
(19) Organizacion Mundial de la
Propicdad Intelectu al
Oficirm mtenmciorml

(43) Fecha de publicacion internacional
23 de junio de 2022 [23.06.2022) I I P0 I P C 7

llIIlIIlllIlIlllIlIllIllIllIIllIllIlIllIlllllIlllIlIllIlIlIllIIlllIIllIIllllIIIIIIIIIIIIIIIIIII

(10) Numero de publicacion internacional

WO 2022/1 29663 A1

(12) SOLICITED INTERNACIONAL PIJBLICADA KN VIRTUD DEL TRATADO DK COOPERACION EN MATERIA
DK PATENTES (PCT)

(25) Idioma de presentaciiin:

(2G) Idioms de publicacion:

espaiiol

cspaiiol

(30) Datos relativos a la prioridad:
P202031250 15 de diciembrc de 2020 (15 12 2020) ES

(71) Snlicitantes: UNIVERSIDAD DK GRANADA [ES/ES].
Hospital Real. Avda, del, Hospicio s/n, 18071 Grmmda
(ES) SKRVICIO ANDALUZ DE SALUD [ES/ES]. At-
da. de la Constitucion. 18, 41071 Sesdia (ES). FUNDA-
CION PL'BLICA ANDALUZA PROGRESO Y SALUD
[ES/ES]; Atda. Amenco Vespucio 15. Ldifimo S-2. Parque
Cieruifico. y Tecnologico Caruqa 93, -11092 Sewila (ES).

(72) Inventores: ALAMINOS MINGORANCE, hliguel; Uiu-
versidad de Grarmda. Ilospital Real Atda. dei. Ilospi-
cio s/n, 18071 Gmimda (ES) GARZON BELLO, ingrid
Johanna; Unnersidad de Grarmda. Ilospital Real Atda
del, I lospimo s/n, 18071 Grmmda (ES). CAMPOS SAN-
CHEZ, Fernando; Universidad de Grarmda. I lospital Real
Atda del. Ilospimo s/n, 18071 Gmnada (ES) CHATO
ASTRAIN, Jesus: Universidad de Granada, I lospital Real
Avda dei I lospicio s/n. 18071 Graimda (ES) BLANCO
ELICES, Cristina: Senicio Andahv, de Sahid. Atda de
la Constitucion, 18, 41071 Sevilla (ES) SANCIIEZ PO-
RRAS, David: Seivicio Andahv de Salud. Atda de la
Coilstltucioll. 18. 41071 Ses illa (ES). ORE EZABAL GL I-
JARRO, Roice Inaki; Fundac)6n Phbhca Andalum, Pro-
greso y Salud. Atda. Amenco Vespucio 15, Edifimo S-2

Parque Cientifico, s Tecnologico Cartula 93 -11092 Ses illa
(ES). FERNANDKZ VALADKS, Ricardo; Senimo An-
dalur de Salud. Avda de la Constituci6n, 18. 41071 Ses illa
(ES)

(74) Mandatario: BKRTRAN VALLS, Silvia: Paseo de la Cas-
tellalia 140, 3'liillta. Edlflcio Linm, 2804(i Madnd (ES)

(81) Estados designadim /a ntenos Ytte se nid«lne titrn cosa,
pnra toda class deproteecion narir&nal adn«sihlet AE. AG.
AL, AM AO, AT. AU. AZ. BA. BB. BG, BH. BN. BR, BW.
BY, BZ. CA, Cl L CL, CN. CO. CR. CU. CZ. DE, DJ. DK.

(51) Clasificacion intcrnacional de patentes:
AGJL Z7/36 (2006.01) AGIE35/616 (2015.01)
A 611. Z 7/5/) (20()6.01) A Gl P 1 9/t)() (2006.01)
AGJL 27/54(2006.01) A61P19/t)8 (2006.01)
A 611. Z 7/5G (20()6.01)

(21) Numero de la solieitud internacionah
PCT/ES2021/070889

(22) Feeha de presentation interniicionah
14 de diciembre de 2021 (14.12 2021)

DM. DO. DZ, EC. EE, EG. ES. FL GB, GD, GE. GH, GM,
GT, IiN, HR, HU, ID. IL, IN, IR, IS, IT, JO, JP, KE, KG,
KH, KN, KP, KR, KW, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LU, LY,
MA, MD, ME, MG, MK, MN, MW. MX, MY, MZ. NA,
NG, NI, NO, NZ, OM, PA, PE, PG, PIL PL, PT, QA, RO,
RS. RU. RW. SA. SC, SD. SE. SG. SK. SL. ST. SV. SY. TIL
TJ, TM TN, TR, TT. TZ, UA, UG. US, UZ, VC, VN, WS,
ZA. ZM, ZW.

(84) Kstailos deslgllililos /a elle'ttns 91st'. se tttrltrlltc otl'o cits'a,

para tnda class de pro/ac coin regional ndinisth6 ) ARIPO
(BW. GH, GM KE, LR. LS, MW, MZ. NA, RW, SD, SL,
ST. SZ. TZ, UG, ZM, ZW), euroasidtica (AM, AZ, BY. KG,
KZ, RU, TJ, TM). europea (AL, AT, BE, BG, CH. CY, CZ,
DE. DK. EE. ES, FL FR. GB, GR, HR, IIU, IE, IS, IT, LT,
LL. LV. MC. MK. MT. NL. NO. PL. PT, RO, RS, SE. Sl.
SK. SM. TR). OAPI (BF, BJ. CF. CG. CI. CM. GA. GN,
GQ, GW, KM. ML. MiR. NE. SN, TD. TG)

Publicada:
crtn mfnrrne de lnisrlneda i«temmrinnal t 1rr 2//3t)
antes de la ex/marion dt.l pie=a petra woCtfirar las
reivtnCtramoties y 1&aro ser tvl&rthlicada si se rem/sett
mnCtficartwtcs /Itegta ttt.Z/htt
ctat la parte de lt st« de .sec«snot as de ln dt.scrtpc«in /Reg/a
5.2/a/t

(54) Title: NEW BIOMATERIAL FOR TISSUE ENGINTERING

(54) Titulo: NL'EVO BIO.'vlATERIAL PARA INGENIERIA TISL'LAR

CO
(57) Abstract: Nets bionmtenal for tissue engmeenng The present mvention proposes a nesv biomaterial based on eclnnoderm ossicles.
;ill in vitro method for prepanng smne and uses thereof m regeneiative medicme

(57) Resumen: Nues o biomaterial para ingcnicria tisular La prcscntc im cncion proponc un nucvo bionmtcrial basado ca osiculos dc
cquinodcnno. mctodo in vitro dc prcparacion dcl mismo y usos cn mcdicina icgcncratis a.



WO 2022/129663 PCT/ES2021/070089

DESCRIPCION

NUEVO BIOMATERIAL PARA INGENIERIA TISULAR

CAMPO DE LA TECNICA

s La presente invencion se encuentra dentro del campo de la biomedicina e ingenieria

tisular. Especificamente, se refiere a un nuevo biomaterial y un metodoin vitro de

preparacion del mismo. Tambien se refiere a sus usos en medicina regenerativa.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

1o Los enormes avances de la ingenieria de tejidos y los biomateriales han permitido

desarrollar nuevos biomateriales para el tratamiento de las lesiones de la mayor parte

de los tejidos y organos humanos. Sin embargo, los tejidos duros, especialmente el

hueso, son muy dificiles de tratar debido a sus especiales caracteristicas biologicas y

funcionales, y la mayoria de los biomateriales actualmente disponibles para el

ts tratamiento de las lesiones oseas presentan muy escasa biocompatibilidad y

funcionalidad in vivo.

Hasta la fecha, las lesiones graves del hueso humano se tratan mediante injerto de

hueso humano procedente de donante, hueso de animal liofilizado, particulas de

hidroxiapatita y materiales similares, cuya biointegracion en el hueso es muy lenta y

20 presenta bajas tasas de exito. Por ella, la busqueda de nuevos materiales altamente

biocompatibles para uso en la reparacion de defectos oseos es una prioridad en el

campo de la traumatologia.

En este contexto, la holoturia es un animal perteneciente al filo de los equinodermos,

clase Ho/othuroidea y, corno tal, posee numerosos elementos calcificados inmersos

2s en sus tejidos externos, especialmente en la peel (Figure 1). A diferencia de otros

equinodermos, la holotuna posee microestructuras denominadas espiculas, osiculos,

osiculos dermicos, escleritos o corpusculos calcareos que son independientes unas

de otras y permiten al animal una gran libertad de movimientos en condiciones
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relajadas, y una gran resistencia cuando los tejidos se contraen y los osiculos se

acercan unos a otros.

En general, la morfologia de estos osiculos es propria de cada especie de holoturia y,

de hecho, se utiliza para identificar las diferentes cspecies existentes en la naturaleza

s (Figura 2) Respecto a su composicion, se trata de elementos constituidos

fundamentalmente por carbonato calcico mineralizado corno calcutta, y puede contener

un 5 - 13% de carbonato magnesico en sustitucion ionica.

Cada osiculo es sintetizado por una o varias celulas del animal, las cuales se adhieren

intimamente a la superficie del osiculo. Por ese motivo, la superficie y el tamano de

to los osiculos es, potencialmente, altamente biocompatible, lo cual apoya su utilizacion

clinica corno agente inductor de la regeneracion osea.

Actualmente los biomateriales que se emplean en medicine regenerativa para reparar

tejido duro (oseo) son muy poco biocompatibles, lo que hace necesano desarrollar

nuevos biomateriales que tengan poros de un tamano adecuado y una rugosidad que

2S los haga optimos para ser empleados en medicina regenerativa.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Flgura 1. Imagenes histologicas de distintos tejidos de Holofhuria sancfori tenidos

mediante hematoxilina y eosina en la que se aprecian abundantes osiculos en el

zo interior del tejido blando (se marcan algunos osiculos con flechas). A: tejido branquial.

B: epidermis. C: pared muscular.

Figura 2. Osiculos de distintas cspecies de holoturia analizados mediante

microscopia optica. A. Osiculos de tipo torre. B: Botones lisos y botones rugosos. C:

Distintos tipos de osiculos.

2S Figura 3. Te)idos artificiales de fibrina-agarosa con osiculos dermicos en su interior y

fibroblastos humanos. Arriba: dos imagenes del tejido artificial no descalcificado tenido

con hematoxilina-cosine en las que se observan las particulas en la base de la fibrina

agarosa (FA). Abajo: tejidos artificiales descalcificados para su procesamiento

histologico y tenidos con hematoxilina-cosine en los que se observe la morfologia
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normal de las celulas (flechas) y los espacios vacios en los que se alojaban las

particulas antes de la descalcificacion. La imagen de abajo a la derecha muestra un

teiido artificial tubulizado.

Figura 4. Analisis histologico de los tejidos artificiales tubulizados de fibrina-agarosa

s implantados en ratones desnudos A: fibrina-agarosa sin osiculos, B fibrina-agarosa

con 0.25% osiculos, C: fibrina-agarosa con 0.5% osiculos, D: fibrina-agarosa con 1%

osiculos, E: fibrina-agarosa con 2% osiculos, F: fibnna-agarosa con 3% osiculos.

Figura 5. Ensayos de funcionalidad in vivo. A la izquierda, se muestra la tibia del

conejo en la que se han realizado 4 defectos, tratandose cade uno con un producto

to diferente. A la derecha, se muestra el resultado a los 60 dias de la intervencion.

Figura 6. Imagen histologica a bajo aumento de la tibia del conejo a los 60 dias de la

intervencion quirurgica.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

ts Los autores de la presente invencion proponen emplear un biomaterial altamente

biocompatible y que presenta mejores resultados en terminos de regeneracion osea

que otros materiales actualmente disponibles. Ademas, su origen natural, procedente

de productos de la pesca altamente abundantes en la naturaleza, le aporta un

potencial beneficio coma potenciador del desarrollo de las comunidades pesqueras

2o locales.

BIOMATERIAL DE LA INVENCIQN

Por tanto, un primer aspecto de la invencion se refiere a osiculos de equinodermos,

de ahora en adelante osiculos de la invencion, para su uso corno medicamento o,

zs alternativamente, para su uso en medicina.

Los autores de la presente invencion han extraido y purificado los osiculos de la piel

de diversos generos de holoturias pertenecientes al genero Holothuria

(fundamentalmente H. tubulosa, H. helleri y H. sanctori). Por tanto, mas
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preferiblemente los osiculos son osiculos dermicos de organismos del genera

Holothuria.

El endoesqueleto de los equinodermos esta compuesto por osiculos de carbonato

calcico que se encuentran en una dermis que deriva del mesodermo y que se

s encuentra debajo de la epidermis. Por debajo de la capa de dermis hay capas

musculares y el pentoneo del celoma.

Los osiculos que componen el esqueleto son de calcita con pequenas cantidades de

carbonato de magnesio. Suelen presentar espinas (fijas o moviles) y tambien salientes

(corno tuberculos o granulos). En las holoturias, los osiculos son muy pequenos y

to estos animales poseen capas musculares muy bien desarrolladas.

Las holoturias u holoturoideos (Holothuroidea) conocidos vulgarmente corno pepinos,

cohombros, mojon de mar, pollaburro o carajos de mar, son una clase del filo

Equinodermos que incluye animales de cuerpo vermiforme alargado y blando que

viven en los fondos de los mares de todo el mundo.

ts En esta memoria, se entiende por organismos del Phylum Echinodermata, o

equinodermos, a aquellos organismos celulares que pertenecen al superreino

Eukariota, clado Opisthokonta, Reino Metazoa, clado Eumetazoa, clado Bilateria,

clado Deuterostomia.

Los equinodermos comprenden varias clases: Asteroidea (estrellas de mar),

zo Ophiuroidea (ofiuras), Echinoidea (erizos de mar), Crinoidea (lirios de mar o

comatulas), Concentricycloidea (margaritas del mar) y Holoturioidea (holoturias).

Los organismos del genero Holothuria pertenecen al superreino Eukariota, clado

Opisthokonta, Reino Metazoa, clado Eumetazoa, clado Bilateria, clado Deuterostomia,

Phylum Echinodermata, Superclase Echinozoa, Clase Holothuroidea, Orden

2S Aspidochirotida, Familia Holothuriidae

La especie tipo del genero es Holothuria physalis Linnaeus 1758

Alternativamente, Holothuriidae tambien se refiere a una familiase un organismo que

tiene una secuencia nucleotidica homologa de la region correspondiente al gen

citocromo oxidasa I del ADN mitocondnal con una identidad de al menos un 70% con
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la SEQ ID NO. 1, y mas preferiblemente una identidad de al menos un 75%, 80%,

85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% con la SEQ ID NO: 1 Mas preferiblemente,

la secuencia homologa de la region correspondiente al gen citocromo oxidasa I del

ADN mitocondrial tiene una identidad del 100% con la SEQ ID NO: 1.

SEQ ID NO: 1

Holothuria fubuiosa cytochrome oxidase I (COI) gene, partial cds; mitocondrial

(GenBank: GU797718.1)

ataggagggtttggaaaatgactcatacctttaatgataggagctcccgatatggccttccctcgaatgaaaaacatga

10 gcttctggttaatccccccatcctttatactactcttagcctcagcaggagtagaaagaggtgccggcacaggttggaea

atttaccctccattgtccagaaacattgcccacgccggaggatcagtcgacctggctattttttccctacatttggccgga

gcttcatcaatactagcctcaattaacttcataacaacaatcataaaaatgcggaccccaggagtaaccttcgaccgg

ctcccactattcgtatggtctgttttcataacagcattcctactactactcagactcccagttctagcaggagcaataacaa

tgctcttaacagaccgaaacataaaaacaaccttcttcgaccccgctggaggaggagaccctatactattccaacattt

15 attctggttttttggacatccagaagtctacattctaatcctacctggattcgggatgatatcccacgtgataaccca

El termino "identidad", corno se usa aqui, se refiere a la proporcion de nucleotidos

identicos entre dos secuencias nucleotidicas cuando se comparan. Los metodos de

comparacion de las secuencias son conocidos en el estado del arte, e incluye, pero

no se limita a, BLASTP, BLASTN, y FASTA (S.F. Altschul et a/., "Basic Local Alignment

2o Search Tool", J. Mol Biol. 1990, 215, 403-410).

El termino "secuencia de nucleotidos homologa", corno se usa en este documento, se

refiere a una secuencia que es equivalente al fragmento de la region correspondiente

al gen citocromo oxidasa I del ADN mitocondrial de secuencia SEQ ID NO. 1 de

Hoiothuria sp, preferiblemente Holofituria tubuiosa. La expresion "una secuencia que

2S es equivalente" significa una secuencia de nucleotidos que esta dentro del citocromo

b o region equivalente en esa especie de Holofhuria en particular, y realize la misma

funcion. La persona experta es capaz de identificar estas regiones equivalentes con

protocolos de rutina

El termino "% de identidad", corno se entiende en esta invencion, se refiere al

3o porcentaje (%) de identidad entre dos o mas secuencias de nucleotidos o
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aminoacidos. El '/0 de identidad es un recuento del numero de posiciones sobre la

longitud de la alineacion de dos secuencias donde todos los nucleotidos o

aminoacidos en esa posicion son identicos. El /0 de identidad se calcula en base a

secuencias homologas de la misma longitud.

s Los autores de la presente invencion han demostrado que los osiculos de

equinodermos pueden emplearse en el tratamiento de pacientes con graves lesiones

del hueso que requieran el implante de materiales potenciadores de la regeneracion

osea.

Por tanto, otro aspecto de la invencion se refiere a osiculos de equinodermos para

to aumentar, restaurar o reemplazar parcial o completamente la actividad funcional de

un tejido u organo enfermo o danado. En una realizacion preferida, el tejido enfermo

o danado es un tejido oseo. Mas preferiblemente, los osiculos son osiculos dermicos

de organismos del genera Holothuria

El termino "medicamento", tal y corno se usa en esta memoria, hace referencia a

tS cualquier sustancia usada para prevencion, diagnostico, alivio, tratamiento o curacion

de enfermedades en el hombre y los animales

COMPOSICIONES Y TEJIDO ARTIFICIAL DE LA INVENCIQN

Otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion, de ahora en adelante

composicion de la invencion, que comprende los osiculos de la invencion. Mas

2o preferiblemente los osiculos son osiculos dermicos de organismos del genero

Holothuri a.

Las composiciones de la invencion pueden comprender otros componentes utiles para

la finalidad medica de la invencion, principalmente para la regeneracion de tejidos. Por

tanto, en otra realizacion preferida, la composicion de la invencion ademas comprende

2S fibrina y agarosa. En otra realizacion aun mas preferida, la composicion de la invencion

ademas comprende una celula.

La composicion de la invencion puede, por tanto, comprender una o mas celulas,

dando lugar a un tejido artificial.
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Por tanto, atro aspecto de la invencion se refiere a un tejido artificial, de ahora en

adelante tejido artificial de la invencion, que comprende:

a) el biomaterial o la composicion de la invencion, y

b) al menos una celula.

s En una realizacion preferida de la invencion, la celula es una celula humana. En otra

realizacion prefenda, la celula se selecciona de entre: condrocitos de cartllago hialino,

elastico o fibroso humano, celulas hepaticas, celulas epiteliales (por ejemplo,

queratinocitos), fibroblastos o celulas vasculares, entre otras, o cualquiera de sus

combinaciones.

to Tal y corno se muestra en los ejemplos, el biomaterial de la invencion se puede

emplear para reparar o reemplazar total o parcialmente el hueso que no solidifica, o

que forma una pseudoartrosis (injerto oseo para regeneracion de tejido perdido de

hueso, o corno sustituto oseo).

La reparacion o reemplazamiento del hueso corno consecuencia de una lesion o

ts fracture se asemeja mucho al proceso de osteogenesis normal del esqueleto, aunque

difiere en algunos aspectos tales corno la inflamacion y el aumento de fuerzas

mecanicas en los adultos. Se puede dividir en etapas secuenciales que involucran

varios tipos celulares y factores de crecimiento:

1.- Respuesta inflamatoria: hematoma, cascada proinflamatoria con liberacion de

2o citoquinas (principalmente IL-1, IL-6 y TNF-a).

2.- Expresion y liberacion de protelnas morfogenicas oseas (BMP) por parte de celulas

osteoprogenitoras cercanas a la fractura, y liberacion de citoquinas que reclutan

celulas mesenquimales.

3.- Si la fracture es mecanicamente estable, las celulas osteoprogenitoras se

2S diferencian a osteoblastos para regenerar el hueso. Si es inestable, se diferencia a

condrocitos para formar una capa de colageno que actua corno puente entre los

extremos de la fractura, constituyendose asi lo que se conoce camo callo blando;

luego es calcificado para former un callo oseo y posteriormente se remodela para

formar hueso laminar.
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En este proceso de reparacion participan coordinadamente diferentes tipos celulares

(celulas osteoprogenitoras, fibroblastos, macrofagos, condroblastos, osteoblastos,

osteoclastos).

Por tanto, en otra realizacion mas preferida, la celula y/o la poblacion celular se

s selecciona de la lista que consiste en: fibroblastos, osteoblastos, osteocitos,

osteoclastos, condroblastos, condrocitos, celulas madre mesenquimales, o cualquiera

de sus combinaciones.

En otra realizacion preferida de la invencion, la celula es una celula madre. Mas

preferiblemente, la celula madre se selecciona de entre: celulas madre

to mesenquimales, celulas madre hematopoyeticas, celulas madre embnonarias, celulas

madre pluripotentes inducidas, celulas madre adultas o combinaciones de las mismas.

Aun mas preferiblemente, es una celula madre mesenquimal. Mas preferiblemente, la

celula madre mesenquimal se obtiene a partir de m@dula csea, tejido adiposo. higado,

bazo,.testiculos, sangre menstrual, fluido amniotico, pancreas, periostio, membrana

ts sinovial, rriusculo esqueletico, dermis. pericitos, hueso trabecular, cordon umbilical.

pulmon, pulpa dental y sangre periferica.

Si se desea, la celula de cualquier aspecto de la invencion puede modificarse

geneticamente mediante cualquier metodo convencional incluyendo, a modo de

ilustracion, sin limitacion, procesos de transgenesis, deleciones o inserciones en su

20 genoma que modifiquen la expresion de genes que son importantes por sus

propiedades basicas (proliferacion, migracion, diferenciacion, etc.), o mediante la

insercion de secuencias de nucleotidos que codifiquen proteinas de interes corno, por

ejemplo, proteinas con propiedades terapeuticas. Por tanto, en otra realizacion

preferida, la celula de cualquier aspecto de la invencion ha sido modificada

zs geneticamente

En ciertos casos, la progenie de una sole celula clonal puede expandirse mediante

numerosos pases, sin que aparentemente sufra ninguna anomal(a cromosomica, o la

perdida de sus propiedades de crecimiento y diferenciacion.

Por tanto, si se desea, las celulas de cualquier aspecto de la invencion se pueden

so expandir clonalmente usando un metodo adecuado para clonar poblaciones

celulares. Por ejemplo, una poblacion proliferada de celulas puede recolectarse
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fisicamente y sembrarse en una placa separada (o en los pocillos de una placa de

"multiples pocillos"). Otra opcion es que las celulas se pueden subclonar en una placa

de "multiples pocillos" en una relacion estadistica para facilitar la operacion de colocar

una sola celula en cada pocillo (por ejemplo, de aproximadamente 0,1 a

5 aproximadamente una celula / pocillo o incluso aproximadamente 0,25 a 0,5 celulas /

pocillo, corno 0,5 celulas / pocillo). Por supuesto, las celulas pueden clonarse a baja

densidad (por ejemplo, en una placa de Petri u otro sustrato adecuado) y aislarse de

otras celulas usando dispositivos tales corno anillos de clonacion. La produccion de

una poblacion clonal se puede expandir en cualquier medio de cultivo adecuado. En

to cualquier caso, las celulas aisladas se pueden cultivar hasta un punto adecuado en el

que se pueda evaluar su fenotipo de desarrollo. Otro aspecto de la invencion se refiere

a una poblacion de celulas aisladas, en adelante poblacion de celulas de la invencion,

que comprende al menos una celula de cualquier aspecto de la invencion,

preferiblemente una celula adulta En una realizacion preferida, la poblacion celular

15 de la invencion comprende al menos el 20%, preferiblemente el 40% e incluso mas

preferiblemente el 50%, 60%, 80%, 90%, 95% o 99% de celulas de la invencion. En

una realizacion preferida, la poblacion celular de la invencion comprende al menos el

20%, preferiblemente el 40% e incluso mas preferiblemente el 50%, 60%, 80%, 90%,

95% o 99% de celulas de la invencion.

20 Por tanto, en una realizacion aun mas preferida, es una poblacion celular.

La celula de la invencion, o la poblacion celular de la invencion, puede ser de origen

autologo, alogenico o xenogenico. Preferiblemente, son de origen autologo.

El termino "celula madre adulta" significa que la celula madre se alsla de un tejido u

organo de una persona o animal en un estado de crecimiento despues del estado

25 embrionario. Preferiblemente, las celulas madre de la invencion se han aislado en un

estado posnatal. Preferiblemente, se han aislado de un mamifero y, mas

prefenblemente, de un ser humano, incluidos neonatos, jovenes, adolescentes y

adultos.

El termino "condrocito" empleado en la presente invencion hace referencia a un tipo

so celular presente en el cartilago, responsable de la produccion y mantenimiento de la

matriz cartilaginosa, la cual comprende fundamentalmente colageno y
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proteoglucanos. La organizacion de este tipo celular en el cartilago difiere en funcion

del tipo de cartilago y el tejido en donde se encuentre. En referencia al hueso o al

cartilago, las celulas madre mesenquimales (de ongen mesodermico) se diferencian

hacia el linaje osteocondrogenico. Dichas celulas madre mesenquimales no

diferenciadas proliferan y se acumulan en un conjunto denso de celulas condrogenicas

(cartilago) en el centra de condrificacion Estas celulas condrogenicas se diferencian

a condroblastos capaces de sintetizar la matnz extracelular del cartilago, que

comprende proteoglucanos, glucosaminoglucanos de bajo potencial osmotico y fibras.

A continuacion, los condroblastos quedan confinados en un espacio pequeno o laguna

que ya no esta en contacto con la matriz de nueva creacion y que contiene liquido

extracelular. El condroblasto en dicho estadio es el condrocito, que es generalmente

inactivo pero aun pueden secretar y degrader la matriz dependiendo de las

condiciones.

15

20

25

30

El termino "osteocito" empleado en la presente invencion hace referencia a un tipo

celular formado a partir de la diferenciacion del osteoblasto, que a su vez deriva de

celulas osteoprogenitoras. El osteocito, junto con el osteoclasto, constituye el

elemento celular del tejido oseo. El osteocito se caracteriza por presentar un

citoplasma ligeramente alargado y basofilo, con una enorme cantidad de

prolongaciones citoplasmaticas, reticulo endoplasmico rugoso y aparato de Golgi poco

desarrollados, presentando pequenas gotas de llpidos y pequenas cantidades de

glucogeno. Este tipo celular tiene la capacidad de segregar o reabsorber la matriz

osea que le rodea. A pesar de la distancia que hay entre los osteocitos, y de la cantidad

de matriz que los separa, estos permanecen en contacto a traves de pequenos

canales presentes a lo largo del hueso, de modo que la comunicacion de los osteocitos

es importante para controlar la cantidad de hueso que se forma y deteriora. Los

osteocitos derivan de osteoblastos que quedan atrapados en las lagunas de la matriz.

El termino "osteoclasto" hace referencia a aquellas celulas responsables de resorcion

de la matriz osea. Son celulas polinucleadas de gran tamano que se localizan en las

superficies oseas firmemente asociadas a la matriz osea. Los osteoclastos se forman

por la fusion de varies celulas mononucleares derivadas de una celula madre

sanguinea de la medula osea mostrando muchas propiedades de los macrofagos. Los

osteoclastos se caracterizan por disponer de una porcion de su membrana "arrugada",
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en forma de cepillo, rodeada de un citoplasma libre de organulos, llamada "zona clara"

con la que se adhiere a la superficie del hueso mediante integrinas, unos receptores

especializados del hueso. El proceso de resorcion se inicia cuando el aparato de Golgi

de la celulas excreta lisosomas con enzimas capaces de producir un microambiente

acido por debajo de la membrana arrugada corno consecuencia del transporte de

protones mediante la bomba de protones ATP-dependiente, el intercambio Na+/H+ y

la anhidrasa carbonica. Las enzymes lisosomales de los osteoclastos implicadas en

este proceso son cistein-proteasas corno la catepsina y sobre todo, la fosfatasa acida

tartrato-resistente (esta ultima se utiliza corno marcador del fenotipo osteoclastico).

Las enzimas lisosomales solo son liberadas en la zona clara en las proximidades del

borde arrugado, produciendose en este area las reacciones de degradacion de la

matriz que deben producirse antes de que le medio acido disuelva las sales minerales

del hueso. La resorcion osteoclastica depende de una serie de factores reguladores

externos corno la hormona paratiroidea, la 1,25-dihidroxivitamina D3 y la calcitonina.

Otros factores que afectan la funcionalidad de los osteoclastos son los

glucocorticoides y las prostaglandinas.

El termino "proliferacion" o "expansion" en el contexto de la presente invencion se

emplea para hacer referencia a un aumento en el numero celular, derivado de la

division celular

20

25

El termino "sujeto" incluye cualquier animal, en particular, animales vertebrados,

preferiblemente mamiferos, tales corno ratones, ratas, caballos, cerdos, conejos,

gatos, ovejas, perros, vacas, seres humanos, etc. El termino mamifero, corno se

entiende aqui, se refiere a cualquier organismo del superreino Eukaryota, reino

Metazoa, Phylum Chordata, clase Mamma/ia. Por tanto, las celulas que se emplean

en el tejido artificial de la invencion pueden pertenecer a cualquier animal,

preferiblemente un mamifero. En otra realizacion incluso mas preferida, el mamifero

es el ser humano.

30

Otro aspecto se refiere a la composicion de la invencion o al tejido artificial de la

invencion para su uso en medicine, o alternativamente, para su uso coma

medicamento.



WO 2022/129663
12

PCT/ES2021/070089

Otro aspecto de la invencion se refiere a la composicion de la invencion o al tejido

artificial de la invencion para incrementar, restaurar o sustituir parcial o totalmente la

actividad funcional de un te)ado o un organo enfermo o danado. Mas preferiblemente,

el tejido enfermo o danado es el tejido oseo.

s En una realizacion preferida de este aspecto, la composicion o el tejido artificial de la

invencion ademas comprende un vehiculo farmaceuticamente aceptable. En otra

realizacion preferida, la composicion de la invencion ademas comprende al menos un

principio activo o agente terapeutico. Dicho agente terapeutico se selecciona,

preferiblemente, de entre un agente analgesico (en el tratamiento de la inflamacion y

1o del dolor) o un agente antiinfeccioso (en la prevencion de infeccion). Aun mas

prefenblemente comprende excipientes farmaceuticamente aceptables.

En particular, ejemplos no limitantes de agentes terapeuticos de utilidad de acuerdo a

la invencion incluyen las siguientes categorias terapeuticas: analgesicos, coma los

medicamentos anti-inflamatorios no esteroideos, agonistas opiaceos y salicilatos;

1S agentes anti-infecciosos, tales corno antihelminticos, antianaerobicos, antibioticos,

antibioticos aminoglucosidos, antibioticos antifungicos, cefalosporinas, antibioticos

macrolidos, diversos antibioticos beta-lactamicos, penicilinas, antibioticos quinolonas,

antibioticos sulfonamidas, antibioticos de tetraciclina, antimicobacterianos,

antimicobacterianos antituberculosos, antiprotozoarios, antiprotozoarios

zo antimalaricos, agentes antivirales, agentes anti-retrovirales, escabicidas, agentes anti-

inflamatorios, corticosteroides antiinflamatorios, antipruriginosos/anestesicos topicos

locales, antiinfecciosos, antimicoticos topicos antiinfecciosos, antivirales topicos

antiinfecciosos, agentes electrollticos y renales, tales corno agentes acidificantes,

agentes alcalinizantes, diureticos, inhibidores de la anhidrasa carbonica, diureticos,

zs diureticos de asa, diureticos osmoticos, diureticos ahorradores de potasio, diureticos

de tiazida, suplementos de electrolitos, y agentes uricosuricos, enzimas, tales corno

enzimas pancreaticas y las enzimas tromboliticos, agentes gastrointestinales, tales

coma antidiarreicos, antiemeticos, gastrointestinales agentes anti-inflamatorios

gastrointestinales, el salicilato de agentes anti-inflamatorios, antiacidos anti-ulcera

3o gastrica, agentes inhibidores de la bomba de acido antiulcerosos agentes, mucosa

gastrica antiulcerosos agentes bloqueantes H2, antiulcerosos, agentes colelitoliticos

digestants, emeticos, laxantes y ablandadores de heces y agentes procineticos,
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anestesicos generales corno los anestesicos inhalatorios halogenados anestesicos

inhalatorios, anestesicos intravenosos, barbituricos, benzodiazepinas anestesicos

intravenosos anestesicos por via intravenosa de opiaceos y anestesicos intravenosos

agonistas, hormonas y modificadores hormonales, corno abortivos, agentes

S corticosteroides suprarrenales, agentes suprarrenales, los androgenos,

antiandrogenos, inmunobiologicos agentes, tales corno inmunoglobulinas,

inmunosupresores, toxoides, y vacunas; anestesicos locales, tales corno amida de los

anestesicos locales y de los anestesicos locales de tipo ester, agentes

musculoesqueleticos, tales corno anti-gota agentes antiinflamatorios, corticosteroides

1o anti-inflamatorios, agentes, compuestos de oro anti-inflamatoria agentes

inmunosupresores, agentes antiinflamatorios, farmacos anti-inflamatorios no

esteroideos (AINE), agentes anti-inflamatorios salicilato, minerales y vitaminas, corno

la vitamina A, vitamina B, vitamina C, vitamina D, vitamina E y vitamina K.

En una realizacion particular, los agentes terapeuticos utiles segun las categorias

antenores incluyen: (1) analgesicos en general, tales corno lidocalna o sus derivados,

y farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) analgesicos, incluyendo

diclofenaco, ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno y, (2) analgesicos opiaceos

agonistas, corno la codeine, fentanilo, hidromorfona y la morfina, (3) analgesicos de

salicilato, corno la aspirina (ASA), (4) bloqueadores H1 antihistaminicos, tales corno

20 terfenadina, clemastina y (5) agentes anti-infecciosos, tales corno mupirocina; (6)

antianaerobicos anti-infecciosos, tales corno cloranfenicol y clindamicina; (7)

antifungicos antibioticos antiinfecciosos, tales corno anfotericina B, clotrimazol,

fluconazol y ketoconazol; (8) contra el antibiotico macrolido -infecciosos, tales corno

la azitromicina y eritromicina; (9) diversos beta-lactamico antiinfecciosos, tales corno

zs aztreonam y imipenem; (10) antibiotico de penicilina antiinfecciosos, tales coma

nafcilina, oxacilina, penicilina G, penicilina V y; (11) quinolona antibioticos

antiinfecciosos, tales corno ciprofloxacina y norfloxacina; (12) antibiotico tetraciclina

antiinfecciosos, tales corno doxiciclina, minociclina y tetraciclina; (13) antituberculosos

antimicobacterianos antiinfecciosos, tales coma isoniazida (INH), rifampicina y, (14)

So antiprotozoarios antiinfecciosos, corno atovacuona y dapsona; (15) antipaludicos

antiprotozoarios antiinfecciosos, tales corno cloroquina y pirimetamina; (16) anti-

retrovirales antiinfecciosos, tales corno ritonavir y zidovudina; (17) contra el antiviral-
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infeccioso agentes, tales coma aciclovir, ganciclovir, interferon alfa, y rimantadina; (18)

antifungicos topicos antiinfecciosos, tales coma anfotericina B, clotrimazol, miconazol,

nistatina y; (19) antivirales topicos antiinfecciosos, tales corno el aciclowr; (20) agentes

electroliticas y renales, corno la lactulosa; (21) diureticos de asa, corno la furosemida,

5 (22) diureticos ahorradores de potasio, corno triamtereno; (23) diureticos tiazidicos,

tales corno hidroclorotiazida (HCTZ), (24) agentes uricosuricos, tales coma

probenecid; (25) enzimas, tales corno RNasa y DNasa; (26) antiemeticos, tales corno

proclorperazina; (27) salicilato gastrointestinales inflamatorias anti-agentes, tales

corno sulfasalazina; (28) de la bomba gastrica de acido anti-inhibidor agentes de
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ulceras, tales coma el omeprazol; (29) bloqueantes H2, agentes anti-ulcera, tales

corno cimetidina, famotidina, nizatidina y ranitidina; (30) digestivos, tales corno

pancrelipase; (31) agentes procineticos, tales corno la eritromicina (32; ester)

anestesicos locales, tales corno benzocaina y procaine; (33) musculoesqueleticos

corticosteroides anti-inflamatorios, agentes, tales corno beclometasona,

betametasona, cortisone, dexametasona, hidrocortisona, y prednisona; (34)

musculoesqueleticos antiinflamatorios inmunosupresores, tales corno azatioprina,

ciclofosfamida y metotrexato; (35) musculoesqueleticos antiinflamatorios no

esteroideos (AINE), tales corno diclofenaco, ibuprofeno, ketoprofeno, ketorlac, y

naproxeno; (36) minerales, tales corno hierro, calcio y magnesio; (37) Los compuestos

de vitamina B, tales corno la cianocobalamina (vitamina B12) y la niacina (vitamina

B3); (38) compuestos de vitamina C, tales coma acido ascorbico, y (39) compuestos

de vitamina D, tales corno calcitriol.

En otra realizacion preferida, el agente terapeutico puede ser un factor de crecimiento

u otra molecula que afecta a la diferenciacion celular y/o proliferacion, corno por

ejemplo, pero sin limitarnos, el derivado de las plaquetas (PDGF), transformante

(TGF), insulinico (IGF), hepatico (HGF), epidermico (EGF), endotelio vascular (VEGF),

factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), o cualquier de sus combinaciones. Los

factores de crecimiento que inducen la diferenciacion de estados finales son bien

conocidos en la tecnica, y puede ser seleccionado de cualquiera de esos factores que

se ha demostrado que induce un estado de diferenciacion final. Los factores de

crecimiento para uso en los metodos aqui descritos pueden, en ciertas realizaciones,

ser vanantes o fragmentos de un factor de crecimiento de ongen natural. Por ejemplo,
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una variante puede ser generada al hacer cambios de aminoacidos conservadores y

prueba de la variante resultante en uno de los ensayos funcionales descritos

anteriormente u otro ensayo funcional conocido en la tecnica. Las sustituciones

conservadoras de aminoacidos se refieren a la intercambiabilidad de residuos que

s tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que tienen

cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina, valina, leucina, e isoleucina; un grupo

de aminoacidos que tienen alifatico-hidroxilo en sus cadenas laterales es serina y

treonina; un grupo de aminoacidos que tienen que contiene amida en las cadenas

laterales es asparagina y glutamina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas

1o laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina y triptofano; un grupo de aminoacidos que

tienen cadenas laterales basicas es lisina, arginina e histidina, y un grupo de

aminoacidos que tienen que contiene azufre en las cadenas laterales es cisteina y

metionina. Grupos preferidos de sustitucion de aminoacidos son: valina-leucina-

isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, y asparagina-

glutamina.

Corno los expertos en la tecnica apreciaran, las variantes o fragmentos de factores de

crecimiento de polipeptidos se pueden generar usando tecnicas convencionales, tales

corno mutagenesis, incluyendo la creacion de mutacion de punto discreto (s), o por

truncamiento. Por ejemplo, la mutacion puede dar lugar a variantes que conservan

2o sustancialmente la misma, o simplemente un subconjunto, de la actividad biologica de

un factor de crecimiento polipeptidico de la que se derivo.

En otra realizacion preferida, el agente terapeutico puede ser Plasma Rico en Factores

de Crecimiento PRGF (Plasma Rich in Growth Factors). Se basa en la utilizacion de

las plaquetas corno vehiculo para la liberacion controlada de distintas senales

25 celulares que aceleran y optimizan la reparacion de los tejidos danados por diversas

razones corno puede ser un tratamiento quirurgico, un traumatismo o una enfermedad.

Aun mas prefenblemente, es el el agente terapeutico es el factor de crecimiento de

fibroblastos basico.

El termino "factor de crecimiento de fibroblastos basico" o "bFGF" (basic fibrob/ast

so growth factor) o "FGF2" o "FGF-f3" hace referencia a un factor miembro de la famille

de factores de crecimiento de fibroblastos que permite el mantenimiento de celulas
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madre embrionarias humanas no diferenciadas, y que estimula la proliferacion de

celulas de origen mesodermico, asi corno de muchas celulas de origen

neuroectodermico, ectodermico y endodermico. bFGF esta codificado por el gen

FGF2. Esta proteina se activa durante el dano tisular o el desarrollo tumoral mediando

5 procesos angiogenicos.

El termino "vehiculo farmaceuticamente aceptable" se refiere a un vehiculo que debe

estar aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal o un gobierno estatal

o enumerado en la Farmacopea Estadounidense o la Farmacopea Europea, u otra

farmacopea reconocida generalmente para su uso en animales, y mas concretamente

to en humanos.

El termino "vehiculo" se refiere a un diluyente, coadyuvante, excipiente o portador con

el que se debe administrar el biomaterial o la composicion de la invencion.

Obviamente, dicho vehiculo debe ser compatible con dicho biomaterial y con otros

componentes que pueda comprender la composicion de la invencion, por ejemplo,

25 pero sin limitarnos, celulas.

Corno se emplea aqui, el termino "principio activo", "sustancia activa", "sustancia

farmaceuticamente active", "ingrediente activo" o "ingrediente farmaceuticamente

activo" significa cualquier componente que potencialmente proporcione una actividad

farmacologica u otro efecto diferente en el diagnostico, cure, mitigacion, tratamiento,

20 o prevencion de una enfermedad, o que afecta a la estructura o funcion del cuerpo

del hombre u otros animales. El termino incluye aquellos componentes que

promueven un cambio quimico en la elaboracion del farmaco y estan presentes en el

mismo de una forma modificada prevista que proporciona la actwidad especifica o el

efecto.

25 La composicion farmaceutica de la invencion, si se desea, se puede almacenar hasta

el momento de su aplicacion mediante los procedimientos convencionales conocidos

por los tecnicos en la materia. Esta composicion farmaceutica tambien se puede

almacenar junto a medicamentos adicionales, utiles en el tratamiento en

enfermedades, en una forma active que comprende una terapia combinada.

so A lo largo de la descnpcion y las reivindicaciones, la palabra "comprende" y las

variantes de la misma no pretenden excluir otras caracteristicas tecnicas,
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suplementos, componentes o pesos. Para los expertos en la tecnica, otros objetos,

ventajas y caracteristicas de la invencion se entenderan en parte a partir de la

descripcion y en parte a partir de la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos

y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion y no pretenden limitar la presente

S invencion.

EJEMPLOS DE LA INVENCION

La invencion consiste en la obtencion y utilizacion de osiculos dermicos de holoturia

para el tratamiento de lesiones oseas. Para ello, en primer lugar, se procedio a extraer

1o y punficar los osiculos de la piel de diversos generos de holoturias pertenecientes al

genero Holothuria (en nuestro medio, fundamentalmente, H. tubu/osa, H. hetleri y H.

sanctori).

Para la extraccion, varios ejemplares de holoturia fueron sumergidos en una solucion

de hipoclorito sodico al 1-2% durante 6h en un decantador o embudo de decantacion.

1S Tras ello, se recupero el componente depositado en la parte inferior del decantador,

el cual se lava varias veces con abundante agua corriente. Las particulas asi

recogidas se purificaron a continuacion con una solucion al 5-10% de peroxido de

hidrogeno en agua, lavandose varias veces con abundante agua corriente.

Tras confirmar la presencia de los osiculos mediante visualizacion directa en un

2o microscopio de contraste de fases o luz polarizada, se procede a su esterilizacion

mediante tratamiento con etanol 70% durante 20 minutos, dejandose secar a

continuacion en una cabina de flujo laminar esteril. Estas particulas tambien pueden

esterilizarse mediante cualquier otro metodo, incluyendo el autoclavado.

Dependiendo de la especie escogida, el producto obtenido contendra botones, torres,

2S places u otros tipos de osiculos.

Para determinar la biocompatibilidad de los osiculos dermicos, se realizaron ensayos

a diferente nivel:

1) Analisis de biocompatibilidad ex vivo en cultivos celulares puestos en contacto

indirecto con los osiculos.
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2) Analisis de biocompatibilidad ex vivo en sistemas tridimensionales consistentes en

tejidos artificiales de fibrina-agarosa y osiculos dermicos con celulas humanas en su

intenor.

3) Analisis de biocompatibilidad in vivo de tejidos artificiales de fibrina-agarosa y

s osiculos dermicos con celulas humanas en su interior

4) Analisis de eficacia in vivo en un modelo animal de lesion osea.

La metodologia utilizada y los principales resultados obtenidos en cada casa, se

resumen brevemente a continuacion:

10

1) Contacto indirecto con los osiculos En primer lugar, se cultivaron fibroblastos

humanos en la base de un inserto de membrana porose para cultivo celular,

depositandose a continuacion los oslculos dermicos en la parte superior del sistema.

De este modo, las celulas no contactaban directamente con las partlculas, pero sl con

ts cualquier metabolito o agente toxico que estas pudieran liberar.

Los resultados mostraron que las celulas eran viables, no existiendo ninguna

alteracion morfologica o funcional derivada de la presencia de los osiculos dermicos,

y sugieren que estos son altamente biocompatibles.

2) Sistemas tridimensionales ex viva. En este caso, se generaron biomateriales de

20 fibrina-agarosa que contenlan diferentes concentraciones de oslculos dermicos (0,

0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 1, 2 y 3% p/v) con celulas humanas en su interior (fibroblastos).

Estos tejidos fueron sometidos a nanoestructuracion una vez generados, y algunos de

ellos se tubulizaron para fabricar cilindros macizos concentricos mediante

enrollamiento del material sobre si mismo. El resultado mostro que las celulas

2S mantenian su viabilidad en el interior de los tejidos artificiales, no habiendose

detectado ningun tipo de alteracion morfologica o funcional en las mismas. Es

importante destacar que las particulas se concentraron fundamentalmente en la base

del biomaterial de fibrina-agarosa, probablemente debido a su tendencia a decanter

en medios llquidos (Figura 3).
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3) Sistemas tridimensionales in vivo. Una vez generados los diferentes tejidos

artificiales de fibrina-agarosa-osiculos con fibroblastos humanos en su interior, se

procedio a su implante subcutaneo en ratones desnudos (inmunodeficientes) para

determinar su biocompatibilidad in vivo. En este caso, se utilizaron tejidos artificiales

5 tubulizados. Los resultados a los 12 dias del implante (Figura 4) mostraron adecuada

biocompatibilidad in vivo, con ausencia de signos de necrosis, tumoracion, infeccion,

hemorragia o rechazo. Unicamente se observo un proceso normal de biointegracion

del biomaterial de fibrina-agarosa.

4) Eficacia in vivo en un modelo animal de lesi6n 6sea. Para determinar el
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potencial regenerativo de los osiculos de holoturia, se utilizo un modelo animal de

lesion osea (Figura 5). En concreto, se utilizo la tibia del cone)0 Wistar de laboratorio,

realizandose una lesion cortical osea en cuatro puntos de la tibia utilizando una fresa

de 4 mm de diametro. Tres clio, se trato cada lesion de forma diferente la lesion mas

proximal se dejo sin tratar (control no reparado), la siguiente, se trato con un

biomaterial de fibrina-agarosa nanoestructurado que contenia un 1% de osiculos de

holoturia en su interior, y las dos lesiones mas distales se trataron con particulas de

holoturia directamente inyectadas en el orificio con una jeringuilla. 60 dias mas tarde,

se sacrificaron los animales y se procedio a su analisis.

A nivel macroscopico y clinico, los resultados muestran una adecuada reparacion de

las tres lesiones tratadas con osiculos de holoturia, con o sin biomateriales asociados,

mientras que el orificio sin biomaterial parecia tener defectos en su superficie.

A nivel microscopico, una vez descalcificadas las tibias, se observo mayor

regeneracion y adecuada estructura osea en los defectos oseos reparados con

osiculos de holoturia que en el control que se dejo sin tratar (Figura 6).

25 Todos estos resultados nos permiten concluir que la utilizacion de los osiculos de

holoturia favorece la generacion y reparacion osea.
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REIVINDICACIONES

1.- Un osiculo de equinodermo para su uso corno medicamento.

2.- El osiculo segun la reivindicacion anterior, donde el osiculo es un osiculo dermico

s de organismos del genero Ho/othuria.

3.- El osiculo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, para aumentar, restaurar

o reemplazar parcial o completamente la actividad funcional de un tejido u organo

enfermo o danado

4.- Una composicion que comprende el osiculo segun cualquiera de las

to reivindicaciones 1-3, fibrina y agarosa.

5.- La composicion segun la reivindicacion 4 para su uso corno medicamento

6.— La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 4-5, para aumentar

restaurar o reemplazar parcial o completamente la actividad funcional de un tejido u

organo enfermo o danado.

ts 7.- La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 4-6, que ademas

comprende un vehiculo farmaceuticamente aceptable.

8.- La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 4-7, que ademas

comprende otro principio activo.

9.- Un tejido artificial que comprende

zo - un osiculo segun se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1-8,

- al menos una celula

10.- El teiido artificial segun la reivindicacion 9, donde la celula se selecciona de la

lista que consiste en: fibroblastos, osteoblastos, osteocitos, osteoclastos

condroblastos, condrocitos, celulas madre mesenquimales, o cualquiera de sus

25 combinaciones.
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11.- El tejido artificial segun cualquiera de las reivindicaciones 9-10, donde la celula

es una celula madre que se selecciona de la lista que consiste en: celulas madre

mesenquimales, celulas madre hematopoyeticas, celulas madre embnonarias, celulas

madre pluripotentes inducidas, celulas madre adultas o combinaciones de las mismas.

s 12 - El tejido artificial segun cualquiera de las reivindicaciones 9-11, donde la celula

es un fibroblasto.

13.- El tejido artificial segun cualquiera de las reivindicaciones 9-12, que ademas

comprende otro principio activo.

14.- La composicion segun la reivindicacion 8, o el tejido artificial segun la

to reivindicacion 13, donde el otro principio activo se selecciona de la lista que consiste

en: un agente analgesico, un agente antiinfeccioso, un factor de crecimiento, o

cualquiera de sus combinaciones.

15.- El teiido artificial segun cualquiera de las reivindicaciones 9-14, para su uso corno

medicamento.

ts 16.- El tejido artificial segun cualquiera de las reivindicaciones 9-15, para aumentar,

restaurar o reemplazar parcial o completamente la actividad funcional de un tejido u

organo enfermo o danado.

17.- El osiculo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, la composicion cualquiera

de las reivindicaciones 4-8, el tejido artificial segun cualquiera de las reivindicaciones

2o 9-16, para aumentar, restaurar o reemplazar parcial o completamente la actividad

funcional de un tejido u organo enfermo o danado, donde el tejido u organo enfermo

o danado es el teiido oseo.
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