejido conjuntivo y tejido vascular, así como para la prevención de la
resorción ósea. Las formulaciones osteoinductoras útiles con la invención incluyen uno o más agentes osteoinduc-
tores. Las formulaciones osteoinductoras pueden incorporarse en la composición de polímero que forma la envuelta
polimérica multicapa. Alternativamente, las formulaciones osteoinductoras pueden aplicarse a la superficie externa de
la envuelta polimérica antes de la implantación.

En una realización de la invención, se mezclan las formulaciones osteoinductoras usadas con la envuelta polimé-
rica multicapa con polímeros de liberación sostenida y se moldean para dar una envuelta polimérica multicapa sólida
preformada. La envuelta polimérica multicapa sólida puede generarse usando moldes en los que se añaden políme-
ros líquidos antes del curado o la fijación de la disolución de polímero para formar hojas de polímero preformadas.
Preferiblemente, la duración de la liberación sostenida de los agentes osteoinductores desde la envuelta polimérica
multicapa puede manipularse aumentando la resistencia a la biodegradación del polímero, por ejemplo, introduciendo
o aumentando el porcentaje de polímeros bioestables contenidos dentro de las composiciones de polímeros biodegra-
dables.

En otra realización preferida de la invención, la envuelta polimérica consiste en capas de polímero, opcionalmente
preformadas, que se aplican individualmente sobre el dispositivo ortopédico antes de la implantación. Las capas que
se aplican sobre el dispositivo ortopédico antes de la implantación pueden usarse para formar una envuelta polimé-
rica multicapa que se implanta con el dispositivo ortopédico. Opcionalmente, cada capa de polímero de la envuelta
multicapa se fórmula para que tenga diferentes características de degradación. El uso de envueltas poliméricas de múl-
tiples capas que tienen diferentes velocidades de degradación permite a un experto en la técnica construir envueltas
poliméricas con características de degradación personalizadas.

Por ejemplo, si un paciente necesita una dosificación sustancial de agente osteoinductor como fase inicial y una
concentración sostenida de agente osteoinductor durante periodos prolongados de tiempo, la envuelta multicapa puede
formularse con una alta concentración de agente osteoinductor en una capa externa de polímero que tiene una alta
velocidad de biodegradación, permitiendo de ese modo la liberación de una alta concentración de agente osteoinduc-
tor inicialmente, y una o más capas internas de polímero que tienen agentes osteoinductores y menores velocidades
de biodegradación. Alternativamente, si se determina que el paciente se beneficiará de una duración prolongada de la
liberación de agente osteoinductor, la envuelta polimérica multicapa puede formularse con una o más capas externas
de polímero biodegradable que comprenden opcionalmente agente osteoinductor, y una o más capas internas de po-
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límero biodegradable que comprenden agente osteoinductor que tienen una velocidad de biodegradación reducida in
vivo. De esta manera, la envuelta polimérica multicapa proporciona una fuente relativamente sostenida de agente os-
teoinductor. La envuelta polimérica multicapa puede contener uno o más agentes osteoinductores en las formulaciones
osteoinductoras introducidas en la envuelta polimérica.

En otra realización de la invención, la envuelta polimérica multicapa comprende, o alternativamente consiste en,
al menos un agente osteoinductor contenido en diferentes concentraciones en la totalidad de cada una de las capas de
polímero individuales de la envuelta polimérica. Por ejemplo, una o más capas internas de una envuelta polimérica
biodegradable multicapa pueden contener concentraciones aumentadas de un agente osteoinductor, mientras que la
una o más capas externas de la envuelta polimérica biodegradable pueden contener concentraciones disminuidas de un
agente osteoinductor. En esta realización, se introduce una concentración creciente a un ritmo constante de agente os-
teoinductor en el paciente in vivo. Alternativamente, cuando el agente osteoinductor tiene una actividad disminuida in
vivo con el tiempo, las capas internas de polímero de la envuelta polimérica que contienen concentraciones crecientes
del agente osteoinductor pueden ayudar a compensar la actividad disminuida del uno o más agentes osteoinductores
en las capas internas, proporcionando de ese modo una concentración relativamente estable de agente osteoinductor
(en cuanto a la actividad) en toda la vida útil de la envuelta polimérica biodegradable. En otras palabras, las concen-
traciones aumentadas de agente osteoinductor en capas internas de una envuelta polimérica multicapa compensan los
niveles disminuidos de agente osteoinductor activo, biodisponible con el tiempo.

Otro aspecto de la invención se refiere a formulaciones osteoinductoras incorporadas dentro de la envuelta poli-
mérica multicapa. Las formulaciones osteoinductoras incluyen preferiblemente uno o más agentes osteoinductores,
y proporcionan el uno o más agentes en forma biodisponible como formulaciones de o bien liberación inmediata o
bien liberación sostenida. Las formulaciones osteoinductoras comprenden además opcionalmente uno o más de los
siguientes componentes: antibióticos, portadores, aspirado de médula ósea, concentrado de médula ósea, matriz ósea
desmineralizada, inmunosupresores, agentes que potencian la isotonicidad y estabilidad química y cualquier combi-
nación de uno o más, incluyendo todos, de los componentes citados.

Las formulaciones osteoinductoras de realizaciones de la invención están disponibles como formulaciones de libe-
ración inmediata o formulaciones de liberación sostenida. Un experto en la técnica de la cirugía de implantes puede
determinar si un paciente se beneficiaría de las formulaciones de liberación inmediata o las formulaciones de liberación
sostenida basándose en factores tales como la edad y el nivel de actividad física. Por tanto, las formulaciones osteoin-
ductoras de la invención están disponibles como formulaciones de liberación inmediata, formulaciones de liberación
sostenida o ambas.

Formulaciones de liberación inmediata representativas son formulaciones líquidas que comprenden al menos
un/unos agente(s) osteoinductor(es) aplicado(s) a la superficie de la envuelta polimérica. Las formulaciones líqui-
das proporcionan el/los agente(s) osteoinductor(es) en forma biodisponible a velocidades dictadas por las propiedades
de fluido de la formulación líquida, tales como velocidades de difusión en el sitio de implantación, la influencia de
fluidos endógenos, etc. Los ejemplos de formulación líquidas adecuadas comprenden agua, solución salina u otros
medios fluidos aceptables que no inducirán respuestas inmunitarias en el huésped.

Las formulaciones de liberación inmediata de la invención proporcionan las formulaciones osteoinductoras en un
periodo de tiempo razonablemente inmediato, aunque factores tales como la proximidad a fluidos corporales, composi-
ción de las formulaciones, etc., influirán en el periodo de tiempo en el que se libera(n) el/los agente(s) osteoinductor(es)
desde las formulaciones. Sin embargo, las formulaciones de liberación inmediata no están diseñadas para retener el
uno o más agentes osteoinductores durante periodos prolongados de tiempo, y normalmente carecerán de un polímero
biodegradable como componente de la formulación de liberación inmediata.

En otra realización de la invención, están disponibles formulaciones osteoinductoras en formulaciones de libera-
ción sostenida que proporcionan la(s) formulación/formulaciones osteoinductora(s) en forma biodisponible durante
periodos prolongados de tiempo. La duración de la liberación desde las formulaciones de liberación sostenida viene
dictada por la naturaleza de la formulación y otros factores tratados anteriormente, tal como por ejemplo la proxi-
midad a fluidos corporales, así como la densidad de aplicación de las formulaciones, velocidades de degradación de
los polímeros biodegradables que comprenden las formulaciones osteoinductoras y otros factores. Sin embargo, las
formulaciones de liberación sostenida están diseñadas para proporcionar agentes osteoinductores en las formulacio-
nes a concentraciones relativamente constantes en forma biodisponible durante periodos prolongados de tiempo. Los
polímeros biodegradables de liberación sostenida útiles con las envueltas poliméricas se conocen bien en la técnica e
incluyen, pero no se limitan a, polilactidas, poliglicolidas, policaprolactonas, polianhídridos, poliamidas, poliuretanos,
poliesteramidas, poliortoésteres, polidioxanonas, poliacetales, policetales, policarbonatos, poliortocarbonatos, polifos-
facenos, polihidroxibutiratos, polihidroxivaleratos, polialquilenoxalatos, polialquilensuccinatos, poli(ácido málico),
poliaminoácidos, polivinilpirrolidona, polietilenglicol, polihidroxicelulosa, quitina, quitosano, poli(ácido L-láctico),
poli(lactida-co-glicolida), poli(hidroxibutirato-co-valerato) y copolímeros, terpolímeros, o combinaciones o mezclas
de los materiales anteriores. El perfil de liberación del polímero biodegradable puede modificarse adicionalmente me-
diante la inclusión de polímeros bioestables que influyen en la velocidad de biodegradación de la composición de
polímero. Los polímeros bioestables que podrían incorporarse en los polímeros biodegradables, influyendo de ese
modo en las velocidades de biodegradación, incluyen pero no se limitan a siliconas, poliésteres, homopolímeros y
copolímeros de vinilo, homopolímeros y copolímeros de acrilato, poliéteres y materiales celulósicos.
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Los polímeros biodegradables pueden ser polímeros en forma sólida o alternativamente pueden ser polímeros lí-
quidos que solidifican en un tiempo razonable tras su aplicación. Las formulaciones de polímeros líquidos adecuadas
incluyen, pero no se limitan a, aquellas composiciones de polímeros dadas a conocer en, por ejemplo, las patentes
estadounidenses números 5.744.153, 4.938.763, 5.278.201 y 5.278.202. Estas patentes dan a conocer composiciones
de polímeros líquidas que son útiles como composiciones de liberación controlada de fármacos o como implantes. El
prepolímero líquido tiene al menos un grupo etilénicamente insaturado polimerizable (por ejemplo, un prepolímero
terminado en éster acrílico). Si se emplea un agente de curado, el agente de curado se añade normalmente a la com-
posición justo antes de su uso. Los agentes osteoinductores se añaden el prepolímero líquido antes de curar o fijar
el prepolímero. El prepolímero sigue siendo un líquido durante un corto periodo de tiempo tras la introducción del
agente de curado. Entonces se solidifica la mezcla para formar una composición sólida. Las composiciones de polí-
mero líquidas pueden administrarse a un paciente en forma líquida, y luego solidificarán o se curarán en el sitio de
introducción para formar una composición de recubrimiento de polímero sólida. Alternativamente, el polímero líqui-
do puede inyectarse en un molde preformado para generar una envuelta polimérica, preformada para ajustarse sobre
las dimensiones exteriores de un dispositivo ortopédico antes de la implantación en un paciente. Se contemplan las
formas biodegradables de los polímeros, y se contemplan además mezclas de polímeros biodegradables y bioestables
que influyen en la velocidad de biodegradación del polímero.

Las formulaciones osteoinductoras de la invención contemplan además el uso de formulaciones de péptido acuo-
sas y no acuosas que mantienen la estabilidad de los agentes osteoinductores durante periodos prolongados de tiem-
po. Ejemplos no limitantes de formulaciones acuosas y no acuosas útiles para la estabilidad a largo plazo del/de los
agente(s) osteoinductor(es) incluyen aquellas formulaciones previstas en las patentes estadounidenses números
5.916.582; 5.932.547 y 5.981.489.

Puede dispensarse una cantidad de la composición de polímero de liberación sostenida líquida sobre la envuelta
polimérica, tal como, por ejemplo, mediante pulverización, pintado o rociado, y la formulación líquida solidifica tras
la administración para proporcionar una formulación de liberación sostenida.

En otra realización de la invención, las composiciones líquidas que son útiles para la administración de formula-
ciones osteoinductoras in vivo incluyen conjugados del agente osteoinductor con un polímero biocompatible insoluble
en agua, con la disolución del conjugado de polímero-agente activo resultante en un disolvente biocompatible para
formar un sistema de polímero líquido. Además, el sistema de polímero líquido también puede incluir un polímero
biocompatible insoluble en agua que no está conjugado al agente osteoinductor. En una realización de la invención,
estas composiciones líquidas pueden introducirse en el cuerpo de un sujeto en forma líquida. Entonces se solidifi-
ca la composición líquida o se coagula in situ para formar un implante de liberación controlada en el que el agente
osteoinductor está conjugado al polímero de matriz sólida.

Los agentes osteoinductores de realizaciones de la invención pueden administrarse en las formulaciones osteoin-
ductoras como polinucleótidos o polipéptidos aislados. Las composiciones de polinucleótido de los agentes osteoin-
ductores aislados incluyen, pero no se limitan a, polinucleótidos aislados de proteína morfogenética ósea (BMP),
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento de tejido conjuntivo (CTGF), osteoprote-
gerina, periostina y factor de crecimiento transformante beta (TGF-β). Las composiciones de polinucleótido de los
agentes osteoinductores incluyen, pero no se limitan a, vectores de terapia génica que albergan polinucleótidos que
codifican para los polipéptidos osteoinductores de interés. Los métodos de terapia génica requieren un polinucleótido
que codifica para el polipéptido osteoinductor operativamente unido o asociado a un promotor y cualquier otro ele-
mento genético necesario para la expresión del polipéptido osteoinductor por el tejido diana. Tales técnicas de terapia
e inserción génica se conocen en la técnica, véase, por ejemplo, la publicación internacional número WO90/11092.
Los vectores de terapia génica adecuados incluyen, pero no se limitan a, vectores de terapia génica que no se integran
en el genoma del huésped. Alternativamente, los vectores de terapia génica adecuados incluyen, pero no se limitan a,
vectores de terapia génica que se integran en el genoma del huésped.

En una realización, el polinucleótido de la invención se administra en formulaciones de plásmido. Las formulacio-
nes de ADN o ARN de plásmido se refieren a secuencias que codifican para polipéptidos osteoinductores que están
libres de cualquier vehículo de inserción que actúa para ayudar, promover o facilitar la entrada en la célula, incluyen-
do secuencias virales, partículas virales, formulaciones de liposomas, lipofectina o agentes precipitantes y similares.
Opcionalmente, las composiciones para terapia génica de la invención pueden administrarse en formulaciones de lipo-
somas y formulaciones de lipofectina, que pueden prepararse mediante métodos bien conocidos por los expertos en la
técnica. Se describen métodos generales, por ejemplo, en las patentes estadounidenses números 5.593.972, 5.589.466
y 5.580.859.

Los vectores de terapia génica comprenden además vectores adenovirales adecuados que incluyen, pero no se
limitan a por ejemplo, los descritos en Kozarsky y Wilson, Curr. Opin. Genet. Devel., 3:499-503 (1993); Rosenfeld
et al., Cell, 68:143-155 (1992); Engelhardt et al., Human Genet. Ther., 4:759-769 (1993); Yang et al., Nature Genet.,
7:362-369 (1994); Wilson et al., Nature, 365:691-692 (1993); y la patente estadounidense número 5.652.224.

Las composiciones de polipéptido de los agentes osteoinductores aislados incluyen, pero no se limitan a, poli-
péptidos aislados de proteína morfogenética ósea (BMP), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor
de crecimiento de tejido conjuntivo (CTGF), osteoprotegerina, periostina y factor de crecimiento transformante beta
(TGF-β). Las composiciones de polipéptido de los agentes osteoinductores incluyen, pero no se limitan a, proteínas
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de longitud completa aisladas, fragmentos y variantes de las mismas. En una realización preferida de la invención,
los fragmentos de polipéptido de los agentes osteoinductores comprenden, o alternativamente consisten en, formas
de propéptido de los polipéptidos de longitud completa aislados. En una realización particularmente preferida de la
invención, los fragmentos de polipéptido de los agentes osteoinductores comprenden, o alternativamente consisten
en, formas maduras de los polipéptidos de longitud completa aislados. También se prefieren los polinucleótidos que
codifican para el propéptido y polipéptidos maduros de los agentes osteoinductores.

Las variantes de los agentes osteoinductores de la invención incluyen, pero no se limitan a, variantes de proteína que
están diseñadas para aumentar la duración de la actividad del agente osteoinductor in vivo. Las realizaciones preferidas
de agentes osteoinductores variantes incluyen, pero no se limitan a, proteínas de longitud completa o fragmentos de las
mismas que están conjugados a restos de polietilenglicol (PEG) para aumentar su semivida in vivo (también conocido
como pegilación). Los métodos de pegilación de polipéptidos se conocen bien en la técnica (véanse, por ejemplo,
la patente estadounidense número 6.552.170 y la patente europea número 0.401.384 como ejemplos de métodos de
generación de polipéptidos pegilados).

En otra realización de la invención, el/los agente(s) osteoinductor(es) se proporciona(n) en la(s) formulación/for-
mulaciones osteoinductora(s) como proteínas de fusión. En una realización, el/los agente(s) osteoinductor(es) es-
tá(n) disponible(s) como proteínas de fusión con la parte Fcde la IgG humana. En otra realización de la invención,
el/los agente(s) osteoinductor(es) de la invención está(n) disponible(s) como hetero u homodímeros o multímeros.
Los ejemplos de proteínas de fusión preferidas incluyen, pero no se limitan a, fusiones de ligandos entre polipéptidos
osteoinductores maduros y la parte Fc de la inmunoglobulina G(IgG) humana. Se conocen bien en la técnica métodos
de preparación de proteínas de fusión y constructos que codifican para las mismas.

Los agentes osteoinductores de la invención que se incluyen con las formulaciones osteoinductoras son estériles.
En un método no limitativo, se logra fácilmente la esterilidad, por ejemplo, mediante filtración a través de membranas
de filtración estériles (por ejemplo, membranas o filtros de 0,2 micras).

En una realización de la invención, la envuelta polimérica se proporciona sin formulaciones osteoinductoras in-
corporadas dentro de la envuelta. En esta realización de la invención, las formulaciones osteoinductoras se intro-
ducen en la superficie de la envuelta polimérica antes de la implantación de la envuelta en un paciente. Alternati-
vamente, las formulaciones osteoinductoras se colocan entre las hojas de polímero biodegradable de una envuelta
polimérica multicapa. En tal situación, los agentes osteoinductores generalmente se colocan en un recipiente que
tiene un orificio de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa de disolución intravenosa o vial que tiene un tapón que
puede perforarse mediante una aguja para inyección hipodérmica. En una realización, los agentes osteoinductores y
las formulaciones osteoinductoras preparadas se guardan en recipientes separados, por ejemplo, ampollas o viales
sellados, como disolución acuosa o como formulación liofilizada para su reconstitución. Como ejemplo de una for-
mulación liofilizada, se llenan viales de 10 ml con 5 ml de disolución acuosa de agente osteoinductor al 1% (p/v)
esterilizada por filtración, y se liofiliza la mezcla resultante. El agente osteoinductor se prepara mediante la reconsti-
tución del agente liofilizado antes de la administración en una disolución apropiada, se mezcla con las formulaciones
osteoinductoras preparadas y se administra a la superficie de la envuelta polimérica o entre capas de polímero de
una envuelta polimérica multicapa antes de o de manera concurrente con su implantación en un paciente. La aplica-
ción puede lograrse mediante la inmersión de la envuelta polimérica en formulaciones osteoinductoras, pulverizando
las formulaciones osteoinductoras sobre la superficie de la envuelta polimérica, o mediante cualquier otro medio de
aplicación.

Tal como reconocerá un experto en la técnica, las concentraciones de agente osteoinductor pueden ser variables
basándose en la duración o grado de osteoinducción deseados. De manera simular, un experto en la técnica entenderá
que la duración de la liberación sostenida puede modificarse mediante la manipulación de las composiciones que
comprenden la formulación de liberación sostenida, tal como por ejemplo, modificando el porcentaje de polímeros
bioestables que se encuentran dentro de un polímero de liberación sostenida.

Un método para proporcionar composiciones líquidas que son útiles para formar hojas poliméricas para la admi-
nistración de agentes osteoinductores in vivo es conjugar el agente activo con un polímero biocompatible insoluble en
agua y disolver el conjugado de polímero-agente activo resultante en un disolvente biocompatible para formar un siste-
ma de polímero líquido similar al descrito en las patentes estadounidenses números 4.938.763, 5.278.201 y 5.278.202.
Los polímeros biocompatibles insolubles en agua pueden ser los descritos en las patentes anteriores o copolímeros
relacionados. Además, el sistema de polímero líquido también puede incluir un polímero biocompatible insoluble en
agua que no está conjugado al agente activo. En una realización de la invención, estas composiciones líquidas pueden
introducirse en el cuerpo de un sujeto en forma líquida. Entonces se solidifica la composición líquida o se coagula in
situ para formar un implante de liberación controlada en el que el agente osteoinductor está conjugado al polímero de
matriz sólida.

Las formulaciones osteoinductoras de la invención comprenden además opcionalmente composiciones de matriz
ósea desmineralizada (a continuación en el presente documento composiciones de “DBM”), aspirado de médula ósea,
concentrado de médula ósea o combinaciones o permutaciones de cualquiera de los mismos. Se conocen bien méto-
dos para producir DBM en la técnica, y puede obtenerse DBM siguiendo las enseñanzas de O’Leary et al. (patente
estadounidense número 5.073.373) o mediante la obtención de formulaciones de DBM disponibles comercialmente
tales como, por ejemplo, AlloGro® disponible de proveedores tales como AlloSource® (Centennial, CO). Se conocen
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bien en la técnica métodos de obtención de aspirados de médula ósea así como dispositivos que facilitan la extrac-
ción de aspirado de médula ósea y se describen, por ejemplo, por Turkel et al. en la patente estadounidense número
5.257.632.

Las formulaciones osteoinductoras de la invención comprenden además opcionalmente antibióticos que se ad-
ministran con el agente osteoinductor. Tal como trataron Vehmeyer et al., existe la posibilidad de que se produzca
contaminación bacteriana, por ejemplo, debido a la introducción de tejido de aloinjerto contaminado procedente de
donantes vivos. Vehmeyer, SB, et al., Acta Orthop Scand., 73(2): 165-169 (2002). Los antibióticos de la invención
también se administran conjuntamente con las formulaciones osteoinductoras para prevenir la infección por patógenos
estrictos u oportunistas que se introducen en el paciente durante la cirugía de implantes.

Los antibióticos útiles con las formulaciones osteoinductoras de la invención incluyen, pero no se limitan a, amo-
xicilina, beta-lactamasas, aminoglicósidos, beta-lactama (glicopéptido), clindamicina, cloranfenicol, cefalosporinas,
ciprofloxacino, eritromicina, fluoroquinolonas, macrólidos, metronidazol, penicilinas, quinolonas, rapamicina, rifam-
picina, estreptomicina, sulfonamida, tetraciclinas, trimetoprima, trimetoprima-sulfametoxazol y vancomicina. Ade-
más, un experto en la técnica de la cirugía de implantes o los directores médicos de los emplazamientos en los que
puede producirse una cirugía de implantes pueden preferir la introducción de uno o más de los antibióticos citados
anteriormente para tener en cuenta infecciones hospitalarias u otros factores específicos del emplazamiento en el que
se lleva a cabo la cirugía. Por consiguiente, la invención contempla además que pueden incluirse uno o más de los
antibióticos descritos en el presente documento, y cualquier combinación de uno o más de los mismos antibióticos, en
las formulaciones osteoinductoras de la invención.

Las formulaciones osteoinductoras de la invención comprenden además opcionalmente agentes inmunosupreso-
res, particularmente en circunstancias en las que se administran composiciones de aloinjerto al paciente. Los agentes
inmunosupresores adecuados que pueden administrarse en combinación con las formulaciones osteoinductoras de
la invención incluyen, pero no se limitan a, esteroides, ciclosporina, análogos de ciclosporina, ciclofosfamida, me-
tilprednisona, prednisona, azatioprina, FK-506, 15-desoxiespergualina y otros agentes inmunosupresores que actúan
suprimiendo la función de las células T que responden. Otros agentes inmunosupresores que pueden administrarse en
combinación con las formulaciones osteoinductoras de la invención incluyen, pero no se limitan a, prednisolona, me-
totrexato, talidomida, metoxsalen, rapamicina, leflunomida, mizoribina (BredininTM), brequinar, desoxiespergualina y
azaspirano (SKF 105685), Orthoclone OKTTM 3 (muromonab-CD3). SandimmuneTM, NeoralTM, SangdyaTM (ciclos-
porina), PrografTM (FK506, tacrolimus), CellceptTM (micofenolato mofetilo, del que el metabolito activo es el ácido
micofenólico), ImuranTM (azatioprina), glucocorticosteroides, esteroides corticosuprarrenales tales como DeltasoneTM

(prednisona) e HydeltrasolTM (prednisolona), FolexTM y MexateTM (metotrexato), Oxsoralen-UltraTM (metoxsalen) y
RapamuenTM (sirolimus).

Las formulaciones osteoinductoras de la invención pueden comprender además opcionalmente un vehículo por-
tador tal como agua, solución salina, disolución de Ringer, portadores a base de fosfato de calcio o disolución de
dextrosa. También son útiles en el presente documento vehículos no acuosos tales como aceites fijos y oleato de etilo,
así como liposomas.

En una realización de la invención, se usa colágeno como portador o como base de una envuelta polimérica para
la administración de formulaciones osteoinductoras. En otra realización de la invención, se utiliza colágeno en com-
binación con glicosaminoglicano portador para las formulaciones osteoinductoras, tal como se describe en la patente
estadounidense número 5.922.356. El contenido en glicosaminoglicano en la formulación es preferiblemente inferior
al 40% en peso de la formulación, más preferiblemente del 1-10%. El colágeno es preferiblemente el 20-95% en peso
de la formulación, más preferiblemente el 40-60% (p/p).

Puede usarse cualquier colágeno como portador para las formulaciones osteoinductoras. Los ejemplos de colágeno
adecuado para usarse como portador incluyen, pero no se limitan a, colágeno humano tipo I, colágeno humano tipo
II, colágeno humano tipo III, colágeno humano tipo IV, colágeno humano tipo V, colágeno humano tipo VI, colágeno
humano tipo VII, colágeno humano tipo VIII, colágeno humano tipo IX, colágeno humano tipo X, colágeno humano
tipo XI, colágeno humano tipo XII, colágeno humano tipo XIII, colágeno humano tipo XIV, colágeno humano tipo
XV, colágeno humano tipo XVI, colágeno humano tipo XVII, colágeno humano tipo XVIII, colágeno humano tipo
XIX, colágeno humano tipo XXI, colágeno humano tipo XXII, colágeno humano tipo XXIII, colágeno humano tipo
XXIV, colágeno humano tipo XXV, colágeno humano tipo XXVI, colágeno humano tipo XXVII y colágeno huma-
no tipo XXVIII, y combinaciones de los mismos. Los portadores de colágeno útiles con la invención comprenden
además, o alternativamente consisten en, hetero y homotrímeros de cualquiera de los tipos de colágeno citados ante-
riormente. En una realización preferida de la invención, los portadores de colágeno comprenden, o alternativamente
consisten en, hetero u homotrímeros de colágeno humano tipo I, colágeno humano tipo II y colágeno humano tipo III,
o combinaciones de los mismos.

El colágeno citado anteriormente se incorpora sustancialmente como envuelta polimérica. Por ejemplo, el coláge-
no generado como envuelta polimérica incorpora formulaciones osteoinductoras que incorporan uno o más agentes
osteoinductores. La envuelta de colágeno que comprende al menos un agente osteoinductor se introduce en el paciente
como una envuelta que cubre sustancialmente el dispositivo ortopédico en el momento de la implantación. Tras la im-
plantación, la envuelta de colágeno libera las formulaciones osteoinductoras que comprenden agentes osteoinductores.
Los ejemplos de envueltas de colágeno útiles incluyen, pero no se limitan a, hojas de colágeno y hojas de colágeno
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reconstituidas derivadas de fuentes bovinas. En otra realización de la invención, las envueltas de colágeno se cubren
mediante una o más capas de polímero biodegradable, formando de este modo una hoja polimérica multicapa variante.

El colágeno utilizado como portador en una envuelta polimérica puede ser humano o no humano, así como re-
combinante o no recombinante. En una realización preferida de la invención, el colágeno utilizado como portador
es colágeno recombinante. Se conocen en la técnica métodos de preparación de colágeno recombinante, por ejem-
plo, usando métodos recombinantes tales como los métodos descritos en la patente estadounidense número 5.895.833
(producción transgénica), J. Myllyharju, et al., Biotechnology of Extracellular Matrix, 353-357 (2000) (producción
de tipos I-III humanos recombinantes en Pichia pastoris), Wong Po Foo, C, et al., Adv. Drug Del. Rev., 54:1131-
1143 (2002), o por Toman, P.D., et al., J. Biol. Chem., 275(30):23303-23309 (2001). Alternativamente, se obtienen
tipos de colágeno humano recombinante a partir de fuentes disponibles comercialmente, tales como por ejemplo, los
proporcionados por FibroGen (San Francisco, California).

Las formulaciones osteoinductoras de la invención incluyen además opcionalmente sustancias que potencian la
isotonicidad y estabilidad química. Tales materiales son no tóxicos para los pacientes a las dosificaciones y concentra-
ciones empleadas, e incluyen tampones tales como fosfato, citrato, succinato, ácido acético y otros ácidos orgánicos o
sus sales; antioxidantes tales como ácido ascórbico; polipéptidos de bajo peso molecular (inferior a aproximadamente
diez residuos), por ejemplo, poliarginina o tripéptidos; proteínas, tales como albúmina sérica, gelatina, o inmunoglo-
bulinas; aminoácidos, tales como glicina, ácido glutámico, ácido aspártico o arginina; monosacáridos, disacáridos, y
otros hidratos de carbono incluyendo celulosa o sus derivados, glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales
como EDTA; alcoholes de azúcar tales como manitol o sorbitol; contraiones tales como sodio; y/o tensioactivos no
iónicos tales como polisorbatos, poloxámeros o PEG.

Las formulaciones osteoinductoras de la invención comprenden además agentes osteoinductores aislados. Los
agentes osteoinductores aislados de la invención promueven el crecimiento de hueso endógeno, o ayudan en la pre-
vención de la resorción del tejido óseo circundante al implante por los osteoclastos. Los agentes osteoinductores
aislados de la invención están disponibles como polipéptidos o polinucleótidos. Los agentes osteoinductores aisla-
dos de la invención comprenden proteínas de longitud completa y fragmentos de las mismas, así como variantes de
polipéptido o mutantes de los agentes osteoinductores aislados proporcionados en el presente documento.

En otra realización de la invención, los polipéptidos de agente osteoinductor están disponibles como heterodímeros
u homodímeros, así como multímeros o combinaciones de los mismos.

Las proteínas expresadas de manera recombinante pueden estar en formas nativas, análogos truncados, muteínas,
proteínas de fusión y otras formas construidas que pueden inducir la formación de hueso, cartílago u otros tipos de
tejido, tal como se demuestra mediante bioensayos in vitro y ex vivo y la implantación in vivo en mamíferos, incluyendo
seres humanos.

La invención contempla además el uso de polinucleótidos y polipéptidos que tienen una homología de al menos el
95%, más preferiblemente del 97%, e incluso más preferiblemente una homología del 99% con los polinucleótidos y
polipéptidos de agente osteoinductor aislados proporcionados en el presente documento. Las formulaciones osteoin-
ductoras típicas comprenden agente osteoinductor aislado a concentraciones de desde aproximadamente 0,1 mg/ml
hasta 100 mg/ml, preferiblemente de 1-10 mg/ml, a un pH de aproximadamente 3 a 8.

En una realización de la invención, los agentes osteoinductores aislados incluyen uno o más polinucleótidos o
polipéptidos de los miembros de la familia de las proteínas morfogenéticas óseas (“BMP”). Las BMP son una clase
de proteínas que se cree que tienen actividades osteoinductoras o de estimulación del crecimiento sobre el tejido óseo
endógeno. Los miembros conocidos de la familia de las BMP incluyen, pero no se limitan a, BMP-1, BMP-2, BMP-3,
BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-8, BMP-9, BMP-10, BMP-11, BMP-12, BMP-13, BMP-15, BMP-16, BMP-
17 y BMP-18.

Las BMP útiles como agentes osteoinductores aislados incluyen, pero no se limitan a, las siguientes BMP:

polinucleótidos y polipéptidos de BMP-1 correspondientes a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3 y SEQ
ID NO:4, así como polipéptidos y polinucleótidos maduros de BMP-1 que codifican para los mismos;

polinucleótidos y polipéptidos de BMP-2 correspondientes a SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:6, así como polipéptidos
y polinucleótidos maduros de BMP-2 que codifican para los mismos;

polinucleótidos y polipéptidos de BMP-3 correspondientes a SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:8, así como polipéptidos
y polinucleótidos maduros de BMP-3 que codifican para los mismos;

polinucleótidos y polipéptidos de BMP-4 correspondientes a SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO:10, así como polipép-
tidos y polinucleótidos maduros de BMP-4 que codifican para los mismos;

polinucleótidos y polipéptidos de BMP-5 correspondientes a SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 y
SEQ ID NO: 14, así como polipéptidos y polinucleótidos maduros de BMP-5 que codifican para los mismos;
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polinucleótidos y polipéptidos de BMP-6 correspondientes a SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17 y
SEQ ID NO:18, así como polipéptidos y polinucleótidos maduros de BMP-6 que codifican para los mismos;

polinucleótidos y polipéptidos de BMP-7 correspondientes a SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21 y
SEQ ID NO:22, así como polipéptidos y polinucleótidos maduros de BMP-7 que codifican para los mismos;

polinucleótidos y polipéptidos de BMP-8 correspondientes a SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 y
SEQ ID NO:26, así como polipéptidos y polinucleótidos maduros de BMP-8 que codifican para los mismos;

polinucleótidos y polipéptidos de BMP-9 correspondientes a SEQ ID NO: 2 7 y SEQ ID NO:28, así como poli-
péptidos y polinucleótidos maduros de BMP-9 que codifican para los mismos;

polinucleótidos y polipéptidos de BMP-10 correspondientes a SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31 y
SEQ ID NO:32, así como polipéptidos y polinucleótidos maduros de BMP-10 que codifican para los mismos;

polinucleótidos y polipéptidos de BMP-1l correspondientes a SEQ ID NO:33 y SEQ ID NO:34, así como polipép-
tidos y polinucleótidos maduros de BMP-11 que codifican para los mismos;

polinucleótidos y polipéptidos de BMP-12 correspondientes a SEQ ID NO:35 y SEQ ID NO:36, así como poli-
péptidos y polinucleótidos maduros de BMP-12 que codifican para los mismos;

polinucleótidos y polipéptidos de BMP-13 correspondientes a SEQ ID NO:37 y SEQ ID NO:38, así como poli-
péptidos y polinucleótidos maduros de BMP-13 que codifican para los mismos;

polinucleótidos y polipéptidos de BMP-15 correspondientes a SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41 y
SEQ ID NO:42, así como polipéptidos y polinucleótidos maduros de BMP-15 que codifican para los mismos;

polinucleótidos y polipéptidos de BMP-16 correspondientes a SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45 y
SEQ ID NO:46, así como polipéptidos y polinucleótidos maduros de BMP-16 que codifican para los mismos;

polinucleótidos y polipéptidos de BMP-17 correspondientes a SEQ ID NO:47 y SEQ ID NO:48, así como poli-
péptidos y polinucleótidos maduros de BMP-17 que codifican para los mismos; y

polinucleótidos y polipéptidos de BMP-18 correspondientes a SEQ ID NO:49 y SEQ ID NO:50, así como poli-
péptidos y polinucleótidos maduros de BMP-18 que codifican para los mismos.

Las BMP utilizadas como agentes osteoinductores de la invención comprenden, o alternativamente consisten en,
una o más de BMP-1; BMP-2; BMP-3; BMP-4; BMP-5; BMP-6; BMP-7; BMP-8; BMP-9; BMP-10; BMP-1l; BMP-
12; BMP-13; BMP-15; BMP-16; BMP-17; y BMP-18; así como cualquier combinación de una o más de estas BMP,
incluyendo BMP de longitud completa o fragmentos de las mismas, o combinaciones de los mismos, o bien como
polipéptidos o bien como polinucleótidos que codifican para dichos fragmentos de polipéptido de todas las BMP
citadas. Los agentes osteoinductores de BMP aislados pueden administrarse como polinucleótidos, polipéptidos o
combinaciones de ambos.

En una realización particularmente preferida de la invención, los agentes osteoinductores aislados comprenden, o
alternativamente consisten en, polinucleótidos o polipéptidos de BMP-2 o fragmentos maduros de los mismos.

En otra realización de la invención, los agentes osteoinductores aislados incluyen inhibidores de la osteoclastogéne-
sis para inhibir la resorción ósea del tejido óseo circundante al sitio de implantación del implante por los osteoclastos.

Los inhibidores de osteoclastos y de la osteoclastogénesis incluyen, pero no se limitan a, polinucleótidos y poli-
péptidos de la osteoprotegerina correspondientes a SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53 y SEQ ID NO:54,
así como polipéptidos y polinucleótidos maduros de la osteoprotegerina que codifican para los mismos. La osteopro-
tegerina es un miembro de la superfamilia de receptores de TNF y es un receptor señuelo secretado por osteoblastos
que funciona como regulador negativo de la resorción ósea. Esta proteína se une específicamente a su ligando, el
ligando de osteoprotegerina (TNFSF11/OPGL), siendo ambos reguladores extracelulares clave del desarrollo de los
osteoclastos.

Los inhibidores de la osteoclastogénesis incluyen además, pero no se limitan a, compuestos químicos tales co-
mo bisfosfonato, inhibidores de la 5-lipoxigenasa tales como los descritos en las patentes estadounidenses núme-
ros 5.534.524 y 6.455.541, compuestos heterocíclicos tales como los descritos en la patente estadounidense número
5.658.935, compuestos de derivado de 2,4-dioxoimidazolidina e imidazolidina tales como los descritos en las patentes
estadounidenses números 5.397.796 y 5.554.594, derivados de sulfonamida tales como los descritos en la patente es-
tadounidense número 6.313.119 y compuestos de acilguanidina tales como los descritos en la patente estadounidense
número 6.492.356.

En otra realización de la invención, los agentes osteoinductores aislados incluyen uno o más polinucleótidos o
polipéptidos de los miembros de la familia de factores de crecimiento de tejido conjuntivo (“CTGF”). Los CTGF son
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una clase de proteínas que se cree que tienen actividades de estimulación del crecimiento sobre tejidos conjuntivos.
Los miembros conocidos de la familia de CTGF incluyen, pero no se limitan a, CTGF-1, CTGF-2, y CTGF-4.

Los CTGF útiles como agentes osteoinductores aislados incluyen, pero no se limitan a, los siguientes CTGF:

polinucleótidos y polipéptidos de CTGF-1 correspondientes a SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:57 y
SEQ ID NO:58, así como polinucleótidos y polipéptidos maduros de CTGF-1 que codifican para los mismos.

polinucleótidos y polipéptidos de CTGF-2 correspondientes a SEQ ID NO: 59 y SEQ ID NO: 60, así como poli-
nucleótidos y polipéptidos maduros de CTGF-2 que codifican para los mismos.

polinucleótidos y polipéptidos de CTGF-4 correspondientes a SEQ ID NO:61 y SEQ ID NO:62, así como polinu-
cleótidos y polipéptidos maduros de CTGF-4 que codifican para los mismos.

En otra realización de la invención, los agentes osteoinductores aislados incluyen uno o más polinucleótidos o
polipéptidos de los miembros de la familia de factores de crecimiento endotelial vascular (“VEGF”). Los VEGF son
una clase de proteínas que se cree que tienen actividades de estimulación del crecimiento sobre tejidos vasculares. Los
miembros conocidos de la familia de VEGF incluyen, pero no se limitan a, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y
VEGF-E.

Los VEGF útiles como agentes osteoinductores aislados incluyen, pero no se limitan a, los siguientes VEGF:

polinucleótidos y polipéptidos de VEGF-A correspondientes a SEQ ID NO:63 y SEQ ID NO.64, así como polinu-
cleótidos y polipéptidos maduros de VEGF-A que codifican para los mismos.

Polinucleótidos y polipéptidos de VEGF-B correspondientes a SEQ ID NO:65 y SEQ ID NO: 66, así como poli-
nucleótidos y polipéptidos maduros de VEGF-B que codifican para los mismos.

Polinucleótidos y polipéptidos de VEGF-C correspondientes a SEQ ID NO:67 y SEQ ID NO:68, así como polinu-
cleótidos y polipéptidos maduros de VEGF-C que codifican para los mismos.

Polinucleótidos y polipéptidos de VEGF-D correspondientes a SEQ ID NO:69 y SEQ ID NO:70, así como polinu-
cleótidos y polipéptidos maduros de VEGF-D que codifican para los mismos.

Polinucleótidos y polipéptidos de VEGF-E correspondientes a SEQ ID NO:71 y SEQ ID NO:72, así como polinu-
cleótidos y polipéptidos maduros de VEGF-E que codifican para los mismos.

En otra realización de la invención, los agentes osteoinductores aislados incluyen uno o más polinucleótidos o
polipéptidos de genes de factores de crecimiento transformante beta (“TGF-β”). Los TGF-β son una clase de proteínas
que se cree que tienen actividades de estimulación del crecimiento sobre una variedad de tejidos, incluyendo tejidos
conjuntivos. Los miembros conocidos de la familia de TGF-β incluyen, pero no se limitan a, TGF-β-1, TGF-β-2 y
TGF-β-3.

Los TGF-β útiles como agentes osteoinductores aislados incluyen, pero no se limitan a, los siguientes TGF-β:

polinucleótidos y polipéptidos de TGF-β-1 correspondientes a SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75 y
SEQ ID NO:76, así como polinucleótidos y polipéptidos maduros de TGF-β-1 que codifican para los mismos.

Polinucleótidos y polipéptidos de TGF-β-2 correspondientes a SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:78, SEQ ID NO:79 y
SEQ ID NO:80, así como polinucleótidos y polipéptidos maduros de TGF-β-2 que codifican para los mismos.

Polinucleótidos y polipéptidos de TGF-β-3 correspondientes a SEQ ID NO:81 y SEQ ID NO: 82, así como poli-
nucleótidos y polipéptidos maduros de TGF-β-3 que codifican para los mismos.

En otra realización de la invención, los agentes osteoinductores aislados incluyen polinucleótidos y polipéptidos
que promueven la adhesión al hueso, tales como polinucleótidos y polipéptidos de la periostina que se cree que
funcionan como moléculas de adhesión en la formación de hueso.

Los promotores de la adhesión al hueso incluyen, pero no se limitan a, polinucleótidos y polipéptidos de la perios-
tina correspondientes a SEQ ID NO: 83 y SEQ ID NO: 84, así como polinucleótidos y polipéptidos maduros de la
periostina que codifican para los mismos.

En otra realización de la invención, los agentes osteoinductores aislados incluyen uno o más miembros de uno
cualquiera de proteínas morfogenéticas óseas (BMP), factores de crecimiento de tejido conjuntivo (CTGF), factores
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), osteoprotegerina o cualquiera de los otros inhibidores de la osteoclasto-
génesis, periostina y factores de crecimiento transformante beta (TGF-β), y cualquier combinación de estos agentes
osteoinductores.
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Los polímeros utilizados para producir envueltas poliméricas incluyen cualquier polímero que pueda formar una
película biológicamente aceptable y biodegradable. Las envueltas poliméricas de la invención comprenden capas de
polímero biodegradable, en la que las capas de polímero biodegradable contienen opcionalmente formulaciones os-
teoinductoras dentro de las capas de polímero. En una realización de la invención, las envueltas poliméricas multicapa
se producen sintetizando al menos dos capas de polímero individuales que comprenden uno o más agentes osteoin-
ductores como componente de las formulaciones osteoinductoras. Las al menos dos capas de polímero individuales
se combinan entonces, por ejemplo, poniendo una de las capas de polímero sobre la una o más de las otras capas
para producir una envuelta polimérica multicapa. Opcionalmente, se usan cementos biodegradables u otros adhesivos
biocompatibles en pequeñas cantidades como adhesivos entre las al menos dos capas de polímero individuales.

En otra realización de la invención, las formulaciones osteoinductoras se aplican a la superficie de las capas de
polímero biodegradable antes de la adición de la siguiente capa de polímero a la envuelta polimérica multicapa. En
esta realización, las formulaciones osteoinductoras están contenidas como una capa líquida entre las al menos dos
capas de polímero individuales de la envuelta polimérica. Con la degradación de la una o más capas de polímero, se
liberan las formulaciones osteoinductoras desde la envuelta polimérica y están disponibles en forma bioactiva.

La envuelta polimérica también puede generarse produciendo las capas de polímero en forma líquida (prepolíme-
ros) y mezclando las formulaciones osteoinductoras, aplicando los líquidos de prepolímeros a un molde preformado,
y curando o fijando los prepolímeros líquidos para generar una envuelta polimérica preformada que se ajusta a las
dimensiones exteriores de un dispositivo ortopédico. En esta realización, la envuelta polimérica preformada se coloca
alrededor de las dimensiones exteriores del dispositivo ortopédico antes de o de manera concurrente con su implanta-
ción en un paciente.

En una realización alternativa de esta invención, se genera una envuelta polimérica multicapa preformada produ-
ciendo cada una de las capas de polímero biodegradable individuales como capas preformadas diseñadas para colocar-
se alrededor de las dimensiones exteriores del dispositivo ortopédico antes de su implantación en un paciente. En esta
realización alternativa, se aplican las formulaciones osteoinductoras como formulaciones líquidas entre las capas de
polímero preformadas individuales. Se liberan las formulaciones osteoinductoras en forma bioactiva desde la envuelta
polimérica multicapa basándose en las velocidades de degradación de las capas exteriores de polímero biodegradable
individuales de la envuelta polimérica multicapa in vivo.

La presente invención también se refiere a vectores que contienen los polinucleótidos osteoinductores de la presente
invención, a células huésped y a la producción de polipéptidos osteoinductores mediante técnicas recombinantes. El
vector puede ser, por ejemplo, un vector de fago, plásmido, viral o retroviral. Los vectores retrovirales pueden ser
competentes en la replicación o defectuoso en la replicación. En este último caso, generalmente sólo se producirá la
propagación viral en células huésped de complementación.

Los polinucleótidos pueden unirse a un vector que contiene un marcador seleccionable para la propagación en un
huésped. Generalmente, se introduce un vector de plásmido en un precipitado, tal como un precipitado con fosfato de
calcio, o en un complejo con un lípido cargado. Si el vector es un virus, puede empaquetarse in vitro usando una línea
celular de empaquetamiento apropiada y luego transducirse en células huésped. Los vectores útiles incluyen, pero no
se limitan a, vectores de plásmidos, bacteriófago, células de insectos y animales, retrovirus, cósmidos, y otros virus
mono y bicatenarios.

El inserto de polinucleótido debe estar operativamente unido a un promotor apropiado, tal como el promotor PL
del fago lambda, los promotores lac, trp, phoA y tac de E. coli, los promotores de expresión temprana y tardía de
SV40 y promotores de LTR retrovirales, por nombrar algunos. El experto conocerá otros promotores adecuados. Los
constructos de expresión contendrán además sitios para la iniciación, terminación de la transcripción; una secuencia
de origen de replicación y, en la región transcrita, un sitio de unión al ribosoma para la traducción. La parte codificante
de los transcritos expresados por los constructos incluirá preferiblemente un codón de iniciación de la traducción al
comienzo y un codón de terminación (UAA, UGA o UAG) situado apropiadamente al final del polipéptido que va a
traducirse.

El constructo de expresión puede contener además secuencias tales como secuencias potenciadoras, secuencias
eficaces de procesamiento de ARN tales como señales de corte y empalme y de poliadenilación, secuencias que
potencian la eficacia de la traducción y secuencias que potencian la secreción de proteínas.

Se conocen bien en la técnica sistemas de expresión y métodos de producción de agentes osteoinductores, tales
como proteínas recombinantes o fragmentos de proteína. Por ejemplo, se conocen bien en la técnica métodos de
producción de proteínas recombinantes o fragmentos de las mismas usando sistemas de expresión bacterianos, de
insectos o mamíferos. (Véanse, por ejemplo, Molecular Biotechnology: Principles and Applications of Recombinant
DNA, B. R. Glick y J. Pasternak, y M. M. Bendig, Genetic Engineering, 7, págs. 91-127 (1988), para una exposición
de la producción de proteínas recombinantes).

Los vectores de expresión incluirán preferiblemente al menos un marcador seleccionable. Tales marcadores inclu-
yen dihidrofolato reductasa, G418 o neomicina.
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REIVINDICACIONES

1. Envuelta polimérica multicapa diseñada para cubrir un dispositivo ortopédico, comprendiendo la envuelta po-
limérica multicapa al menos dos hojas de polímero biodegradable, en la que las al menos dos hojas de polímero
biodegradable están asociadas entre sí, y en la que la envuelta polimérica multicapa comprende además al menos una
formulación osteoinductora; en la que la al menos una formulación osteoinductora o bien está contenida dentro de al
menos una de las hojas de polímero biodegradable o bien está contenida entre al menos dos de las hojas de polímero
biodegradable.

2. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 1, en la que la formulación osteoinductora comprende
además uno o más agentes osteoinductores.

3. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 2, en la que el uno o más agentes osteoinductores com-
prenden polinucleótidos o polipéptidos de BMP-2 o fragmentos maduros de los mismos.

4. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 4, en la que el uno o más agentes osteoinductores se
seleccionan del grupo que consiste en BMP-1, BMP-2, BMP- 3, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-8, BMP-9,
BMP-10, BMP-11, BMP-12, BMP-13, BMP-15, BMP-16, BMP-17, BMP-18 y cualquier combinación de las mismas,
incluyendo BMP de longitud completa o fragmentos de las mismas, y combinaciones de los mismos, o bien como
polipéptidos o bien como polinucleótidos que codifican para dichos fragmentos de polipéptido de todas de dichas
BMP.

5. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 2, en la que el uno o más agentes osteoinductores se
seleccionan del grupo que consiste en CTGF-1, CTGF-2, CGTF-3, CTGF-4 y cualquier combinación de los mismos.

6. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 2, en la que el uno o más agentes osteoinductores se
seleccionan del grupo que consiste en VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E y cualquier combinación de
los mismos.

7. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 2, en la que el uno o más agentes osteoinductores se
seleccionan de inhibidores de la osteoclastogénesis.

8. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 2, en la que el uno o más agentes osteoinductores son
polinucleótidos o polipéptidos de la osteoprotegerina.

9. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 2, en la que el uno o más agentes osteoinductores se
seleccionan del grupo que consiste en TGF-β-1, TGF-β-2, TGF-β-3 y cualquier combinación de los mismos.

10. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 2, en la que el uno o más agentes osteoinductores se
seleccionan de polinucleótidos y polipéptidos que promueven la adhesión al hueso.

11. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 2, en la que el uno o más agentes osteoinductores se
seleccionan del grupo que consiste en una o más BMP, uno o más VEGF, uno o más CTGF, osteoprotegerina u otros
inhibidores de la osteoclastogénesis, periostina, uno o más TGF-β y cualquier combinación de los mismos.

12. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 2, en la que el uno o más agentes osteoinductores se
proporcionan como polinucleótidos terapéuticos.

13. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 2, en la que el uno o más agentes osteoinductores se
proporcionan como polipéptidos terapéuticos.

14. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 13, en la que los polipéptidos terapéuticos se administran
como polipéptidos maduros.

15. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 1, en la que la formulación osteoinductora comprende
una formulación de liberación sostenida.

16. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 2, en la que la formulación osteoinductora comprende
además uno o más componentes seleccionados de uno o más antibióticos; uno o más portadores; matriz ósea desmine-
ralizada; aspirado de médula ósea; concentrado de médula ósea; uno o más inmunosupresores; uno o más agentes que
potencian la isotonicidad y estabilidad química; y cualquier combinación de uno o más, incluyendo todos, de dichos
componentes.

17. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 16, en la que el portador es colágeno.

18. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 16, en la que el portador es colágeno en combinación
con glicosaminoglicano.
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19. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 17, en la que el colágeno es colágeno producido de
manera recombinante.

20. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 1, en la que la envuelta se aplica a un dispositivo orto-
pédico antes de, o de manera concurrente con, la implantación del dispositivo.

21. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 1, en la que la envuelta se proporciona como una com-
posición preformada que cubre las dimensiones exteriores de un dispositivo ortopédico.

22. Dispositivo ortopédico cubierto con la envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 1.

23. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 1, en la que las al menos dos hojas de polímero bio-
degradable comprenden, cada una, al menos una formulación osteoinductora que comprende al menos un agente
osteoinductor.

24. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 23, en la que las al menos dos hojas de polímero biode-
gradable comprenden al menos un/unos agente(s) osteoinductor(es) diferente(s) dentro de la formulación osteoinduc-
tora.

25. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 23, en la que las al menos dos hojas de polímero biode-
gradable comprenden al menos un/unos agente(s) osteoinductor(es) a una concentración diferente dentro de la formu-
lación osteoinductora.

26. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 1, en la que las capas se formulan para que tengan
diferentes características de degradación.

27. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 26, en la que se aumenta la resistencia a la biodegrada-
ción del polímero introduciendo o aumentando el porcentaje de polímeros bioestables contenidos dentro de las capas.

28. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 27, en la que los polímeros bioestables se seleccionan de
siliconas, poliésteres, homopolímeros y copolímeros de vinilo, homopolímeros y copolímeros de acrilato, poliéteres y
materiales celulósicos.

29. Envuelta polimérica multicapa según la reivindicación 1, en la que los polímeros de liberación sostenida bio-
degradables útiles en las al menos dos hojas de polímero biodegradable se seleccionan de polilactidas, poliglicolidas,
policaprolactonas, polianhídridos, poliamidas, poliuretanos, poliesteramidas, poliortoésteres, polidioxanonas, polia-
cetales, policetales, policarbonatos, poliortocarbonatos, polifosfacenos, polihidroxibutiratos, polihidroxivaleratos, po-
lialquilenoxalatos, polialquilensuccinatos, poli(ácido málico), poliaminoácidos, polivinilpirrolidona, polietilenglicol,
polihidroxicelulosa, quitina, quitosano, poli(ácido L-láctico), poli(lactida-co-glicolida), poli(hidroxibutirato-co-vale-
rato) y copolímeros, terpolímeros o combinaciones o mezclas de los mismos.
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