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FORMULACIÓN PARA RELLENO ÓSEO QUE PRESENTA ENCAPSULACIÓN 

ÓSEA DESMINERALIZADA (DBM) EN UNA MEZCLA DE POLÍMEROS 

BIOCOMPATIBLES. 

 

CAMPO TÉCNICO 

 

La presente invención hace referencia a un relleno óseo tipo masilla que presenta una 

encapsulación de una matriz ósea desmineralizada (DBM) en una mezcla de 

polímeros. La presente invención divulga una formulación de una masilla para la 

reparación de defectos óseos, generando una estructura estable para la formación 

de nuevo hueso, migración e invasión celular y, por lo tanto, remodelación ósea más 

efectiva. La formulación descrita es porosa, no citotóxica, osteoinductiva, 

osteoconductiva, bioactiva, moldeable, de preparación in situ y presenta poco 

tiempo de fraguado lo cual permite la adaptación al defecto óseo y facilita el manejo 

por los especialistas.  

    

ESTADO DE LA TÉCNICA 

 

En casos de traumas óseos causados por patologías, intervenciones quirúrgicas, 

deportes de alto rendimiento, accidentes de tránsito u otras situaciones donde la 

regeneración ósea es deficiente o nula, es necesario intervenir con un sustituto óseo 

el cual provea una barrera que impida el crecimiento de las células del tejido 

conjuntivo y estimule la proliferación de las células óseas. La matriz ósea 

desmineralizada (DBM) es ampliamente usada como implante para corregir defectos 

óseos debido a sus excelentes propiedades biológicas. Sin embargo, dicha DBM no 

tiene un aprovechamiento total puesto que los fluidos corporales y el proceso de 

implantación provocan perdidas del material. Por esta razón, el problema técnico que 

se presenta corresponde a la necesidad de formular un sistema de encapsulación 

tipo masilla o gel para evitar la pérdida de DBM, mantener las propiedades del hueso 

como la osteoinducción y osteoconducción y que permita ser moldeada en la 

configuración adecuada para adaptarse al sitio del defecto.  

 

Así las cosas, en el estado de la técnica existe una pluralidad de divulgaciones 

referentes a rellenos óseos que contienen DBM, por ejemplo, en la patente US 
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5.073.373 proporciona una composición de polvo óseo desmineralizado fluido para 

reparaciones óseas quirúrgicas, la presentación líquida se compone de polvo óseo 

unido a un material orgánico sintético biocompatible derivado del glicerol 

(monoacetina) que puede aplicarse en una lesión ósea generando nuevo crecimiento 

óseo en menor tiempo. La patente US 5.507.813 proporciona un material 

conformado, una masa coherente, a partir de una combinación de partículas óseas 

(10- 100 mm) alargadas desmineralizadas enredadas mecánicamente y uno o más 

aditivos (tensoactivos, aglutinantes y agentes de unión biocompatibles); la 

presentación final es una lámina rígida que al entrar en contacto con fluidos 

corporales pasa a ser flexible permitiendo la osteogénesis, osteoconducción y 

osteoinducción. Ninguna de estas presentaciones permite la aplicación de cargas 

mecánicas donde se ha utilizado el relleno óseo. 

 

De otro lado y desarrollando un injerto óseo tipo masilla esta la patente US 5.314.476, 

este documento revela una formulación compuesta por 60% (p/p) de hueso 

particulado desmineralizado con tamaños de partícula medianas (2- 400 mm) 

combinado con una cantidad apropiada de un fluido transportador biocompatible 

como los polihidroxilados: monoésteres y diésteres líquidos y sólidos de glicerol; en 

este trabajo se usó monolaurato de glicerol, capaz de mantener cohesión y resistir la 

erosión después de ser puesto en el defecto óseo. Aunque esta patente revela 

algunos de los elementos de la presente invención no revela, específicamente, la 

formulación tal y como se describirá más adelante en la descripción de la presente 

invención.  

 

Revelando una formulación similar se encuentra el documento EP1850797, este 

trabajo divulga un cemento óseo que comprende polimetilmetacrilato (PMMA) el 

cual se activa químicamente con monómero de metil metacrilato (MMA) una vez se 

mezclan dichos componentes se produce una mezcla que alcanza una alta viscosidad 

durante un período inicial, la viscosidad de la mezcla permanece relativamente 

estable durante un tiempo de trabajo de al menos 5 minutos. Después del período 

de fraguado inicial, y la mezcla es adecuada para uso in vivo. Como una divulgación 

adicional, este documento menciona que la mezcla contiene hueso procesado y/o 

hueso sintético el cual se mezcla con los componentes mencionados anteriormente. 

Puntualmente este documento no revela algunos elementos fundamentales de la 
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formulación que se busca proteger como lo son el uso del PVA y las concentraciones 

que se definen. 

 

Finalmente se encuentra el documento WO2012135205A1, en el cual se describe 

una matriz de hueso esponjoso desmineralizado rígida. Este trabajo también 

describe implantes que comprenden al menos una matriz de hueso esponjoso 

desmineralizado y se describen métodos para tratar hueso que tiene un vacío o 

defecto en un paciente. Este documento describe, de forma adicional, métodos para 

fabricar una matriz de hueso esponjoso desmineralizada. En uno de los aparatados 

del documento se describe que la matriz de hueso esponjoso desmineralizado 

comprende una matriz de hueso esponjoso que ha sido desmineralizado para 

contener aproximadamente de 5% (p/p) a 20% (p/p) en peso de calcio residual. 

Aunque esta divulgación revela algunos elementos de la presente invención, este 

documento falla en revelar varios de los elementos de la formulación como las 

soluciones poliméricas y las concentraciones específicas de las mismas.  

 

A partir de lo definido en los párrafos anteriores, se puede ver claramente que existe 

una pluralidad de divulgaciones que definen algunos rellenos óseos que pueden ser 

utilizados in situ, que pueden contener DBM y algunos otros componentes que 

otorgan ciertas características mecánicas deseables. Sin embargo, los documentos 

que componen el estado de la técnica no revelan una formulación para relleno óseo 

que comprende la mezcla de dos soluciones poliméricas, PMMA activado, PVA y una 

matriz ósea DBM. 

 

RESUMEN DE LA INVENCIÓN 

 

La presente invención se refiere a una formulación para relleno óseo que comprende 

la mezcla de dos soluciones poliméricas y una matriz ósea donde la primera matriz 

polimérica comprende polimetilmetacrilato (PMMA) el cual se activa químicamente 

con la inclusión del monómero metil metacrilato (MMA), dicho polímero posterior a 

la activación se mezcla con una segunda solución polimérica compuesta de polyvinil 

alcohol (PVA)  que presenta un 99% grado de hidrolisis el cual se prepara en una 

mezcla de agua y etanol (50/50). Dichos polímeros se mezclan a su vez con una matriz 

ósea alogénica desmineralizada y liofilizada (DBM). Luego de tener la mezcla 
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homogénea de las soluciones poliméricas se les adiciona tetraborato de sodio como 

entrecruzante y de esta forma obtener el hidrogel de PVA.  

 

A lo largo de la descripción y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus 

variantes no pretenden excluir otras características técnicas, aditivos, componentes o 

pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y características de la 

invención se desprenderán en parte de la descripción y en parte de la práctica de la 

invención. Las siguientes figuras se proporcionan a modo de ilustración, y no se 

pretende que sean limitativos de la presente invención. 

 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 

 

La presente invención se entiende de una forma más clara a partir de las siguientes 

figuras donde se evidencian las ventaja y características técnicas novedosas con 

respecto al estado del arte de la formulación para relleno óseo que presenta, en 

donde, las figuras no pretenden limitar el alcance de la invención, el cual está 

únicamente determinado por las reivindicaciones adjuntas, en donde: 

 

La Figura 1. Muestra los resultados de la prueba de hinchamiento del relleno óseo 

de la presente invención, en un período de 4 semanas. 

 

La Figura 2.  Muestra los resultados de la prueba de bioactividad de la presente 

invención, de izquierda a derecha se pueden observar las imágenes SEM de la masilla 

de referencia antes de la prueba de bioactividad, seguido de la masilla después de 3 

semanas de inmersión en fluido simulado y finalmente se muestra un acercamiento 

de los cúmulos de apatita formados sobre la superficie de la masilla. 

 

La Figura 3A.  Muestra los resultados de la prueba de citotoxicidad, tanto el control 

positivo, sustituto óseo y control negativo. Se aprecia entonces que las células CHO 

en contacto con el sustituto óseo tienen alta viabilidad celular. El sustituto óseo no 

fue citotóxico, por lo que este material no interfiere con el crecimiento de las células. 

 

La Figura 3B.  Muestra los resultados de la prueba de citotoxicidad, tanto los 

resultados del control, DBM y el sustituto óseo (BONEgel) que se describe en la 
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presente invención. Se aprecia entonces que las células osteoblastos en contacto con 

el sustituto óseo tienen alta viabilidad celular. El sustituto óseo no fue citotóxico, por 

lo que este material no interfiere con el crecimiento de las células. 

 

La Figura 4.  Muestra los resultados de la prueba de degradación, la masilla de 

referencia luego de 4 semanas presentó un porcentaje de degradación inferior al 1%, 

por lo que se evidencia que el material es estable.  

 

La Figura 5.  Muestra los resultados de la prueba de confinamiento, indicando que 

no hay diferencias estadísticamente significativas en cuanto a la perdida de partículas 

de la masilla. 

 

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

 

La presente invención se refiere a una formulación para relleno óseo que comprende 

una mezcla especifica de soluciones poliméricas con matriz ósea alogénica 

desmineralizada y liofilizada (DBM), la formulación ósea presenta un comportamiento 

aceptable de hinchamiento el cual no desestabiliza el material luego  de cuatro 

semanas de estar en contacto con fluidos simulados, adicionalmente la formulación 

ósea generará una buena osteointegración debido  a la formación continua de 

cúmulos de apatita y a su baja citotoxicidad. En términos generales se puede decir 

que el relleno óseo presenta cualidades deseables para su aplicación en 

procedimientos donde se quiera corregir algún defecto óseo.  

 

Por tanto, en un primer aspecto, la presente invención se refiere a una formulación 

para relleno óseo que comprende la mezcla de dos soluciones poliméricas y una 

matriz ósea donde la primera matriz polimérica comprende polimetilmetacrilato 

(PMMA) el cual se activa químicamente con la inclusión de monómero de metil 

metacrilato (MMA), dicho polímero posterior a la activación compone entre un 17% a 

un 18% p/p de la mezcla; una segunda solución polimérica que comprende polyvinil 

alcohol (PVA)  con peso molecular que se encuentra entre 130.000 - 150.000 g/mol y 

presenta un 99% grado de hidrolisis el cual se prepara en una mezcla de agua y etanol 

(50/50) el cual corresponde entre un 50% a un 52% de la mezcla y una matriz ósea 

alogénica desmineralizada y liofilizada (DBM) que tiene entre un 7% a un 9% de calcio 
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residual el cual tiene un tamaño de partícula de entre 300 µm a 500 µm y compone 

entre un 20% a un 22% p/p de la mezcla; donde dichas soluciones poliméricas se 

mezclan y se les adiciona entre un 8% a un 9% (p/p) de tetraborato de sodio como 

agente entrecruzante.  

 

Con el fin de mostrar una de las realizaciones de la invención a continuación se 

muestra el proceso de obtención del relleno óseo que se ha descrito a lo largo de 

este documento.  

 

EJEMPLOS 

 

Ejemplo 1: 

Elaboración del relleno óseo. 

A continuación, se mostrará un ejemplo de preparación de la formulación para 

relleno óseo.  

En primer lugar, y en un recipiente individual, se preparó en una mezcla de agua 

destilada y etanol (50/ 50) la solución polimérica que contiene el polivinil alcohol 

(PVA) de Mw 130.000- 150.000 g/mol con 99% grado de hidrolisis. Para estos ensayos 

la concentración de la solución polimérica se definió en los siguientes rangos: 

  

Ensayo 1: 51% p/p de la mezcla final 

Ensayo 2: 52 % p/p de la mezcla final  

Continuando con la preparación de la segunda solución polimérica, en un recipiente 

separado se activó el polimetilmetacrilato de (PMMA), adquirido comercialmente, 

por la inclusión del monómero metil metacrilato (monómero MMA). Para los 

siguientes ensayos la concentración de la solución polimérica se definió en los 

siguientes rangos: 

  

Ensayo 1: 17% p/p de la mezcla final 

Ensayo 2: 18 % p/p de la mezcla final  
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Se prepara la matriz ósea, la cual es previamente liofilizada y desmineralizada que 

presenta tamaños de partícula entre 300 – 500 µm para poder ser utilizada en la 

formulación de relleno óseo, esta matriz ósea desmineralizada presenta entre un 7% 

a un 9% de calcio residual. 

Una vez el (PMMA) está activado, se adición una cantidad variable entre 20% y 22% g 

de matriz ósea desmineralizada y liofilizada (DBM) con tamaño de partícula entre 300 

– 500 µm esta integración se realiza de forma mecánica y se homogeniza con la 

adición de la solución de polyvinil alcohol (PVA) agitando vigorosamente; por último, 

se adiciona la solución de tetraborato de sodio y se continua con la agitación hasta 

obtener una masilla moldeable capaz rellenar cualquier tipo de defecto óseo. La 

masilla obtenida es moldeable y presenta un tiempo de fraguado entre 7 y 13 

minutos. 

 

A continuación, se ilustrará la invención mediante unos ensayos realizados por los 

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invención. 

 

Prueba de hinchamiento del sustituto óseo 

Con el fin de replicar un mayor número de variables de los sustitutos óseos se evalúa 

su capacidad de estar en presencia de fluidos simulados y se determina el grado de 

hinchamiento o absorción de líquidos hasta la estabilidad, ya que en la aplicación 

final el material estará en contacto con líquidos como sangre y otros fluidos 

corporales. 

La capacidad de hinchamiento de las muestras se determinó por técnica gravimétrica 

con el peso de las mismas en intervalos de tiempo, donde se registra el peso húmedo 

y seco. Se utilizó una solución tampón fosfato (PBS) (KCl, KH2PO4, NaCl, NaHPO4) a 37 

°C que era cambiada cada 3 días para mantener la concentración iónica, los 

resultados de esta prueba se pueden observar en la Figura 1. 

Los resultados mostraron que la absorción total de agua fue del 107,80%, donde la 

mayor cantidad de absorción ocurrió en las primeras cuatro semanas presentando un 

efecto gatillo, el cual describe un aumento acelerado de absorción de líquidos y 

luego una desaceleración controlada en dicha absorción. Las masillas 
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específicamente tienen este tipo de efecto, pero luego son muy estables en el sitio 

de intervención. 

Prueba de bioactividad del sustituto óseo  

Con el fin de verificar si el relleno óseo puede ser utilizado como un sustituto óseo es 

necesario llevar a cabo una prueba de bioactividad de dicho sustituto, la producción 

de precursores de fosfato de calcio comienza con la formación de una membrana 

mesénquima vascularizada en donde las células mesenquimales se diferencian a 

osteoblastos que comienzan a sintetizar matriz ósea y así forman espículas óseas que 

se fusionan entre sí para formar trabéculas óseas. Luego de unos días se da la 

deposición de fosfatos de calcio y otros minerales endureciendo la matriz ósea, 

calcificándola y formando un tejido óseo organizado, fuerte y laminar. 

Con la prueba de bioactividad se simula dicho entorno fisiológico (plasma sanguíneo) 

demostrando de manera in vitro la formación de una superficie bioactiva donde es 

posible observar cúmulos de apatita lo cual permite concluir que se dará la 

osteointegración por la precipitación de iones de calcio y fosfatos derivados del 

material y el hueso. 

El análisis de la bioactividad se evaluó in vitro utilizando un fluido simulado (SBF), que 

comprende: Na2SO4, K2HPO4 3H2O, NaHCO3, CaCl2, MgCl2·6H2O, NaCl y KCl. Estas 

sales fueron diluidas en agua destilada y se ajustó hasta un pH de 7,4 usando Buffer 

Tris y ácido clorhídrico, la concentración resultante simula el plasma sanguíneo 

humano. Dicha solución fue cambiada cada 3 días con el fin de mantener la carga 

iónica. 

 

Las muestras se sumergieron en 3 mL de SBF y se incubaron a 37°C, en momentos 

específicos (cada semana) las muestras se secaron en un desecador. La evaluación de 

la bioactividad se llevó a cabo utilizando microscopia electrónica de barrido (SEM) y 

dispersión de electrones, EDS, para identificar los cambios morfológicos y la 

composición de la superficie. Las imágenes resultado de este análisis se pueden 

verificar en la Figura 2. 
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La prueba permitió observar la aparición continua de cúmulos de apatita, lo que 

permite concluir que el material en presencia del fluido simulado genera cubrimiento 

total de la superficie con fosfatos de calcio y por ende una mejor oseointegración en 

el lugar. Durante el tiempo de la prueba pueden aparecer varios tipos de fosfatos de 

calcio entre ellos el ortofosfato de calcio, según su relación molar calcio/fósforo que 

se puede establecer entre 0,5 y 2, los cuales confirman que finalmente con el paso 

del tiempo se convertirán en una unión solida entre el injerto el hueso existente. 

 

Prueba de citotoxicidad. 

Se evaluó la citotoxicidad del relleno óseo mediante el ensayo colorimétrico MTT, 

que exhibe específicamente la función mitocondrial de la célula, y por lo tanto se 

puede asociar directamente con la toxicidad del material a través de la viabilidad 

celular en comparación con los respectivos controles (control negativo se refiere a 

células totalmente sanas tratadas solo con medio de cultivo y control positivo se 

refiere a células tratadas con etanol al 5% que ocasiona muerte celular). La 

citotoxicidad puede clasificarse como grave si es inferior al 30%, moderada si está 

entre 30 y 60%, toxicidad leve si está entre 60 y 90% y más del 90% se considera no 

citotóxica. 

 

Se utilizaron las líneas celulares CHO-K1 (fibroblastos de ovario de hámster chino) y 

la línea celular Saos-2 (ATCC ® HTB-85 ™) osteoblastos humanos de osteosarcoma. 

Se realizó un cultivo de aproximadamente 100.000 células por pozo y se trató con 

medio en contacto durante 24 horas con el material. El día de la medición se retiró el 

medio y fue reemplazado por la mezcla de MTT al 10% en solución tampón fosfato 

(PBS); se incubo durante 4 horas a 37°C y protegido de la luz, posteriormente se 

disuelven los cristales de formazan con DMSO. La reducción de MTT se cuantificó 

midiendo la absorbancia de luz con un espectrofotómetro a una longitud de onda 

570 nm durante 10 segundos con movimiento orbital.  

 

Este análisis revelo que las células en contacto con el material óseo tienen alta 

viabilidad celular. El sustituto óseo no fue citotóxico, por lo que se puede concluir 

que este material no interfiere con el crecimiento de las células, estos resultados se 

observan con mayor claridad en las Figuras 3 A y 3B. 
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Prueba de degradación 

La evaluación de la degradación de un material es esencial para garantizar la 

seguridad biológica del mismo, las características químicas, los mecanismos de 

degradación del material y el entorno local demuestran estabilidad, toxicidad y 

reacciones químicas con el paso del tiempo. 

A la masilla obtenida se le determino su capacidad de degradación in vitro 

cuantificando la pérdida de masa de la misma. La prueba que se basó en utilizar una 

solución tampón fosfato (PBS) de pH= 7,40 a 37 °C, durante 4 semanas; la solución 

tampón fue sustituida cada semana con el fin de mantener la actividad iónica y evitar 

contaminaciones. Las muestras se sumergieron en tubos que contenían 3 mL de PBS. 

Las muestras fueron pesadas cada 72 horas, luego de ser secadas o sumergidas en 

el tampón según el caso, la Figura 4 exhibe dichos resultados. 

La degradación promedio de las muestras no fue significativa entre la primera y la 

tercera semana. La masilla en la semana tres, no tuvo un cambio significativo, el 

porcentaje de degradación pasó de 0,25% a 1% aproximadamente en la semana 

cinco. Este cambio podría explicarse porque en ese momento específico la masilla se 

había hinchado aproximadamente un 106%, lo que podría contribuir al comienzo de 

la degradación. Cabe resaltar que el 1% de degradación de la masilla luego de 4 

semanas es muy bajo, el material es muy estable en el sitio de la lesión lo cual es 

beneficioso para evitar la migración de material a lugares no deseados evitando la 

formación de trombos o coágulos. 

Prueba de confinamiento. 

La prueba de confinamiento permite determinar la capacidad del material (masilla) 

de permanecer en el lugar del defecto óseo después de la implantación en presencia 

de los fluidos biológicos. Para la presente invención es necesario cuantificar la 

capacidad de cohesión de la masilla ya que así se tendrá un tiempo estimado de 

endurecimiento del material en presencia de un medio acuoso sin que haya perdida 

de partículas a sitios no deseados. 
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Se determinó la capacidad de cohesión del material simulando un defecto óseo real, 

generado en fragmentos de tibia por medio de una prueba de confinamiento. Fue 

posible cuantificar la perdida de material y conocer su viscosidad implementando un 

montaje que simuló las principales variables de la aplicación final; una jeringa 

conectada en un extremo a una bomba de eyección que controló el caudal requerido 

y al otro extremo a una cánula cargada de un fluido simulado que imito la presencia 

de sangre por los fragmentos de tibia donde los defectos óseos fueron llenados con 

el material.  

En la Figura 5 se puede observar el valor de masa del grupo de control y el grupo al 

que fue sometido a paso e inmersión en el fluido. El grupo de control tiene una media 

de 0,137 g y el tratamiento una media de 0,179 g. Comparando estos datos, se 

obtuvo un valor de p = 0,359 mediante ANOVA. Este valor refleja que las muestras 

luego de estar en contacto con fluidos y luego remover la humedad adquirida no 

presentan diferencias estadísticamente significativas en comparación con el grupo 

control. Este resultado demuestra la capacidad del material de estar en un ambiente 

similar a la aplicación final, es decir, un ambiente húmedo y confinado sin presentar 

perdida de partículas, sin moverse y sin desintegrarse. 

 


