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DESCRIPCION

PASTA IMPLANTABLE Y SU USO

La presente invencion se refiere a una pasta implantable que compren-

de vidrio bioactivo, para su uso como un implante o recubrimiento de un implante.

Antecedentes de la invencién

El vidrio bioactivo es un material bioactivo y biocompatible conocido.
Durante décadas, se han investigado vidrios bioactivos como materiales de relle-
no 6seo que pueden unirse al hueso, incluso quimicamente. Los descubrimientos
recientes de las cualidades superiores de vidrios bioactivos han hecho que los
materiales sean mucho mas interesantes para estas aplicaciones. Determinados
vidrios bioactivos se venden comercialmente con el nombre comercial de por
ejemplo BonAlive®, NovaBone® y Biogran®. Se han usado vidrios bioactivos en
diferentes formas para aplicaciones meédicas, tales como granulos y placas para
relleno de cavidades 6seas craneomaxilofaciales y ortopédicas y reconstrucciéon
Osea.

Los beneficios principales del uso de vidrio bioactivo como un sustituto
de injerto 6seo es que puede evitarse la recogida de los injertos 6seos de un sitio
secundario. Dentro de un determinado intervalo de composicién los vidrios bioac-
tivos estimulan el crecimiento 6seo y muestran propiedades de inhibicién de cre-
cimiento bacteriano.

Para que el vidrio sea bioactivo y tenga las propiedades mencionadas
anteriormente, el vidrio tiene que disolverse y tener una determinada velocidad de
disolucién asi como tener una determinada composicion. La relacion entre la
composicion y la bioactividad se ha descrito en Hench L. Bioactive ceramics:
Theory and clinical applications. Bioceramics 1994;7:3-14 de una manera que
proporciona suficientes herramientas a un experto en la técnica para disefiar un
vidrio bioactivo.

Un factor que influye en la velocidad de disolucion y por tanto el tiempo

de degradacion total de las particulas de vidrio es el tamafo de particula, o la re-
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lacién superficie-volumen (S/V). En otras palabras cuanto mas pequefia es la
particula mas alta es la relacion S/V y mas rapida es la disolucion y mas corto es
el tiempo de degradacion total. Por ejemplo, el vidrio comercialmente disponible
45S5/Bioglass® esta disponible en un intervalo de tamario de 90-710 um y se di-
ce que se disuelve en el cuerpo en menos de un ano. El vidrio S53P4, vendido
con el nombre comercial de BonAlive®, tiene una composicion quimica del 53%
en peso de SiO2, el 23% en peso de NaO, el 20% en peso de CaO y el 4% en
peso de P20s, y es claramente un vidrio que se disuelve mas lentamente que el
vidrio 45S5 que tiene una composicion del 45% en peso de SiOy, el 24,5% en pe-
so de NazO, el 24,5% en peso de CaO, y el 6% en peso de P,0s.

Para potenciar el uso y ampliar el alcance quirurgico del vidrio bioacti-
vo, se han desarrollado composiciones de tipo pasta moldeable o masilla. En un
caso ideal, la formulacion de masilla debe ser facil de dosificar, manipular y admi-
nistrar directamente al defecto 6seo sin riesgo de contaminacién cruzada, derra-
mes o dosificacion excesiva. En la practica, los médicos han usado sus manos
para dosificar y conformar la masilla, y sus dedos y/o una espatula o similar para
rellenar las cavidades éseas. Sin embargo, una formulacion tal posee numerosos
inconvenientes practicos debido a por ejemplo riesgos de contaminacion durante
la manipulacion, lo que no es 6ptimo para el paciente o el médico.

Se conoce una formulacién de masilla/pasta sintética a partir del docu-
mento US 2008/0226688 y se conoce comercialmente como masilla Nova-Bone®.
El documento describe un tipo de relleno de hueco 6seo de pasta o masilla, es
decir, una composicién de implante formable estéril para la aplicacion a un sitio de
defecto 6seo que comprende particulas de vidrio bioactivo en una disolucion
acuosa de portador. Las particulas de vidrio bioactivo se afiaden a un portador
viscoso a una concentracion que oscila de desde aproximadamente el 68% hasta
aproximadamente el 76% (p/p). El portador comprende una mezcla de glicerol y
polietilenglicol (PEG) de peso molecular medio que oscila de desde el 24% hasta
el 32% (p/p), oscilando la proporcion de glicerol a polietilenglicol de desde
aproximadamente 45:55 hasta aproximadamente 65:35.

Ademas de masillas o pastas de relleno de hueco 6seo completamente
sintéticas, se han usado ampliamente y se conocen en la técnica determinadas
mezclas semisintéticas en forma de formulaciones de masilla o pasta, tales como

mezclas de huesos de aloinjerto, matriz 6sea desmineralizada y colageno bovi-
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no/hidroxiapatita. Sin embargo, tales formulaciones de aloinjerto poseen numero-
sos inconvenientes de los que el riesgo de transmision de enfermedad es el ma-
yor inconveniente y nunca puede excluirse completamente.

Ademas, las infecciones de protesis articulares (IPA) y otros implantes
no biolégicos son una preocupacion importante para el sistema sanitario, y estan
relacionadas con muchas molestias para los pacientes, tal como hospitalizacion
prolongada, cirugia adicional asociada con un mayor riesgo de complicaciones y
tratamiento antimicrobiano de larga duracion. A pesar de la incidencia relativa-
mente baja de las IPA (1-2%), el impacto econdmico asociado sigue siendo enor-
me. Una amplia gama de microorganismos pueden producir biopelicula en mate-
riales protésicos, provocando en muchos casos un transcurso fatal de la terapia.
Staphylococcus aureus, estafilococos coagulasa negativos y varillas gram-
negativos son los patégenos mas implicados en las IPA.

La primera etapa en la patogénesis de las IPA es la adherencia de
células bacterianas al implante, seguido de la formacion de una matriz de biopeli-
cula. Una biopelicula es una poblacion microbiana encerrada en una matriz carac-
terizada por la adhesion de célula a célula entre microorganismos y la superficie
no bioldgica. La formacion de biopelicula es un componente antiguo e integral del
ciclo celular procariético y un factor importante para la supervivencia bacteriana
en el ambiente. La caracteristica comun de infecciones relacionadas con biopeli-
cula es su resistencia intrinseca a la inmunidad del huésped, agentes antimicro-
bianos y biocidas convencionales. Se conoce de hecho que las bacterias encerra-
das en estructuras de biopelicula toleran niveles de antibiéticos de 10 a 1000 ve-
ces superiores a las concentraciones inhibitorias minimas de la correspondiente
forma planctonica.

Aun otro problema relacionado con infecciones bacterianas en general
es la capacidad de las bacterias a hacerse resistentes a antibioticos. No es un
fendmeno reciente, sino que es un tema de salud critico en la actualidad. Durante
varias décadas, en grados variantes, las bacterias que provocan infecciones co-
munes han desarrollado resistencia a cada antibiético nuevo, y la resistencia an-
timicrobiana ha evolucionado para convertirse en una amenaza de salud mundial
segun el Centro para el control y la prevencién de enfermedades en EEUU y la

Organizacién mundial de la salud.
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Efectivamente, las infecciones de bacterias resistentes son ahora de-
masiado comunes, y algunos patdégenos incluso se han hecho resistentes a multi-
ples tipos o clases de antibidticos. En la actualidad la resistencia a antibidticos se
encuentra en la mayoria de los hospitales y se ha estimado que el 70% de todas
las bacterias sera resistente a antibioticos en el 2020. Se ha demostrado la activi-
dad inhibitoria de crecimiento bacteriano in vitro de BAG S53P4 frente a S. aureus
resistente a meticilina (SARM), Staphylococcus epidermidis resistente a meticilina
(SERM), Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii que se aislaron de
pacientes afectados por osteomielitis cronica (Drago L, Romand D, De Vecchi E,
et al. Bioactive glass BAG-S53P4 for the adjunctive treatment of chronic osteom-
yelitis of the long bones. An in vitro and prospective clinical study. BMC Infect. Dis.
10, 13:584 (2013)).

El documento "Antibacterial effect of bioactive glasses on clinically im-
portant anaerobic bacteria in vitro", J. Mat. Sc.: Mat. en Medicine, Vol 19, no. 2, 10
de julio de 2007 da a conocer que el polvo de vidrio bioactivo S53P4 con un ta-
mafo de particula igual o inferior a 45 micrometros tiene un buen efecto antibacte-
riano. El documento EP 2322134 del presente solicitante da a conocer pastas im-
plantables que comprenden diferentes tipos de polietilenglicoles y esferas de vi-

drio bioactivo.

Definiciones

Los términos usados en esta solicitud, si no se especifica lo contrario,
son los acordados en la conferencia de consenso sobre biomateriales en 1987 y
1992, véase Williams, DF (ed.): Definitions in biomaterials: Proceedings of a con-
sensus conference of the European Society for Biomaterials, Chester, Inglaterra.
Marzo 3-5, 1986. Elsevier, Amsterdam 1987, y Williams DF, Black J, Doherty PJ.
Second consensus conference on definitions in biomaterials. En: Doherty PJ, Wi-
liams RL, Williams DF, Lee AJ (eds). Biomaterial-Tissue Interfaces. Amsterdam:
Elsevier, 1992.

En esta solicitud, material bioactivo significa un material que se ha di-
sefiado para obtener o modular actividad biolégica. EI material bioactivo es a me-
nudo material de superficie activa que puede unirse quimicamente a tejidos mami-

feros.
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El término reabsorbible en este contexto significa que el material esta
desintegrado, es decir descompuesto, tras la implantacién prolongada cuando se
inserta en el cuerpo mamifero y cuando se pone en contacto con el entorno fi-
siolégico. Especialmente, la expresion vidrio reabsorbible significa vidrio rico en
silicio que no forma una capa de hidroxilcarbonato de apatita en su superficie
cuando esta en contacto con el entorno fisioldgico. El vidrio reabsorbible desapa-
rece del cuerpo a través de reabsorcion y no activa significativamente las células
o el crecimiento celular durante su proceso de descomposicion.

Biomaterial significa un material que esta destinado a interactuar con
sistemas biologicos para evaluar, tratar, aumentar o reemplazar cualquier tejido,
organo o funcién del cuerpo. Biocompatibilidad significa la capacidad de un mate-
rial usado en un dispositivo médico para rendir de manera segura y adecuada
provocando una respuesta del huésped apropiada en una ubicacién especifica.
Reabsorcion significa la descomposicion de biomaterial debido a una disolucién
sencilla. Material compuesto significa un material que comprende al menos dos
constituyentes diferentes, por ejemplo un polimero organico y un material cerami-

co, tal como vidrio.

Objetos y sumario de la invencion

Un objeto de la presente invencidn es proporcionar composiciones uti-
les como rellenos de huecos 6seos que son faciles y seguros de manipular y que
tienen las propiedades deseadas en relacion con el efecto de relleno 6seo, mien-
tras que al mismo tiempo son antibacterianas. Otro objeto de la invencion es pro-
porcionar una composicion que es util para evitar la formacion de biopelicula en la
superficie de un implante. Un objeto de la invencion es por tanto también propor-
cionar un material para su uso en cirugia de implante para evitar infecciones de
manera local. Aun otro objeto de la invencion es proporcionar un material al que
las bacterias no se haran resistentes.

La presente invencion se refiere a una pasta implantable que compren-
de granulos de vidrio bioactivo que tienen una distribucion de tamafio de 0,5-45
um en una cantidad del 10-30% en peso del peso total del vidrio bioactivo y
granulos de vidrio bioactivo que tienen una distribucién de tamafio de 100-4000
um en una cantidad del 90-70% en peso del peso total del vidrio bioactivo. La

composicion del vidrio bioactivo es del 45-55% en peso de SiO,, el 20-25% en
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peso de NazO, el 18-25% en peso de CaO y el 3-6% en peso de P,0s. La pasta
comprende ademas polietilenglicol de bajo peso molecular que tiene un intervalo
de peso molecular de 200-700 g/mol, polietilenglicol de peso molecular medio que
tiene un intervalo de peso molecular de 700-2500 g/mol y polietilenglicol de alto
peso molecular que tiene un intervalo de peso molecular de 2500-8000 g/mol, con
la condicién de que el peso molecular del polietilenglicol de bajo peso molecular y
del polietilenglicol de peso molecular medio difieren entre si en al menos 80 g/mol
y de que el peso molecular del polietilenglicol de peso molecular medio y del po-
lietilenglicol de alto peso molecular difieren entre si en al menos 300 g/mol.

La invencion también se refiere al uso de una pasta segun esta inven-
cidn en la fabricacidon de un implante para su uso en la formacion dsea. La inven-
cion todavia adicionalmente se refiere al uso de una pasta segun esta invencion
en el recubrimiento de un implante. La invencién aun se refiere a un implante re-

cubierto con una pasta segun esta invencion.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a una pasta implantable que compren-
de

(a) polvo de vidrio bioactivo que tiene una distribucion de tamafio de
0,5-45 um en una cantidad del 10-30% en peso del peso total del vidrio bioactivo,

(b) granulos de vidrio bioactivo que tienen una distribucion de tamafio
de entre 100 y 4000 um en una cantidad del 90-70% en peso del peso total del vi-
drio bioactivo,

(c) polietilenglicol de bajo peso molecular que tiene un intervalo de pe-
so molecular de 200-700 g/mol,

(d) polietilenglicol de peso molecular medio que tiene un intervalo de
peso molecular de 700-2500 g/mol,

(e) polietilenglicol de alto peso molecular que tiene un intervalo de peso
molecular de 2500-8000 g/mol y

(f) glicerol,

en la que la composicion del vidrio bioactivo es del 45-55% en peso de
SiOy, el 20-25% en peso de NaxO, el 18-25% en peso de CaO y el 3-6% en peso
de P,0s, con la condicidn de que el peso molecular del polietilenglicol de bajo pe-

so molecular y del polietilenglicol de peso molecular medio difieren entre si en al
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menos 80 g/mol y de que el peso molecular del polietilenglicol de peso molecular
medio y del polietilenglicol de alto peso molecular difieren entre si en al menos
300 g/mol.

La presente invencion por tanto proporciona una composicion que es
osteoconductora, bioactiva, antibacteriana y moldeable. La pasta comprende
granulos de vidrio bioactivo en una matriz o viscosa disolucion organica de porta-
dor. La pasta esta por tanto compuesta por particulas de silicato de calcio-fésforo-
sodio mezcladas con un aglutinante sintético compuesto por polietilenglicol que
actua como un agente aglutinante temporal para las particulas. Las particulas y el
aglutinante normalmente se prevén como un material cohesivo premezclado. Con
la implantacion, el aglutinante se absorbe para permitir la infiltracién de tejido en-
tre las particulas y permitir el proceso de curacion normal del hueso asociado con
las particulas (reabsorcion de vidrio bioactivo y regeneraciéon ésea). Una vez que
se ha absorbido el aglutinante poco después de la implantacién, solamente deja
atras las particulas de vidrio bioactivo. Todos estos componentes se conocen bien
y se usan Yy toleran ampliamente en los campos médicos, farmacéuticos y cosmé-
ticos asi como en comidas y bebidas.

Al menos parte los objetos mencionados anteriormente, si no todos, se
logran por tanto mediante la presente invencion y sus diversas realizaciones.
Efectivamente, cuando un polvo de particulas bioactivas pequefias se combina
con una mezcla de polietilenglicoles, el material resultante sorprendentemente
tiene efecto antibacteriano, mientras que al mismo tiempo mejora el crecimiento
0seo hacia el interior.

La patente EP 2322134 da a conocer una composicion similar, que
comprende esferas de vidrio bioactivo y una mezcla de diferentes polietilenglico-
les (PEG de peso molecular bajo, medio y alto). Se ha observado, sin embargo,
que tal composicion, en la que el vidrio bioactivo es vidrio bioactivo BonAlive®, no
tiene un efecto antibacteriano significativo. Por otro lado, el vidrio bioactivo BonA-
live® por si solo ha demostrado tener un efecto antibacteriano independientemen-
te de su tamafo de particula, incluso frente a bacterias resistentes a antibiéticos.
Sin embargo, un polvo de particulas bioactivas pequenas (diametro promedio infe-
rior a 45 um) no puede incorporarse en tejidos mamiferos ya que su velocidad de
reaccion es demasiado alta e incluso puede ser peligrosamente alta. Tampoco

promoveria el crecimiento dseo debido a su alta velocidad de reaccion.
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En comparacién con un polvo de vidrio bioactivo de similar tamafio de
particula, el presente material, incluidos los polietilenglicoles, tiene la ventaja adi-
cional de que puede aplicarse a través de un tubo, permitiendo su uso también en
cirugia minimamente invasiva. El material es viscoso y por tanto rellena el defecto
de manera controlada, gradual, a diferencia del polvo seco que fluye libremente.
Es por tanto posible controlar la distribucion uniforme de la pasta al defecto.

También es posible combinar el vidrio bioactivo en forma de polvo de
tamario de particula pequefio a granulos mas grandes, que tendrian una influen-
cia sobre tanto las propiedades de flujo del material como en sus propiedades de
crecimiento 6seo hacia el interior. La eleccion de los polietilenglicoles también
puede adaptarse para cumplir con las necesidades de propiedades de flujo.

En la presente descripcion, la abreviatura % en peso significa el por-
centaje en peso, y se expresa normalmente como un porcentaje en peso del peso
total. El peso molecular es el peso molecular medio, que aqui es el peso molecu-
lar promedio en numero, y se expresa como g/mol. La distribucién de tamano de
las particulas de vidrio bioactivo se determina por tamizado.

Granulos significan particulas que tienen cualquier forma regular o irre-
gular diferente de esferas. El polvo de vidrio bioactivo también esta hecho de
granulos.

Segun una realizacion preferida, la pasta también comprende

(g) agente terapéuticamente activo.

Segun una realizacion, los granulos de vidrio bioactivo tienen una dis-
tribucién de tamano de 500-800 um. Segun otra realizacién, los granulos de vidrio
bioactivo tienen una distribucién de tamaro de 100-350 um. Segun aun otra reali-
zacion, los granulos de vidrio bioactivo tienen una distribucion de tamafo de 315-
500 um. Segun otra realizacion, los granulos de vidrio bioactivo tienen una distri-
bucion de tamafio entre 1000 y 2000 um. La composicion puede por ejemplo
comprender el vidrio bioactivo en forma de polvo y granulos que tienen una distri-
bucion de tamafio de 315-500 um. Una composicion tal puede ser util por ejemplo
para cirugia dental. Otra posible combinacion es el polvo y granulos que tienen
una distribucion de tamafo de 500-800 um. Esta composicion puede ser util para

cirugia craneomaxilofacial y de manos. Una posible combinacién adicional es el
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polvo con granulos que tienen una distribucion de tamafio de 1000-2000 um. Esta
composicion puede ser util para cirugia ortopédica, de trauma y de espina dorsal.

La composicion puede por tanto comprender vidrio bioactivo en forma
de polvo, es decir en granulos que tienen una distribucion de tamafio de 1-44 um.
La distribucion de tamafio puede ser por ejemplo de desde 1, 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35 6 40 um hasta 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 6 45 um. La composicion adi-
cionalmente comprende granulos mas grandes, que pueden tener una distribucién
de tamafio de por ejemplo 100-350 um o 100-200 um o 150-250 um o 200-300
um o 250-350 um. La distribucion de tamafo de estos granulos mas grandes
también puede ser de por ejemplo 315-500 um o 350-500 um o 400-500 um. La
distribucion de tamario de los granulos mas grandes todavia adicionalmente pue-
de ser de por ejemplo 500-800 um o 500-700 um o 550-800 um o 600-800 um o
650-750 um. La distribucion de tamafio también puede, en algunas realizaciones,
ser de por ejemplo 1000-2000 um o 1000-1500 um o 1300-1800 um o 1500-2000
um o 2000-3150 um. La distribucién de tamaro de los granulos de vidrio se de-
termina por tamizado.

La distribucion de tamafio de los granulos de vidrio también puede ser
por ejemplo de desde 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650,
700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150, 1200, 1250, 1300, 1350,
1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, 2000, 2100, 2200, 2300, 2400, 2500, 2600,
2700, 2900, 3000 6 3150 um hasta 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550,
600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150, 1200, 1250,
1300, 1350, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, 2000, 2100, 2200, 2300, 2400,
2500, 2600, 2700, 2900, 3000, 3100, 3150, 3200, 3300, 3400, 3450, 3550, 3600,
3700, 3800, 3900 6 4000 um.

Los polietilenglicoles (PEG), también conocidos como éxidos de polieti-
leno, contienen la unidad de repeticion (-CH,CH,O-) y se preparan mediante la
adicion por etapas de 6xido de etileno a un compuesto que contiene un atomo de
hidrogeno reactivo. Los polietilenglicoles se preparan mediante la adicion de éxido
de etileno a etilenglicol para producir una estructura de polietileno bifuncional
HO(CH,CH20),H, en la que n es un numero entero de tamafio que varia en fun-

cion del peso molecular de polietilenglicol.
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Los polietilenglicoles usados en la presente invencion son generalmen-
te polietilenglicoles lineales, es decir que tienen un peso molecular de 100 a 8000
g/mol. También pueden usarse polietilenglicoles ramificados y en forma de estre-
lla para reducir o adaptar adicionalmente la viscosidad de la pasta. Los polietilen-
glicoles normalmente se denominan PEG con una cifra, indicando la cifra el peso
molecular promedio en g/mol. Por tanto, PEG 400 significa polietilenglicol que tie-
ne un peso molecular medio de 400 g/mol y PEG 2000 significa polietilenglicol
que tiene un peso molecular medio de 2000 g/mol.

Los polietilenglicoles (PEG) se usan para formar un material de tipo
pasta aglutinando y mojando las particulas de vidrio bioactivo. Para lograr la vis-
cosidad adecuada de la pasta, se deben mezclar al menos dos PEG entre si. Al
elegir los pesos moleculares apropiados para los PEG, debe tenerse en cuenta
que el PEG de bajo peso molecular (< 600 g/mol) es liquido a temperatura am-
biente pero los PEG de peso molecular mas alto son céreos o sdlidos.

Para tener una pasta que permanece como pasta en sus temperaturas
de uso (temperaturas ambiente y corporal), se mezclan entre si al menos tres
PEG, normalmente a temperaturas elevadas. Como los PEG de peso molecular
mas alto son materiales cristalinos, su uso elevara el limite superior de la tempe-
ratura de uso de la pasta asi como aumentara la viscosidad de la pasta y evitara
la sedimentacion de particulas de vidrio bioactivo a temperatura ambiente durante
el almacenaje. Para disminuir el limite inferior de la temperatura de uso, es decir
ampliar el intervalo de temperatura de uso, son utiles los PEG de bajo peso mole-
cular para evitar la solidificacién, es decir el endurecimiento de la pasta a tempe-
raturas inferiores, ya que los PEG de alto peso molecular tienden a cristalizar a
bajas temperaturas.

Si solamente se usara PEG céreo o sélido de un peso molecular, la
temperatura de uso seria muy estrecha para usos practicos. El PEG 600 (es decir,
polietilenglicol que tiene 600 g/mol como peso molecular medio) muestra un inter-
valo de fusion de aproximadamente 17 a 22°C, de modo que puede ser liquido a
temperatura ambiente pero pastoso a temperaturas ambiente inferiores, mientras
que los PEG con un peso molecular medio de 800 a 2000 son materiales pasto-
sos con un bajo intervalo de fusion. Por encima de un peso molecular de 3000, los

polietilenglicoles son normalmente solidos.
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El glicerol, es decir propan-1,2,3-triol, se denomina habitualmente glice-
rina. Es un liquido viscoso, inodoro, incoloro que se usa ampliamente en formula-
ciones farmacéuticas. El glicerol puede afadirse a la pasta para mejorar su suavi-
dad y para proporcionar lubricacion adicional potenciando las propiedades térmi-
cas y de viscosidad debidas a las interacciones fisicas entre los PEG y el glicerol.
Los PEG y el glicerol son compatibles entre si.

El PEG 400 es miscible en todas las proporciones a glicerol pero el po-
der de disolucién y la solubilidad de los PEG en glicerol disminuyen a medida que
aumenta la masa molar. Sin embargo, ambas de estas propiedades pueden mejo-
rarse mediante calentamiento moderado y sustancias que se disuelven a tempe-
ratura ambiente en PEG 400 son solubles en aproximadamente la misma medida
en PEG fundido 4000 (es decir a una temperatura de 60-70°C).

Segun una realizacion de la invencion, la cantidad total de vidrio bioac-
tivo es del 50-80% en peso del peso total de la pasta.

Preferiblemente, la cantidad total de polietilenglicoles es del 20-50% en
peso del peso total de la pasta. Por ejemplo, la cantidad de PEG de bajo peso
molecular (c) es del 2-15% en peso y la cantidad de PEG de peso molecular me-
dio (d) es del 8-48% en peso del peso total de |la pasta. La cantidad de PEG de al-
to peso molecular (e) es del 1-10% en peso del peso total de la pasta.

En la realizacion en la que se usa glicerol, su cantidad es de hasta el
10% en peso del peso total de la pasta. Algunas pastas adecuadas tienen la si-
guiente composicion:

- PEG (c+d+e) 23-45% en peso,

- glicerol (f) 0-10% en peso y

- vidrio bioactivo (a + b) 55-67% en peso.

Algunas pastas preferibles tienen el siguiente intervalo de composicion:

- PEG de bajo peso molecular (c)  4-10% en peso

- PEG de peso molecular medio (d) 13-18% en peso

- PEG de alto peso molecular (e) 1-8% en peso

- Glicerol (f) 8-10% en peso

- Pequerfios granulos de vidrio bioactivo (a) 8-12% en peso

- Granulos de vidrio bioactivo mas grandes (b) 48-52% en peso.

Segun una realizacion de la invencion, la cantidad de agente terapéuti-

camente activo (g) es de hasta el 30% en peso del peso total de la pasta. El agen-
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te terapéuticamente activo puede seleccionarse del grupo que consiste en facto-
res de crecimiento, proteinas, péptidos, antibidticos, mucopolisacaridos, es decir
acido hialurénico, células madre de origen no humano (es decir excluidas células
madre humanas), peréxidos, y mezclas de los mismos, y puede usarse para pro-
mover crecimiento 6seo o para tener un efecto adicional antimicrobiano tal como
antibacteriano. Debe observarse sin embargo que el presente material es eficaz

también en ausencia de antibidticos.

En una realizacion de la invencion, la composicion del vidrio bioactivo
es del 45-54% en peso de SiO,, el 22-25% en peso de NayO, el 19-25% en peso
de CaOy el 3,5-6% en peso de P,0s. En otra realizacién de la invencion, la com-
posicidn del vidrio bioactivo es del 53% en peso de SiO,, el 23% en peso de
Nax0, el 20% en peso de CaO y el 4% en peso de P,0s. Tal vidrio bioactivo se
conoce como S53P4 y se vende con el nombre comercial de BonAlive®. Esta rea-
lizacion proporciona una composicion aglutinante que se disuelve rapidamente in
vivo que permite el proceso de curacién normal del hueso asociado con polvo y
granulos de S53P4 (reabsorcién de vidrio bioactivo y regeneracion 6sea). Debido
a la lenta velocidad de disolucion la composicién quimica de vidrio bioactivo
S53P4 y el tamanfo de particula, se lograra de manera natural el efecto de creci-
miento éseo a largo plazo. Segun otra realizacién, la composicién del vidrio bioac-
tivo es del 45% en peso de SiO,, el 24,5% en peso de NayO, el 24,5% en peso de
CaO vy el 6% en peso de P,0s. Este vidrio bioactivo también se conoce como
4585 y se vende con el nombre comercial de NovaBone®.

Las pastas que comprenden todos los ingredientes en los extremos fi-
nales de los intervalos no necesariamente pueden proporcionar propiedades de
flujo y producto éptimas. Por ejemplo, la combinacién de un PEG de alto peso mo-
lecular a alta concentracién sin suficiente PEG de bajo peso molecular y/o glicerol
puede proporcionar un producto de alta viscosidad, que no se adecuado para la
inyeccién a temperatura ambiente o corporal. Un experto en la técnica sera sin
embargo capaz de hallar la proporcion ideal de ingredientes a través de alguna
experimentacion facil, para cada conjunto de propiedades deseadas. Algunos
ejemplos de combinaciones adecuadas también se proporcionan en la parte expe-
rimental a continuacion.

La invencion también proporciona un método de produccién de una

pasta de relleno de hueco 6seo moldeable que tiene propiedades antimicrobianas,
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que incluye fundir y mezclar las materias primas en condiciones controladas, asi
como el enfriamiento, envasado y acondicionamiento de los productos finales.

La pasta normalmente se produce mezclando y/o fundiendo los ingre-
dientes juntos en un mezclador discontinuo a una temperatura de 25 a 95°C bajo
un gas protector o a vacio o en condiciones atmosféricas durante 5 a 60 min. En-
tonces se enfria la mezcla a 25-45°C y se transfiere a un aplicador y/o se almace-
na para su uso posterior. Alternativamente, el mezclado, la fusién y/o la transfe-
rencia pueden hacerse usando cualquier tipo de equipo de mezclado por ejemplo
un mezclador discontinuo abierto o cerrado, mezclador o reactor de tanque de
agitacion continuo, extrusora, maquina de moldeo por inyeccion, reactor de tubos
u otro equipo estandar de tratamiento por fusion o mezclado por fusion conocido
en el campo.

La invencion también proporciona un uso de la presente pasta en la fa-
bricacién de un implante para su uso en formacion 6sea, tal como en un sitio de
defecto 6seo, es decir como una pasta de relleno de hueco 6seo. La invencién
proporciona ademas un uso de la presente pasta para recubrir un implante. Efec-
tivamente, se ha determinado que la presente pasta tiene una capacidad para evi-
tar y tratar la formacién de biopelicula en la superficie de implantes. También
puede usarse en el tratamiento de infecciones protésicas relacionadas con bio-
pelicula, ya que tiene una eficacia antibacteriana frente a las bacterias mas pro-
blematicas de infecciones protésicas.

La invencion también proporciona un implante recubierto con la presen-
te pasta. El implante puede ser por ejemplo un implante de cadera, un implante de
rodilla o cualquier otra prétesis articular, o cualquier otro implante incorporado en
mamiferos. El implante se recubre con la presente pasta antes de la implantacion
en el cuerpo humano o animal.

La invencion proporciona ademas composiciones antimicrobianas que
promueven el crecimiento éseo que comprenden la formulacion mencionada ante-
riormente con agentes activos. El agente activo puede ser cualquier agente far-
macéuticamente activo para uso humano o animal.

Se describiran ahora diferentes realizaciones de la presente invencién

en mas detalle en la siguiente parte experimental.

Parte experimental

14



10

15

20

25

ES 2 588395 T3

Método de fabricacion general para masilla

Se afadieron glicerol y PEG 400 a un reactor calentado (60°C) usando
una velocidad de mezclado de 100 RPM (rotaciones por minuto) seguido de la
adicion de PEG 1500 y PEG 3000. Los PEG se suministraron por Clariant y el gli-
cerol se suministré por Unigema o Sigma-Aldrich. Se afiadieron granulos de vidrio
bioactivo a la mezcla fundida y se mezclaron hasta que la mezcla era homogénea.
La masilla obtenida se enfrié hasta temperatura ambiente (RT) con mezclado y el
recipiente se descargod, envaso y almacend en un desecador para su uso y prue-

bas posteriores.

Actividad antimicrobiana de vidrios bioactivos de referencia

La capacidad de vidrio bioactivo por si solo y con una matriz tal como
se describe en esta descripcidn para matar bacterias se sometié a prueba de la
siguiente manera. Las bacterias usadas en la prueba se enumeran en la tabla 1.
MetR significa resistente a meticilina. Los diversos vidrios sometidos a prueba se
enumeran en la tabla 2. El vidrio S53P4 y el vidrio BonAlive® tienen la misma

composicioén, tal como se describe anteriormente.

Composicion de masilla BonAlive®

Glicerol 16 g
PEG 400 128 ¢
PEG 1500 256 g
PEG 3000 969
Granulos de S53P4 de 500-800 um 76,8 g
Esferas de S53P4 de 90-425 um 19,29

PEG significa polietilenglicol y la cifra posterior denota el peso molecu-

lar promedio en g/mol.

Tabla 1. Cepas bacterianas

Bacteria Descripcién
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Staphylococcus aureus,

ATCC 29213

Cocos gram positivos, parte de la flora de la piel huma-

na, hallada en la nariz y en la piel

Staphylococcus aureus
MetR, ATCC 43300

Cocos gram positivos

Staphylococcus epi-
dermidis, ATCC 14990

Cocos gram positivos, parte de la flora de la piel huma-

na y mucosa

Pseudomonas aerugi-

nosa, ATCC 27853

Patogeno gram negativo, con forma de varilla, oportu-
nista, secreta una variedad de pigmentos, crea esteri-

llas oscuras de tipo gel durante su crecimiento

Tabla 2. Productos sometidos a prueba, controles y materiales de referencia

Producto

Descripciéon

BonAlive® 0,5 - 0,8

Tamano de granulo 0,5 - 0,8 mm, esterilizado por rayos

gamma

BonAlive® 1,0 - 2,0

Tamano de granulo 1,0 - 2,0 mm, esterilizado por rayos

gamma

BonAlive® 2,0 -
3,15

Tamano de granulo 2,0 - 3,15 mm, esterilizado por rayos

gamma

Masilla BonAlive®

Aglutinante de tipo pasta con granulos de BonAlive® (ta-
mafio de granulo 0,5-0,8 mm) + esferas de S53P4 0,09-

0,425 mm), esterilizado por rayos gamma

Polvo de vidrio
S53P4 (control po-

sitivo)

Tamano de particula de granulo < 45 um, esterilizado por

rayos gamma

Aglutinante de ma-

silla

Material de polimero puro (PEG-glicerol) sin granulos, este-

rilizado por rayos gamma

Fosfato tricalcico
(TCP)

Material de referencia, esterilizado por rayos gamma

Vidrio inerte (refe-

rencia no bioactiva)

Vidrio transparente littala, esterilizado por aire caliente, ta-

mafio de granulo no definido

Pruebas in vitro
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Las bacterias se incubaron (tubos de ensayo estériles de 5 ml, Becton
Dickinson) junto con diferentes productos en caldo de triptona de soja estéril
(TSB, que comprende digerido enzimatico de caseina, digerido enzimatico de
harina de soja, cloruro sédico, fosfato dipotasico y dextrosa). Las concentraciones
de los productos usados en el estudio se enumeran en la tabla 3. Los granulos,
materiales de referencia y controles se pesaron (Mettler AE 50) y se mezclaron
correctamente con 2 ml de TSB. Se pesaron tres réplicas de cada producto ex-
cepto seis réplicas de producto de masilla. Tres réplicas de producto de masilla se
incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente, tras las cuales se sustituyo
TSB con polimero disuelto con un lote nuevo de 2 ml de TSB. Finalmente, se
afiadieron in6culos de bacterias (cantidad conocida determinada por densitometr-
ia 6ptica, Thermo GeneSys 20) a la mezcla. Los cultivos bacterianos sin produc-
tos afiadidos y TSP puro sirvieron de controles. El polvo de S53P4 actué como un
control positivo ya que se conoce de estudios anteriores que una concentracion
de 100 mg/ml de polvo es suficiente para la inhibicion bacteriana eficaz. Se inclu-
yeron el vidrio littala y el fosfato tricalcico (TCP) como materiales de referencia. El
vidrio littala no bioactivo inerte se trituré a granulos pequefios (tamafio de granulo

exacto no definido) antes del estudio.

Tabla 3. Concentraciones de producto usadas en el estudio

Producto Concentracién (mg/ml)

BonAlive® 0,5-0,8 1000

BonAlive® 1,0-2,0 1000

BonAlive® 2,0-3,15 1000

Masilla BonAlive® 1400

Polvo de vidrio S53P4 | 100

Aglutinante de masilla | 560

TCP 600

Vidrio littala 600

La viabilidad de las suspensiones bacterianas incubadas con diferentes

productos se evalud usando placas de agar sangre solidas comerciales (Agar de

17



10

15

20

25

30

ES 2 588395 T3

Tripticasa-Soja Il con sangre de oveja al 5%, Becton Dickinson). En puntos de cul-
tivo de 24 h consecutivos, muestras de 10 mL tomadas directamente de las sus-
pensiones se sembraron en placas (tal como se describe en Vuorenoja K, Jalava
J, Lindholm L. et al. (2011) Detection of Streptococcus pneumoniae carriage by
the Binax NOW test with nasal and nasopharyngeal swabs in young children. Eur
J Clin Microbial Infect. EPub PMID: 21800217). Ademas, una réplica de diluciones
1:10 000 de las muestras y controles bacterianos se sembraron en placas para
garantizar la formacion de colonia unica cuantificable.

El crecimiento de bacterias se evalué mediante la comparacion con la
muestra de control tras el cultivo (+37°C durante 16 h) en placas de agar. La au-
sencia de crecimiento en las placas era un indicador de la capacidad de un pro-
ducto dado para evitar la colonizacion bacteriana. Se llevo a cabo el cultivo in vitro
durante un periodo de 7 dias excepto que para P. aeruginosa no pudo superarse
un periodo de 5 dias debido a la formacién de lodo que impidié la recogida precisa
de una muestra de 10 mL.

El pH de las muestras es estimé a partir de los tubos de ensayo usando
papel pH (intervalo de pH 7,5 - 14 Merck Alkalit 81,09532 e intervalo 6,4 - 8,0 Na-
cherey-Nagel, REF 90210). Se sumergi6 un trozo de papel en caldo tras lo cual se
estimé el valor de pH comparando el color del papel con la escala proporcionada
por los fabricantes. La estimacion de pH se realiz6 tras 8 dias de cultivo para S.

aureus y S. epidermidis, tras 7 dias para MRSA y 5 dias para P. aeruginosa.

Resultados de los materiales de referencia

Los controles negativos proporcionaron de manera consistente un re-
sultado demasiado numeroso para contar tras la siembra en placas. Esto se ob-
servo con todas las cepas y en todos los puntos temporales, lo que demostré que
las bacterias eran viables durante el periodo de estudio. Se usé el TSB puro sin
inoculante como un control para demostrar que todo el trabajo se realizé de ma-
nera aséptica. No hubo crecimiento bacteriano en TSB puro en ninguno de los
puntos temporales.

Todos los productos de granulos de BonAlive® sometidos a prueba
(por si solos) afectaron al crecimiento bacteriano. El tiempo y nivel necesarios pa-
ra el efecto variaron en funcion del tamafo de granulo. El efecto también varié en-

tre especies bacterianas. El polvo tamizado a un tamaro de particula de <45 um
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era capaz de resistir el crecimiento de todas las bacterias estudiadas. El producto
de masilla BonAlive® no afecto al crecimiento de ninguno de los patégenos estu-
diados. Los resultados de S. epidermidis, S. aureus MetR y P. aeruginosa mostra-
ron un efecto escaso en la mitad del periodo de prueba, pero la masilla BonAlive®
no tuvo ningun efecto sobre S. aureus ATCC 29213. Existieron variaciones de dia
a dia durante el periodo de prueba. El polimero puro (masilla aglutinante) tuvo
algun efecto sobre S. epidermidis y S. aureus MetR al final del periodo de prueba
pero existieron variaciones de dia a dia. EI TCP no tuvo ningun efecto ningun dia
sobre P. aeruginosa gram negativa, ni tampoco tuvo ningun efecto sobre S. au-
reus ATCC 29213 al final del periodo de prueba. Se observaron ligeros efectos
sobre los otros dos cocos gram positivos.

Puede concluirse por tanto que el producto de masilla BonAlive® no fue
capaz de evitar la colonizacién de cuatro patdégenos clinicamente importantes du-
rante este periodo de prueba. La variacion de dia a dia y los resultados cambian-
tes de la masilla y el polimero pueden al menos parcialmente explicarse mediante
el ajuste de la prueba in vitro usado. Ademas, las caracteristicas fisicas y quimi-
cas del polimero podrian tener algun efecto sobre la calidad del pipeteado.

Todos los resultados del crecimiento bacteriano se enumeran en las
tablas 4-7. Los numeros enumerados indican la diferencia (log1o) entre control
bacteriano y bacterias incubadas con una muestra (0 = ninguna diferencia con el
control bacteriano, 1 = diferencia de log1o al control bacteriano, 5 es una diferencia

o mas de 4 logs), 0 significa ninguna inhibicién del crecimiento bacteriano.

Tabla 4. S epidermidis

S epidermis Dia1 | Dia2 | Dia3 | Dia4d | Dia5 | Dia6 | Dia7
BonAlive® 0,5-0,8 |0 0 0 0 1 2 3
BonAlive® 1,0 - 2,0 0 0 0 0 1 2 3
BonAlive® 2,0-3,15 0 0 0 1 1 2 3
Masilla BonAlive® 0 0 1 1 1 0 0
Polvo de vidrio S53P4 | 5 5 5 5 5 5 5
Masilla aglutinante 0 0 0 0 1 1 1
TCP 0 0 1 1 0 1 1
Vidrio littala 0 0 0 0 0 2 0
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Tabla 5 S. aureus

S aureus Dia1 | Dia2 | Dia 3 | Dia4 | Dia5 | Dia 6 | Dia7

BonAlive® 0,5 - 0,8

BonAlive® 1,0 - 2,0

BonAlive® 2,0-3,15

Masilla BonAlive®

Polvo de vidrio S53P4

Masilla aglutinante

TCP

o O O = O O ol o
O = O = O O ol o
o O] O = O O ol o
O = O W O = = =
O O O N O = =| =
Ol O O &~ O] N NI DN
O O O & O W g W

Vidrio littala

Tabla 6 S. aureus MetR

S aureus MetR Dia1 | Dia2 | Dia3 | Diad | Dia5 | Dia6 | Dia7

BonAlive® 0,5-0,8 |0 0 1 2 2 5
BonAlive® 1,0 - 2,0 0 0 0 1 2 5
BonAlive® 2,0-3,15 0 0 0 2 3 3
Masilla BonAlive® 0 0 0 1 0 0
Polvo de vidrio S53P4 | 1 2 5 5 5 5
Masilla aglutinante 0 0 0 1 0 0
TCP 0 1 0 1 1 2
Vidrio littala 0 0 0 0 0 0

Tabla 7. P. aeruginosa

P. aeruginosa Dia 1 | Dia 2 | Dia 3 | Dia4 | Dia 5 | Dia 6 | Dia 7
BonAlive® 0,5-0,8 |0 0 1 2 2 5

BonAlive® 1,0 - 2,0 0 0 0 2 3

BonAlive® 2,0-3,15 0 0 0 5

Masilla BonAlive® 1 1 0 0

Polvo de vidrio S53P4 | 1 3 5 5 5

Masilla aglutinante 0 0 0 0 0

TCP 0 0 0 0

Vidrio littala 0 0 0 0 0
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La tabla 8 resume los valores de pH al final del periodo de incubacion
(8 dias para S. epidermidis y S. aureus, 7 dias para S. aureus MetR, 5 dias para

P. aeruginosa).

Tabla 8. Valores de pH

S. au- S. epidermi- | S. aureus P. aerugino-

reus dis MetR sa
BonAlive® 0,5-0,8 | 9,5 9,5 9,5 9,5
BonAlive® 1,0 - 2,0 9,5 9,5 9,5 9,5
BonAlive® 2,0-3,15 9,5 9,5 9,5 9,5
Masilla BonAlive® 6,8 8,5 7,8 6,8
Polvo de vidrio 10,0 10,0 9,5 10,0
S53P4
Masilla aglutinante 6,4 6,4 6,4 6,4
TCP 8,0 7.4 8,0 8,0
Vidrio littala 8,5 7,8 7,8 8,5

Actividad antimicrobiana de la pasta sequn la invencion

Una pasta que tiene la composicion indicada en la tabla 9 (composicion
1) se someti6 a prueba para su actividad antibacteriana. Las muestras de referen-
cia eran un polvo de vidrio bioactivo con un tamano de fraccién inferior a 45 um
(composicion 2) y granulos de vidrio bioactivo con un tamafio de fraccion de 500-
800 um (composicion 3), esterilizados por rayos gamma como anteriormente.

Se usaron tres muestras de vidrio inerte de tamafo similar (R1350 litta-
la transparente, littala, Finlandia) como un control negativo: granulos de < 45 um
con PEG y glicerol tal como se indica en la tabla 9 (referencia 1), granulos de < 45
um (referencia 2) y granulos de 500-800 um (referencia 3). Todas las muestras se
prepararon a una concentracién final de 400 mg/ml (correspondiente al 5% de la
disolucion de trabajo clinica) en caldo de soja triptica (TSB; Biomerieux, Marcy
I'Etoile, Francia), y se colocaron 4,8 ml de cada disolucién en microplacas de po-
liestireno de 6 pozos estériles (Jet Biofil; Guangzhou, China). Las muestras de vi-

drio bioactivo se incubaron a 37°C durante 4 horas para la composicion 1, 7 horas
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para la composicion 2 y 24 horas para la composicion 3. Los valores de pH se mi-
dieron con un pH-metro a intervalos regulares para determinar la liberacién de io-
nes y cambios de pH que sugieren acondicionamiento. Un valor de pH igual o su-
perior a 11 se considerd que sugeria acondicionamiento 6ptimo. Una vez alcan-

zado el acondicionamiento 6ptimo, el contenido de cada pozo estaba listo para su

uso.

Tabla 9. La composicién de la pasta inventiva sometida a prueba

Material Cantidad (g)
Glicerol 16

PEG 400 12,8

PEG 1500 25,6

PEG 3000 9,6

Granulos de S53P4, 500-800 um | 76,8

Polvo de S53P4, <45 um 19,2

Se usaron una cepa de S. aureus resistente a meticilina y una de P. ae-
ruginosa aisladas en el laboratorio de microbiologia de IRCCS Galeazzi Ort-
hopaedic Institute de prétesis de rodilla infectadas de pacientes que asisten al
Center for Reconstructive Surgery of Osteoarticular Infectons (C.R.1.O.) de la
misma institucion para revision de implantes. Estas cepas se seleccionaron en
funcion de su fuerte capacidad para producir biopelicula in vitro sobre materiales
protésicos.

Se usaron discos de titano esmerilados con arena estériles con un
diametro de 25 mm y un espesor de 5 mm (Adler Ortho, Cormano (Milan), Italia;
LOTE J04051) como sustrato para la formacién y el crecimiento de biopelicula.
Cultivos durante toda la noche de S. aureus y P. aeruginosa se resuspendieron en
una densidad final de 1,0 x 108 UFC/ml en TSB y alicuotas (200 ml) de cada diso-
lucién de trabajo se inocularon en microplacas de poliestireno de 6 pozos que
contenian discos de titano y 4,8 ml de TSB nuevo. Tras la incubacién durante 24 h
a 37°C de manera aerdbica, se retird el medio de crecimiento gastado que con-
tenia bacterias no adherentes y se sustituyd con 5 ml de medio nuevo. Se incuba-

ron placas durante 48 h mas para obtener una biopelicula madura, entonces el
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Resultados

medio y las bacterias no adherentes remanentes, si estaban presentes, se retira-
ron lavando tres veces con solucion salina estéril.

Tras el tiempo de acondicionamiento, los discos de titano cubiertos por
biopelicula bacteriana se colocaron en microplacas de poliestireno de 6 pozos
estériles que contenian o bien el biovidrio acondicionado o bien el control negativo
(vidrio inerte). La cantidad de biopelicula en cada disco de titanio se evaluo tras

24,48 y 72 horas de incubacién.

Ensayo de cristal violeta

El ensayo de cristal violeta se us6 como una prueba preliminar para
evaluar la mejor formulacion y el mejor tiempo de incubacién de vidrio S53P4 para
usar frente a biopeliculas de S. aureus y P. aeruginosa. Para evaluar el efecto de
los vidrios probados en la arquitectura de biopelicula, toda la biomasa presente en
cada disco se midi¢ tras el tratamiento tal como se describe en Christensen et al.
(Christensen GD, Simpson WA, Younger JJ, et al. Adherence of coagulase-
negative staphylococci to plastic tissue culture plates: a quantitative model for the
adherence of staphylococci to medical devices. J. Clin. Microbiol. 22(6), 996-1006
(1985)). Al final del tiempo de incubacién, la biopelicula crecida en los discos de
titano se secé al aire y se tind con una disolucién de cristal violeta al 5% durante
15 minutos. Entonces, tras varios lavados, los discos se secaron al aire otra vez, y
se colocaron en 3 ml de etanol al 96% para eluir el cristal violeta unido a la bio-
pelicula. Se colocaron tres alicuotas (100 ul) de cada disolucion de etanol-
colorante en una placa multipozo de 96 pozos y se leyeron las absorbancias a
595 nm con un lector de microplacas (Multiskan FC, Thermo Scientific; Milan, Ita-

lia) tres veces para cada disco.

Analisis estadistico

Las cantidades de biopelicula tal como se midieron mediante el ensayo
de cristal violeta se presentaron como media + DE. El analisis estadistico se rea-
lizé mediante ANOVA de dos factores seguido de la prueba t de Bonferroni y la
prueba t de Student segun proceda. El limite de significancia para valores P se fijo

a menos de 0,05.
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La actividad anti-biopelicula de S53P4, como el valor de absorbancia a
595 nm para las dos bacterias, se muestran en las tablas 10 y 11. La cantidad de
biopelicula presente en todos los discos de titanio tras el tratamiento era significa-
tivamente diferente (P<0,05) entre discos tratados con S53P4 y discos tratados
con vidrio inerte (controles). Aunque el tiempo de exposicidn a vidrio bioactivo pa-
recia que no afectaba significativamente a la cantidad de biopelicula, tras 72
horas de tratamiento se observé una reduccion en la biopelicula, en comparacion
con las observadas tras 24 y 48 horas. La actividad anti-biopelicula de S53P4 no

diferia significativamente entre las tres formulaciones sometidas a prueba.

Tabla 10. Absorbancia a 595 nm para S. aureus MetR

S. aureus MetR | 24 horas | 48 horas | 72 horas
Composicion 1 | 0,8 0,6 0,4
Composicion 2 | 0,9 0,6 0,5
Composicion 3 | 0,9 0,6 0,5
Referencia 1 2,6 3,0 3,5
Referencia 2 3,8 3,8 3,9
Referencia 3 3,3 3,5 3,7

Tabla 11. Absorbancia a 595 nm para P. aeruginosa

P. aeruginosa | 24 horas | 48 horas | 72 horas
Composicion 1| 1,6 0,8 0,7
Composicion 2 | 1,5 0,7 0,5
Composicion 3 | 1,5 0,7 0,4
Referencia 1 3,5 3,8 3,9
Referencia 2 3,4 3,7 3,9
Referencia3 | 3,2 3,7 3,8
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REIVINDICACIONES

1. Pasta implantable que comprende

(a) polvo de vidrio bioactivo que tiene una distribucion de tamafo de 0,5-45 um en
una cantidad del 10-30% en peso del peso total del vidrio bioactivo,

(b) granulos de vidrio bioactivo que tienen una distribucion de tamafio de entre
100 y 4000 um en una cantidad del 90-70% en peso del peso total del vidrio bio-
activo,

(c) polietilenglicol de bajo peso molecular que tiene un intervalo de peso molecular
de 200-700 g/mol,

(d) polietilenglicol de peso molecular medio que tiene un intervalo de peso mole-
cular de 700-2500 g/mol,

(e) polietilenglicol de alto peso molecular que tiene un intervalo de peso molecular
de 2500-8000 g/mol y

(f) glicerol,

en la que la composicion del vidrio bioactivo es del 45-55% en peso de SiO,, el
20-25% en peso de NayO, el 18-25% en peso de CaO y el 3-6% en peso de P,0s,
con la condicién de que el peso molecular del polietilenglicol de bajo peso molecu-
lar y del polietilenglicol de peso molecular medio difieren entre si en al menos 80
g/mol y de que el peso molecular del polietilenglicol de peso molecular medio y

del polietilenglicol de alto peso molecular difieren entre si en al menos 300 g/mol.

2. Pasta segun la reivindicacion 1, caracterizada porque comprende
ademas

(g) agente terapéuticamente activo.

3. Pasta segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizada porque comprende
granulos de vidrio bioactivo (b) que tienen una distribucion de tamafo de 125-315

um.
4. Pasta segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada

porque comprende granulos de vidrio bioactivo (b) que tienen una distribucién de

tamano de 315-500 um.
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5. Pasta segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada
porque comprende granulos de vidrio bioactivo (b) que tienen una distribucién de
tamarno de 500-800 pum.

6. Pasta segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada
porque comprende granulos de vidrio bioactivo (b) que tienen una distribucién de
tamano de 1000-2000 pm.

7. Pasta segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada
porque la cantidad total de vidrio bioactivo es del 50-80% en peso del peso total

de la pasta.

8. Pasta segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada

porque la cantidad de polietilenglicol de bajo peso molecular que tiene un interva
lo de peso molecular de 200-700 g/mol (c) es del 2-15% en peso, la cantidad de
polietilenglicol de peso molecular medio que tiene un intervalo de peso molecular
de 700-2500 g/mol (d) es del 8-48% en peso del peso total de la pasta y porque
la cantidad de polietilenglicol de alto peso molecular (e) es del 1-10% en peso del

peso total de la pasta.

9. Pasta segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada
porque la cantidad total de polietilenglicoles es del 20-50% en peso del peso total
de la pasta y porque la cantidad de glicerol (f) es de hasta el 10% en peso del

peso total de la pasta.

10. Pasta segun cualquiera de las reivindicaciones 2-9, caracterizada por-
que la cantidad de agente terapéuticamente activo (g) es de hasta el 30% en pe-

so del peso total de la pasta.
11. Pasta segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada

porque la composicion del vidrio bioactivo es del 45-54% en peso de SiO,, el 22-
25% en peso de NaO, el 19-25% en peso de CaO y el 3,5-6% en peso de P,0s.
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12. Pasta segun la reivindicacion 11, caracterizada porque la composicion
del vidrio bioactivo es del 53% en peso de SiOq, el 23% en peso de NaO, el 20%
en peso de CaO y el 4% en peso de P,0s5 0 el 45% en peso de SiOy, el 24,5% en
peso de NazO, el 24,5% en peso de CaO y el 6% en peso de P,0s.

13. Uso de una pasta segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12 en la fa-
bricacion de un implante para su uso en formacién 6sea o para recubrir un implan-

te.

14. Implante recubierto con una pasta segun cualquiera de las reivindicacio-

nes 1-12.
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