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Comprobante de pago de la tasa de presentacaon de la solicitd.

Documento que acredita la existencia y representacidn legal cuando el solicitante sea
persona juridica

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones

Copia de la publicacién PCT

Copia informe biisqueda intcrnactonal.

Copia dc la solicitud internacional. (Resumen, descnpadn, revindicaciones, dibygos)
Traduccién de la soliciud intemacional al castellano. (Resumen, descripcidn,
reivindicaciones, dibyjos)

Copia del examen prelimmar intermacional efectuado por la Autordad Internactonal
de Examen Preliminar (IPEA).

Traduccidn del examen preliminar intermacional efectuado por la IPEA.

Copia dc las modificaciones efectuadas de acuerdo con el Articulo 28 PCT en Fase
Naconal.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser ¢l caso, documento que acredite la licencia o autonzackdn de uso de
conocimientos tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del matenal bolégico.

Arte final 12x 12

De ser cl caso, informacién sobre otras soliciudes de patente o ttulos obtenidos en
el extranjero por el mismo ttular o su causante, relacionadas parcial o totaimente con
la mvencién de esta sohcitud.

Dc ser ¢l caso, modificaciones cfectizadas a la solicitud internacional
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{57) Abstract: An injectable or implantable rod-shaped formulation is disclosed far delivery of oeopenic proteins. The formu-

lation cormprises hyaluronic acid derivatives and osicogenic proteins, and oplicnal excipients and active ingredsents such as a hane
resorption inhibitor. Mcthods of making injectable rod-thaped pharmaceutical compasitions and methods of using the astcogenic
compuosilions to Lreal osteoparolic and/or osteupenic bone are alwo disclosed,
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PATENT COOPERATION TREA™’ PCTAIS03/14609

Z\L"r"\ \EEW\ ﬂﬁH’ | " From the INTERNATIONAL BUREAU 6/
PCT To:

NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL GARRETT, Arthur, S.

APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES Flnnegan, Henderson, Farabow, Garraett 8 Dunnar, LLP
1300 | Street, NW

Washington, DC 20005-3315
(PCT Rulc 47.1(cY, first senictee) ETATS-UNIS D’AMERIQUE

Date of mailing (davAmontlvvear)
04 Decembaer 2003 (04.12.03)

Applicant's or agenl's file reference

8702.110-304 IMPORTANT NOTICE
Intemationul upplication No. Inwrmnulivnal filing dale (dayAnenth/vear) Prionily daotc ¢ dav/monthAvear)
PCT/USG3/14608 12 May 2003 (12.05.03) 17 May 2002 (17.05.02)
Applicant
WYETH et al

1. Noixe ig hereby given thal the Intemalional Burcou hus comimunbeated, us provided in Ankcke 20. the inumatiom] appliculion ) the
following designated Offices on the dale indicaled above as the dale of mailing of this notice:

AU, AZ, BY, CH, CN, CC, DE, DZ, EP, HU, JP, KG, KP, KR. MD, MK, MZ, RU, TM, US

In accomdance with Rule 47.1(c), thind sentence, thoxe: OMees will accepl the present notice ax conclusive evidenee thul the communication
of the internalionul applicalion has duly waken place on the date uf mailing indicated above and ne copy ol the imemational applicalion is
required 1o be fumished by the spplicant o the designated Offec(s).

13

The following desipnated Offices have waived the requirement for such a communication at this ime:

AE, AG, AL, AM, AP, AT, BA, BB, BG, BR, BZ, CA, CR, CU, CZ, DK, DM, EA, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM,
HR, ID, I, IN, IS, KE, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MG, MN, MW, MX NI, NO, NZ, OA, OM, PH, PL, PT, RO,
SC, 8D, SE, 5G, SK, 8L, TJ, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, UZ, VC, ¥N, YU, ZA, ZM, ZW

The comumunication will be made 1o thosc Othces only upan their request. Furthermore, those Offices do not require the applicam to
furmish e copy of the inlemational application (Rule 49.1(s-hin).

3. Encloscd with this notice is a copy of the inlemational spplication as published by the Inicmational Boreas on
04 December 2003 (04.12.03) under No. W() 03/099692

4. TIME LIMITS [or filing a demand for intermational prelimlnury exuminutlon und for entry info the nuilonal phase

The applicable ime limil for entering the nutional phase will, subject 10 what is xald in the fullowing puragraph, e M MONTHS from
lhc pronity date, not omly in respect of any clecied OfTice if o demand for inwemationu] prelinlinary examination is filed befone the
cxpiration of 19 monthx fron the priority date, bul uiso in respect of suny designated Office, in the abserwee of {iling ol soch demand, where
Arnticle 23(1) as modified with elTect from 1 April 2002 opplies in rexpecet of thal designated Office. For funbor details, sue PCT Guzete
No. 442001 of | November 2001, pages 19926, 19937 and 19934, as well as the PCT Newsleiter. Octlober and November 2001 and
fbruary 2002 issmes

In praclice, time |imits othet thun the 30-month time limdt will continue 10 apply, {or various perinds of time, in respect of cenain
tesignoled or elected Offices. or reguiar updates an the applicuble thme imits (20. 21, 30 or 3| months, or other lime limit), OfMice hy
OfGee, rofer o the PCT Gagette, the PCT Newslener and the PCT Applicant’s Guide, Yolume 11, Nationa!l Chaplers, ail available from
WIPO's Intemet gile, at hitp2/fweww wipo.inl/pelen/index himl.

Fur filing 8 demand for Infermational preltminary examlnatlon, sco the PCT Applicont’s Guide, ¥Yolume VA, Chapler 1X. Only an
applicant who is a mational or nresident of a PCT Conructing Stale which 18 bound by Chapter 11 has the oght 1o [ile a demund for
imemational preliminary examinalion (at present, ull PCT Cuntructing Stales are bound by Chepter I,

11 is the applicant’s soke responsdbllity 10 moaitor all these time limits.

‘ R F’[] ] .
- R =) - -
The Internationw! Borcuu of WIPQ Aunttwmized officer i.' \{
34, chemin des Colombceltes DEEublt% \
1211 Geneva 20, Switecrlond m . [}\ ‘
Fi- >0, Hendeicon, Far2usil, ‘
Facrimile No.(41-27) 740.14 .35 Telephone No.(41-27) 33&9‘1-&\—;_:“:’ LLP

Form PCT/IB/308 (April 2007)
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From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT To: /Al GEm] Rl

INFORMATION CONCERNING ELECTED GARRETT, Arthur, 5.

OFFICES NOTIFIED OF THEIR ELECTION Finnegan, Henderson, Farabow,
Garrett & Dunner, LLP

(PCT Rule 61.3) 1300 | Street, NW

Washington, DC 20005-3315
United States of Amerlca

|. Date of mailing {day/monthiyaar)—- e -, . . A 4 Y el
18 June 2004 (18.06.2004)% = - . mwwem [{ Mot ot St w v e cmmamn s

|t

Applicant's or agant’s fila referancs
8§702.110-304 IMPORTANT INFORMATION

Imemational apphcation Na. Internationat fifing date (day/month/year] |Priority dute (day/month/year)
PCTAJS2003/014609 12 May 2003 (12.05.2003) 17 May 2002 (17.05.2002)

Applicart
WYETH et al

1. The applioant |s hereby informad that the Intemational Bureau has, according to Articls 31(7), notifled aach of the following
Offices of ks alection:

EP :AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IT,LU,MC,NL,PT,RO,SE,
SI,SK, TR
National :BG,CA,CN,DE,IL.JP,KP,KR,MN,NQ,PL,RO,RU.SK,US

2. The following Offices have waived the reguirement for the notifloetion of thair alaction; the natification wlil be sent ta them
by the Imernational Bureau onty upon thair raquest:

AP :GH,GM,KE,LS, MW MZ SD,SL,SZ,TZ UG, ZM,ZW

EA :AMAZ,BY KG,KZMD,RU,TJ,TM

OA :BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW ML ,MR,NE,SN,TD,TG

National :AE,AG,AL,AM,AT AU AZ BA, BB,BR,BY,BZ,CH,CO,CR,CU,CZ DK ,DM,DZ,EC,
EE,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IN,IS,KE,KG,KZ LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,
MD,MG,MK MW ,MX,MZ NI,NZ,OM,PH,PT,SC,SD,SE,SG,SL,TJ, TM, TN, TR, TT,TZ,UA,UG,
U2, vC VYN YUZAZM ZW

3. The spplicant is reminded that he must arter the "national phase" bafors the expiration of 30 months from the prionty date
befors each of tha Offices listed abova. This must be done by paying the national fee(s) and furnishing , if prascribed, a
trans/ation of the Intarmational application {Article 36(1){a}}, as well as, where applicable, by furnishing a translation of any
annexas of tha intametionel preliminary sxamination report {Article 38(3)(b) and Rule 74.1).

Some offices have fixad tima limits expiring later than the ebove-merntionad time limit. For detaiied information about the
plicable time [Imita and the scts to be performad upon entry into the national phase before s particular Office, see Volume I
the PCT Applicant's Gulde.

The entry imto the European reglonal phase is postponad until 31 months from the priarity date for all States designated for
the purposes of obtaining = European patant.
8 BT EE
L+ ! W
‘EEA—IJ-. ‘: |f_‘b"

sl

Finnegan, Henderson F
Garrett & Dunner, L_TPFOW'

Authorized officer:
The Intamational Bursay of WIPO arixad officar L

1211 Genava 20, Switzerland
Facsimile No. (41-22) 338.88.96 Telephona No. {41-22} 338 8481

—n Y
34, chemin des Colombottes Claudio BORTON {Fax 338-8995) A-)%4

L4

Form PCTARA32 (September 1887) 8313187
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VEHICULOQS INYECTABLES SOLIDQS DE ACIDO HIALURONICQ PARA
ADMINISTRACION DE PROTE|NAS OSTEQGENICAS

CAMPO DE LA INVENCION
La prasente invencién se refiers al campo de las proteinas osteogénicas y a

formulaciones farmacéuticas de las mismas. Mas particularmente, la presente

invencidn implica formulaciones farmacéuticas inyectables o implantables sdélidas

que comprenden derivados de cido hialurénico y protelnas osteogenicas.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La osteoporosis idiopdtica es una enfermedad de etiologia desconocida
caracterizada por una pérdida progresiva de la masa 6sea y un incremento de la
fragilidad, que da como resultado un marcado incemento en la susceptibilidad a
las fracturas. La osteoporosis esta entre todos los trastomnos musculoesqueleticos
mas extendidos, que afectan al cincuenta-sesenta por ciento de las mujeres sobre
los 45 affos de edad. Prasmer et al., Musculoskeletal Conditions in the United
States, American Academy of Orthopaedic Surgeons, Park Ridge, IL (1992). A
causa de gue Bu incidencia incrementa con la edad y el porcaentaje de la poblacidn
anciana esta incrementando, la osteoporosis llegarda a ser mas habitual con el
tiempo. La csteoporosis es dificil de tratar localmente, y actuaimente no hay cura
conocida. Finalmente, y o mas significativo, la osteoporosis esta asociada con una
morbilidad y mortalidad sustanciales. La fractura mas seria que |a osteoporosis da
como resultado es la del fémur proximal en la reqion de la articulacién de la
cadera. Con una incidencia anual de mas de 300.000 casos, las fracturas de
cadera son actuaimente la fractura mas habitual en los ancianos. Una de cada
seis mujeres caucasianas tendra una fractura de cadera durante su vida
(Cummings et al., Arch Inter Med 149:2455-2458 (1989)), y para aquellas que
alcanzan |la edad de 90, esta cifra llega a ser una de tres.

De los pacientes que son independientes y viven en casa en el momento de
la fractura de cadera, aproximadamente el 20 por ciento permanecen en una
institucion de cuidados de largo periodo durante al menos un afio después de la
fractura. Durante el primer afio después de la lesion, el Indice de mortalidad es
aproximadamente el 15% mas ailto que para controles de edad y género

N
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combinados. Preamer et al., supra. La incidencia incrementada de la fractura de
fémur proximal observada en pacientes ancianos asta principalmente relacionada
con una densidad 6sea reducida sn sus fémur proximales, asi como una
propension incrementeda a caerse. Hay una relacion inversa entre la pérdida 6sea
relacionada con |la edad en el fémur proximal y el riesgo de fractura de cadera.
Cada reduccion de una desviacién estandar (SD) en la densidad del cusello 6seo
femoral incrementa el riesgo ajustado a la edad de fractura de cadera 2,6 veces
(95% Cl 1,9 - 3,6), y mujeres con densidad 6sea en el cuartil mas bajo tienen un
riesgo de fractura de cadera 8,5 veces mayor que aguellas en el cuartil mas atto.
Cummings et al., The Lancet 341:72-75 (1993). Esta relacion entre la masa é¢sea
de cadera y el riesgo de fractura de cadera permite la deteccion y la identificacién
de pacientes con nesgo de fractura. Pacientes que estan dos desviaciones
estandar por debajo del pico de masa ¢sea de cadera han pasado bajo el "umbral
de fractura".

Las terapias actuales para la ostecporosis son sistémicas. Estas incluyen
fluoruros, bisfosfonatos, calcitonina, estrogenos y progestinas, testosterona,
metabolitos de vitamina D, y/o calcio. En los Estados Unidos, 86lo log estrdgenos y
el alendronato, un bisfosfonato, estan indicados para la prevencion de fracturas de
cadera en mujeres osteopordticas posmenopdusicas. Cada uno de estos agentes
requiere administracion continua durante un periodo de aftos.

Ademas del tratamiento de huesos osteoporéticos, son necesarios matodos
de tratamiento o prevencion de fracturas relacionadas con |la osteoporosis, por
ejemplo mediante administracién local de proteinas osteogénicas. A causa de esta
necesidad, a pesar de la variedad y disponibilidad de materiales de vehiculo para
administrar proteinas osteogénicas, también son necesarios vehiculos seguros,
eficaces y aplicables en lineas generaies para tratamiento local de defectos ¢seos.
Por consiguiente, a pesar de los esfuerzos en este campo, permaneca una
necesidad de un método eficaz de reparacion y/o ftratamiento de huesos
osteopordticos y osteopénicos, y de minimizar o reducir la incidencia o severidad
de las fracturas relacionadas con la osteoporosis.

SUMARIQ DE LA INVENCION
La presente invencidn proporciona composiciones sélidas inyectables o
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implantables, con forma de bastoncillo para administracion intradsea de protelnas
osteogénicas. En una realizacion, la composicibn comprende la proteina
osteogénica y ésteres de acido hialurénico. En otra realizacidn, la composicién
también puede comprender un inhibidor de la resorcion 6sea tal como un
bisfosfonato. Aun en otra realizacién, la composicién también puede comprender
uno o mas excipientes, tales como una sal, un polisacarido, un péptido, una
proteina, un aminodcido, un polimero sintético, polimeros naturales, o un
tensioactivo farmacéuticamente aceptables. Las composiciones sdlidas, con forma
de bastoncillo inyectables o implantables de la invencibn proporcionan una
retencién prolongada del agente osteoinductivo en e! sitio de administracion.

La presente invencidn también proporciona métodos y composiciones para
incrementar la masa y calidad éseas, y para minimizar o reducir la incidencia o
gravedad de las fracturas relacionadas con la osteoporosis. Por consiguiente, la
presente invencién proporciona métodos y composiciones utiles para reducir la
incidencia de fracturas de huesos ostecpordticos u osteopénicos. En particular, la
prasente invencidn comprende métodos de tratamiento de pacientes con
osteoporosis, 0 con otra evidencia de enfermedad osteoporética u osteopénica.
Las realizaciones preferidas donde la presente invenadn puede resultar
particularmente utit incluye el tratamiento de huesos con metsafisis, incluyendo el
fémur proximal {cadera), el humero proximal {parte supericor del brazo), el radio
distal (mufeca), y los cuerpos vertebrales (columna), particularmente el cuerpo
vertabral.

El método comprende la administracibn a un sitio de hueso osteopénico u
osteopordtico, o un sitio de baja densidad o0 masa Osea, una composicion sélida
con forma de bastoncillo que comprende una cantidad eficaz de al mencs un
agente activo que e8 capaz de inducir 8l crecimiento del hueso o incrementar la
formacién de tejido ¢seo o reducir la pérdida 6sea en el sitio. L. a masa Gsea se
denomina habitualmente "contenido mineral 6seo" o "BMC" y se mide en gramos.
La densidad 4sea se denomina habitualmente "densidad mineral 6sea" o "BMD" y
86 expresa como gramos por unidad de area o gramos por unidad de volumen. En
una realizacibn particular, el modo de administracidn es mediante inyeccidon
intravenosa. En realizaciones ilustrativas, el agents activo es una o mas protelnas
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seleccionadas entre el grupo compuesto por proteinas conocidas como la
superfamilia de proteinas de factores transformantes del crecimiento beta ("TGF-
p"), preferiblemente sseleccionadas entre las protainas morfogenéticas oseas
("BMP"), los factores de crecimiento y diferenciacién ("GDF"), asl como otras
proteinas, como se describe en este documento més detalladaments. Los
métodos y compaosiciones de la presente invencion son ventajosos en el sentido
de que proporcionan un tratamiento localizado pera huesos osteopordticos u
osteopénicos, asl como un tratamiento sistémico. La presente invencion es
también ventajosa en el sentido de que utiliza proteinas osteogénicas como
agentes activos, que pueden producirse mediante tecnologia de ADN
recombinante, y por lo tanto son un suministro potencialimente ilimitado. Los
métodos y composiciones de la presente invencion son también ventajosas en que
la regeneracion del tejido éseo incrementa la masa/densidad 6sea, incrementa la
resistencia del hueso, y de este modo red.uoe la gravedad de la osteoporosis o la
incidencia de lesiones osteoporéticas, y en ultima estancia disminuye la incidencia
de fracturas Gseas.

En otras realizaciones, el agente activo también comprende, ademas de
una o mas proteinas de la superfamilia de las proteinas TGF-, una o mas
proteinas auxiliares, tales como Hedgshog, Noggin, Chordin, Frazzied, Cerberus y
Follistatin, receptores BMP solubles, u otra proteina o agente, como se describe
adicionalmente en este documento.

La presente invencidn también proporciona un método para incrementar la
masa y calidad 6seas, y para minimizar o reducir le incidencia y gravedad de las
fracturas relacionadas con |la osteoporosis, mediante administracion de una
composicidn inyectable con forma de bastoncillo que comprende al menos una
proteina osteogénica y una segunda composicion que comprende una cantidad
eficaz de un inhibidor de la resorcién Gsea. La segunda composicion que
comprende el inhibidor de |a resorcidn 6sea puede administrarse antes, después,
o sustancialmente de manera simultédnea con la composicién osteogénica.

Ademas de |la curacidon de huesos osteoportticos, las composiciones de la
presente invencidn pueden ser utiles para formulaciones de BMP para usos tales
como inyeccion en articulaciones para tratar y reparar defectos ¢seos, defectos del
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cartilago, inhibicién de la degradacion del cartilago y para promover la reparacion
del cartllago. Las formulaciones también pueden inyectarse en tendones,
ligamentos y/o sus sitios de anclaje con el hueso. Las formulaciones inyectables
de BMP también pueden encontrar aplicaciébn en otros sitios 0seos tales como
quistes 6seos, implantes en huesos, fracturas cerradas o abiertas y osteogenesis
por distraccién.

En una realizacién particular, las composiciones de la presente invencion se
preparan mediante un proceso que comprende las etapas de mezcla de una
proteina osteogénica y un derivado de acido hialurénico para formar una mezcla
osteogénica. Entonces se forma la mezcla osteogénica, por ejemplo mediante
extrusion de la mezcla osteogénica en aire o en un no disolvente tal como etanol,
y sacado. Las composiciones de la invencion pueden también comprender un
inhibidor de la resorcién dsea y/o un excipiente, se puede incluir cualquiera de
ellos o los dos en la etapa de mezcia.

El derivado de dcido hialurdnico puede ser un acido hialurénico natural o
simético, o una modificacién del mismo. El dcido hialurénico as un polisacarido de
origen natural que contiene unidadaes de monosacaridos alternativos de N-acetil-D-
glucosamina y &cido D-glucurdnico unidas las unidades de monosacarido con
enlaces beta 14 y las unidades de disacarido unidas con enlaces beta 1-3
glicdsido. Se encuentra normalments en forma de sal sGdica y tiene un intervalo
de peso molecular de aproximadamente 50.000 a 8 x 108 El inhibidor de resorcidn
6sea pusde ser un bisfosfonato, tal como alendronato, cimadronato, clodronato,
EB-1053, etidronato, ibandronato, neridronato, opadronato, pamidronato,
risedronato, tiludronato, YH 529, zoledronato, y sales, asteres, y mezcias de los
mismos farmacéuticamente aceptables. El excipiente puede ser un agerme que
estabilice y/o module |a liberacién del ingrediente(s) activo(s), tal como una sal, un
polisacérido, un péptido, una protelina, un amincacido, un pollmero sintético,
polimeros naturales, y/o un tensioactivo farmacéuticamente aceptables. La
proteina osteogénica puede estar en forma sdlida o liquida, y el derivado de acido
hialurénico y el excipiente(s) pueden estar en forma sélida. El moldeado se pusde
llevar a cabo mediante extrusién de la mezcla ostaogénica en aire o en un no
disolvents tal como etanol; sl sacado se puede llevar a caboc mediante secado por
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aire o liofllizacién. La preparacién de liberacién sostenida puede también
comprander un inhibidor de resorcién ¢sea tal como un bisfosfonato.

La presente invencién también proporciona un método para preparar una
preparacion de liberacion sostenida que comprende las etapas de mezclar una
proteina osteocgénica con un acdo hialurénico o un material basado en
hialuronano para formar una mezcla, comprimir la mezcla para formar una mezcla
osteogénica densa, después de formar la mezcla osteogénica densa en un
bastoncillo cilindrico sdlido apropiado para inyectar o implantar en un cuerpo. La
stapa de formacidn se puede llevar a cabo mediante extrusién, presién, moldeo,
perforacion y/o corte para formar un bastoncillo cilindrico. La preparacion de
liberacion sostenida puede también comprender un inhibidor de resorcién é¢sea, tal
como un bisfosfonato, y uno o mas excipientes, tales como aquellos descritos
anteriormente.

Las composiciones inyectables, solidas, ostecinductivas de |a presente
invencién pueden tener un diametro comprendido entre aproximadamente 0,1 a
3,0 mm, y preferiblemente entre aproximadamente 0,5 a 1,5 mm. La longitud de
las composiciones sdlidas con forma de bastoncillo puede estar entre
aproximadamente 1 mm y aproximadamente 10 cm, y particularmente entre
aproximadamente 2 cm y aproximadamente 5 cm. Las composiciones de |a
prasente invencidbn pueden tensr una relacion entre la altura y el diametro en el
intervalo de aproximadamente 1000:1 a 1:1. Esta relacibn puede ser de
aproximadamente 1000:1, 500:1, 250:1, 100:1, 50:1, 25:1, 10:1, 51, 4.1, 311, 21 0
1:1. Las composicionas osteoinductivas de la presente invencidn son rigidas {psro
no quebradizas) para resistir su carga en una aguja o jeringuilla convencional, y la
inyeccion en un sitio intradseo. Las composicionas ostecinductivas tienen una
densidad comprendida aproximadamente entre el 0,5 y el 100 por ciento de
material, y preferiblemente entre aproximadamente el 50 y el 90 por ciento de
material. Las composiciones tienen una baja macroporosidad y un bajo contenido
de agua, entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 10,0 por ciento de agua,
y particularmente entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 5 por ciento de
agua. La proporcién entre el ingrediente activo y el vehiculo puede estar entre
aproximadamente 0,01-0,30 gramos de ingrediente activo para aproximadamente
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1 gramo de vehiculo. El derivado de 4cido hialurénico puede ser un éster parcial o
total que comprende entre aproximadamente el 50 y aproximadamente el 100 por
ciento de esterificacién del &cido hialurénico.

REVE DE DE LOS DIB ]

La Figura 1 es un grafico que muestra los tiempos de retencion local de
BMP-2 para varias composiciones de acido hialurénico/mBMP-2 en el modslo de
fémur distal (intratseo) de conejo.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACJONES

De acuerdo con la presente invencion, los métodos y las composicionas se

proporcionan para el tratamiento de pacientes que muestran signos de
osteoporosis, 0 enfermedades osteopénicas, incluyendo lesiones dseas
osteoportticas. La identificacion de tales pacientes puede llevarse a cabo
mediante procedimientos que s8son bien conocidos en la técnica. Estos
procedimientos incluyen |la medicibn de la masa/densidad 6sea usando
absorciometria de rayos X de energia dual (DEXA), Kilgus et al., J. Bone & Joint
Surgery, 75-B:279-287 (1992); Marcel et al., Acta Orthop. Scand. 61:487-4398
(1990); y tomografia computada cuantitativa (QCT), Laval-Jeantet et al., J.
Comput. Assist. Tomogr., 17:915-821 (1883); Marcsl, Calcio. Tissue Int. 49:427-
432 (1991); absorciometria de fotén unico, Marcel et al. Calcio. Tissue Int. 48:392-
399 (1981); velocidad de transmisién de ultrasonidos (UTV); Heaney et al., JAMA
261:2986-2990 (1989); Langton et al., Clin. Physiol. Meas. 11:243-249 (1990); y
valoracién radiogréafica, Gluer et al., J. Bone Min. Res. 9:671-677 (19594). Otros
métodos de identificacion de pacientes con riesgo de fractura &sea incluyen la
evaluacion de factores relacionados con |la edad, tales como el conocimiento, asi
como la aparicidn anterior de fracturas relacionadas con la osteoporosis. Porter et
al., BMJ 301:638-641 (1980); Hui et al., J. Clin. Invest. 81:1804-1809 (1988). Las
anteriores publicaciones estan incorporadas por la presente como referencia en
este documento.

Los métodos comprenden I1a inyeccion en el sitio osteopordtico u
osteopénico de una composicion sdlida con forma de bastoncillo que comprende
una o mas proteinas osteogeéenicas purificadas, que es eficaz para inducir la
formacion y/o mantenimiento del hueso, y un acido hialurénico como vehiculo.
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Aunque existen formulaciones inyectables, la composicion osteogénica de la
presents invencién se administra en forma sdlida, evitando de ese modo las
deficiencias inherentes en formulaciones liquidas o viscosas. Por ejemplo, usando
formulacionses liquidas o en forma de gel, el agente ostecinductivo puede diluirse
prematuramente mediante los fiuidos corporales antes de gue pueda llevar a cabo
al efacto promotor dseo. La presente invencién evita el efecto de dilucion mediante
el empleo de un vehiculo s6lido que se degrada lentamente in vivo, de ese modo
proporciona una liberacion retardada, sostenida del ingredients(s) activo(s).
Ademas, aunque las formulacicnes liquidas o viscosas pueden migrar desde &
sitio de administracidn, las composiciones sdlidas de la presente invencidn llegan
a meterse y persistir en el sitio de crecimiento 6seo deseado para lograr la
actividad promotora del crecimiento 6seo. Tlpicamente, la composicion debe
pargistir en el sitio durante un periodo de aproximadamente siete dias a
aproximadamente seis meses. Si la composicion se dispersa prematuraments,
bien no ocurrird el efecto promotor del crecimiento dsec deseado o bien el hueso
formado no tendréa la longitud dessada. Finalmente, aunque la composicion
osteogénica de la presente invencion se administra como un sdlido, se forma
como un bastoncillo cilindrico, de ese _modo es util tanto para inyeccidn como
implantacién en el cuerpo. Ademas, la complicacion quirirgica bien conocida de
induccidén de una embolia durante un procedimiento de inyeccidon intraésea se
mitiga considerablemente mediante el uso de bastoncillos sdlidos (vs. formas
liquidas o de gel). Se reduce el desplazamiento potencial de fragmentos de hueso
intradseos, la grasa o una embolia causados por una inyeccidn presurizada de un
volumen importante de vehiculo de forma liquida/gel ya que el volumen inyectado
de vehiculo sdlido con forma de bastoncillo altamente concentrado es mucho
menor que sl que se requiere si se administra una dosis similar en una forma
liquida o de gel. La composicidon se puede aplicar al sitio de crecimiento 0seo
deseado de cualquier manera conveniente, incluyendo mediante la introduccion a
través de una aguja o jeringuilla hipodérmica convencional.

Las composiciones de la pressnte invencién se preparan mezclando |a
proteina osteogénica, el vehiculo de acido hialurénico y excipientes opcionales
para formar, dependiendo del material de partida del acido hialuronico, un
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liquido/gel viscoso o una pasta. Entonces la masa resultante se da forma en
bastoncillos cillndricos y sa sscan. El proceso de dar forma puede llevarse a cabo
usando cualquiera de varias técnicas conocidas, por ejemplo mediante moldeo,
presion, perforacidn y/o corte. En una realizacion preferida, la mezcla osteogénica
se empaqueta en y se extruye a través del extremo acampanado de una jeringuilla
hipodérmica. ElI material se extruye como bastoncillos con forma cilindrica
continuos, se seca a temperatura ambiente y so secciona en bastoncillos
pequefos, inyectables.

Si el material de inicio del acido hialurdnico as un sélido hidréfobo, tal como
Hyaff-11®, el 4cido hialurénico primero se solubiliza en un disolvente organico
para formar una solucién. El disolvente organico puede ser cuaiquier disclvente
aceptable farmacéuticamente, tales como N-metilpimrolidona (NMP) o
dimetilsutféxido (DMSOQ), preferiblementa NMP. La solucidn pusde comprender
entre aproximadamente 1 y aproximadamente 50% (p/v) de &cido hialurénico,
preferiblemente entre aproximadamente 5 y 20% (p/v), y mas preferiblemente
aproximadamente 10% (p/v) de Acido hialurdnico. La proteina osteogénica en
polvo seco se dispersa an la solucidn de acido hialurdnico a una concentracion de
aproximadaments 1 y aproximadamente 50% (p/p), preferiblemente
aproximadamente 20% (p/p), y se afiaden excipientes opcionales (por ejemplo,
aminodcidos, azlucares, tensioactivos, polimeros, etc.) a una concentracion
comprendida entre aproximadamente 1 y aproximadamente 50% (p/p).
preferiblemente entre aproximadamente 20 y aproximadamente 40% (p/p). Las
composiciones de la invencidn también pueden comprender un inhibidor de la
resorcion ésea, que pueds incluirse en la etapa de mezcla en forma de polvo seco
o soluble, individuaimente o en combinacién con el componente de proteina
osteogénica.

Si el material de inicio del acido hialurdnico es una forma hidréfila, tal como
Hyaff-11p65®, el acido hialurénico pusde mezclarse con un tampdn acuoso que
comprende excipientes opcionales hasta que |a mase adopta una consistencia tipo
pasta. La sustancia tipo pasta puede comprender entre aproximadamente 1 y 40%
(piv), preferiblemente entre aproximadamente 5 y 30% (p/v), y maés
preferiblemente entre aproximadamente 15 y aproximadamente 20% (p/v) de
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acido hialurénico. En una realizacién ejemplificada, la sustancia tipo pasta
comprende 18,75% (p/v) de Acido hialuronico. Entonces se mezcla la proteina
osteogénica en polvo seco en |la pasta de acido hialurdnico antes del proceso de
dar forma. Como altermativa, en lugar de mezclarse con un tampdn acuoso que
comprende excipiantes opcionales, el material de inicio del acido hialurdnico
puede mezclarse con un tampdn que comprende una proteina osteogénica soluble
con excipientes opcionales hasta que la masa adopta una consistencia tipo pasta
o una apariencia de liquido viscosc o gel. Las composiciones también pueden
comprender un inhibidor de la resorcion 6sea, que puede incluirse en |la etapa de
mezcla en forma de polvo seco o soluble, individualmante o en combinacién con el
componente de proteina osteogénica.

Una vez que se han combinado y mezclado los componentes en una pasta
o en liquido o gel viscosos, el material ostecgénico se compacta en un molde
cilindrico, en una tuberia permeable a gas o aire (por ejemplo, silastic o
Teflon®/FEP), o en una maquina de tipo extrusora, tal como una jeringuilla. Si se
usa una jeringuilla para la etapa de formacién, se inserta el émbolo de la jeringuilla
y se aplica una cantidad suficiente de presion para extruir una longitud continua de
pasta en una superficie seca, en el caso de acido hialurénico soluble en agua. En
el caso da acido hialurdnico insoluble en agua, se extruye una longitud continua de
gel en un bafio no disolvente que posibilita la precipitacién del matenal. Entonces
se cortan las secciones usando una hemramienta de corte tal como una cuchilla,
escalpelo, cuchillo o similares, para formar composiciones con forma de
bastoncillo, inyectables. Tras la seccidn, se secan las composiciones con forma de
bastoncillo, por ejemplo por secadao con aire o liofilizazion.

La presente invencién también proporciona un meétodo para preparar una
preparacién de liberacién sostenida inyectable que comprende las etapas de
mezcla de una proteina osteogénica, un acido hialurdnico o material basado en
hialuronane, y excipientes opcionales para formmar una mezcla osteogénica densa,
después de formacion de la mezcla osteogénica densa en un bastoncillo cilindrico
apropiado para inyectar o implantar en un cuerpo.

El agente activo se puede seleccionar entre la familia de proteinas conocida
como superfamilia de proteinas de factores transformantes del crecimiento beta
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(TGF-B), que incluye las activinas, inhibinas y protainas morfogenéticas dseas
(BMP). Particularmente, el agente activo incluye al menos una proteina
seleccionada entre la subclase de proteinas conocidas generaimente como BMP,
que tienen actividades osteogénicas descritas, y otras actividades de tipo
crecimiento y diferenciacion. Estas BMP incluyen las protelnas BMP llamadas
BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-5, BMP-6 y BMP-7, descritas por ejemplo en las
Patentes de Estados Unidos 5.108.922; 5.013.648, 5.116.738; 5.106.748,
5.178.076; y 5.141.905; BMP-8, descrita en la publicacion PCT W(081/18088; y
BMP-9, descrita en la publicacién PCT WO0S3/00432, BMP-10, descrita en la
solicitud PTC W094/26893; BMP-11, descrita en la solicitud PCT W(084/26892, o
BMP-12 o BMP-13, daescritas en la solicitud PCT W0S4/16035; BMP-15, descrita
an la Patente de Estados Unidos 5.635.372; o BMP-16, descrita en la Patente de
Estados Unidos 6.331.612. Otras proteinas TGFf§ que pueden ser utiles como
agente activo en |a presente invencion incluyen Vgr-2, Jones et al, Mol
Endocrinol. 6:1961-1968 (1992), y cualquiera de lcs factores de crecimiento y
diferenciacién (GDF), incluyendo aquellos descritos en las solicitudes PCT
WO084/15965; WO094/15849; WO095/01801; WO085/01802, WOS84/21681,
WO0S84/15966; W085/10539; W0O96/01845, W0O926/02558 y otras. También puede
ser (til en la presents invencidn BIP, descrita en el documento W0O394/01557;
HP0O269, descita en la Publicacion JP nimero: 7-2506888; y MP52, descrita en la
solicitud PCT W093/16098. Las descripciones de todas las solicitudes anteriores
estan incorporadas por la presernte como referencia. Un subconjunto de BMP que
son actualmente preferidas para el uso en la presente invencion incluye BMP-2,
BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-10, BMP-12 y BMP-13. En una realizacion
ilustrativa, el agente activo es BMP-2, cuya secuencia se describe en la Patente
de Estados Unidos 5.013.649, la descripcidon de la cual se incorpora por la
presente como referencia. También se pueden usar otras BMP y proteinas TGF-B
conocidas en la tecnica.

Ei agente activo puede estar producidc de manera recombinante, o
purificado a partir de una composicién de proteinas. El agente activo puede ser
homodimérico si es un TGF-f tal como una BMP, u otra proteina dimérica, o
puede ser heterodimérica con otras BMP (por ejemplo, un heterodimero
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compuesto por un mondémerc de BMP-2 y otro de BMP-€) o con otros miembros
de la superfamilia de TGF-B, tales como activinas, inhibinas y TGFf1 (por
ejamplo, un heterodimero compuesto por un mondomero de una BMP y otro de un
miembro relacionado de la superfamilia de TGF-). Ejemplos de tales protelnas
heterodiméricas se describen por ejemplo en la Solicitud de Patente PCT
Publicada W0S3/08229, cuya memoria descriptiva 8e incorpora por |a presente en
aste documento como referancia.

El agents activo también puede comprender agentes adicionales tales como
las protelnas Hedgehog, Frazzied, Chordin, Noggin, Cerberus y Folistatina. Estas
familias de proteinas se describen en lineas generales en Sacia et al., Cell, 79:
779-790 (1934) (Chordin); la Publicacion de Patente PCT WQ84/05800 (Noggin); y
Fukui et al., Dev. Biol. 159:131-138 (1993) (Folistatina). Las proteinas Hedgehog
se describen en los documentos WQ96/16668; W096/17924, y W0O95/18856. La
familia de las protelnas Frazzled es una familia de proteinas relativamente
descubisrta recientemente con alta homologia al dominio de union extracelular de
la familia de proteinas receptoras conocida como Frizzied. La familia Frizzled de
genes y proteinas estd descrita en Wang et al., J. Biol. Chem. 271:4468-4476
(1996). El agente activo también puede incluir otros receptores solubles, tales
como los receptores solubles truncados descritos en la publicacion de patente
PCT WO0S85/07982. A partir de la ensefianza del documento W0S5/07982, un
especialista en la técnica reconocerd que los raceptores solubles truncados
pueden prepararse para otras proteinas receptoras numercsas. Esto también se
puede lograr en la presente invencién. Las publicaciones anteriores estan
incorporadas por la presente mediante referencia en este documento.

La cantidad de agente activo util en este documento es esa cantidad eficaz
para estimular el incremento de la actividad osteogénica de ese momento o para
infitrar células progenitoras u otras células, y dependera del tamafc y naturaleza
del defecto que se trata. Generalmente, la cantidad de proteina para administrarse
astd en un intervalo comprendido entre aproximadamente 0,1 a aproximadamente
500 mg, particularmente aproximadamente 10 a aproximadamente 300 mg, y mas
particularmente aproximadamente 150 a aproximadamente 250 mg por centimetro
cubico de material requendo.
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Los materiales que pueden ser Utiles como vehicuio en la practica de |a
presents invencidn incluyen materiales farmacéuticamerte aceptables que tienen
una rigidez de tal modo que, cuando se mezcla y seca con una proteina
morfogenética 6sea, forma una composicion que tiene las caracteristicas de
manejo apropiadas para su aplicacion inyectable o implantable al sitio del hueso
osteoporético u osteopénico. La incorporacion de la proteina morfogenética 6sea
en un vehiculo sélido permite a la proteina permanecer en el sitio enfermo o
lesionado durante un tiempo suficiente para permitir que la proteina incremente,
por otra parte, la velocidad natural de la actividad osteogénica regenerativa de las
células progenitoras de mamifero y otras células, infitradas, y para formar un
espacio en el que e nuevo tejido pueda crecer y permitir el crecimiento de las
células hacia el interior. El vehiculo también puede permitir a la protelna
morfogendtica ¢ésea que se libere desde el sitio snfermo o |esionado durante un
intervalo apropiado de tiempo para un incremento optimo de la velocidad de la
actividad osteogénica regenerativa de la céiulas progenitoras. El vehiculo también
puede proporcionar una estructura sobre la que inducir la nueva formacién en
huesos gravemente osteopordticos.

En realizaciones ilustrativas, la familia de vehiculos comprende ésterss de
acido hialurénico o materiales basados en hialuronanc. Como se usa en este
documento, los términos "&cido hialurdnico", "material basado en hialuronana”, y
"derivados de écido hialurdnico" se usan de manera intercambiable para decir
dcido hialurénico (como se define a continuacidn) y su sales tales como sales
s&dicas, potasicas, de magnesio, calcio y similares. Tras el moldeo y el secado,
los vehlculos de acido hialurénico estan en una forma apropiada para inyeccion o
implantacién, tal como un bastoncillo cilindrico, descritoc con detalle a continuacién.
Tales bastoncillos ason suficientemente rigidos para resistir su carga en una aguja
o jeringuilla hipodérmica convencional, asi como su inyeccidn en un espacio
intraéseo. Aunque son rigidos, los materiales de vehiculos basados en acido
hialurénico tienen alta fuerza de tensién y baja fragilidad. Las composiciones de
bastoncillo sdlido de |a invencién preferiblemente tienen una densidad
relativamente alta de material (30-100%), baja macroporosidad, y bajo contenido
de agua.
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El Acido hialurénico se encuentra de manera natural en varios tejidos,
incluyendo e! liquido sinovial, el humor vitreo, el cordon umbilical humano y las
crestas de los gallos. Es el principal componente de la matriz intracelular de los
tejidos conectivos tales como la piel, tendones, musculos y cartllagos. Ademas de
proporcionar soporte mecanico a las células de estos tejidos, el acido hialurdnico
también facilita otras funciones biolégicamente importantes, incluyendo
hidratacién, lubricacién, migracidén celular y diferenciacion (véase, por ejemplo,
Balazs et al., Cosmetics & Toiletries 5(84):8-17). El acido hialurdnico se puede
extraer de tejidos naturales, tales como las crestas de los gallos, o se puede
producir mediante métodos recombinantes. El peso molecular del acido
hialurénico obtenido mediante extraccion generalmente esta en un intervalo
comprendido entre 8 y 13 millones. El polisacarido es labil y se degrada faciimente
por varios agentes fisicos (mecénicos, radiacién) y quimicos. Como resultado, los
procedimientos de purificacién ordinarios generaimente producen fracciones
hidrolizadas de acidos hialurdnicos de bajo pesoc molecular.

Como se usa en este texto, el tdrmino "acido hialurénico” se refiere a un
polisacarido acido que comprende acido D-glucurdnico y residuos de N-acetil-D-
glucosamina, sin reparar en el peso molecular, incluyendo mezclas de fracciones
de varios pesos moleculares y derivados de los mismos. Los derivados de acido
hialurdnico incluyen, por ejemplo, acido hialurdnico que se ha modificado
quimicamente por esterificacion, reticulacion, sulfatacién, etc. El acido hialurénico
puede ser un éster, tal como un éster de metilo de un acido hialurénico como se
describe, por ejemplo, en Jeanloz et al., J. Biol. Chem. 186:495-511 (1950); Pager
et al., J. Bacteriology 1065-1067; Biochem. J. 167:711-716 (1977); Jeanloz et al.,
J. Biol. Chem. 184:141-150 (1952) o Jeanloz et al., Helvetica Chimica Acta 35:262-
271 (1852).

En una realizacién ilustrativa, el &cido hialurdnico es un éster de acido
hialurdnico con alcocholes alifaticos, aromaticos, aroalifaticos, cicloalifaticos o
heterociclicos, en el que todos 0 una parte de los grupos carboxilicos del acido
estan esterificados, tal como los derivados de &cido hialurdnico descritos en la
Patente de EEUU N° 5.336.767, que se incorpora por la presente como referencia
en su totalidad en este documento. Los materiales da partida del 4cido hialurénico
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pueden ser como se describe en la solicitud de EEUU en tramite junto con la
presente Numero de Serie 09/687.283, presentada el 13 de Octubre, 2000, que se
incorpora por la presente como referencia en su totalidad en este documento.
Particulammente, los materiales de partida basadcs en hialuronano son sblidos
tales como rellenos, fieltros, laminas, polvos, esponjas, y microesferas no tejidos
que se vendsn bajo el nombre comercial Hyaff® por Fidia Advanced Biopolymers,
Abano Terms, ltalia. Los materiales Hyaff® se describen, por ejemplo, en las
Patentes de EEUU N° 4.851.521; N° 4.965353; y N° 5.202.431; y el documento
EP 0 216 453, todos los cuales se incorporan por la presente como referencia en
su totalidad en este documento. Los materiales Hyaff® son ésteres de &cido
hialurénico que tienen uno o una combinacion de restos de éster (por ejemplo,
bencilo, etilo, propilo, pentilo, 0 moléculas mas largas tales como hidrocortisona o
prednisona de metilo), asi como varios grados de esterificacion (es decir, ésteres
parciales y ésteres completos). Los ésteres parciales de materiales Hyaff® se
denominan mediante el porcentaje de esterificacion con un intervalo del 50-99%
(por ejemplo, Hyaff-11p65® y Hyaff-11pB0®), mientras que los ésteres completos
son ésteres 100% de é&cido hialurénico (por ejemplo, Hyaff®). Ademas de
proporcionar las caracteristicas de manejo deseadas de las composiciones de la
presente invencion, los materiales Hyaff® también proporcionan un medio para
manipular la biodisponibilidad y la cinética de absorcidn del ingrediente(s) activo(s)
[véase, por ejemplo, las Patente de EEUU N° 6.339.074; N° 6.232.303; y N°
6.066.340, todas las cuales se incorporan como referencia en su totalidad en este
documento].

En otra realizacidon ilustrativa, los materiales de partida basados en
hialuronano son tejidos no tejidos que comprenden mezclas de fibras de ésteres
de dcido hialurénico y pollmeros naturales, derivados semisintéticos de poilmeros
naturales, y/o pollmeros sintéticos. La mezcia puede comprender entre
aproximadamente el 1 a aproximadamente el 100% de acido hialurdnico. Los
polimeros naturales Utiles en la presente invencidn incluyen, sin limitacion,
coldgeno, © coprecipitados de colageno y glicosaminoglicanos; celulosa,
polisacdéridos tales como quitina, quitosano, pectina o acido péctico, agar, agarosa,
goma de xantano, gelano, &cido alginico o alginatos, polimanano o poliglicanos,
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almidones, y gomas naturales. Los derivados semisintéticos de polimeros
naturales Utiles en la presente invencidn incluyen, por ejemplo, polimeros
naturales tales como colageno reticulado con sgentes como aldehldos o©
precursores de aldehido, acidos dicarboxilicos o haluros de los mismos, diaminas,
derivados de celulosa, acido alglnico, almidén, acido hialuronico, quitina ©
quitosano, gelano, xantano, pectina, o acido péctico, poliglicanos, polimananos,
agar, agarosa, gomas naturales, y glicosaminoglicanos. Los polimeros sintéticos
incluyen, por ejemplo, A4cido polilactico, acido poliglicdlico, polidioxancs,
polifosfacenos, resinas de polisulfona, resinas de poliuretano, y copolimeros o
derivados de los mismos. Materiales de tejidos no tejidos ejemplares Utiles en la
presente invencidn, que incluyen métodos de fabricacidn de estos mataeriales, se
describen en la Patente de EEUU N° 5.520.916, emitido el 28 de Mayo, 1996, que
se incorpora por |a presente como referencia en su totatidad en este documento.

Aunque se sabe mucho acerca del potencial osteogénico de las proteinas
TGF3, informas recientes muestran que la administracion local de ciertos agentes
ostecinductivos, tales como BMP-2, estimula la actividad osteoclastica transitona
en el sitio de administracién. Esta reaccién, que desarrolla la formacion de hueso
nuevo inducida por la BMP, se ha denominado 'fenémeno de resorcion
transitoria"”.

Los agentes conocidos para inhibir la resorcion Gsea pueden jugar un papel
importante en retardar o reducir la resorcién 06sea inicial asociada a la
administracién local de BMP, sin mostrar |a consiguiente formacidon &sea.
Clinicamente, la terapia con bisfosfonato ha mostrado reducir radicalmente los
indices de renovacidén 6sea, incrementar la densidad mineral ¢sea y, en mujeres
osteopénicas, reducir el riesgo de fractura de cadera y columna (véase, por
ejemplo, Fleisch, H., Bisphosphonates In Bone Disease, From The Laboratory To
The Patient, 3a Ed., Partendén Publishing (1997), que se incorpora como referencia
en su totalidad en este documernto). De esta menera, en una realizacién, un
inhibidor de la resorcibn &sesa tal como un bisfosfonato se coadministra con el
agente osteoinductivo para prevenir o minimizar la resorcion 6sea inicial asociada
con la liberacién intradsea de BMP. La coadministracion de bisfosfonato bloquea
la fase de resorcion no deseable, permitiendo que suceda el efecto de aumento
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0se0.

A pesar de sus beneficios terapéuticos, los bisfosfonatos se absorben mal
en el tracto gastrointestingl cuando se toman por via oral. Para superar esta
cuestion de biodisponibilidad pobre, se ha usado la administracion intravenosa; sin
embargo, esta modalidad se ve que es costosa e inconveniente debido a la
duracion y frecuencia de la dosificacién. La presente invencion supera esta
deficiencia mediante la incorporacién del bisfosfonato en un wehiculo, vy
administrandolo localmente y directamente al sitio de accién deseado.

En una realizacién de la invencion, el inhibidor de la resorcién 6ssa se
incorpora en ia composicién ostecinductiva inyectable como un segundo
ingrediente activo. El inhibidor de la resorcién 6sea puede mazclarse con la
protelna osteogénica, el vehiculo de acido hialurdnico, yfo el excipiente(s)
opcionales(s) antes de |as etapas de moldeo y secado. La mezcla final entonces
se moldea, por ejemplo mediante extrusion en un no disolvente o en aire.

En otra realizacién de la invencion, el inhibidor de la resorcién 6sea se
administra secuencial o simultdneamente con la composicién osteogénica. Dse
acuerdo con esta realizacién, la composicion ostecgénica se pueda administrar
localmente en un drea especifica que necasita crecimisnto ésec o reparacion, con
la administracién bien simultanea o bien secuencial del inhibidor de la resorcion
6sea en un vehiculo de administracién diferente. De esta manera, sl inhibidor de la
resorcion dsea se puede inyectar o implantar directamente en el sitio a ser tratado,
por ejemplo, mediante inyeccién o implantacién guirtirgica en un vehlcuio de
liberacién sostenida. El vehiculo puede ser cualquier vehiculo aceptable
farmacéuticamente, una ampiia variedad de los cuales son bien conocidos y
faciimente disponibles en la técnica (véase, por ejemplo, Martin, E. W,
Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., edicidbn actual), que se
incorpora por la presente como referencia en su totalidad en este documento).
Prefariblemente el vehiculo es un vehiculo de liberacidn sostenida, mas
preferiblemente los ésteres de acido hialurénico o materiales basadog en
hialronano descritos anteriormente. Actualmente |los vehiculos preferidos estan
formados en bastoncillos sdélidos, como se describe en ofra parte en este

documento.
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Como se usa en este documento, el témino "inhibicidn de la resorcidn
6sea" se refiere a la prevencion de la pérdida ésea, especialmente la inhibicién de
|a eliminacion del huesc existente a través de la alteracidn directa o indirecta de la
formacion de osteoclastos o su actividad. De esta manera, el término “inhibidor de
la resorcidn Gsea" como se usa en este documento se refiere a agentes que
previenen o inhiben la pérdida ¢sea mediante alteracion directa o indirecta de la
formacion de osteociastos o su actividad.

Como se usa en este documento, 8! término "bisfosfonato” se refiere a los
acidos y sales bisfosfonicas relacionados, y varias formas cristalinas y amorfas de
bisfosfonato. En una realizacién particular, el bisfosfonato se selecciona entre el
grupo compuesto por alendronato, cimadronato, clodronato, EB-1053, etidronatos,
ibandronato, neridronato, olpadronato, pamidronato, risedronato, tiludronato, YH
529, zolendronato, y sales farmacéuticamente aceptables, ésteres, acidos, y
mezclas de los mismos.

La cantidad de inhibidor de la resorcién 6sea util en este documento es esa
cantidad eficaz para prevenir o inhibir la pérdida 6sea inicial, tipicamente asociada
con e administracién local de BMP, mediante |a alteracin directa o indirecta de |la
formacién de osteoclastos o su actividad. La dosis precisa necesaria dependera
del tamafio y naturaleza del defecto a tratar, asi como |a cantidad de agente
osteogénico a administrar. Generalmente, la cantidad de fosfonato a administrar
astd en un intervalo comprendido entre aproximadamente 1 a aproximadamente
3000 mg, particularmente aproximadamente 10 a aproximadamente 1000 mg, a
modo ilustrativo aproximadamente 100 a aproximadamente 500 mg por centimetro
cubico de material. El sitio de aplicacion es preferiblemente local (intradseo), pero
pueden ser otros sitios parenterales tales como intramusculares o subcutaneos
para la administracién sistémica.

Los aditivos o excipientes adicionales que pueden ser utiles en las
composiciones de la preserte invencidn induyen, sin limitacion, sales
farmacéuticamente aceptables, polisacaridos, péptidos, protainas, aminoacidos,
polimeros sintéticos, pollmeros naturales, y/o tensioactivos. Tales excipientes se
conocen bien en la técnica de la formulacién para estabilizar y/o modular la
liberacién del ingrediente(s) activo(s). Los polimeros utiles incluysn, por ejemplo,

173
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aquellos descritos en la Patente de EEUU N° 5.171.578, cuya descripcion
completa se incorpora en este documento como referencia. Los polimeros
siméticos o tensioactivos incluyen, sin limitacién, los plurénicos, tales como el gel
Poloxamer 407, que son una clase de copolimeros de bloque tensioactivos de tipo
ABA solubles en agua que muestran la Unica propiedad de gelificacion térmica
inversa. Otros polimeros siméticos utiles incluyen polilactidas y polietilenglicolas
que incluyen poli{lactida)/poli{etilenglicol), polivinilpirrolidona (PVP),
poli(etilenglicol), o6xido de polioxietieno, pollmero de carboxivinio vy
poli(vinilalcohol). Los polimeros naturales incluyen, sin limitacién, alginato sédico,
quitosano, coldgeno, gelating, hialuronano, y materiales celulésicos, tales como
hidroxicelulosas. Otros excipientes U(tiles incluyen péptidos, proteinas, vy
aminodcidos.

En una realizacion de |la presente invencidn, el excipiante se presenta en
forma de poivo, que entonces se mezcla con el agente(s) activo(s) en Hyaff-11®
solubilizado en un disclvente organico, y se extruye en etanol (no disolvente) para
formar bastoncillos, que entonces se lavan y secan. La composicion final puede
contener uno o una combinacién de excipientes, preferiblemante una sal, azucar
{por ejemplo, sacarosa) y/o aminodcido (por ejemplo, glicina y/o acido glutamico).
Las composiciones de la presente invencion pueden comprender
aproximadamente del 1 a aproximadamente e 60% (p/p) de amino&cido,
aproximadamente del 1 a aproximadamente el 60% (p/p) de un azucar, y
aproximadamente del 1 a aproximadamente el 60% (p/p) de polimero sintético. En
otra realizacién de la invencién, la formulacion comprende aproximadamente el
20-50% (p/p) de aminodcido, y/o aproximadamente el 5-50% (p/p) de azucar, y/o
aproximadamente el 20-50% (p/p) de polimero sintético.

Las composiciones inyectables de la presente invencion pueden
administrarse de cualquier manera de inyeccidn aceptable clinicaments. Pueden
ser adecuadas numerosas jeringuillas disponibles comarcialmente para su uso en
la presente invencién, y para la administracidn de las composiciones de la
presente invencién. Por ejemplo, ias jeringuillas adecuadas que estan dispaonibles
son la jeringuilla Calasept® [JS Dental Manufacturing, Ridgefield CT] que
comprende una pasta de hidréxido célcico estéril en solucidn salina isotdnica, en
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una jeringuilla de cartucho de no aspiracidn o de aspiracién modificada; la
jeringuilla de aspiracion Henke-Ject® y las jeringuillas/agujas dentales Hypo®
[Smith & Nephew MPL, Franklin Park, IL]; las agujas intradseas de MPL, Inc.,
Chicago IL; y las jeringuillas Luer-Lok® [Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ],
todas pueden ser jeringuillas apropiadas para el usc en |la presents invencion. Es
apropiado el uso de cualquier jeringuilla capaz de conlener y liberar un bastoncilio
inyectable y/o pogsibilitar la extrusién con un obturador.

En una realizacion de la invencidn, las composiciones con forma de
bastoncillo se liberan de mansera intraésea usando una aguja hipodémmica de
tamafio y tipo apropiado de manera percutdnea o quirirgica presituada en un lugar
anatémico seleccionado. El emplazamiento percutanec de |a aguja hipodérmica se
puede llevar a cabo usando palpacién manual de puntos de referencia anatbmicos
conocidos, con o sin &l uso de fluoroscopia pare visualizar el emplazamiento. La
fluoroscopia también se puede usar junto con la implantacién quirdrgica antes y/o
simultdneamente con el emplazamiento de la aguja hipodérmica.

En una realizacién ilustrativa, primero se inserta de manera percutanea un
alambre de guia (habituaimente calificado como "alambre-k') en el lugar
anatdmico deseado para servir como guia para la aguja hipodérmica. La aguja
hipodérmica se inserta sobre el alambre de guia, que se retira posteriormente
quedando sOlo |la aguja hipodémmica en su lugar. Entonces se inserta la
composicién con forma de bastoncillo en el extremo acampanado de la aguja
hipodérmica. Después de cargar la compasicion, se inserta un segundo alambre
de guia en la aguja, que se usa para hacer avanzar la composicion sélida hacia la
punta de la aguja. Entonces la aguja se retira dejando el alambre de gufa para
anclar la composicidn en el hueso en sl lugar deseado. Finaimente, el alambre de
guia se retira dejando la composicién sdlida en su lugar. En ofra realizacion, la
composicién sdlida con forma de bastoncillo de la invencién se presitua en el
cilindro de la aguja. Tras el emplazamiento en el sitio anatémico deseado, se hace
avanzar el émbolo en el cilindro de la aguja mientras se retira el dispositivo,
dejando la composicion con forma de bastoncillo en el lugar deseado.

En una realizacién de la presente invencién, las proteinas morfogenéticas
88 Usan como un agente ostecinductivo para tratar la osteoporosis. Los pacientes
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que podrian beneficiarse de tal tratamiento pueden identificarse usando cualquiera
de varios procedimienioa convencionales o mas de uno, incluyendo la medicion de
la masa/densidad 6sea usandc absorciometria de rayos X de energia dual
(DEXA), tomografia computada cuantitativa (QCT), absorciometria de foton unico,
velocidad de transmisién de ultrasonidos, y/o valoracion radiografica. Tales
procedimientos proporcionan la informacién de la localizacion y gravedad de las
lesiones éseas osteopordticas u osteopénicas. Ademas de localizar la lesion(es) a
tratar, se puede usar esta informacién para seleccionar el modo de administracion
apropiado y la dosis del agente osteoinductivo para el paciente.

En otra realizacién de la presente invencidn, las proteinas morfogenéticas
b6seas sa usan como una agente ostecinductivo en el procaso conocido como
osteogénesis por distraccidn. Este proceso es una attemativa para la regeneracion
de segmentos Gseos en respuasta a agentes ostecinductivos implantados. En |a
reparacion tradicional de huescs segmentados, se coloca el agente ostecinductivo
y el vehiculo en la deficiencia creada entre los extremos 6se0s precursores. Para
que suceda la formacién 6sea, el agente osteoinductivo tiene que tener un tiempec
de residencia suficiente en la deficiencia para estimular la diferenciacidon de
cantidades suficientes de células formadoras de hueso para mantener la
formacién de hueso nuevo. El proceso de osteogénesis por distraccion crea una
construccion regenerada entre los extremos dseos precursores distraldos que es
altamente vascular y contiene una poblacién numerosa de células madre
mesenquimatosas destinadas a llegar a ser células formadoras de hueso. Como
resultado, la construccién regenerada representa un ambiente mucho més ideal
para los factores de crecimiento y diferenciacion celular tales como rhBMP-2 para
estimular una induccidn rdpida relativa a la induccidn 6sea en un defecto
segmentado.

El proceso de osteogénesis por distraccién comienza con un periodo de
latencia inicial que permite una conexién de fibras que se forma entre los extremos
6secs a distraer. Después de este periodo de latencia, se distraen los extremos
6seos lentamente a una velocidad controlada de hasta 1 mm por dia en los casos
clinicos humanos. Una vez se ha formado el regenerado y los extremos 6seos se
han distraldo a la longitud apropiada, 8e requiere un periodo de consolidacién
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prolongado para pemitir al regenerado formar el hueso. Este periodo de
consolidacidn prolongado que puede ser del orden de 4 a 6 meses, estéd asociado
con una considerable morbilidad. Una complicaciéon frecuente es la existencia de
infecciones en la trayectoria del clavo que es el resultadc del tiempo tan
prolongado que debe permanecer en e} lugar el fijador externo que se usa para
generar la distraccibn. Ademds, hay efectos psicolégicos considerables y
alteraciones en el estilo de vida asociados con el usc del filador extemno durante
periodos prolongados de tiempo. Ademas de las complicaciones asociadas con el
fijador externo, hay numercsos pacientes en los que el regenerado no se forma
adecuadamente y sucede una unién retardada o no sucede la union. Ya que el
regenerado contiene una poblacidbn celular sensible y estd aittamente
vascularizada justo después de la fase de distraccion inicial, el usoc de proteinas
morfogenéticas puede acelerar rdpidamente la velocidad de formacion Gsea
durante la fase de consolidacidn prolongada de la osteogénesis por distraccion. La
aceleracion de la fase de distraccién asta limitada por el estiramiento de los tejidos
blandos asociados al hueso. Las céiulas creadas usando la osteogenesis por
distraccién pueden recolectarse para proporcionar una fuente de células que son
primordiales para la osteogénesis. Estas células puedsn cultivarse para preparar
lineas celulares inmortales. Si se desea, estas células tambien pueden hacerse
inmunotolerantes usando agentes tales como receptores CTLA4 [Patente de
EEUU 5.434 131] o ligandos CTLA4 o anticuerpos monoclonales B7 [Documento
WO 96/40915]. Los métodos y materiales para hacer imunotolerantes se describen
en las antericres refarencias, e incluyen cotransfeccion o tratamiento con estos
factores. Las descripciones de estas referencias se incorporan en este documento
como referencia.

Ademés del tratamiento de la osteoporosis y fracturas cerradas, las
composgiciones con forma de bastoncillo de la presente invencidn pueden
encontrar aplicacién también para otros sitios 68eos tales como defectos y quistes
6seos. Las composiciones sdélidas inyectables pueden también administrarse a
sitios no Gseos, por ejemplo, en tendones, tejido cartilaginoso dafiado, ligamantos,
y/o sus sitios de unidn al hueso.

Aunque al andlisis precedente se refiere a la administracion de una unica
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composicién ostecinductiva, la presente invencion contempla expresaments ia
coadministracién de multiples ingredientes activos en formulaciones separadas,
por ejemplo, las composiciones bisfosfonato descritas anteriormente. Los multiples
ingredientas activos se pueden administrar de manera simultanea o secuencial an
vehiculos de administracién separados, e individualmente c en combinacion.

El régimen de dosificacion se determinard madiante la indicacién clinica
dirigida, asi como mediants varias variables del paciante (por ejemplo, peso, edad,
sexo) y la presentacién ciinica (por ejemplo, alcance de la lesion, sitio de la lesion,
atc.).

Las composiciones de la presente invencion permiten administrar
cantidades eficaces de la proteina ostecinductiva al sitio de la lesién donde se
desea la formacién de cartilago y/o husso. Las formulaciones se pueden usar
como un sustituto para injertos 6seos autdlogos en fracturas recientes y que aun
no 88 han unido, fusiones vertebrales, y reparacion de defectos éseos en el campo
ortopédico; en reconstrucciones craneo/maxilofaciales; en osteomielitis para Ia
regeneracién Gsea, y en el campo dental para el aumento dei borde aiveolar en
defectos perodontales y extraccién de dientes del alveolo. Cuando se usa para
tratar la osteomielitis o para la reparacion ésea con una infeccion minima, la
proteina osteogénica puede usarse en combinacién con antibiéticos. El antibistico
se selecciona por su capacidad para disminuir la infeccion al tiempo que tiene
efectos adversos minimos en la formacién 6sea. Los antibidticos prefenidos para
su uso en las composiciones de |la presents invencion incluyen vancomicina y
gentamicina. El antibidtico puede estar en wuna forma aceptable
farmacéuticamente, tal como la HCI vancomicina o el sulfato de gentamicina. El
antibittico esta prefariblemente presente en una concentracién comprendida entre
aproximadamente 0,1 mg/ml a aproximadamente 10,0 mg/ml. La preparacién
tradicional de formulaciones en una forma aceptable farmacéuticamente (es decir,
libre de pirdgenos, apropiado pH e isotonicidad, esterilidad, etc.) esté bien para los
especialistas en la técnica y es aplicable a las formulaciones de la invencion.

Las composiciones con forma de bastoncilo de la presente invencién
pueden utilizarse en combinacién con otros farmacos, factores de crecimiento,
péptidos, proteinas, citoquinas, oligonuciedtidos, oligonucledtidos antisentido, ADN

N



10

15

20

25

30

24

y polimeros. Estos compuestos pueden afiadirse mezclandolos con el vehiculo de
Acido hialurénico o mediante unién a los vehiculos. Las composiciones de acido
hialurénico pueden usarse también con ADN que codifica BMP y celulas
transducidas o transfectadas con genes que codifican proteinas BMP.

Los siguientes ejemplos son ilustratives de la presente invencion y no
limitan de ninguna manera. Las modificaciones, variaciones y mejoras se
contemplan y estén en |a presenta invencion.

Ejempio 1: Fonpulacién de Bastonclilos Hyaff-11
Las composiciones con forma de bastoncillo de Hyaff-11 inyectables 100%

esterificadas (1 mm de didmetro) se prepararon y evaluaron para la retencién de |a
proteina-2 morfogenética 6sea humana recombinante (hBMP-2) y |a eficacia de la
formacién ésea. Las composiciones con forma de bastoncillo comprendlan
material basado en hialuronano Hyaff-11® como vehiculo, dos dosis de rhBMP-2
(véase Tabla 1) como ingrediente activo, y varias cantidades de excipientes para
la modulacién de la cinética de liberacién. Los excipiertes usados en este ejemplo
consistian en formas de polvo secas bien de écido glutamico o bien de sales
tampén. Las sales de tampdn contenian 0,5% de sacarosa, 2,5% de glicina, 5 mM
de acido L-glutdmico, 5 mM de NaCl, y 0,1% de polisorbato 80. Las composiciones
basadas en Hyaff-11® se formaron en formas de bastoncillo usando un proceso
de inversibn de fase. Brevemente, se mezclaron rhBMP-2 y los excipientes
(glutamato y sales tampdn) en particulas de Hyaff-11® presolubitizados (10% p/v)
en un disolverte organico N-metilpirrolidona (NMP), se extruyeron en un exceso
de etanol (no disolvente) usando una jeringuilla y un catéter (por ejemplo, calibre-
16), se invirtid 'a fase durante 1 hora, se lavd, y se sect. La etapa de secado
consistié en un secado por aire de 24 horas seguido de una etapa de liofilizacion
de 24 horas. La extrusién se llevd a cabo usando una bomba de jeringa medidora,
preferiblemente a una velocidad de inyeccién de 0,2 mi/min. Las siguientes
compoesiciones basadas en Hyaff-11® se prepararon: Hyaff-11®, 20% (p/p) de
hBMP-2, y 40% (p/p) de glutamato (es decir, 40/40/20 (p/p) Hyaff-
11®/glutamato/fBMP-2); Hyaff-11®, 60% (p/p) de rhBMP-2/sales tampon (es
decir, 40/60 (p/p) Hyaff-11®/rhBMP-2); y Hyaff-11®. 20% (p/p) de rehBMP-2, y
20% (p/p) de sales tampén (es decir, 60/20/z0 (p/p) Hyaff-11®/sales
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tamp6érn/rhBMP-2). Se obtuvieron altas dosis de hBMP-2 mediante destilacion de
la formulacién de proteina antes de la combinacion con el Hyaff-11. Se cortaron
bastoncillos secos tipicamente en segmentos de 1 o 2 cm para una evaluacion
adicional. Las dosis tedricas de los bastoncillos estan enumeradas en la Tabla 1.
El modo preferidc de administracién es una eguja hipodérmica de calibre-16
equipada con un obturador para inyectar los bastoncillos sdlidos en el sitio

intradseo.
Tabla 1
Dosis de rhBMP-2 para Formulaciones Inyectables de Bastoncillos Hyaff®
Dosis tedrica
Formulacion ug BMP-2/mg Mg BMP-2/cm
bastoncillo) ~ bastoncillo)
40/40/20 (p/p) Hyafi- 200 1,5
11®/Glutamato/hBMP-2
40/60 (p/p) Hyaff-11®/mBMP-2 71 0,5
60/20/20 (p/p) Hyaft-11®/sales 200 1,3
tampén/rhBMP-2
80/20 (p/p) Hyaff-11p65®/IrhBMP-2 200 1,2
60/40 (p/p) Hyaff-11p65®/MBMP-2 400 24

Elemplo 2: Formulacién de Bastoncllios Hyaff-11p65®
Las composiciones con forma de bastoncillo de Hyaff-11p65 inyectables

65% esterificadas (1 mm de didmetro) se prepararon y evaluaron para la retencion
de hBMP-2 v la eficacia de |a formacion 6sea. Las composiciones con forma de
bastoncillo comprendian material basado en hialuronano Hyaff-11p65®@ como
vehlculo, dos dosis de thBMP-2 (véase Tabla 1) como ingrediente activo. Las
compogiciones basadas en Hyaff-11p65® que comprenden 20% (p/p) de rhBMP-2
{es decir, 80/20 (p/p) Hyaff-11p65S®IrhBMP-2) o 40% (p/p) de hBMP-2 (es dacir,
60/40 (p/p) Hyaff-11p65®/rhBMP-2) se prepararon mezclando rhBMP-2 des._alado
y un relleno no tejidos de Hyaff-11p65® en formas secas, seguido de hidratacion
del 18,75% (p/v) del peso del relienc no tejide, mezcia en una consistencia tipo
pasta blanca, transferencia a una jeringuilla, extrusién a través de un catéter (por
ejemplo de calibre-16), y secado. Una variacidn de este método consiste en extruir
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la pasta a través de un catéter para una forma de bastoncillo, congslar el
bastoncillo (en nitrégeno liquido a -80°C), insertario en una tuberia de didmetro
ligeramente mas grande (por ejemplo, un catéter de cealibre-14) y secario. La etapa
de secado consistid en un secado por aire de 24 horas seguido de una etapa de
liofilizacion de 24 horas. Métodos alternativos de preparacibn de bastoncillos
incluyen el moldeo de la pasta de Hyaff-11p65® en una tuberia de diametro
interior de 1,5 mm de silastic o Teflbn®/FeP seguido del secado. El modo
preferido de administracién es una aguja hipodérmica de calibre-16 equipada con
un obturador para forzar los bastoncillos sdlidos en el sitio intradseo.
Elemplo 3: Caracterizacién In Vitro

Todas las composiciones con forma de bastoncillo eran rigidas, rectas,
manejables, e inyectables a través de una aguja de calibre-16. Las micrograflas
electronicas de rastreoc (SEM) de las composiciones ds bastonciilos de Hyaff-11®
eran tipicamente sdlidas, densas, y lisas, mientras que aquellas composiciones de
bastoncillos de Hyaff-11p65R se compactaban de manera densa con segmentos
fibrilares cortos de las fibras no tejidas nativas. La bicactividad de mBMP-2 en |as
composiciones con forma de bastoncillo se obtuvo tras la extraccién de hBMP-2 a
partir de las composiciones y el ensayo de su capacidad de inducir la expresién de
fosfatasa alcalina (un marcador ésec) en células estroméaticas W-20-17 de ratén.
Las hBMP-2 de composicionss en bastoncillo de Hyaff-11® y Hyaff-11p65® eran
bicactivas.

Ejemplo 4: Bjodjstribuc]jén Local In Vivo

Se obtuvieron perfiles de retencidn de rhBMP-2 in vivo usando
composiciones en bastoncillo de Hyaff-11® y Hyaff-11p65®. Los tiempos de
retencion de rhBMP-2 en composiciones con forma de bastoncillo de 1 cm

(preparadas como se describid en el Ejemplo 1 y 2) se evaluaron en un modslo
intraéseo de fémur distal de conejo usando '“1+hBMP-2 y escintigrafia gamma
(Figura 1). Las formulaciones que comprenden Hyaff-11® (no Hyaff-11p65®)
proporcionaron una liberacién sostenida y lenta de rhBMP-2, independientemente
de la dosis de BMP-2 o los excipientes. La estenlizacidn del excipiente glutamato
mediante 6xido de etileno proporciond una liberacion ligeramente mas brusca
durante el periodo de 3 dias inicial comparado con el glutamato esterilizado por
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radiacién gamma. La composicién 80/20 (p/p) Hyaff-11p65®/MBMP-2 proporciono
la cinética de liberacion de hBMP-2 mas rapida.
Elemplo 6: Eficacla y Biocompatibilldad
Las composiciones basadas en Hyaff-11® (no Hyaff-11p65), preparadas

como se describié anteriormente, se avaluaron para la biocompatibilidad y el
efecto en la formacion 6sea dos semanas después de la administracion
subcutanea (térax ventral) e intradsea (fémur distal) en ratas. Las composiciones
eran de 2 mm y 10 mm de longitud para |a administracién intradsea y subcutanea,
respectivamente. Los andlisis radiogrdficos e histolégicos de los sitios
subcutdneos de administracidbn mostraron Qna formacion ¢sea adyacente a las
composiciones con forma de bastoncillo que contienen rhBMP-2, que sugiere que
los bastoncillos hBMP-2/Hyaff-11® eran osteoinductivos (datos no mostrados).
Ambos sitios de administracidn subcutdnea e intradsea mostraron respuestas
inflamatorias minimas, que sugiere buena biocompatibilidad de las composiciones
de &cido hialurénico/BMP-2. Las composiciones de bastoncillos de Hyaff-11® y
Hyaff-11p65® se inyectaron adicionalmente en fémur distales de conejos y tras 7
semanas, se observé una formacion dsea de novo congiderable en el espacio
intradseo mediante histologla (datos no mostrados) y particularmente en |as
formulaciones 80/20 (p/p} Hyaff-11p65®/MBMP-2 y 40/40/20 (p/p) Hyaff-
11®/glutamato/rBMP-2. La inyeccion de la formulacion de bastoncillo 80720 (p/p)
Hyaff-11p65®/rhBMP-2 en radios distales de babuinos sometidos a ovariectom(a
dio como resultado un 30% de incremento relativo de volumen &sec trabecular
comparado con controles no tratados histolégicamente (datos no mostrados).
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién para la administracién de proteinas osteogénicas que
comprende una proteina osteogénica y un éster de acido hialurénico, estando
dicha composicién en forma de un bastoncillo cilindrico apropiada para inyeccién o
implantacién en estado sélido en un cuermo.

2. La composicién de la reivindicacion 1, donde la proteina osteogénica se
selecciona entre el grupo compusesto por los miembros de la familia de las
proteinas morfogénicas tseas (BMP).

3. La composicién de la reivindicacién 2, donde la proteina osteogenica se
selecciona entre el grupo compuesto por BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7,
BMP-10, BMP-12 y BMP-13.

4 La composicién de la reivindicacion 2, donds la proteina osteogénica es
BMP-2 o BMP-6.

5. La composicién de la reivindicaciéon 1, que también comprende un inhibidor
de la resorcion osea.

6. La composicioén de la reivindicacién 5, donde el inhibidor de la rasorcién
6sea es un bisfosfonato.

7. La composicion de la reivindicacién 6, donde el bisfosfonato se sslecciona
entre el grupo formado por alendronato, cimadronato, clodronato, EB-1033,
etidronatos, ibandronato, neridronato, olpadronato, pamidronato, risedronato,
tiludronato, YH 529, zolendronato, y sales farmacéuticamente aceptables, ésteres,

dcidos, y mezclas de o8 mismos.

8. La composicidn de la reivindicacion 1, donde el éster de acido hialurénico
comprende entre aproximadamente el 50 por ciento a aproximadamente el 100 por
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ciento de esterificacion del acido hialurdnico.

9. La composicién de la reivindicacién 1, donde el éster de acido hialurénico
es un acido hialuronico reticulado.

10. La composicién de la reivindicacién 1, que también comprende un
excipiente saleccionado entre el grupo compuesto por sales farmacéuticamente
aceptables, polisacaridos, péptidos, proteinas, aminodcidos, polimeros sinteticos,

polimeros naturales, y tensicactivos.

11. La composicién de la reivindicacion 1, que también comprende un inhibidor
de la resorcién ¢sea y un excipiente seleccionado entre el grupo compuesto por
sales farmacéuticamente aceptables, polisacéridcs, péptidos, proteinas,
aminodcidos, polimeros sintéticos, polimeros naturales, y tensioactivos.

12. La composicién de la reivindicacion 1, donde el diametro de dicho

bastoncillo cilindrico esté entre aproximadamente 0,5 & 1,5 mm.

13. La composicién de la reivindicacién 1, donde la longitud de dicho bastoncilio
cilindrico esta entre aproximadamente 2 cm y aproximadamente 5 cm.,

14. Una composicion para tratar un hueso osteopordtico que comprende una
proteina osteogénica y un écido hialurénico, que se prepara mediante un proceso
quse comprende las etapas de:

(a) mezcla de la proteina osteogénica y el éster de acido hialurdnico para
formar una mezcla osteogénica; y

(b) formacién y secado de la mezcla osteogénica en un bastoncillo cilindrico
apropiado para inyectario o implantario en estado s6lido en un cuerpo.

15. La composicidn de la reivindicacion 14, donde la etapa de mezcla
comprende mezclar la proteina osteogénica y el éster de dcido hialurénico con un
bisfosfonato.

R ¥
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16. La composiciébn de la reivindicacion 14, donde la etapa de mezcla
comprende mezclar la proteina osteogénica y el éster de acido hialurdnico con un
excipiente seleccionado entre el grupo compuesto por sales farmaceuticamente
aceptables, polisacéridos, péptidos, proteinas, aminoécidos, polimeros sintéticos,

polimeros naturalés, y tensioactivos.

17. La composicion de la reivindicacién 14, donde la etapa de mezcla
comprende mezclar |la proteina osteogénica y el éster de acido hialurénico con un
bisfosfonato y un excipiente seleccionado entre el grupc compuesto por sales
farmacéuticamente aceptables, polisacaridos, péptides, proteinas, aminodcidos,
polimeros sintéticos, polimeros naturales, y tensioactivos.

18. La composicitn de la reivindicacién 14, donde el éster de acido hialuronico
ge prepara mediante hidratacién y solubilizacién de particulas, peliculas, fibras,
rellenos no tejidos, o esponjas insolubles o parcialmente solubles de ésteres
bancilicos de Acido hialurénico en agua, un disclvente organico o un tampdn

acuoso.

19. La composicién de la reivindicacién 14, donde la etapa de mezcla
comprende mezclar la protelna osteogénica y el éster de acido hialurdnico con un
bisfosfonato y un excipiente seleccionado entre el grupo compuesto por sales
farmacéuticamente aceptables, polisacaridos, péptidos, proteinas, aminoacidos,

polimeros sintéticos, polimeros naturales, y tensioactivos.

20. La composicién de la reivindicacion 14, donde la proteina osteogénica se
selecciona entre el grupo compuesto por los miembros de la familia de las
protelnas morfogénicas ¢seas (BMP).

21. La composicién de la reivindicacién 14, donde la proteina osteogénica se
selecciona entre el grupo compuesto por BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7,
BMP-10, BMP-12 y BMP-13.
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22. La composicion de la reivindicacion 14, donde ta proteina osteogénica es
BMP-2 o BMP-6.

23. La composicidn de la reivindicacién 15, donde el bisfosfonato se selecciona
entre el grupo formado por alendronato, cimadronato, clodronato, EB-1053,
etidronatos, ibandronato, neridronato, olpadronato, pamidronato, risedronato,
tiludronato, YH 529, zolendronato, y sales farmacéuticamente aceptables, esteres,
dcidos, y mezclas de los mismos.

24. La composicibn de Ia reivindicacion 14, donde la etapa de mezcla
comprende mezclar la protelna osteogénica y el éster de acido hialurénico con un
disolvente; y donde la etapa de formacién y secado de la mezcla osteogénica en
un bastoncillo cillndrico comprende la extrusion de la mezcla osteogénica en un no
disolvente.

25. La composicién de la reivindicacion 18, donde en la etapa de formacién y
secado de |la mezcla osteogénica comprende

(i) extruir |a mezcla osteogénica en un no disolvents, o

(i) extruir la mezcla osteogénica en aire y secar.

26. La composicién de la reivindicacién 25, donde sl no disolvente es etancl o
agua.

27. La composicién de la reivindicacién 14, donde el didmetro de dicho

bastoncillo cilindrico esta entre aproximadamente 0,5a 1,5 mm.

28. La composicibn de la reivindicacion 14, donde la longitud de dicho
bastoncillo cilindrico esta entre aproximadamente 2 cm a aproximadamerte 5 cm.

29. Un método para preparar una preparacion da liberacion sostenida, con
forma de bastoncillo, inyectable, que comprende une proteina osteogénica y un
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éster de acido hialurénico que comprende:

{(a) mezclar la proteina osteogénica con el éster de acido hialurénico y un
excipiente saleccionado entra el grupo compuesto por sales farmacéuticamente
aceptables, polisacdridos, péptidos, proteinas, amino#cidos, polimeros sintéticos,
polimeros naturales, y tensioactivos para producir una mezcla ostecgénica que
comprende el éster de acido hialurbnico en una cantidad comprendida entre
aproximadamente 1 a aproximadamante 50 (p/v) por ciento;

(b) moldear la mezcla osteogénica para formar un producto con forma de
bastoncillo; y

{c) secar el producto con forma de bastoncillo de la etapa (b).

30. ElI método de la meivindicacion 29, donde la etapa (a) incluye la
solubilizacidn del éster de 4cido hialurénico en un disoivente organico.

31. El método de |a reivindicacion 28, donde |a etapa (a) incluye |a hidratacion

del éster de acido hialurénico en un tampdn acuoso.

32. El método de la reivindicacidn 29, donde el éster de &cido hialurdnico en la
etapa (a) esta entre aproximadamente 10 a aproximadamente 25 (pfv) por ciento.

33. El método de la reivindicacién 29, donde dicho moldeo en la etapa (b)
comprende

(i) extruir la mezcla osteogénica en un no disolvente, o

(ii) extruir la mezcla osteogénica en aire y sacar.

34. E! método de la reivindicacién 29, donde la proteina osteogénica se
selecciona entre el grupo compuesto por los miembros de |a familia de las
proteinas morfogénicas 6seas (BMP).

35. El método de la reivindicacion 32, donde la proteina osteogénica se
selecciona entre el grupo compuesto por BMP-2, BMFP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7,
BMP-10, BMP-12 y BMP-13.

29
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36. El método de la reivindicacidn 32, donde la proteina osteogénica as BMP-2
o BMP-6.

37. E! método de la reivindicacion 29, donde la mezcia en la etapa (b) también
comprende mezclar la proteina osteogénica, el éster de acido hialurdnico y el
excipiente con un bisfosfonato.

38. El método de la reivindicacion 35, donde sl bisfosfonato se selecciona entre
el grupo formado por alendronato, cimadronato, clodronato, EB-1053, etidronatos,
ibandronato, neridronato, olpadronato, pamidronato, risedronato, tiludronato, YH
529, zolendronato, y sales farmacéuticamente aceptables, ésteres, 4cidos, y
mezclas de |os mismos.

39. E! método de la reivindicacién 29, donde el éster de &cido hialurénico
comprende aproximadamente del 50 por ciento a aproximadamente s 100 por
ciento de esterficacidn del 4cido hialurdnico.

40. Un método para preparar una preparacién de liberacion sostenida
inyectable que comprends una proteina osteogénica y un material basado en
hialuronano, que comprende:

(a) mezciar |la proteina osteogénica con un malerial basado en hialuronano
para formar una mezcla,;

(b) comprimir la mezcla de la etapa (&) para formar una mezcla osteogénica
densa; y

(c) formar la mezcla osteogénica densa de la etapa (b) en un bastoncillo
cilindrico sélido apropiado para inyectario o implantario en un cuerpo.

41. El método de la reivindicacion 38, donde dicha etapa de formacién en la
etapa (c) consiste en extruir, prensar, moldear, perforar y cortar para formar un
bastoncillo cilindrico con un didmetro comprendido entre 0,5 a aproximadamente
1,5 mm.
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42 E! método de la reivindicacidén 38, donde la mezcla en la etapa (a)
comprende mezclar la proteina osteocgénica y el material basado en hialuronano
con un excipiente sseleccionado entre el grupo compuestc por sales
farmacéuticamente aceptables, polisacaridos, péptidos, proteinas, aminocacidos,
polimeros sintéticos, polimeros naturales, y tensioactivos.

43. El método de la reivindicacién 38, donde la mezcle en la etapa (a)

comprende mezclar la proteina osteogénica y el material basado en hialuronano
con un bisfosfonato.

44  E| método de la reivindicacién 39, donde la proteina osteogénica se
selecciona entre el grupo compuesto por los miembrog de la familia de las
proteinas morfogénicas ¢seas (BMP).

45. El método de la reivindicacion 38, donde le proteina osteogénica se
selecciona entre el grupo compuesto por BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7,
BMP-10, BMP-12 y BMP-13.

46. El método de la reivindicacion 38, donde la protaina oateogénica es BMP-2
o BMP-6.

47. El método de la mivindicacidn 41, donde el bisfosfonato se selaecciona entre
el grupo formado por alendronato, cimadronato, clodronato, EB-1053, stidronatos,
ibandronato, neridronato, olpadronato, pamidronato, risedronato, tiludronato, YH
528, zolendronato, y sales farmacéuticamente aceptables, ésteres, acidos, y
mezclas de los mismos.

48.  EIl método de la reivindicacion 38, donde el material basado en hialuronano
comprende aproximadamente del 50 por ciento a aproximadamente el 100 por

ciento de estarificacidn del acido hialurdnico.
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43. Un método para tratar un mamifero que tiene un defecto 6seoc que
comprende administrar al sitio del defecto 6seo una cantidad eficaz de una
composicion osteogénica, donde |la composicidén osteogenica comprende una
proteina ocsteogénica y un éster de acido hialurdnico, estando dicha composicién
en forma de un bastoncillo cillndrico.

50. E! método de la reivindicacion 47, donde el defecto 6seo es un huesc
osteopordtico u osteopénico.

51. El método de la reivindicacion 47, donde |la proteina osteogénica se
selecciona entre el grupo compuesto por los miembros de la familia de las
protelnas morfogénicas 6seas (BMP).

52. El método de la reivindicacién 49, donde la proteina osteogénica se
selecciona entre el grupo compuesto por BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7,
BMP-10, BMP-12 y BMP-13.

53. El método de la reivindicacidn 49, donde la proteina osteogénica es BMP-2
o BMP-6.

54 E! método de la reivindicacién 47, que también comprende un inhibidor de
la resorcion ¢sea.

55. El método de la reivindicacidon 52, donde 8! inhibidor de la resorcién 0sea es
un bisfosfonato.

56. El método de la reivindicacion 53, donde el bisfosfonato se selecciona entre
el grupo formado por alendronato, cimadronato, clodronato, EB-1053, etidronates,
ibandronato, neridronato, olpadronato, pamidronato, risedronato, tiludronato, YH
529, zolendronato, y sales farmacéuticamerte aceptables, ésteres, acidos, y

mezclas de los mismaos.



10

15

20

25

30

36

57. El método de la meivindicacidn 47, donde el éster de acido hialurdnico
comprends entre aproximadamente el 50 por ciento a aproximadamente el 100 por
ciento de esterificacion del acido hialurénico.

58. El método de la reivindicacidon 47, que también comprende un excipiente
seleccionado entre el grupo compuesto por sales farmacéuticamente aceptables,
polisacéridos, péptidos, proteinas, aminodcidos, polimeros sintéticos, polimeros
naturalas, y tensioactivos.

59. El método de la reivindicacidn 47, que también comprende un inhibidor de
la resorcion 6sea y un excipiente seleccionado entre el grupo compusesto por sales
farmacéuticamente aceptables, polisacdridos, péptidos, proteinas, aminoacidos,
polimeros sintéticos, polimerog naturales, y tensioactivos.

60. Un método para tratar un mamifero que tiens in defecto 6seo, donde el
método comprende:

(a) administrar al sitio del defecto 6seo una cantidad eficaz de una
composicion osteogénica, donde la composicidon osteogénica comprende una
proteina osteogénica y un éster de acido hialurdnico, dicha composicion esta en la
forma de un bastoncillo cilindrico; y

(b) administrar al sitio dei defecto 6seo una cantidad eficaz de un inhibidor

de la resorcidon Osea.

61. El método de la reivindicacién 58, donde el defecto 6sec es un hueso
osteoporético u osteopénico.

62. EI método de la reivindicacion 58, donde la proteina osteogénica se
selecciona entre el grupo compuesto por los miembros de |la familia de las
protelnas morfogénicas 6seas (BMP).

83. El| método de la reivindicacion 58, donde la proteina osteogénica se
salecciona entre el grupo compuesto por BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7,
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BMP-10, BMP-12 y BMP-13.

64. El método de la reivindicacion 58, donde la proteina osteogeénica es BMP-2
o BMP-6.

65. El método de la reivindicacidén 58, donde el inhibidor de la resorcién dsea es
un bisfosfonato.

86. El método de |a reivindicaciéon 63, donde el bisfosfonato se selecciona entre
el grupo formado por alendronato, cimadronato, clodronato, EB-1053, etidronatos,

ibandronato, neridronato, olpadronato, pamidronato, risedronato, tiludronato, YH
529, zqlendronatn_ y sales farmacéuticamente aceptables, ésteres, acidos, y

mezclas de [os mismoes.

67. E| método de la reivindicacidbn 58, donde el éster de acido hialurdnico
comprende entre aproximadamente el SO por ciento a aproximadamente el 100 por
ciento de esterificacidn del acido hialurénico.

68. El método de la reivindicacion 58, que también comprende un excipiente
seleccicnado entre el grupo compuesto por sales farmaceuticamente aceptables,
polisacaridos, péptidos, proteinas, aminoécidos, polimeros sintéticos, polfmeros
naturales, y tensioactivos.

69. El método de la reivindicacion 58, donde la etapa (a) se realiza antes que |a
etapa (b).

70. El método de la reivindicacion 58, donde |a etapa (b) se realiza antes que la
etapa (a).

71. El método de la reivindicacion 58, donde |la etapa (a) se realiza

sustancialmente de manera simultédnea con la etapa (b).
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RESUMEN

Se describe una formulacidn inyectable o implantable con forma de
bastoncillo para administracion de proteinas osteogénicas. La formulacién
comprende derivados de gcido hialurdnico y proteinas ostecgénicas, y excipientes
opcionales e ingredientes activos tales como un inhibidor de resorcion GOsea.
También se describen métodos de preparacion de composiciones farmacéuticas
inyactables con forma de bastoncillo y metodos de uso de |las composiciones
osteogénicas para tratar hueso osteoporético y/o osteopénico.
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Industria y Comercio
SUFERINTENDENCIA

2020

Bogota D C

Doctor(a) A

HUMBERTO RUBIO CAMACHO 11582

Apoderado(a)

WYETH

REFERENCIA: Radicacion N° 04-122903
Solicitud internacional PCT/US03/14609
Fecha inicio fase nacional 2004.12-17
Tramite 011
Evento 379
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decision 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le
comunica que:

* La solicitud no contiene copia del documento en que consta la cesion del
derecho de patente del inventor al solicitante 0 a su causante (Art. 26-k)
Decision 486).

» La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el llenc de
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cadigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente debera presentar el documentc que
acredita la existencia y representacion legal de la sociedad solicitante,
cuando éste fuere una persena juridica.

s« Si el examen preliminar Intemacional contiene anexos estos deben ser
anexados junto con su traduccién. (Art. 36.2.b) del tratado PCT).

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerara abandonada y perdera su prelacion.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e),
del capitulo quinto del titulo ppmero de ta Circutar Unica N° 10 de 2001.

ALIX CARMEKNZA CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la Diisidn de Nuevas Creaciones.

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha,
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