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DESCRIPCION
Una pasta de hueso humano, su preparacion y uso.
Campo de lainvencién
[0001] La presente invencion se refiere al campo de productos que tienen propiedades dsteo-inductoras
Estado de la técnica

[0002] Los avances en la cirugia han conducido a un aumento en el uso de injertos, o implantes de tejido 6seo,
para fines de relleno o soporte, en la reparacién del hueso y la cirugia de reconstruccion. En procedimientos de
reconstruccion, en los que esta implicada una pérdida de materia ésea, el cirujano ortopédico puede seleccionar el
material mas adecuado y eficaz para un fin dado, de entre diversos tipos de hueso y sus derivados.

[0003] Hablando en general, en vez de usar tejido éseo autélogo, es preferible usar tejido homologo recogido de
un donante vivo o muerto, distribuido por bancos tisulares acreditados.

[0004] Un tipo particular de injerto 6seo es la llamada matriz de hueso desmineralizada (DBM), descrita por
primera vez por Senn en 1889. Esta consiste en la parte proteica del hueso, sin su componente mineral; el proceso
de desmineralizacién expone los factores dsteo-inductores, tales como las proteinas morfogenéticas de hueso
(BMP), a los tejidos circundantes, induciendo de este modo neogénesis 6sea. Una de las desventajas asociadas con
el uso de DBM, sin embargo, esta en que las dimensiones de los granulos constituyentes es tal que se hace dificil
para ellos permanecer en el area en la que se han trasplantado y tienden a migrar; ademas, tienen una textura
superficial rugosa que los hace dificiles de manipular durante el procedimiento quirdrgico.

[0005] Como consecuencia, uno de los objetos de la investigacion en afios recientes ha sido obtener un producto,
tal como una pasta de tejido 6seo, que no sea susceptible de migracion y que sea facil de usar en el quiréfano.

[0006] Las pastas de hueso son un tipo particular de sustituto de hueso y estan disponibles en la actualidad
diversas preparaciones que son distinguibles por su formulacion; el principal componente de estas preparaciones,
sin embargo, puede ser ceramica o tejido 6seo homdlogo.

[0007] La ceramica es material inorganico que proporciona una matriz para la formacion de nuevo tejido 6seo en el
sitio de un procedimiento quirargico. Estos materiales inorganicos incluyen hidroxiapatita coralina, hidroxiapatita
sintética y fosfato tricalcico; se asemejan a la hidroxiapatita 6sea natural y se consideran matrices 6steo-conductoras
vélidas, especialmente cuando se usan como relleno.

[0008] Puesto que la ceramica por si sola es dificil de manipular durante los procedimientos quirargicos, las formas
gue se encuentran en el mercado generalmente estdn mezcladas con sustancias que les dan una consistencia
pastosa y las hace mas faciles de manipular, es decir, mas ductiles y mas adaptables al sitio del injerto (C.P.
Desilets, et al., “Development of synthetic bone-repair materials for craneofacial reconstruction”, J. Craniofacial
Surgery, Vol. 1 (3), 1990, paginas 150-153).

[0009] Los materiales inorganicos que forman las pastas no tienen propiedades dsteo-inductoras, pero son ésteo-
conductores puesto que tienen la capacidad de facilitar la difusion de factores tropicos y células en el area del injerto
y proporcionar soporte mecanico para el tejido de nueva formacion, pero pueden ser biolégicamente inertes. De
hecho, algunos de estos materiales, tales como sulfato célcico y fosfato célcico, son lentamente bioabsorbibles,
mientras que otros no se reabsorben sino que se encapsulan como un cuerpo ajeno en el hueso natural.

[0010] Entre los diversos tipos de pasta, preparados con tejido éseo disponibles en la actualidad, cabe mencionar
GRAFTON.RTM®: éste es un gel que consiste en glicerol (79-85 %) y polvo de hueso desmineralizado vy liofilizado
(15-21 %), en el que los granulos tienen una distribucién de tamafio de particula que esta entre 0,1 y 1,2 cm. El
producto es eficaz para rellenar cavidades pequefias o grietas de hueso, pero tiene la desventaja de migrar
rapidamente del sitio en el que se implanta debido a la viscosidad y solubilidad del glicerol.

[0011] EI documento WO 2007/056671 Al describe un injerto de hueso hemostatico biocompatible que contiene
hueso desmineralizado y una sustancia cerosa, tal como polietilenglicol. Puede afiadirse glicerol al material ceroso
en algunas realizaciones. Usando una matriz de hueso desmineralizada en forma de masilla permite al cirujano
moldear el material en o cerca de hueso, lo que puede permitir y promover el crecimiento del hueso.

[0012] A laluz de las consideraciones anteriores, es por lo tanto claramente evidente que necesitan desarrollarse
nuevos materiales para satisfacer mejor los requisitos de operarios del sector y particularmente en forma de pastas
gue sean faciles de manipular por el cirujano y capaces de permanecer en el sitio quirdrgico, permitiendo la
induccién de nuevo tejido 6seo especialmente cuando se usa como un relleno en cavidades y grietas del hueso, y
defectos de consolidacién en fracturas de hueso largo.
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Sumario de lainvencién

[0013] Se describe una pasta de hueso humano que comprende un hueso cortical desmineralizado homdélogo de
origen humano en forma de un polvo, con glicerol y PEG.

Descripcion detallada de la invencion

[0014] La presente invencion permite que se superen los problemas anteriormente mencionados por medio de una
pasta de hueso humano que comprende: un hueso cortical desmineralizado homélogo de origen humano en forma
de un polvo, con glicerol y PEG. Dicho polvo desmineralizado preferiblemente tiene un contenido de calcio de menos
del 5 % en peso. De acuerdo con la invencion, el término PEG se usa para referirse a polietilenglicol que tiene un
peso molecular comprendido, por ejemplo, entre 3000 y 6000 y se prefiere particularmente PEG 4000, puesto que es
capaz de proporcionar a la pasta suficiente viscosidad para hacerla particularmente adecuada para su uso en cirugia
ortopédica.

[0015] De acuerdo con la invencion, los tres componentes anteriormente mencionados pueden contenerse en las
siguientes proporciones:

Polvo de hueso 20 %/-40 %
PEG 25 %/-45 %
Glicerol 25 %/-45 %

[0016] La pasta de acuerdo con la invencién preferiblemente comprende la siguiente composicion:

Polvo de hueso 30 %
PEG 35 %
Glicerol 35%

[0017] EI polvo de hueso se obtiene de acuerdo con métodos conocidos, comenzando con tejido 6seo cortical
seco, por medio de un proceso de pulverizacion tisular por medio de una maquina de molienda de hueso.

[0018] El polvo resultante se somete a tres exploraciones (que duran 5 minutos, después 2 minutos y 2 minutos),
usando un molino vibro-energy y exploraciones adecuadas para obtener un polvo de hueso con una distribucion de
tamafio de particula que estd entre 125 um - 850 um. El polvo de hueso se desmineraliza por medios de
tratamientos repetidos del mismo, con soluciones acidas inorganicas (sulfarico, clorhidrico, fosférico). Se prefiere
particularmente &cido clorhidrico, en porcentajes dados y para tiempos preseleccionados. Después el polvo tratado
se aclara, se trata con tampén fosfato y finalmente se aclara de nuevo.

[0019] Se realizan preferiblemente cuatro lavados posteriores con HCI 0,6 N, manteniendo el acido en contacto
con el polvo y agitando la mezcla durante 15 minutos en el primer lavado, 30 minutos en el segundo lavado y 2
horas en los ultimos dos lavados.

[0020] Preferiblemente, la proporcion de polvo a HCl es 1:8 para cada ciclo.

[0021] Al final de cada ciclo de lavado, el polvo de hueso se deja asentar (sin agitacién) y el sobrenadante se retira
por medio de una bomba de succion.

[0022] Después del ultimo lavado con HCI, el polvo se aclara dos veces en agua purificada para inyecciones
(WFI), preferiblemente en proporciones de 1:10 y permitiendo 15 minutos para cada lavado.

[0023] Después el polvo se trata al menos dos veces con una solucién de tampo6n a un pH neutro, tal como un
tampodn de fosfato monobasico 0,2 M, pH 7,0, preferiblemente en proporciones de 1:2, de modo que el pH final del
polvo esté comprendido entre 6,8 y 7,2.

[0024] Finalmente, el polvo se somete a dos lavados consecutivos con agua purificada durante 10 minutos cada
uno, con el polvo y agua preferentemente en proporciones de 1:10.

[0025] EI procedimiento anteriormente descrito da lugar a un polvo con un contenido de calcio de menos de 5 %,
que se seca posteriormente.

[0026] EI polvo resultante se afiade después a una solucion de glicerol y PEG en las proporciones anteriormente
indicadas.

[0027] La solucién de glicerol y PEG se obtiene mezclando y calentando los dos componentes (preferiblemente a
aproximadamente 70 °C), agitando para obtener una solucion homogénea que después se deja enfriar a
aproximadamente 60 °C. Después el polvo seco previamente obtenido por medio del proceso de desmineralizacion
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se afiade, agitando para obtener una pasta homogénea.

[0028] La pasta se distribuye después en dosis variables en dispositivos de distribucion especiales (carpoules) que
son selladas al vacio en una bolsa doble de aluminio/polipropileno.

[0029] Los carpoules se insertan después en un recipiente de aislamiento de espuma de poliuretano, dispuestos
con hielo seco entre ellos y se someten a un tratamiento de esterilizacion con radiacibn gamma generada por una
fuente de Cobalto 60. La dosis de ionizacion usada normalmente es 60 kGy.

[0030] Los carpoules se almacenan después a temperatura ambiente (15 °C-30 °C) hasta su uso.

[0031] Lainvencion se explica ahora mejor por medio de ejemplos especificos que se proporcionan a continuacion
(en los ejemplos, la pasta de hueso de acuerdo con la invencién también se denomina TBP).

Ejemplo 1

[0032] Se secaron 488,9 gramos de tejido dseo cortical homdélogo de un donante humano en el secador (RETSCH
mod. AS100); después de 30 minutos a 37 °C, el peso del tejido alcanzaba los 458,6 gramos. Después el tejido seco
se molié en la maquina TMI (mod. ABGO7); después de la molienda, los 425,0 gramos resultantes de polvo se
exploraron tres veces en el molino vibro-energy RETSCH (mod. AS200). Después de la exploracion, se obtuvieron
400,5 gramos de polvo (125 um — 850 pum).

[0033] En la etapa de desmineralizacion posterior, el polvo se vertié en un recipiente estéril, se afiadieron 3,2 | de
HCI 0,6 N (en una relacion de 1:8) y los contenidos se agitaron durante 15 minutos. Después del intervalo de tiempo
establecido, el agitador se apagd y se permitid que el polvo se asentara, después se retir6 el sobrenadante. Se
afiadieron otros 3,204 | de HCI 0,6 y se repitié el mismo ciclo de tratamiento durante 30 minutos. Este procedimiento
se repitid dos veces mas, ciclos durante los cuales el polvo se traté con &cido clorhidrico durante 2 horas.

[0034] Después del ultimo tratamiento con acido clorhidrico, la agitaciéon se detuvo para permitir que el polvo se
asentara, el sobrenadante se retird y el polvo se sometié a dos ciclos de lavado consecutivos durante 15 minutos
cada uno, usando 4,9 | de agua purificada (1:10) para cada ciclo.

[0035] Después, el polvo se lavd dos veces mas, usando para cada ciclo 0,8 | de tampén fosfato monobasico 0,2
M, pH 7,0 (1:2). Después de los tratamientos con el tampodn, el pH de la solucién fue de 7,1. Finalmente, el polvo se
aclar6 dos veces con 4,0 | de agua purificada (1:10) durante 10 minutos.

[0036] Después del proceso de extraccién quimica, el contenido de calcio determinado en el polvo fue de 0,4 %
(método colorimétrico — Arsenazo ).

[0037] EIl polvo desmineralizado hiimedo (549,9 g) se sec6 (secador RETSCH mod. AS100) durante 30 minutos a
37 °C. Puesto que el peso del polvo seco alcanzaba 295,0 g, los otros componentes de la pasta (TBP) se pesaron
para conseguir las siguientes proporciones:

COMPONENTES DE LA TBP | PORCENTAJE (%) | PESO (gramos)

Polvo DBM 30 295,0
Glicerol 35 342,2
PEG4000 35 342,2

[0038] EI PEG pesado y el glicerol se vertieron en un recipiente y se calentaron (+70 °C + 5 °C) agitando a la vez
para obtener una solucion homogénea. Después se detuvo la agitacion y, una vez que la solucion se habia enfriado
a una temperatura de +60 °C, se afiadi6 el polvo seco. Los tres componentes se mezclaron juntos con una paleta
para obtener una pasta homogénea.

[0039] Al final del proceso, el peso de la TBP fue de 1.017,4 gramos. La pasta obtenida de este modo se distribuy6
en carpoules de 2,5 cm® 5,0 cm®y 10,0 cm®.

[0040] Los carpoules llenos se sellaron después dentro de una bolsa doble y se sometieron a un tratamiento de
inactivacion viral con reaccién gamma.
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Ejemplo 2

[0041] Después de 30 minutos a +37 °C (secador RETSCH mod. AS100), se redujeron 552,4 gramos de tejido
Oseo cortical homdlogo de un donante humano a 520,8 gramos.

[0042] EI tejido seco se moli6 en la maquina TMI (mod. ABGO7) vy, al final del proceso de molienda, los 484,1
gramos de polvo obtenidos se exploraron tres veces en el molino vibro-energy RETSCH (mod. AS200), dando lugar
a 461,7 gramos de polvo (125 um — 850 pm) al final de la exploracion.

[0043] Para el proceso de desmineralizacion, el polvo se vertié en un recipiente estéril, afiadiendo 3,7 | de HCI 0,6
N (en una relacion de 1:8) y agitando durante 15 minutos. Después de 15 minutos, el agitador se apago y se dejo
gue el polvo se asentara, después se retir6 el sobrenadante. Después se afiadieron otros 3,7 | de HCI 0,6 y se repitio
el ciclo de tratamiento durante 30 minutos. Este procedimiento se repitid dos veces mas, ciclos durante los cuales el
polvo se traté con &cido clorhidrico durante 2 horas (1:8).

[0044] Después del cuarto tratamiento con acido clorhidrico, la agitacion se detuvo para permitir que el polvo se
asentara, el sobrenadante se retir6 y el polvo se sometié a dos ciclos de lavado consecutivos durante 15 minutos
cada uno, usando 4,6 | de agua purificada (1:10).

[0045] El polvo se lavo posteriormente dos veces mas, usando 0,9 | de tampén fosfato monobésico 0,2 M, pH 7,0
(2:2). Al final del tratamiento con el tampén, el pH de la solucion fue de 6,9. Finalmente, el polvo se aclaré dos veces
con 4,6 | de agua purificada (1:10) durante 10 minutos. Tras completar del proceso de extraccidon quimica, el
contenido de calcio determinado en el polvo alcanz6 0,7 % (método colorimétrico — Arsenazo l1).

[0046] EI polvo desmineralizado himedo que pesaba 683,1 gramos se secé (secador RETSCH mod. AS100)
durante 30 minutos a 37 °C. Puesto que el peso del polvo seco fue de 278,2 gramos, los otros componentes de la
TBP se pesaron basandose en las siguientes proporciones:

COMPONENTES DE LA TBP | PORCENTAJE (%) | PESO (gramos)

Polvo DBM 30 278,2
Glicerol 35 322,7
PEG4000 35 322,7

[0047] Primero se vertié PEG y glicerol pesados en un recipiente y se calentaron (+70 °C + 5 °C) agitando a la vez
para obtener una solucién homogénea. Después se detuvo la agitacion y, una vez que la solucién se habia enfriado
a una temperatura de +60 °C, se afiadid el polvo seco. Los tres componentes se mezclaron juntos con una paleta
para obtener una pasta homogénea. Al final del proceso, el peso de la TBP fue de 911,4 gramos. La pasta obtenida
de este modo se distribuy6 en carpoules de 2,5 cm?®, 5,0 cm®y 10,0 cm?®.

[0048] Los carpoules llenos se sellaron después dentro de una bolsa doble y se sometieron a un tratamiento de
inactivacion viral por medio de reaccién gamma.

Ejemplo 3

[0049] 583,4 gramos de tejido 6seo cortical homélogo de un donante humano, obtenido a partir de 615,7 gramos
de tejido secado durante 30 minutos a +37 °C (secador RETSCH mod. AS100), se molieron en la maquina TMI
(mod. ABGO7). Al final del proceso de molienda, se obtuvieron 545,0 gramos de polvo, que se exploraron tres veces
en el molino vibro-energy RETSCH (mod. AS200), dando lugar a 511,7 gramos de polvo (125 pum — 850 pm) al final
de la exploracion.

[0050] El polvo explorado se vertié en un recipiente estéril, afiadiendo 4,1 1 de HCI 0,6 N (en una relacion de 1:8) y
agitando durante 15 minutos. Después de 15 minutos, el agitador se apagd y se permitié que el polvo se asentara,
después el sobrenadante se retir6. Después se afiadieron otros 4,1 | de HCI 0,6 y el ciclo de tratamiento se repitid
durante 30 minutos. Este procedimiento se repiti6 dos veces mas, ciclos durante los cuales el polvo se traté con
acido clorhidrico durante 2 horas (1:8).

[0051] Después del cuarto tratamiento con acido clorhidrico, la agitacion se detuvo para permitir que el polvo se
asentara, el sobrenadante se retir6 y el polvo se sometié a dos ciclos de lavado consecutivos durante 15 minutos
cada uno, usando 5,1 | de agua purificada (1:10).

[0052] Después, el polvo se lavé dos veces mas con 1,0 | de tampon fosfato monobésico 0,2 M, pH 7,0 (1:2). Al
final del tratamiento con el tampdn, el pH de la solucion fue de 6,9. Después el polvo se aclar6 dos veces con 5,1 |
de agua purificada (1:10) durante 10 minutos. Tras la complecion del proceso de extraccion quimica, el contenido de
calcio determinado en el polvo alcanzaba 1,4 % (método colorimétrico — Arsenazo Il).
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[0053] EI polvo desmineralizado himedo que pesaba 683,8 gramos se secé (secador RETSCH mod. AS100)
durante 30 minutos a 37 °C. Puesto que el peso del polvo seco era de 295,1 gramos, los otros componentes de la
TBP se pesaron basandose en las siguientes proporciones:

COMPONENTES DE LA TBP | PORCENTAJE (%) | PESO (gramos)

Polvo DBM 30 295,1
Glicerol 35 342,3
PEG4000 35 342,3

[0054] EI PEG Yy glicerol se calentaron (+70 °C + 5 °C) y se agitaron para obtener una solucion homogénea,;
después la agitacion se detuvo y, una vez que la solucién se habia enfriado a una temperatura de +60 °C, se afiadié
el polvo seco. Los tres componentes se mezclaron juntos con una paleta para obtener una pasta homogénea. Al
final del proceso, el peso de la TBP fue de 911,4 gramos. La pasta obtenida de este modo se distribuy6 en carpoules
de 2,5 cm?®, 5,0 cm® 10,0 cm®.

[0055] Los carpoules llenos se sellaron después dentro de una bolsa doble y se sometieron a un tratamiento de
inactivacion viral por medio de reaccién gamma.

[0056] Los ensayos biolégicos realizados para evaluar la capacidad 6steo-inductora del producto resultante,
basandose en el control de marcadores tales como actividad fosfatasa alcalina y la concentracién de osteocalcina en
cultivos de células madre, confirmaron la no toxicidad y la capacidad Osteo-inductora de la pasta. La actividad de
fosfatasa alcalina, medida en muestras en diversas etapas del proceso de produccién de la pasta, demostro que la
capacidad osteogénica del producto final no es significativamente inferior a la del producto original en la linea de
base, como se confirma por el extracto de los resultados proporcionado a continuacion.

Ensayo de fosfatasa alcalina

[0057]
MUESTRA (15 g) ACTIVIDAD ESPECIFICA (Unidad/mg de proteina)
Control positivo 681
Polvo 722
Polvo desmineralizado 625
Polvo desmineralizado irradiado con gamma 584
TBP irradiada con gamma 801

[0058] También se ensay6 osteocalcina (un marcador de osificacion y en consecuencia de osteogénesis),
confirmando los resultados obtenidos para la actividad fosfatasa alcalina; de hecho, no fue detectable una reduccion
significativa en el potencial ésteo-inductor del producto durante el proceso de produccion de pasta:

Ensayo de osteocalcina

[0059]
MUESTRA CONCENTRACION (ng/mg de proteina)
Control positivo 31,0
Polvo 22,7
Polvo desmineralizado 16,1
Polvo desmineralizado irradiado con gamma 17,5
TBP irradiada con gamma 16,8
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REIVINDICACIONES

1. Una pasta 6sea humana, esterilizada e inactivada para virus por medio de radiacion gamma, que comprende:
hueso cortical desmineralizado homaélogo de origen humano en forma de polvo que tiene una distribucion de tamafio
de particula comprendida entre 125 um y 850 um, con glicerol y PEG 4000; teniendo dicha pasta la siguiente
composicion en porcentaje:

Polvo de hueso 20 %/-40 %
PEG 25 %/-45 %
Glicerol 25 %/-45 %;

en la que dicho polvo de hueso desmineralizado tiene un contenido de calcio de menos de 5 % en peso y dicho PEG
es PEG4000.

2. Una pasta de acuerdo con la reivindicacion 1, que contiene la siguiente composicién en porcentaje:

Polvo de hueso 30 %
PEG 35%
Glicerol 35 %

3. Un proceso para la preparacion de una pasta de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 2, en el que:

- se obtiene un polvo de hueso a partir de tejido 6seo cortical seco por medio de un proceso de pulverizacion
del tejido en una maquina de molienda de hueso y posterior seleccidon para obtener una distribucion de
tamafio de particula comprendida entre 125 um y 850 um;

- el polvo se desmineraliza, se lava con un tampdn fosfato y agua purificada y después se seca;

- el polvo resultante se afiade a una solucion de glicerol y PEG 4000, mezclando para obtener una pasta
homogénea que se enfria y después se distribuye en carpoules que se sellan en vacio en una bolsa doble de
aluminio/polipropileno y se somete a una esterilizaciéon de rayos gamma y tratamiento de inactivacion de virus.

en el que dicha desmineralizacion se consigue en las siguientes etapas:

- el polvo seco obtenido en las primeras etapas del proceso se somete a 4 ciclos de lavado con HCI 0,6 N, en
proporciones de 1:8, dejando el &cido en contacto con el polvo durante 15 minutos en el primer lavado, 30
minutos en el segundo y 2 horas en el tercero y el cuarto;

- el polvo se lava después dos veces con agua purificada en proporciones de 1:10; durando cada ciclo de
lavado 15 minutos;

en el que la solucién de glicerol y PEG se obtiene mezclando los dos componentes a aproximadamente 70 °C
mientras se agita para obtener una solucién homogénea que después se deja enfriar a aproximadamente 60 °C
antes de afiadir el polvo desmineralizado.

4. La pasta de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 2 para su uso en procedimientos de reparacién y de
reconstruccion de hueso.
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