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DESCRIPCION
Composicion de formacién 6sea compuesta de mezcla de osteoblasto y biomatriz y su procedimiento de fabricacién

Campo Técnico

La presente invencion se refiere a una composicion para la formacion ésea usando una mezcla de osteoblastos y
biomatriz, y un procedimiento para la preparacion de la misma. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a
una composicion para la formacion ésea usando una mezcla de osteoblastos y una biomatriz, que se puede trasplantar
para la formacién 6sea después de tratar los defectos 6seos 0 en una region que lo necesite, y un procedimiento para
la preparacion de la misma.

Técnica Anterior

Segun los informes publicados por la Organizacién Mundial de La Salud (OMS), mas de la mitad de las personas
mayores de 65 afios padecen enfermedades éseas crénicas, y se ha duplicado la incidencia de fractura ésea
relacionada con la osteoporosis durante la pasada década. Estas cifras corresponden a aproximadamente el 40% de
las mujeres de 50 afios y mayores.

En los Estados Unidos, aproximadamente 5,60 millones de personas padecen fracturas éseas al afio y 3,10 millones
de ellas se someten a operaciones quirdrgicas. De acuerdo con un informe estadistico del Medical Data International
(MDI) en 1995, se llevaron a cabo aproximadamente 426.000 casos de cirugias de injerto 6seo. Se estima que los
costes para el injerto 6seo son de aproximadamente 800 millones de doélares estadounidenses al afio en todo el
mundo. Sélo durante el afio 1995, se llevo a cabo injerto 6seo incluyendo el 58% de autoinjerto, el 34% de aloinjerto y
el 8% de trasplante de material sintético.

En general, se puede curar adecuadamente una fractura 6sea simple (cerrada) escayolando la fractura 6sea durante
varias semanas, pero una fractura ésea grave o un defecto 6seo requiere un injerto éseo.

Sin embargo, tal autoinjerto puede provocar desfavorablemente un dolor fuerte en una region de recoleccion 6sea y
requerir un largo periodo de tiempo para la recuperacion después de la operacion quirtrgica de injerto 6seo, y ha sufrido
de muchas dificultades para obtener partes donantes para proporcionar hueso para el trasplante dseo.

Entretanto, el aloinjerto también sufre de desventajas fatales tales como el debilitamiento de la fuerza 6sea durante
un procedimiento de esterilizacion, la aparicion de rechazo del implante y la posibilidad de transmision de
enfermedades contagiosas tales como la hepatitis y el SIDA.

Como otros procedimientos disponibles para el injerto 6seo, los metales sobre los que se recubren los materiales
cerdmicos biolégicamente activos o biol6gicamente no activos se usan ampliamente como materiales de apoyo en la
cirugia ortopédica, pero existen muchas dificultades en el uso de metales para los trasplantes 6seos debido a
problemas tales como la corrosion de los metales, el desgaste de la superficie de metal-ceramica y la formacion grave
de tejidos fibrosos en las superficies de los huesos y trasplantes.

Para determinar los factores de formacion 6sea, aunque se han realizado muchos estudios sobre diversos factores
después, Urist y Mclean (1952) han divulgado una publicacion de los efectos de las proteinas de formacion 6sea sobre la
formacion de hueso, su procedimiento de produccion es muy complejo y caro, y tiene una eficiencia baja, dando como
resultado por lo tanto un rendimiento bajo y limitando finalmente su aplicacion a un uso clinico préctico.

Entretanto, la inyeccion de médula 6sea es una técnica basada en una asercion, propuesta por Huggins (1931),
Frieden-stein (1973) y Ashton (1980), en la que las células osteoprogenitoras de la médula 6sea inducen y facilitan la
formacion ésea. La inyeccion de médula 6sea se lleva a cabo generalmente sélo para curar fracturas oseas, pero
también se lleva a cabo en combinacion con el injerto 6seo. A diferencia de otras técnicas de injerto dseo, esta
inyeccion de médula ésea no implica una incision quirdrgica en la piel para obtener partes donantes y, por tanto, es
significativamente ventajosa debido a que no hay problemas asociados con la obtencion de partes donantes y no
hay complicaciones o efectos secundarios adversos.

Posteriormente, incluso aunque se publican algunos resultados excelentes a través de muchos casos de aplicacion
clinica, la inyeccion de médula 6sea es desfavorable debido a su fundamento tedrico poco sélido, por el motivo de que
una cantidad considerable de resultados obtenidos no es consistente entre si, la cantidad de médula 6sea que se puede
recoger en un punto es limitada y ademas, existe un nimero significativamente limitado de células osteoprogenitoras
contenidas en la médula 6sea.

Como tal, un procedimiento de formacion 6sea y de trasplante novedoso mediante el cultivo y la amplificacion de
células osteoprogenitoras en una cantidad suficiente de células osteoblastos, la mezcla de las células cultivadas, con
una biomatriz y la inyeccion de la mezcla resultante en una region de formacién de hueso buscada es un
procedimiento altamente eficaz, implica ventajas significativas y efectos beneficiosos, en comparacion con el
autoinjerto o aloinjerto y la inyeccion de médula 6sea convencionales, y por tanto, es un campo de la ingenieria de
tejidos que recibe mucha atencién en las terapias de regeneracion ésea.
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Divulgacion

Problema técnico

Por lo tanto, se ha hecho la presente invencién en vista de los problemas asociados con los implantes y las técnicas
de injerto 6seo convencionales tal como se discute anteriormente, y es un objeto de la presente invencion proporcionar
una composicién para la formacién 6sea usando una mezcla de osteoblastos y biomatriz, y un procedimiento para la
preparacion de la misma, dando como resultado ningin rechazo del injerto clinico por medio de inyeccion de mezcla
de osteoblastos y biomatriz para la formacion ésea en una zona en la que se busca la formacion 6sea, y que puede
lograr la formacién ésea eficaz y rapida por medio de la inyeccidon de una composicion que se formé hasta un cierto
grado, de modo que alivie los problemas asociados con la probabilidad de la formacién de tejido 6seo en regiones no
deseadas que resultan de la salida de osteoblastos inyectados desde la zona deseada para la formacion ésea y luego
la propagacion de los mismos a otras zonas por medio del torrente circulatorio, lo que se puede provocar mediante la
inyeccion de una suspension de osteoblastos.

Solucién técnica

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, el anterior y otros objetos se pueden lograr mediante la
provision de un procedimiento para la preparacion de una composicion para la formacion 6sea, que comprende:

aislar los osteoblastos y sus células precursoras de un tejido 6seo y cultivar/proliferar los osteoblastos aislados y
sus células precursoras en DMEM (medio Eagle modificado por Dulbecco) o en a-MEM (Medio esencial minimo,
modificacion alfa) para preparar una suspensién de osteoblastos; y

mezclar la suspension de osteoblastos resultante con una biomatriz para preparar un agente terapéutico de
osteoblastos.

En el presente documento, la etapa de preparacion del agente terapéutico incluye ademas mezclar la solucion
mezclada de osteoblastos, en la que se mezclé la biomatriz en la suspension de osteoblastos, con un coagulante.

En el presente documento, la etapa de mezcla incluye mezclar la solucién mezclada de osteoblastos con de 10 a
100 Ul/ml de trombina como coagulante; y mezclar la solucién mezclada resultante que contiene trombina mezclada en
ella con de 20 a 100 mg/ml de fibrinbgeno como coagulante.

En el presente documento, la biomatriz es colageno, hidroxiapatita o0 una mezcla de los mismos.

En el presente documento, se puede afiadir colageno en una cantidad de 67 ug/ml a 20 mg/ml a la suspension de
osteoblastos, y se puede afadir hidroxiapatita en una cantidad de 30 pg/ml a 3,4 mg/ml a la suspension de
osteoblastos.

El colageno se neutraliza hasta un pH neutro mediante la adicion de una solucion de neutralizacion antes de mezclar con
la suspension de osteoblastos.

Antes de afadir a la solucion mezclada de los osteoblastos y la biomatriz, se disuelve trombina liofilizada como
trombina en DMEM o o-MEM liquido al que se afiadieron iones fosfato (PO43') como componente mineral 6seo, y se
afiade para que sea el doble de una cantidad de trombina contenida en el medio de cultivo en el que se afadieron los
iones (PO43'). Entonces, antes de afiadir a la solucion mezclada de osteoblastos resultante, se disuelve fibrinégeno
liofilizado como fibrinbgeno en DMEM o a-MEM liquido al que se afiadieron iones de calcio (Ca2+) como componente
mineral 6seo, y se afiade para que sea el doble de una cantidad de fibrin6geno contenida en el medio de cultivo en el
gue se afiadieron los iones de calcio (Ca2+).

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicion para la formacion 6sea
preparada mediante el procedimiento anterior para la preparacion de una composicién para la formacion ésea usando
una mezcla de un osteoblasto y una biomatriz.

Efectos ventajosos

De acuerdo con una composicién para la formacion 6sea usando una mezcla de un osteoblasto y una biomatriz, y un
procedimiento para la preparacion de la misma, que tiene una construccién como se describe anteriormente, es
posible lograr la formacion 6sea, dando como resultado ninguin rechazo de injerto clinico por medio de la inyeccion de
una mezcla de osteoblasto y biomatriz para la formacién 6sea en una zona en la que se busca la formacién 6sea, y
gue puede lograr la formacién 6sea eficaz y rapida por medio de la inyeccion de una composicion que se formé hasta
un cierto grado, de modo que alivie los problemas asociados con la probabilidad de formacién de tejido 6seo en
regiones no deseadas que resultan de la salida de osteoblastos inyectados desde la zona deseada para la formacién
de huesos y luego la propagacion de los mismos a otras zonas por medio del torrente circulatorio, lo que se puede
provocar mediante la inyeccion de una suspension de osteoblastos.
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Descripcién de los dibujos

El anterior y otros objetos, caracteristicas y otras ventajas de la presente invencién se comprenderan mas
claramente a partir de la siguiente descripcion detallada tomada conjuntamente con los dibujos adjuntos, en los que:

La fig. 1 es una gréafica de barras que muestra una proporcién de la composicion del hueso;

La fig. 2 es una gréfica de flujo de procedimiento que ilustra un procedimiento para la preparacion de una
composicion para la formaciéon ésea usando una mezcla de un osteoblasto y una biomatriz de acuerdo con la
presente invencion;

La fig. 3 es una fotografia que ilustra la inyeccidon subcutanea de un agente terapéutico de osteoblastos, que es una
mezcla de un osteoblasto y una biomatriz, en un ratéon inmunodeficiente;

La fig. 4 es una fotografia de un ratdon inmunodeficiente tomada 4 semanas después de un trasplante de un agente
terapéutico de osteoblastos, que es una mezcla de un osteoblasto y una biomatriz;

La fig. 5 es una fotografia de un trasplante tomada 4 semanas después de un trasplante de un agente terapéutico de
osteoblastos, que es una mezcla de un osteoblasto y una biomatriz, en un ratén inmunodeficiente;

La fig. 6 es una autorradiografia de un raton inmunodeficiente tomada 4 semanas después de un trasplante de un
agente terapéutico de osteoblastos, que es una mezcla de un osteoblasto y una biomatriz;

La fig. 7 es una fotografia de una seccion de tejido tefiida con hematoxilina-eosina que puede confirmar la formacion
Osea, tomada 8 semanas después de un trasplante de un agente terapéutico de osteoblastos, que es una mezcla de
un osteoblasto y una biomatriz, en un ratén inmunodeficiente; y

La fig. 8 es una fotografia de una seccion de tejido tefiida con tricromico de Masson, tomada 8 semanas después de
un trasplante de un agente terapéutico de osteoblastos, que es una mezcla de un osteoblasto y una biomatriz, en un ratén
inmunodeficiente.

Mejor modo

A continuacion en el presente documento, se describira con mas detalle un procedimiento para la preparacion de
una composicion para la formacién 6sea usando una mezcla de un osteoblasto y una biomatriz, de acuerdo con la
presente invencién con referencia a los dibujos adjuntos.

Con el fin de superar las desventajas mostradas por las terapias convencionales para el tratamiento de
enfermedades y trastornos relacionados con el hueso, tales como implantes e injerto 6seo, se ha desarrollado una
técnica de trasplante de osteoblastos autélogos que no tienen efectos secundarios adversos sobre una parte afectada,
por medio del cultivo de osteoblastos, como un procedimiento de tratamiento Gltimo, en conjuncién con una mejora en
las terapias convencionales.

Sin embargo, para lograr una formacion 6sea més rapida, es necesario mezclar los osteoblastos con una matriz a
través de la que se pueden tratar lesiones mas diversas, y por tanto, es posible tratar mas enfermedades éseas que no
lograr beneficios terapéuticos mediante la inyeccién de una suspension de osteoblastos liquida que consiste sélo en
osteoblastos.

Se puede decir que el agente terapéutico de osteoblastos, que es una mezcla de un osteoblasto y una biomatriz, es
una versién mas avanzada de un procedimiento de inyeccidon de una suspension de osteoblastos liquida que esta
basada en terapia celular. El procedimiento de inyeccién convencional de una suspension de osteoblastos liquida,
que implica el trasplante s6lo de osteoblastos, sélo puede tratar tipos limitados de defectos 6seos y también sufre de
problemas asociados con la probabilidad de la formacion de tejido 6seo en regiones no deseadas que resultan de la
salida de osteoblastos inyectados desde las zonas de formacion 6sea deseadas y luego la propagacion de los mismos a
otras zonas por medio del torrente circulatorio. En cambio, el agente terapéutico de osteoblastos, que es una mezcla de un
osteoblasto y una biomatriz, de acuerdo con la presente invencion, esta constituida por la mezcla de osteoblastos y
biomatriz y por lo tanto, también se puede tratar mas rapida y eficazmente un intervalo mas amplio de defectos
0seos y enfermedades dseas graves.

Los huesos estan compuestos de células éseas y grandes cantidades de matrices Gseas presentes entre las células.
La mayoria de las partes de las matrices 6seas estan comprendidas de componentes organicos (35%) constituidos por
fibras de colageno y componentes inorgénicos (65%) constituidos por calcio y fosfato.

Los huesos, como se muestra en la fig. 1, son sustancias biosintéticas y estan compuestas de minerales, colageno,
humedad, proteinas no colagenas, lipidos, componentes vasculares y células, en orden de la proporcion de
composicion mas alta a la mas baja.

El material inorganico que toma las porciones mas grandes de composicion dsea es un analogo de hidroxiapatita
(HA) que es un mineral geoldgico.
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La apatita 6sea generalmente es deficiente de grupos de calcio e hidroxilo, que estan reemplazados por multitud de
impurezas incluyendo carbonato y otras magnesio, potasio, boro, fosfato y citrato, de los que el mas abundante es
carbonato.

Un contenido de carbonato en los minerales 6seos aumenta con la maduracion de los huesos. El carbonato
reemplaza grupos hidroxilo o fosfato, o se puede adsorber sobre la superficie de la apatita sea.

El segundo constituyente mas abundante de los huesos es colageno, principalmente colageno de tipo I. El colageno
imparte elasticidad y flexibilidad a los huesos y ofrece una direccién para la constitucion de la matriz.

De acuerdo con la realizacion de la presente invencién, los osteoblastos se mezclan con la biomatriz y la mezcla
resultante se debe inyectar en las regiones que padecen enfermedades 6seas, y el colageno y la hidroxiapatita, que
son componentes 6seos, se mezclan y se inyectan en las lesiones. Por lo tanto, es posible obtener propiedades
fisicas de los huesos con antelacion y con ello realizar una formacién 6sea mas rapida y huesos adecuadamente
mineralizados.

Al mezclar los osteoblastos, un componente principal de la matriz dsea, con la biomatriz, uno de los factores mas
cruciales es la estabilidad. Con el fin de obtener cantidades suficientes de las células, dentro de la matriz, se debe
potenciar la tasa de supervivencia de las células. Ademas, también es importante incrementar la tasa de injerto de las
células, después de realizar el trasplante de las mismas.

La fig. 2 es una gréfica de flujo de procedimiento que ilustra un procedimiento para la preparacion de una composicién
para la formacién 6sea usando una mezcla de un osteoblasto y una biomatriz de acuerdo con la presente invencion.

En referencia a la fig. 2, el procedimiento para la preparacién de una composicién para la formacién 6ésea de acuerdo
con la presente invencion comprende las etapas de aislar los osteoblastos de un tejido 6seo y cultivar/proliferar los
osteoblastos aislados en DMEM (medio Eagle modificado por Dulbecco) o a-MEM (Medio esencial minimo,
modificacién alfa) para preparar una suspension de osteoblastos (S100); y mezclar la suspension de osteoblastos
resultante con una biomatriz para preparar un agente terapéutico de osteoblastos (S200).

En el presente documento, el nimero de osteoblastos en la suspension de osteoblastos puede variar
significativamente dependiendo del tamafio y de la localizacion de las lesiones de interés. Normalmente, el nimero de
osteoblastos esta preferentemente en un intervalo de 10°a 1,2 x 10’ células, aunque se puede usar un nimero mayor
de células.

En el presente documento, la etapa de preparacion (S200) del agente terapéutico incluye ademas mezclar la solucion
mezclada de osteoblasto/biomatriz, en la que la biomatriz se mezcldé en la suspension de osteoblastos, con un
coagulante.

En el presente documento, la etapa de mezclado incluye mezclar la solucién mezclada de osteoblasto/biomatriz con de 10
a 100 Ul/ml de trombina como coagulante (S220), y mezclar la solucion mezclada resultante que contiene trombina
mezclada en la misma con de 20 a 100 mg/ml de fibrinbgeno como coagulante (S230).

Como hiomatriz, se puede usar colageno, hidroxiapatita o una mezcla de ambas. Cuando se usa la mezcla de
colageno e hidroxiapatita como biomatriz, se mezclan de 67 pg/ml a 20 mg/ml de colageno con de 30 pg/ml a 3,4
mg/ml de hidroxiapatita.

Entretanto, una concentracion minima de colageno fue una concentracion de cultivo 6ptima que induce la diferenciacion y
proliferacién celular cuando se us6 colageno como material de revestimiento para revestir un vaso de cultivo en el
cultivo de osteoblastos. Cuando se aplicé la concentracion de colageno aplicada en este momento como el
componente de matriz, se pudo confirmar que al inyectar la composicién en la que se mezclaron los osteoblastos y la
biomatriz entre si, los componentes de colageno, que se inyectaron antes de que los osteoblastos expresaran
colageno, forman una red de matriz basica, dando como resultado la diferenciacion celular y la mineralizacion rapida, lo
gue conduce como consecuencia a una formacién ésea rapida con una cantidad minima de colageno. Entretanto, donde
se us6 colageno como una matriz aislada, la concentracion de colageno igual o superior a 3 mg/ml (0,3%) conduce a
gelacién bajo condiciones predeterminadas, formando de este modo una matriz. En cambio, una concentracion
maxima de 20 mg/ml de colageno da como resultado una disminucion brusca de la fluidez de la misma y, por tanto, los
osteoblastos no se dispersan homogéneamente en la matriz de colageno y, por tanto, resulta dificil aplicar el colageno
como una matriz celular.

Adicionalmente, se debe afiadir hidroxiapatita en una concentracién tal que la hidroxiapatita promueva la
mineralizacion en una mezcla de matriz. Donde se contiene una cantidad en exceso de hidroxiapatita, ésta puede
inhibir la diferenciacion celular debido a la restriccion espacial que se produce debido a la ocupacion de hidroxiapatita
en la mezcla de matriz celular. Por lo tanto, en la presente invencion, se aplica hidroxiapatita en una concentracion
minima a la cual la hidroxiapatita puede servir como un nucleo para la mineralizacién en el componente de matriz, y
en una concentracion 6ptima para promover la mineralizacion.
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Por otra parte, el colageno se neutraliza hasta un pH neutro mediante la adicién de una solucidn de neutralizacién antes
de mezclar con la suspension de osteoblastos.

Ademas, antes de afiadir a la solucion mezclada de los osteoblastos y la biomatriz, se disuelve trombina liofilizada
como trombina en DMEM o a-MEM liquido al que se afiadieron iones fosfato (PO43'), y se aflade para que sea el doble
de una cantidad de trombina contenida en el medio de cultivo en el que se afadieron iones (PO43’). Entonces, antes de
afiadir a la solucion mezclada de osteoblastos resultante, se disuelve fibrindgeno liofilizado como fibrinégeno en DMEM
0 a-MEM liquido al que se afadieron iones de calcio (Ca2+), y se afiade para que sea el doble de una cantidad de
fibrinégeno contenida en el medio de cultivo en el que se afiadieron los iones de calcio (Ca2+). En el presente documento,
los iones fosfato y los iones de calcio no muestran efectos citotoxicos sobre los osteoblastos y complementan los
componentes minerales 6seos.

La trombina como coagulante se mezcla en una cantidad de 10 a 100 Ul/ml en la solucién mezclada, y el fibrinbgeno
como coagulante se mezcla en una cantidad de 20 a 100 mg/ml en la mezcla resultante que contiene trombina
mezclada en la misma.

Entretanto, una concentraciéon de trombina determina un tiempo de polimerizacién de fibrina. Por lo tanto, el tiempo de
polimerizacion de fibrina se puede reducir dentro de un intervalo de 4 horas a 3 segundos, dependiendo de la
concentracion de trombina. Se aplica trombina a la concentracion de modo que la composicion de la presente
invencion se forma para prevenir que una composicién mezclada de osteoblastos y biomatriz se filtre de las zonas
de lesion de interés cuando se inyecta en una zona para la formacién 6sea, la inyeccion de la composicion en la
zona afectada conduce a una rapida polimerizacion, y se forma una matriz porosa de fibrina 6ptima para la formacién
6sea mediante osteoblastos.

Modo para la invencién

Ejemplos

A continuacion en el presente documento, se describirdn con més detalle los efectos de una composicion para la
formacién ésea usando una mezcla de un osteoblasto y una biomatriz de acuerdo con un ejemplo de la presente
invencién con referencia a los dibujos adjuntos.

Ejemplo 1

En primer lugar, se aislaron los osteoblastos y sus células precursoras de los tejidos correspondientes, y se
cultivaron y proliferaron en DMEM o a-MEM durante 4 semanas, preparando de este modo una suspension de
osteoblastos compuesta de DMEM o a-MEM. Se prepar6 coldgeno como una biomatriz para mezclarse en la misma.

Después, se mezcl6 la suspension de osteoblastos resultante con colageno, para preparar de este modo un total de
1 ml de una composicién para la formacién 6sea.

Ejemplo 2

Se aislaron los osteoblastos y sus células precursoras de los tejidos correspondientes, y se cultivaron y proliferaron en
DMEM o a-MEM durante 4 semanas, preparando de este modo una suspension de osteoblastos compuesta de
DMEM o a-MEM. Se prepararon colageno e hidroxiapatita como biomatrices. Se afadié 1/10 de volumen de
hidroxiapatita a la suspension de osteoblastos y se mezclé bien. Se prepararon 2/5 de volumen de coldgeno como
biomatriz para mezclarse en la misma.

Se mezcl6 la suspension de osteoblastos con coladgeno para preparar un total de 1 ml de una composicion para la
formacion ésea.

Ejemplo 3

Se aislaron los osteoblastos y sus células precursoras de los tejidos correspondientes, y se cultivaron y proliferaron en
DMEM o a-MEM durante 4 semanas, preparando de este modo una suspension de osteoblastos compuesta de
DMEM o a-MEM. Se prepararon colageno e hidroxiapatita como biomatrices. Se afiadieron 2/5 de volumen de
colageno y un 1/10 de volumen de hidroxiapatita a la suspension de osteoblastos y se mezclé bien, formando de este
modo un agente terapéutico de osteoblastos mezclado con biomatrices.

Después de preparar un adhesivo de fibrina de grado médico fijado a temperatura ambiente, se disolvié el
fibrinbgeno afiadiendo una cantidad apropiada de DMEM o o-MEM liquido a un vial que contenia fibrindgeno
liofilizado. Ademas, también se disolvio trombina afiadiendo una cantidad apropiada de DMEM o a-MEM liquido a un
vial que contenia la trombina liofilizada.

Entonces, se afadié 1/10 de volumen de la trombina disuelta a la suspensién de osteoblastos liquida en la que se
mezclaron las biomatrices, y se mezcld bien la mezcla resultante.
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Se mezcld la suspensién de osteoblastos mezclada con trombina y biomatrices con una cantidad igual de fibrinégeno
disuelto para preparar un total de 1 ml de una composicion para la formacion ésea.

Ejemplo 4

Se aislaron los osteoblastos y sus células precursoras de los tejidos correspondientes, y se cultivaron y proliferaron en
DMEM o o-MEM durante 4 semanas, preparando de este modo una suspension de osteoblastos compuesta de
DMEM o a-MEM. Se prepararon colageno e hidroxiapatita como biomatrices. Se afiadieron 2/5 de volumen de
colageno y un 1/10 de volumen de hidroxiapatita a la suspension de osteoblastos y se mezclé bien, formando de este
modo un agente terapéutico de osteoblastos mezclado con las biomatrices.

Después de preparar un adhesivo de fibrina de grado médico fijado a temperatura ambiente, se disolvié el
fibrinbgeno afiadiendo una cantidad apropiada de DMEM o a-MEM liquido a un vial que contenia fibrinégeno
liofilizado. Ademas, también se disolvi6 trombina afiadiendo una cantidad apropiada de DMEM o a-MEM liquido a un
vial que contenia la trombina liofilizada.

En este momento, se usé DMEM o a-MEM liquido en el que se afadieron iones fosfato (PO43’) a una concentracion de 2
mg/ml. Ademas, se afiadié una cantidad apropiada de DMEM o a-MEM liquido a un vial que contenia la trombina
liofilizada, disolviendo de este modo la trombina. En este momento, se usé el DMEM o a-MEM liquido en el que se
afiadieron iones de calcio (Ca2+) a una concentracion de 4 mg/ml. Las cantidades de iones fosfato (PO43') y de iones de
calcio (Ca2+) usadas en el presente documento son cantidades Optimas que no muestran efectos citotéxicos sobre los
osteoblastos y que sirven como aditivos para la solucién de cultivo para complementar de este modo los componentes
minerales 0seos.

Después, se afiadié la trombina disuelta en 1/10 de volumen a la suspension de osteoblastos liquida mezclada con
biomatrices y se mezclé bien.

Se mezclo la suspension de osteoblastos que contenia trombina y biomatrices mezcladas en ella con una cantidad
igual de fibrindgeno disuelto para preparar un total de 1 ml de una composicion para la formacion 6sea.

Resultados

Se dividieron 15 ratones inmunodeficientes en 6 grupos (ensayo triple). Después, se preparé un agente terapéutico
de osteoblastos, que es una mezcla de un osteoblasto y una biomatriz, y se inyect6 en la escapula de los ratones
atimicos por medio de inyeccién subcutanea. Se inyect6 1 ml del agente terapéutico de osteoblastos en la hipodermis
de cada ratén inmunodeficiente. Se confirmaron los resultados 4 semanas y 8 semanas después de la inyeccion.

Tabla 1

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Numero de células (células)

1x10° células

6x10° células

1,2x107 células

Volumen de inyeccion (cc)

1ml

1ml

1mi

La tabla 1 muestra los agentes terapéuticos de osteoblastos respectivos que tienen la misma composicion de
biomatriz pero distinto nimero de osteoblastos, que son mezclas de osteoblastos y biomatrices, trasplantadas en
ratones inmunodeficientes.

Tabla 2
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Volumen de tamafio (cc) 0,26 0,24 0,25
Formacién ésea Buena Buena Buena

En el presente documento, el grado de formacién ésea se clasifica en orden de excelente/bueno/suficiente/pobre.

8 semanas después del trasplante de los agentes terapéuticos de osteoblastos, como se dan en la tabla 1, se muestran
los resultados para la formacién ésea asi obtenida en la tabla 2.

Tabla 3

Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6

NUmero de células (células) 6x10° células | 6x10°células | 6x10° células

Vol. de colageno 1/5 2/5 1

Volumen de inyeccién (cc) 1ml 1ml 1ml
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La tabla 3 muestra los agentes terapéuticos de osteoblastos respectivos que tienen cantidades diferentes de
biomatrices afiadida, que son mezclas de osteoblastos y biomatrices, trasplantadas en ratones inmunodeficientes.

Tabla 4
Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
Volumen de tamafio (cc) 0,24 0,52 0,50
Formacién ésea Buena Excelente Excelente

En el presente documento, el grado de formacién ésea se clasifica en orden de excelente/bueno/suficiente/pobre.

8 semanas después del trasplante de los agentes terapéuticos de osteoblastos, como se dan en la tabla 3, se muestran
los resultados para la formacién ésea asi obtenida en la tabla 4.

La fig. 3 es una fotografia que ilustra la inyeccidon subcutanea de un agente terapéutico de osteoblastos, que es una
mezcla de un osteoblasto y una biomatriz, en un ratén inmunodeficiente. La fig. 4 es una fotografia de formacion ésea
(observada como una porcién abultada circunscrita por una linea discontinua) en un raton inmunodeficiente tomada 4
semanas después de un trasplante de un agente terapéutico de osteoblastos, que es una mezcla de un osteoblasto y
una biomatriz.

La fig. 5 es una fotografia de un trasplante de formacion 6sea tomada 4 semanas después de un trasplante de un
agente terapéutico de osteoblastos, que es una mezcla de un osteoblasto y una biomatriz, en un raton
inmunodeficiente, confirmando asi que se indujo la formacién de vasos sanguineos alrededor del trasplante. La fig. 6
es una autorradiografia de un ratén inmunodeficiente tomada 4 semanas después de un trasplante de un agente
terapéutico de osteoblastos, que es una mezcla de un osteoblasto y una biomatriz y se observé que se formé un
nuevo hueso sobre la estructura, como circunscrito por un circulo de linea discontinua.

La fig. 7 es una fotografia de una seccion de tejido tefiida con hematoxilina-eosina que puede confirmar la formacion
0sea, tomada 8 semanas después de un trasplante de un agente terapéutico de osteoblastos, que es una mezcla de
un osteoblasto y una biomatriz, en un ratén inmunodeficiente. Como se puede ver, se observa un osteoide
(representado por una flecha de bloque) y también se pueden confirmar osteoblastos distribuidos dentro de una
laguna (representada por una flecha blanca).

La fig. 8 es una fotografia de una seccion de tejido tefiida con tricromico de Masson, tomada 8 semanas después de
un trasplante de un agente terapéutico de osteoblastos, que es una mezcla de un osteoblasto y una biomatriz, en un
ratén inmunodeficiente, y se puede confirmar que se produjo formacién ésea junto con colageno con el modelo
predeterminado, mostrando asi la penetracion de vasos sanguineos entre las matrices.

Por lo tanto, de acuerdo con la presente invencién, se proporciona un procedimiento de formacién dsea, que da
como resultado ningln rechazo de injerto clinico por medio de la inyecciéon de una mezcla de osteoblasto y biomatriz
en una zona en la que se busca la formacién 6sea, y que puede lograr la formacion 6sea eficaz y rapida por medio de
la inyeccion de una composicion que se formo hasta un cierto grado.

Aplicabilidad industrial

De acuerdo con la presente invencion, una composicion para la formacion d6sea usando una mezcla de un
osteoblasto y una biomatriz, y un procedimiento para la preparacion de la misma, que tiene una construccién como
se describe anteriormente, permite la realizacién de formacion 6sea, dando como resultado ningun rechazo de
injerto clinico por medio de la inyeccion de una mezcla de osteoblasto y biomatriz para la formacion 6sea en una
zona en la que se busca la formacion 6sea, y que puede lograr la formacion ésea eficaz y rapida por medio de la
inyeccion de una composicion que se formé hasta un cierto grado, de modo que alivie los problemas asociados con la
probabilidad de formacion de tejido 6seo en regiones no deseadas que resultan de la salida de osteoblastos inyectados
desde la zona marcada para la formacion de huesos y luego la propagacion de los mismos a otras zonas por medio del
torrente circulatorio, lo que se puede provocar mediante la inyeccion de una suspension de osteoblastos.

Aunque las realizaciones preferidas de la presente invencién se han dado a conocer para fines ilustrativos, los
expertos en la técnica apreciardn que son posibles diversas modificaciones, adiciones y sustituciones.
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REIVINDICACIONES

Una composicion para la formacion 6sea preparada mediante el procedimiento para la preparacion de una
composicion para la formacién 6sea usando una mezcla de un osteoblasto y una biomatriz, que comprende:

cultivar/proliferar osteoblastos aislados y sus células precursoras en alfa-MEM (Medio esencial minimo, de un
tejido 6seo, modificacion alfa) para preparar una suspension de osteoblastos; y

mezclar la suspension de osteoblastos resultante con una biomatriz para preparar un agente terapéutico de
osteoblastos,

en la que la biomatriz es una mezcla de colageno e hidroxiapatita,

en la que se afiade colageno en una cantidad de 67 pg/ml a 20 mg/ml a la suspension de osteoblastos, y se afiade
hidroxiapatita en una cantidad de 30 pg/ml a 3,4 mg/ml a la suspension de osteoblastos.

La composicion para la formacién 6sea de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la etapa de preparacion del
agente terapéutico incluye ademas mezclar la solucién mezclada de osteoblastos, en la que se mezcld la biomatriz
en la suspensién de osteoblastos, con un coagulante.

La composicién para la formacién ésea de acuerdo con la reivindicacién 2, en la que la etapa de mezcla incluye:
mezclar la solucién mezclada de osteoblastos con de 10 a 100 Ul/ml de trombina como el coagulante; y

mezclar la solucion mezclada resultante que contiene trombina mezclada en ella con de 20 a 100 mg/ml de
fibrinbgeno como el coagulante.

La composicion para la formacion 6sea de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el colageno se neutraliza
hasta un pH neutro mediante la adiciéon de una solucién de neutralizacion antes de mezclar con la suspension de
osteoblastos.

La composicién para la formacién ésea de acuerdo con la reivindicacién 3, en la que

antes de afiadir a la mezcla del osteoblasto y la biomatriz, se disuelve trombina liofilizada como trombina en alfa-
MEM liquido al que se afiadieron iones fosfato (PO43') como componente mineral 6seo, y se afiade para que sea
el dosble de una cantidad de trombina contenida en el medio de cultivo en el que se afiadieron iones fosfato
(POs™) 1y

antes de afiadir a la solucion mezclada de osteoblastos resultante, se disuelve fibrinégeno liofilizado como
fibrindgeno en alfa-MEM liquido al que se afiadieron iones de calcio (Ca2+) como componente mineral dseo, y se
afiade para que sea el doble de una cantidad de fibrinégeno contenida en el medio de cultivo en el que se
afiadieron iones de calcio (Ca2+).
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Fig. 3
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