fmr s e e

e e ot

S T

RINISTERIO DE INDUSIRIA Y EMERGIA _4 8 6 8 9 5"
Regurro de la Propiedad Industrigl m‘ NUMERO i

Concedida ol Pagins ES é Al

con los o)
eenle ds.

@ FECHA DE PRESENTACION

B y . 14-12~
~ g\.] 6] L] 79
tenjdo de xa Memorig g juma, s

ESPARA PATENTE pE INVENCION |
S 4 JUL. 1080

PRIORIDADES:
NUMERQ . @ o @ -
P 28 54 490.3 . 16-12-78. . n Y ‘: -
M\caor?\_waDO Rra
' MICROFICHAS

(47) FECHA DE PUBLICIDAD .c
LASIRICACION INTERNACIONAL

/46//< X

@PATENT! DE LA QUE €9 D'V'S':N"\ml

@TITULO OF LA INVENCION

"igggLDIhILhTO VARA LA PREPARACION DE NATERIAL SUSTITUTIVO DE HUE

@ BOLICITANTE ()

INTERNEDICAT GLKBH: . (884 AVE/IM)

DOMICILIO DEL BOLICITANTE

Gerliswilstrasse 45, Emmenbriicke, Suiza

@ INVENTOR (£8)

DI‘ « Heinz-Helmut Yerker

@ TITULAR (%)

@ REPRESENTANTE

DON ALBERTO DE ELZABURU MARGUEZ (P.-—‘ 73.452)

ACM )

UNE A~4  MOD, 3106 ) UTILICESE COMO PRIMERA PAGINA DE LA MEMORIA



\ o e Gmamee e

VAt RS e,

e

10

15

20

.25

30
27119

‘ra ello se han establecido en algunos lugares bancos de

| paracién adecuado, como por ejemplo incorporacibn y mante-

nimiento en solucidn de cialita o por el procedimiento ci~

tiaja nam l

= La invencidn se refiere a un procedimiento pa
ra preperar un material sustitutivo de huesos, con estabi-
lidad biolbgica mejorada, a base de coldgenc.

| En cirugia contlnua existiendo la necesidad
de revestir los defectos de los huesos con un waterial de
relleno. Lsto es necesario sobre todo en el caso de heri-
.das por accidentes, que han conducido a fracturas de huesos
con pérdida de substancia 6sea o dislocacibén de huesos. N0
obstante, hay otras numerosas aplicaciones, como por ejei-
plq relleno de defectos después de 1a extirpacién de tumo-
res 6seos o de la extraccidén de quistes éseos. Ademis se
necesita un material de relleno de huesos en los casos en
gque el cirujano, en el curso de medidas correctoras, tep?a
que llenar un espacio hueco ya existente o creado porré}
mismo .en el hueso.

Segln el estado actuzl de la técnica quirﬁigi
ca, el material mis adecuado es la parte esPongosa aatéloga
o una esquirla cortico-esponjosa autéloga (blbllogrqfla.
Unfallhellkunde, 81, 565 ~ 567 (1978)). En este caso el
receptor es al mismo tiempo también el donante del hueso,

Asimismo eé habitual el trasplante de huesos

humanos de una persona a otra, el trasplante homblogo. Pa-

huesos, que mantienen a disposicibén el material adecuado.
Ademds es conocido y habitual el trasplante de huesos ani-

males, que habian sido sometidos a un procedimiento de pre

tado en la memoria de .patente alemana 961 654,

Los mejores resultados quirlirgicos en el lu-
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-par de injerto, se logran hasta ahora c£in ninguna duda cuapn

do se extrae el hueso del mismo paciente que ha de recibir

dos inconvenientes decisivos:

& una prolongacién del tiempo total de la operaciénj

ttojr nam 2 i

material (trasplante autélogo). En tal caso resultan

En este caso el material sustitutivo del hueso tiene
que ser obtenido por una operacidén adicional. La in-

tervencidn por operacién quirhrgica adicional conduce

lo que es muy desventajoso para el paciente,.y en ca-
gos aislados incluso puede poner en peligro su vida.
Son afectados por ello sobre todo heridos graves, per
sonas ancianas, 0 personas taradas de antemano por
otras enfermedades generales, independiéntemente de
la necesaria intervencidn quirGrgica. La operacién
adicional conduce ademis a une mayor pérdida de sargre
¥y es’desagradable para los interesados a causa de los
dolores originados. Ademds de ello, toda intervencién
quirﬁrgica.tiene un cierto indice de complicaciones,
que puede conducir a otras lesiones, no siempre previ
sibles en cada caso particular.

La cantidad del hueso autbélogo de que se dispone es
limitada.

Los contenedores de reserva disponibles son las cres-
tas iliacas de ambos lados, las costillas, la cabeza
de la tibia, y las partes alejadas del radié. Incluso
la utilizacién completa de estas fuentes, que hace ng
cesarias entonces varias intervenciones quirbrgicas,
no proborciona en todos los casos una cantidad sufi-
ciente de material sustitutivo de huescs. Si?la necesi
dad es mayor, el cirujano estd forzado a emp%ear una

i
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= cantidad insuficiente de material sustitutivo de hue-~

s6s, 0 a recurrir a huesos menos idéneos de otros hom
bres o de animales.

En el caso del trasplante homblogo de huesos
de una persona a otra, con frecuencia el trasplante no es
bien tolerado por el receptor. De ello es responsable ante
todo la formacidn de anticuerpos contra la alblmina ajena.
Ademés, sb6lo con dificultad se consigue material donante

adecusdo. Por regla general hay que recurrir a huesos ex-

| traidos de cadéveres, cuyo valor ya estd fuertemente dis-

[. . - . . . o .
minuido. No se puede excluir la transmisidn de infecciones

a los receptores,

El empleo de material de trasplante heterblo-
g0, %al como por ejemplo esquirlas de huesos de Kiel segln
la memoria de la patente alemana 961 654, demostrd en el
curso de muchos aiios que este material no era bien tolera~

do por algunos pacientes. Los trozos de hueso empleados'ﬁor
S

el cirujano con frecuencia no eran convertidos en tejide

‘6seo viviente, sino que permanecian en el tejido como ma-

terial muerto.

Por consiguiente la invencién se planteé la
misidn de crear un procedimiento para preparar un nuevo ma
terial que esté disponible en.cualquier cantidad, que no
genere ningin anticuerpo en el caso de implantacidn en el
cuerpo de personas o animales, que sea bilen compatible con
los tejidos, ¥ que después de la implantacién en ei cuerpo
se convierta en tejido éseo.

La invencién se refiere al objeto expuesto en
las reivindicaciones. »

Como material de partida para el material sus
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-titutivo de huesos preparado segin la invencidn sirven hue
s0s, ¥y en especial material 0seo de bovinos, por ejemplo
de terneros. No obstante se pueden emplear también otros
materiales de partida, tales como huesos humanos o mate-
rial similar que contenga collgeno, A continuacién se ex-
pone a titulo de ejemplo el procedimiento para la prepara-
cidn de material sustitutivo de huesos segin la invencibn,
con ayuda de huesos de ternero como material de partida,
El procedimiento representa una combinacién de diferentes
etapas, que tienen que ser lleVadas_a ¢abo en la secueﬁcia
indicada para obtener el material sustitutivo de huesos
segﬁh la invencibén, con estabilidad bioldgica mejorada.

En una primera etapa, parsa la eliminacidn de
la hemoglobina y de otras proteinas solubles en agua, los
huesos son remojados durante un cierto espacio de tiempb.
De preferencia este espacio de tiempo es de 2 ~ 3 dias.
Durante este remojado se renueva con frecuencia el lidui@g
de lavado., El rgmojado se puede llevar a cabo también com
mo remojado con agua circulante, No es necesaria una tempe
ratura especial, pero se remoja convenientemente a la tem-
peratura ambilente, | |

Una segunda etapa del procedimiento sirve pa-
ra la eliminacidén de otros componentes proteinicos insolu-
bles en agua. £s importante que sean eliminadas las alblmi
nas o proteinas extrafias, aparte del coldgenc, tales como
por ejemplo osteoplastos, para evitar reacciones contra-
rias por formacién de anticuerpos incluso de tipo enzimé-
tico. La climinacidén de los componentes proteinicos en es-
ta etapa se realiza por introduccibén del material éseo en

un agente de eliminacibén de proteinas o albfimina, por ejem
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~plo en una solucidn de H202. Esta solucidn de H202 debe te

ner una concentracidén superior a 10 %. La duracién del tra
tamiento es normalmente de 2 — 3 dias. También aqui la so
lucibén-tiene que ser renovada varias veces, para garanti-
zar una eliminacién completa de los componentes proteini-
cos., '

La tercera etapa del procedimiento consiste
de nueve en una etapa de enjuagado, en la que el maberial

obtenido en la segunda'etapa es remojadd con'agﬁa fria Do~

ra la extraccibén por lavado y evacuacibdn de las parteé blan
daévdisueltas. Aqui es ventajoso el remojado con agua cir-
culante.

En la cuarta etapa del procedimiento se desqg‘
grasa el material asi obtenidp. El desengrasado se realiza
con ayuda de disolventes orgénicos. Disolventes adecuados
son por ejemplo acetona o éter, o en especial una combina-
cibén de ambos disolventes. El desengrasado puede ser lievg
do a cabo en cualquier sistema de aparatos adecuado pafa
ello. Para este desengrasado es especialmente adecuado un
sistema de aparatos Soxhlet, |

En la quinta etapa del procedimiénto, el ma-
terial obtenido en la cuarta etapa se trata con ayuda de
formadores de complejos o intercambiadores de iones. Esta
etape sirve para el fin de eliminar por disolucidn la por~
cién mineral del hueso, mediante la formacidén de comple~
jos. Formadores de complejos adecuados son por ejemplo las
sales de &cido etilendiaminotetraacético.

. Una solubién adecuada puede seﬁ preparada se-
gin un procedimiento indicado en la obra de Romeig "Lehr-

buch der mikroskopischen Technik". En tal caso se .mezclan
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250 g de etilendiaminotetraacetato disbédico con 200 ml de

agua destilada, y se calienta. Con agitecidén permanente se
afiaden 50 ml de una lejia de sosa al 40 por ciento, y el
‘conjuntd se completa con agua destilada hasta 800 ml. Por
adicibn gota a gota de lejia de sosa al 40 por ciento se
ajusta a pH 7,4, y se completa a 1000 ml de volumen total
con sgua destilada.

El material 6seo se incorpora en tal soluci’n
¥ permanece en ella durante largo tiempo, por ejeﬁplo has
ta varias semanas, hasta que se forma‘un producte eléstii-
co; con una consistencia a modo de la del caucho, .

El producto eléstico, a modo de caucho, ast
obtenido, se lava de nuevo en una sexta etaﬁa del procedi-
miento, para eliminar los restos de sales presentes. El
lavado se‘realiza por remojado con agua circulante durante
un espacio de tiempo suficiente, tal como por ejemplo 2 -
- 3 dias, |

El material obtenido de este modo es sometido

después eventualmente, en una séptima etapa del procedi-

miento, a uné liofilizacibén, de modo habitual.

Luego, el material obtenido es sometido, en
una octava etapa del procedimiento, a la esterilizacibn
habitual, en especial a la esterilizacidn por irradiacidn.
La esterilizacién por irradiacidn puede realizarse con do-
sis habituales, por ejempio con une dosis de 2,5 Megarad.

Mediante el procedimiento combinado antes ex-
plicado, las etapas 1 - 4 y la etapa 4 son en si conocidas
como tales, No obstante, segln la memoria de pateqte ale-
nana 961 654, después de la etapa de trabajo 3 estd inter-

calada una etapa de secado, que se lleva a cabo c?mo maxi-

!
!
|
1
|
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~mo a 402C durante un espacio de tiempo de 12 - 24 horas.
En el caso del presente procedimiento esta etapa de secado
no debe ser empleada, puesto que de otro modo no se llega
al resultado segln la invencién. s también esencial que
después de la etapa % del procedimiento, es decir-del remo
jado, se lleve a cabo, sin ninguna etapa de secado, la eta
pa de trabajo 4 conocida de por si, es decir el desengrasa
do con disolventes organicos.

La etapa 5 del procedimientb es conocida como
tal, por ejemplo por la citada obra "Lehrbuch der mikfcskg
éischen Technik" de Romeis. Por el contrario no es conocida
la combinacidén de las etapas . - 4 del procedimiento de la
prespnte solicitud de patente con la etapa 5 del procedi~
miento de la solicitud de patente,

- En el caso de las etapas 6 - 8 del procedél
miento se trata de etapas de procedimiento habituales, ¢o
nocidas de por si. Sin embargo, tampoco son conocidas es-
tas etapas en combinacibén con las etapas 1 - 5 del proce¢i
‘miento de la presente solicitud de pabente. |

Por medio de la combinacibn segln la inven=- .

cibén de las etapas individuales del procedimiento, tonadas

ner un material sustitutivo de huesos a base de colhgeno
purificado, y en especial de coligeno de ternero purifica-
do, que por evitacién cuidadosa de todos los factores per-
Jjudiciales, como por ejemplo Zcidos en el proceso de des~
~calcificacidn, se obtiene ampliamente en su estructura mo-
lecular,
'El material de base asi obtenido, en la im-

plantacidén en el cuerpo como material sustitutivo de hue-

L

como tales, conocidas de por si, se ha hecho posible obte-|
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-e0s, presenta propiedades sorprendentemente buenas. Por
ejemplo el tiempo de resorcién es esencislmente més eleva-
ao'que con otros materiales conocidos hasta ahora.

' Ademés de ello las investigaciones de tejidos
finos, que fueron extraidoé a diferentes intervalos de
tiempo después de implantacidén en animales de experimenta=-
cién, hen demostrado una sobresaliente compatibilided sin
reacciones de rechazo. Ya despuds de 14 dias se pudo reco-
nocer una transformacidn incipiente en tejido 6seo. Las in
vestigaciones de tejide fino mostraron inclusiones de sus-
éancia mineral, célulasfde tejido conjuntivo, vasos sanggi
neos nacientes y osteoblastos.,

El material de base obtenido del modo ante-
rior puede ser aln esencialmente mejorado en sus sobresa-
lientes propiedadeés como material sustitutivo de huesos;
cuando este material se mezcla con una pequeiia cantidad de
la hormona calcitonina, llamada también tireo-calcitonihéf
Por ejemplo son adecuadas para ello las soluciones de ‘cal~
citonina obtenibles en el comercio. Los resultados esenciqi
mente mejorados permiten obtener la conclusién de que en .
este caso se trata de un efecto sinérgico entre el material]
de base sustitutivo de huesos y la hormona calcitonina.

El tiempo de regeneracién del hueso se pudo acortar considd
rablemente ain més con un material sustitutivo de huesos
mezclado con calcitonina, de este tipo.

La invencién se ilustra a continuacién con
ayuda de un ejemplo de realizacidn:

1 kg de huesos de ternero (trozos de la parte esponjosa) se
lava culdadosamente y se libera de restos gruesos de san-

gre. Luego, esta cantidad de hucsos se dispone en un reci-




Lo & b

B . T ka2

P- 73.452

10

15

20

25

30
27119

len las que se implantd el material sustitutivo de huesos

'|preparado seghn la invencidn. . ?

Hoja nam 9

| piente adecuado, con posibilidad de alimentacidn y evacug
cibn, y se expone durante 72 horas a un enjuagado continuo
con agua corriente circulante. Luego se incorpora durante
92 horas en una solucibn de H50, (al 15 ¥). La solucibn se
cambia 3 a 4 veces. Se repite después durante 24 horas el
tratamiento con agua corriente circulante., A continuacibn
se lleva a cabo el desengrasado en un sistema de aparatos
Soxhlet con 60 % de acetona y 40 % de dietiléte:, durante
aproximadamente 12 horas.

1250 g de etilendiaminotetraacetato disbdico se hezolénfcon
1060 ml de agua destilada, y se calientan. Con agitaci@nf
permanente se aifladen 200 ml de KaOH (al 40 %) y el conjun-
to se completa con agua destilada hasta 4000.m1. Por adi-
cidn gota a gota de NaOE al 40 por ciento se ajusta a pH
7,4, y.se completa a 5000 ml con agua destilada.

En la solucién asi obtenida se incorporan los huesos tra-
tados como se ha descrito anteriormente, hasta que varias
muestras extraidgslse manifiestan como exentaé de minéraé
les. Para ello, segln el tamafio de los trozos individuales |
son necesarias, aproximadamente 3 - 4 semanas a temperatu-
ra ambiente.

Despuds se lleva a cabo de nuevo un desengrasado con 60 %
de acetona y 40 % de dietiléter en un sistema de aparatos
Soxhlet durante aproximadamente 12 horas. A contihuacién
se liofiliza. Luego, después de un aﬁvasado adecuado en
laminas, se esteriliza por irradiacibén con 2,5 Mrad.

Seguidamente se describen experiencias y sus resultados,

!

El material sustitutivo de huesos preparado




P- 7%,452

27119

10

15

20

25

30

Hoja nam 10 ;

L. segln la invencidén se ensayd en cuanto a sus propiedades

en ratas y en conejos.

La matriz de colégeno se implantd bajo la
piel y en la musculatura dorsal de los animales. En dife-
renfes,grupos se extrajeron las implantaciones al cabo de
1, 2, 4, 8 y 12 semanas, y se investigaron histolbégicamen-
te,

Al cabo de 1 semana ya era reconocible el cre
¢imiento de fihisimos vasos sanguineos y de céluias. -

Al cgbo de 14 dfas se pudieron reconocer ¢on-
éroblastos, fibroblastos y osteoblastos (células cartila-
gin&sas, de tejido conjuntivo y formadoras de huesos). Iy
el curso posterior se realizé una asimilacién y reconstfqg

cién, hasta la formacidn de estructuras dseas regulares.
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= REIVINDICACIONES =

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentén para qQue sean objeto de esta solicitud de Faten-
te de Invencién en Sspafia, por VEINTE afios, son los que se
recogen en las reivindicaciones siguientes:

1a,~ Procedimiento para la preparacidén de ma-
terial sustitutivo de huesos, con estabilidad biolégica me
jorada, a base de coldgeno, caracterizado porque a) a par-
tir de material natural que contiene colégeno, tal como
ﬁuesps, se elimina la hemoglobina y otras proteinas soiu-
bleﬁ en agua, por tratamiento repetido con agua, b) a par-
tir pel material obtenido en la etapa a) se eliminan albi-
mina y proteinas por tratamiento repetido con solucibn 'de
H202,,c) el material obtenido en la etapa b) se enjuagé}l
con agua fria, d) el material obtenido en la etapa c) se
desengrasa con disolventes orgénicos, e) el materiallébﬁé

iy
nido en la etapa d) se trata con formadores de complejos 0

c¢ibén de las porciones minerales del material de colégeno,
£) el material obtenido en la efapa e) se trata por remo-
jado con agua circulante para la eliminacidn de las sales
residuales, g) el material obfenido en la etapa f) se lio-
filiza eventualmente de modo habitual, y h) el material ob
tenido se esteriliza de modo habitual, en especial con
ayuda .de irradiacién, obteniéndose un material consistente
en‘colégeﬁo natural, que se obtiene amplismente en su es-
tructura molecular, |

2a,- Procedimiento segln la reivindicacién
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|-material éseo de bovinos, por ejemplo huesos de terneros.,

38,- Procedimiento segln las reivindicaciones
12 y 28, caracterizado porque el material obtenido se mez~-
‘¢la adicionalmente con la hormona calcitonina,

4a8,~ Procedimiento para la preparacidn de ma-
terial sustitutivo de huesos,

Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede y con los fines que se han especificado.

Esta Memo;ia consta de doce hojas escritas a

mquina por una sola cara.
! ; Madrid, 14.D:C.1979

P.A.

Alberto -

FMM./
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