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DESCRIPCION
Método de preparacion de carbonato de apatito poroso a partir de hueso natural
Antecedentes

Los materiales de injerto 6seo que contienen calcio sintético actuales usados clinicamente incluyen sulfato de calcio,
carbonato de calcio (basado en coral), y varios compuestos de fosfato de calcio (por ejemplo, fosfato tricalcico,
hidroxiapatita). Los materiales que contienen calcio sintético tienen la desventaja de bien reabsorberse demasiado
rapido (por ejemplo, sulfato de calcio) o demasiado lento (por ejemplo, hidroxiapatita), lo que impactaria de manera
negativa en la regeneracion y crecimiento del hueso.

El carbonato de apatito es la estructura mineral del hueso natural. A diferencia de la estructura altamente cristalina
de la hidroxiapatita, el carbonato de apatito en el hueso tiene un grado mas bajo de cristalinidad. El grado mas bajo
de cristalinidad permite al hueso rotar y remodelarse en vivo, particularmente bajo la influencia de condiciones de
estrés mecanico. Si el mineral puede ser aislado a partir de hueso natural sin cambiar de manera significativa su
estructura, seria un material de injerto 6seo mas adecuado.

Los métodos para preparar mineral a partir de hueso natural incluyen los que usan disolventes organicos (por
ejemplo, etilendiamina) bajo condiciones de reflujo (véase, por ejemplo, los documentos de patentes de EE.UU.
2.938.593, 5.167.961 y 5.417.975), y los que usan tratamiento térmico a una temperatura generalmente mas alta de
900°C (véase, por ejemplo, el documento de patente de EE.UU. 4.654.464). Estos métodos tienen varias
desventajas, tales como generar residuos de disolvente toxico, alterar la estructura del mineral 6seo, y hacer mineral
6seo que cause reacciones de tejidos. VVéase, por ejemplo, Gardner, A.F., J Oral Surg Anesth Hosp Dent Serv, 1964,
22: p. 332-40.

Un método para la preparacion de substituto de injerto 6seo a partir de hueso natural es también conocido por el
documento WO 2008/032928, en el cual piezas de fémur equino son hervidas en agua purificada durante 72 horas,
secadas a 60°C durante 24 horas, y pulverizadas. El polvo es desengrasado mediante la inmersion en una mezcla
de cloroformo y metanol, y tratado con hipoclorito de sodio. Posteriormente, el material es tratado hidrotermalmente
a 121°C, y finalmente calcinado en un horno a 600°C.

Existe la necesidad de un método que genere cantidades comerciales de carbonato de apatito altamente poroso,
biocompatible y bioreabsorbible a partir de hueso natural sin cambiar la estructura de manera significativa de la fase
del mineral y que no genere residuos toxicos.

Compendio

Esta invencion esta basada en el inesperado descubrimiento de un método capaz de generar grandes cantidades de
carbonato de apatito poroso para varias aplicaciones quirirgicas médicas y dentales.

En consecuencia, descrito en este documento hay un método para preparar carbonato de apatito a partir de hueso
natural. EI método incluye obtener particulas de hueso esponjosas; mediante el tratamiento de las particulas de
hueso con agua caliente y después su extraccion con un compuesto alcohdlico organico a temperatura ambiente;
repetir el tratamiento y pasos de extraccion al menos una vez; secar las particulas de hueso; y calentar las particulas
de hueso a 500°C hasta 620°C durante 10 a 50 horas.

Para obtener las particulas de hueso, un hueso esponjoso puede ser primero limpiado para eliminar los tejidos
adheridos, cartilagos pegados y hueso cortical. El hueso puede ser entonces molido en particulas que tienen un
tamano entre unos 2 mm hasta unos 15 mm, preferiblemente desde 5 mm a 10 mm. La uniformidad del tamafo de
las particulas de hueso puede facilitar la eliminacion de partes organicas poco asociadas a partir del hueso (por
ejemplo, células, restos celulares y componentes de la sangre). Los tratamientos con agua caliente y el compuesto
alcohdlico organico (por ejemplo, etanol e isopropanol) sirven para eliminar materiales organicos no directamente
asociados con el hueso (por ejemplo, lipidos, componentes de la sangre, células y restos). Las particulas de hueso
preparadas de esta forma son entonces calentadas a un intervalo de temperatura especifico durante 10 a 50 horas.
Las particulas de hueso son calentadas a 500°C hasta 620°C, preferiblemente entre 570°C hasta 610°C, y mas
preferiblemente entre 590°C hasta 605°C.

Los detalles de una o mas realizaciones de la invencidon son expuestos en los dibujos que acompafian y la
descripcion a continuacion. Otras caracteristicas, objetos, y ventajas de la invencion seran aparentes a partir de la
descripcion y dibujos, y a partir de las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es una grafica que muestra un patréon de difraccion de rayos X de mineral dseo inorganico sinterizado
(hidroxiapatita) y carbonato de apatito inorganico.

La FIG. 2 es una grafica que muestra un espectro de infrarrojos de carbonato de apatito inorganico.
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Descripcion detallada

Esta invencion se relaciona con un método de preparacion de mineral de carbonato de apatito a partir de hueso
natural de mamiferos que tienen una estructura substancialmente similar al mineral del hueso intacto.
Particularmente, el método genera carbonato de apatito altamente poroso a partir de las epifisis de los mamiferos.
La epifisis fresca, la cabeza expandida del hueso que contienen principalmente tejido 6seo esponjoso (mullido), es la
fuente principal de tejido 6seo cosechado y proporcionado por los proveedores. Dado que el hueso mullido tiene
tamafios de poros generalmente en el intervalo de 50 pm hasta 700 ym, es la estructura ideal para conduccion de
hueso y crecimiento de hueso nuevo.

El método descrito en este documento implica limpiar y procesar hueso mullido para eliminar componentes
organicos asociados con el hueso, dejar el componente de cristal mineral intacto (carbonato de apatito) para
aplicaciones de conduccioén y crecimiento 6seo. Mas especificamente, el método incluye calentar completamente
particulas de hueso limpiadas bajo intervalos de temperatura y tiempo bien controlados que no causaran fases de
transicion significativas a partir de estructura de carbonato de apatito de bajo cristalino hasta hidroxiapatita alto
cristalino.

Generalmente, el contenido de carbonato del carbonato de apatito preparado a partir del método es un el intervalo
de sobre 1% hasta sobre 7% y el grado de los intervalos de cristalinidad sobre 45% hasta sobre 65%. La
hidroxiapatita alto cristalino no tiene carbonato y tiene un grado de cristalinidad generalmente mayor del 98%. Asi, el
carbonato de apatito tiene cristales de tamafio mas pequefio y un entramado de cristal menos perfecto que la
hidroxiapatita. La significancia clinica del carbonato de apatito es que tiene una estructura similar a la del mineral en
el hueso intacto. Asi, cuando el carbonato de apatito es implantado, se comportara de manera mas similar al mineral
de hueso nativo, esto es, permitiendo rotar y remodelar en vivo tras nueva generacion ésea.

Para practicar el método, la parte cortical del hueso, que incluye el periostio, tejidos blandos que se adhieren tejidos
de cartilago unidos, es eliminado primero y el hueso mullido es molido en particulas. El tamafio de las particulas esta
generalmente en el intervalo de 2 mm a 15 mm, preferiblemente en el intervalo de 5 mm a 10 mm. Las particulas de
hueso molidas son primero lavadas con agua fria para eliminar alguna sangre y componentes de médula asociados
con el hueso mullido. Las particulas de hueso lavadas entonces van a través de al menos dos ciclos de agua
caliente y tratamiento de compuesto alcohdlico organico. El lavado con agua caliente a temperatura de ebullicion
durante, por ejemplo 2 a 8 horas, es preferido, lo que puede eliminar una buena parte de los restos de grasa, sangre
y restos de células del hueso. Los compuestos alcohdlicos organicos son usados para eliminar lipidos y
lipoproteinas del hueso. Lavar con etanol o isopropanol (por ejemplo, 16 a 24 horas a temperatura ambiente) es
efectivo a este respecto. El alcohol en combinacion con éter puede ser usado a pequefia escala, pero el alcohol solo
es preferido para minimizar los materiales téxicos implicados en el método.

Las particulas de hueso limpiadas son entonces secadas (por ejemplo, a través el aire u horno) y tratadas
térmicamente. El tratamiento térmico puede ser llevado a cabo en un horno. Por ejemplo, las particulas de hueso
pueden ser puestas en crisoles (por ejemplo, crisoles grandes con sobre 50 g de particulas en cada uno), que son
insertados en un horno comercial (por ejemplo, Thermo Scientific). La cantidad de particulas de hueso limpiadas
usadas puede variar dependiendo de la capacidad del horno. Asi, la produccion puede ser ampliada mediante el uso
de hornos con capacidad mas grande que estan disponibles comercialmente.

La temperatura del horno puede ser aumentada lentamente a la temperatura objetivo en el intervalo de 500°C a
620°C dentro de la primera hora. Una vez que la temperatura ha alcanzado la temperatura objetivo, las particulas de
hueso son tratadas térmicamente por un periodo de 10 a 50 horas, preferiblemente a 570°C hasta 610°C durante 20
a 40 horas, y mas preferiblemente a 590°C hasta 605°C durante 22 a 33 horas. Generalmente, la duraciéon del
tratamiento térmico esta relacionada con el intervalo de temperatura seleccionado para el tratamiento. Por ejemplo,
una temperatura mas alta requerira un tratamiento mas corto. En cualquier evento, el periodo de tiempo
seleccionado deberia ser uno que sea suficiente para eliminar de manera efectiva los materiales organicos de las
particulas de hueso.

El mineral de carbonato de apatito preparado de esta forma tiene una estructura substancialmente similar al mineral
en el hueso intacto. EI método descrito en esta invencion es aplicable a todos los tejidos de huesos de animales
incluyendo pero no limitado a bovino, porcino, equino y ovino siempre que los huesos sean limpiados y molidos al
tamafo como se ha descrito.

El ejemplo especifico a continuacion es para ser interpretado como meramente ilustrativo, y no limitativo del resto de
la descripcién en cualquier modo. Sin mas elaboracion, se cree que un experto en la técnica puede, basado en la
descripcion en este documento, usar la presente invencion en toda su extension.

Preparacion de mineral de hueso natural

Las particulas de hueso molido recibidas del suministrador fueron primero lavadas con agua fria durante 2-4 horas.
Las particulas de hueso lavadas fueron entonces hervidas con agua durante 8 horas, cambiando el agua cada dos
horas. Las particulas de hueso limpiadas con agua caliente fueron extraidas en isopropanol durante 18 horas para
eliminar lipidos y lipoproteinas. Los pasos de limpieza con agua caliente e isopropanol fueron repetidos una vez
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dentro del periodo de tiempo definido (8 horas de extraccién de agua caliente y 18 horas de extraccion de
isopropanol). Las particulas de hueso limpias asi preparadas fueron entonces secadas con aire o secadas con horno
durante 24 horas.

Después del secado, aproximadamente 50 g de las particulas de hueso limpias fueron puestas en cada uno de
cuatro crisoles. Los crisoles fueron transferidos a un horno, y tratados térmicamente a 595°C durante 33 horas. Los
crisoles fueron entonces enfriados en el horno. Seis hornos fueron calibrados y usados de manera simultanea para
producir una gran cantidad de carbonato de apatito, aproximadamente 600 g.

Caracterizacion del mineral de hueso natural

Los minerales de hueso de carbonato de apatito producidos mediante el procedimiento anterior fueron
caracterizados por los métodos siguientes.

(1) Difraccion de rayos X

Los patrones de difraccion de rayos X (XRD) proporcionan informacion sobre la estructura entramada, el tamario de
los cristales y el porcentaje de cristalinidad del mineral. Los analisis de XRD fueron hechos mediante el uso del
difractémetro de rayos X PHILIPS PW1710, y escaneados desde 20 a 40 grados (escala de 20) para obtener
reflexiones clave para la identificacion de la estructura de apatito.

El patron XRD del mineral de hueso inorganico como se preparé anteriormente mostro reflexiones de mineral clave
tipicas a 211 y 002 de hidroxiapatita altamente cristalina. Vea la Fig. 1. El espectro ancho del mineral dseo de este
modo preparado indicé un tamario de cristal mas pequefio al compararlo con aquel de hidroxiapatita sinterizada, que
mostré un espectro caracteristicamente estrecho y picos mas agudos. También vea la Fig. 1. Mediante el uso de la
ecuacion de Scherer, el tamafio de cristal promedio en la direccién-002 fue estimado a ser 29,4 nm para el mineral
6seo preparado como anteriormente, comparado con los 45,3 nm para la hidroxiapatita. El porcentaje de
cristalinidad del mineral del mineral 6seo fue determinado a ser 54,2+1,3% (en base a un promedio de 3 ranuras) al
compararlo con el 99% de la hidroxiapatita.

(2) Espectroscopia de infrarrojos

La espectroscopia de infrarrojos (IR) proporciona informacion relacionada con la estructura de un producto en
términos de sus grupos funcionales. El espectro de infrarrojos de las muestras fue obtenido a partir de muestras
preparadas como bolitas de KBr con muestra % peso, y mediante el uso de un espectrofotometro de infrarrojos de
transformada de Fourier (Perkin-Elmer 983G).

El espectro de IR del mineral preparado anteriormente fue similar al espectro del hueso natural consistente en
mineral de carbonato de apatito que incluye: las bandas de ion de fosfato (modo de curvado antisimétrico v4 P-O
agudo (550 cm™ a 600 cm™); modo de extension antisimétrico v3 (1030 cm™' con 1100 cm™' de espalda); y la banda
de ion de carbonato (CO3) (modo de extension antisimétrico v2, 1400 cm™' — 1500 cm™'). Véase la Fig. 2.

El contenido de carbonato en el mineral 6seo fue determinado en base a una curva estandar construida mediante el
establecimiento del area de integracion de red del area de absorcion del carbonato (923-1332 cm™) al area de
absorcion de fosfato (1332-1633 cm™') versus diferente contenido de carbonato. El mineral 6seo como se prepard
anteriormente tenia contenido de carbonato de 2,0+0,3% (promedio de 3 mediciones + S.D.)

(3) Relacion de calcio al fosfato

Una muestra del hueso de mineral como se prepard anteriormente fue hidrolizada en acido nitrico para asegurar la
total disolucion de la muestra. Tras enfriarla, la muestra fue hecha a volumen, mezclada y disuelta para el analisis de
calcio y fosfato mediante el método de Cromatografia de Plasma Acoplada de manera Inductiva. Las soluciones
estandar del calcio y fosfato fueron preparadas para su calculo y correccion. Se determiné que el mineral 6seo tenia
una relacién de calcio/fosfato de 1,57 (promedio de 3 mediciones + S.D.).

(4) Contenido no mineral (contenido organico residual)

El contenido de proteina residual fue determinado mediante el analisis del contenido del % de nitrégeno en el
producto de mineral mediante el método de combustion. El resultado del andlisis fue grabado como un peso del
nitrégeno encontrado en la muestra, y el % del contenido de nitrégeno fue calculado. El contenido de proteina
residual fue calculado en base a la asuncion de que el contenido de nitrégeno promedio en la proteina es 13,6% w/w
(derivado mediante la divisién del peso promedio del nitrégeno en todos los aminoacidos por el peso molecular
promedio de todos los aminoacidos). Ademas, el contenido extraible de metanol fue aplicado para determinar el
contenido de lipidos en el producto de mineral éseo. Se determind que el mineral éseo tenia un contenido de
proteina de 0,75+0,08% y un extraible de metanol de 0,03+0,01% (promedio de 6 mediciones +S.D.).

(5) Estudio en vivo
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Un estudio animal fue realizado en un modelo de defecto de femoral de conejo para evaluar la biocompatibilidad y
eficacia del mineral 6seo de carbonato de apatito derivado natural preparado anteriormente. A nueve animales se le
implanté el mineral 6éseo. Fueron sacrificados a las 4, 8, y 14 semanas. Histolégicamente, el mineral implantado
mostroé crecimiento interno del hueso evidenciado por nuevo hueso y formacion de médula ésea. No habia sefial de
ningun problema de seguridad, pues habia falta de inflamacion y un bajo numero de células gigantes asociadas con
el mineral implantado en todos los puntos de tiempo. Se concluyd que el producto de mineral es biocompatible,
osteoconductivo sin ninguna reaccion de tejido no deseada significativa.

Otras realizaciones

Todas las caracteristicas descritas en esta especificacién pueden ser combinadas en cualquier combinacion.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para preparar carbonato de apatito a partir de hueso natural, el método que comprende:
obtener particulas de hueso esponjoso;

tratar las particulas de hueso con agua caliente y entonces extraerlas con un compuesto alcohdlico organico a
temperatura ambiente;

repetir los pasos de tratamiento y extraccion al menos una vez;
secar las particulas de huesos; y
calentar las particulas de hueso a 500°C hasta 620°C durante 10 a 50 horas;

2. El método de la reivindicacion 1, donde el tamafio de las particulas de hueso es entre 2 mm hasta 15 mm,
preferiblemente de 5 mm hasta 10 mm.

3. El método de la reivindicacion 1, donde el compuesto alcohdlico organico es isopropanol o etanol.

4. El método de la reivindicacion 1, donde las particulas de hueso son tratadas con agua caliente durante 2 a 8
horas.

5. El método de la reivindicacion 1, donde las particulas de hueso son extraidas con el compuesto alcohdlico
organico durante 16 a 24 horas.

6. El método de la reivindicacién 5, donde el compuesto alcohdlico organico es isopropanol.
7. El método de la reivindicacion 1, donde la temperatura del agua caliente es 80°C hasta 100°C.
8. El método de la reivindicacién 1, donde las particulas de hueso son calentadas a 590°C hasta 605°C.

9. El método de la reivindicacion 1, donde las particulas de hueso son calentadas durante 20 a 40 horas,
preferiblemente durante 22 a 33 horas.

10. El método de la reivindicacién 8, donde las particulas de hueso son calentadas durante 22 a 33 horas.

11. El método de la reivindicacion 1, donde las particulas de hueso son obtenidas primero mediante la eliminaciéon
de tejidos adheridos, tejidos de cartilagos y la parte cortical del hueso, y entonces moliendo la parte esponjosa del
hueso en particulas.

12. El método de la reivindicacién 1, donde el paso de calentamiento es llevado a cabo en un horno.
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