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(57) Resumen

Un conjunto para la regeneracién del tejido 6seo y método de preparacién a utilizar principal pero no exclusivamente en la técnica de
la cirugfa bucal. El conjunto se trata de un gel de plasma rico en factores de crecimiento P.R.G.F., obtenido a partir de la sangre del propio
paciente, con cuyo concurso se consigue una regeneracién 6sea de las cavidades a tratar, més rdpida y efectiva que con los materiales y
técnicas conocidas.
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Regenerador de tejido 6seo

La invencién se refiere a la regeneracién de tejido
0seo dentro de la técnica quirirgica en general, y mas
particularmente en la técnica de la cirugia bucal, en 1la
que se efectla el llenado de una cavidad Gsea con un ma-
terial de injerto que estimule y acelere la citada rege-

neracioén.

Hasta el momento presente, se han utilizado diver-
sos materiales de injerto, la naturaleza de los cuales
determina la forma y el modo en que la regeneracidn ésea

se lleva a cabo.

Asi, diversos autores han publicado estudios e in-
formes acerca del uso de distintos materiales y/o com-

puestos para este fin.

Yarnazaki Y, 0Oida S, Akimoto Y, Shioda S en Clin
Orthop Related Res 1988; 234; 240-9, se refieren al uso de
una proteina morfogenética a partir de hueso para la ci-
tada regeneracidn, asociada en una composicidén con yeso

de Paris (sulfato calcico).

Tanto el hueso autdlogo como el hueso desminerali-
zado "DFDBA" han sido tradicionalmente aplicados en ésta
técnica, s6los 6 combinados con otros elementos, de mane-
ra que han constituido injertos de relleno de cavidades

Gseas.

Asimismo, el tal material de relleno ha sido también
protegido con materiales de barrera diversos a fin de evi-
tar el avance de tejidos adyacentes sobre el dicho mate-

rial de relleno
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Como materiales de barrera para el citado material
de relleno se han utilizado varios, destacando de entre
ellos el més popular, el politetrafluoroetileno en mem-
branas, a pesar sin embargo de generar problemas deriva-
dos del hecho de que no es biodegradable vy puede oca-
sionar infecciones en ciertos casos. Ademas de ello,
al ser utilizado en forma s6lida, debe ser trabajado
durante el tratamiento Yy posteriormente suturado en su

posicidén idénea.

Por la US.A. 5.366.507 se conoce una composi-
cién, la que combinna un material de relleno a base de
una mezcla de hueso desmineralizado y sulfato de cal-
cio y un material de barrera consistente en sulfato de
calcio. Esta composicién no mejora en gran medida las
técnicas anteriores.

Es sabido por numerosos estudios que los factores
de crecimiento contenidos en 1la sangre favorecen la
formacién de hueso, particularmente los factores de
crecimiento P.D.G.F. y T.G.F.B

Sin embargo, no se conoce la obtencidn 6 concen-
tracidn de estos factores ricos de manera ambulatoria
ni el efecto de los mismos en forma que pueda medirse

U observarse clinicamente.

Es un objeto de la invencién, la utilizacién de
un gel de plasma rico en factores de crecimiento P.R.G.F.
como material de injerto para el relleno Yy regeneraciodn
del hueso en cavidades 6 defectos éseos 6 para la rege-

neraciodn.

Es otro objeto de la invencidén el método de

obtencidén y preparacién del plasma rico de manera
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ambulatoria.

Es un objeto de la invencidn un método y una compo-
sicibn para la regeneraci6n de tejido éseo que proporcio-
na una mayor velocidad en la dicha regeneracidn y que es

rédpido en su implantacidn en el paciente.

Es otro objeto de la invencidén la configuracidn de
una unidad 6 kit para la preparacidén del gel de plasma

rico en P.R.G.F.

Ventajosamente, el uso del gel de plasma rico en
factores de crecimiento P.R.G.F. para la regeneracidn del
tejido é6seo, proporciona una aceleracidén y favorecimien-
to de la dicha regeneracidn 6sea que es mayor que con la
aplicacidén de las técnicas en uso en la actualidad, asi
como una cicatrizacidon mas rapida y predecible de los
tejidos blandos, tal y como se apreciara mas adelante al

considerar los resultados obtenidos.

Para la preparacidén del citado gel, segin la inven-
cibn, se procede en primera instancia a la extraccidn de
sangre de los propios pacientes, minutos antes del inicio
de la cirugia y previamente a la administracidn de la
anestesia. De 10 a 40 ml. fueron extraidos de cada pa-
ciente, utilizando tubos de 5 ml. en los que se habia co-

locado un 10% de citrato trisddico como anticoagulante.

Se centrifugaron los tubos a velocidades entre 160
y 800 G, segin diferentes protocolos que pueden aplicar-
se, durante unos 6 minutos 6 menos, dependiendo de la ve-
locidad, a temperatura ambiente, separandose la sangre

en tres componentes basicos 6 constituyentes, a saber:

- Globulos rojos en el fondo del tubo.



WO 00/44314 PCT/ES00/00029

10

15

20

25

30

35

-4~

- Plasma rico en factores de crecimiento P.R.G.F.

en el centro del tubo, encima de la fraccidn roja.

- Plasma pobre en factores de crecimiento P.P.G.F.

en la parte superior del tubo.

Una porcién, 1ml. de la fase superior P.P.G.F. de
cada tubo de 5 ml. fue desechada. Las plaquetas presentes
en dicha P.P.G.F. eran menos del 15%, tal y como se midid

por contaje n=10.

Se tomd el plasma rico de la zona central de los
tubos y se transfirié a tubos Eppendorf, ahadiendo 50pl
de cloruro calcico al 10% a cada tubo que contenia 1,2 ml.
del citado P.R.G.F., de manera que manteniendo este plas-
ma asi, al cabo de un lapso de tiempo de 15 a 25 minutos
se formd el gel de P.R.G.F. Este plasma también se puede
mezclar con trombina humana, 500 unidades, mas cloruro
calcico y de esa forma obtener el gel de forma instanta-
nea (de 3 a 10 seg.) e incluso poderlo aplicar con una

jeringa.

El gel se utilizd, sélo, para el rellenado de cavi-
dades dseas a regenerar con unos resultados 6ptimos, 6
con la ayuda de un material convencional de barrera de

cobertura exterior, tal y como se comentarad mas adelante.

El gel puede combinarse con otros componentes, ta-
les como sulfato de calcio, hueso autélogo, hidroximplan-
te reabsorbible, fosfato tricdlcico, carbonato céalcico u
otros materiales regenerativos, osteoinductivos u osteo-

conductivas.

Para la realizacién del gel de plasma rico en

P.R.G.F., la unidad de preparacidn 6 kit, contendrd una
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centrifugadora, pipetas para la separacidn de las frac-

ciones del plasma y un sistema de extraccién de sangre.

La seleccidn de pacientes se basé en la ausencia
de enfermedades locales 6 sisteméticas que pudieran con-
traindicar el tratamiento. Se obtuvo el consentimiento
informando de todos los pacientes que entraron en el estu-
dio. Estos fueron 20 pacientes en los que estaba indicada
una extraccidn por una fractura vertical 6 enfermedad pe-
riodontal avanzada y a los que se les colocaron implantes
de tal forma que una biopsia del &rea se pudiera obtener
sin crear un malestar adicional. Estos pacientes fueron
asignados aleatoriamente al grupo de tratamiento con
P.R.G.F. o al grupo de control. La edad media del grupo
del P.R.G.F. era 41 anos (35 a 55 anos), 4 pacientes eran
varones y 6 mujeres. La edad media en el grupo de control
era de 42 anos (38 a 54 anos) de los cuales 4 fueron va-

rones y 6 mujeres.

En tres pacientes adicionales (2 hombres y una mu-
jer) se planificaron extracciones m0ltiples en diferentes
areas orales. En cada paciente se utilizé P.R.G.F. en un
area pero no en otra, asignédndose estas &reas aleatoria-
mente. De esta forma fue posible tener el mejor grupo
control ya que ambos tratamientos se llevaron a cabo en
el mismo paciente, con el mismo procedimiento quirirgico,
idénticas condiciones microbiolégicas y por el mismo ci-

rujano.

Cada paciente recibid un tratamiento antibidtico.
Se utilizdé amoxicilina (1,5 g/dia). Se levantaron colga-
jos de desplzamiento en todos los casos para permitir
una adecuada visibilidad y obtener un cierre por primera

intencion
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Cada &rea post-extraccidn fue cuidadosamente le-
grado. En los diez pacientes del tratamiento experimen-
tal se rellenaron los defectos con P.R.G.F. En 5 de los
casos, el plasma se mezcld con hueso autdlogo para pre-
venir el colapso del colgajo. Para los sitios de control
el protocolo fue igual pero sin rellenar con P.R.G.F.

No se utilizaron membranas en ning0n caso para evitar
que su efecto barrera interfiriera con los posibles efec-

tos beneficiosos del P.R.G.F.

Técnica de la biopsia:

Las heridas se biopsiaron entre las semanas 10 y
16 dependiendo de la disponibilidad del paciente. Todas
se tomaron por un examinador que no conocia el tratamien-
to que habia recibido cada sitio. Las biopsias se tomaron
con fresas trefinas huecas hasta una profundidad de 3
mm a través del centro de la herida. Las biopsias de hue-
so se fijaron con formalina tamponada al 10% en é&cido
féormico al 5% durante 48 horas y se incluyeron en cera de
parafina. Se obtuvieron secciones de un espesor de 5 mi-
cras de cada biopsia y se tineron con hematoxilina vy
eosina. Las secciones tenidas se fotografiaron bajo campo
de luz brillante. Todas las biopsias fueron enviadas a un
laboratorio para anélisis, sin especificar cual era el

grupo control y cual el de trabajo.

RESULTADOS

La epitelizacidén en todos los 10 pacientes trata-
dos con P.R.G.F. fue evaluada como muy buena o excelente,
(mucho mejor de lo habitual y comparativamente mejor que
la zona de control). La regeneracidén de las areas trata-
das fue practicamente completa en 8 de los 10 casos. El

grado de regeneracién fue evaluado con una sonda perio-



WO 00/44314 PCT/ES00/00029

10

15

20

25

30

35

-7 -

dontal y por comparacidn con los defectos previos que
habian sido fotografiados. Las biopsias de estas &reas
mostrd hueso compacto maduro con trabéculas bien organi-

zadas y morfologia normal.

Los otros dos casos tratados con P.R.G.F. mostraron
una regeneracidn parcial, presentando tejido conectivo
con trabéculas mal organizadas en las biopsias. Ambos pa-
cientes, un hombre y una mujer, eran fumadores y presen-

taban grandes defectos de tres paredes del alvéolo.

Hubo diferencias significativas en el grado de or-
ganizacidn de las trabéculas entre las biopsias tomadas
en la semana 10 y aquéllas tomadas en la semana 16 y tam-
bién dependiendo del tamano y la forma del defecto. En
pacientes con grandes defectos tratados con injertos au-
t6logos combinados con P.R.G.F. para evitar el colapso
del colgajo se obtuvieron mayores anchuras vestibulo-lin-

guales.

En todos los pacientes del grupo de control se en-
contrd una situacidn homogénea a la reapertura. Todos
ellos mostraron tejido conectivo rellenando la mayor par-
te del defecto, en claro contraste con los casos tratados
con P.R.G.F. Todas las biopsias de estos pacientes mos-
traron tejido conectivo y tejido conectivo conteniendo
trabéculas Oseas. No se encontrdé hueso maduro en ningin
caso. El rango de epitelizacidén fue considerado como nor-
mal, presentando diferencias significativas con los casos

tratados con P.R.G.F.

En los pacientes con defectos en ambas hemiarcadas,
uno tratado con P.R.G.F. y el otro de forma convencional,
la epitelizacibn de los defectos tratados con P.R.G.F.

fue mucho mas réapida. Las biopsias mostraron un hueso més
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maduro con trabéculas mejor organizadas y mayor regenera-
cion 6sea en los defectos tratados con P.R.G.F.

El uso del P.R.G.F. proporciona las condiciones
para obtener una regeneracién Gsea méas répida y efectiva.
Este gel P.R.G.F. es de facil manejo pero debe emplearse
sin demora para conservar la actividad de los factores de

crecimiento.

Aunque las dosificaciones 6ptimas estén por deter-
minar, la utilizacidn de esta técnica no introduce ningdn
riesgo para el paciente, cuya sangre es utilizada en un
corto periodo de tiempo tras la extraccidn (30 minutos a
8 horas) y no es mezclada con ning0n otro componente de
origen humano o animal. Actualmente alrededor de 250 pa-

cientes han sido tratados con buenos resultados clinicos.

Se ha observado en la préactica que el sulfato cé&l-
cico tiene a veces una relativamente escasa consistencia
cuando es preparado para su aplicacidn con liquidos esté-
riles biocompatibles, tales como agua, soluciones salinas
y soluciones anestésicas locales, lo que podria ser un
inconveniente para su manipulacidén durante el tratamiento

ya que tiene tendencia a disgregarse y es muy soluble.

Ademés de ello, se diluye rapidamente en la sangre
con lo cual su eficacia en la regeneraciodn del tejido Gseo

es susceptible de ser mejorable.

Fruto de las experiencias realizadas en laboratorio,
se ha advertido que la utilizacidén puede presentar en si

misma ventajas importantes.

En primer lugar, el fosfato tricélcico incluye en

si mismo una mayor cantidad de célcio.
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En segundo lugar, el comportamiento del fosfato
tricdlcico (masilla, solucibn sobresaturada), hueso autg-
logo mezclado con P.R.G.F. (plasma rico en factores de
crecimiento), P.R.P. (plasma rico en plaquetas), hueso
autdlogo P.R.G.F. mas fosfato tricédlcico, durante el tra-
tamiento en su estado diluido es mas homogéneo puesto que
presenta una adecuada plasticidad que lo hace mas maneja-
ble.

En tercer lugar, la dilucién en sangre del fosfato
tricdlcico es méas limitada, menor, gue la del sulfato cal-
cico, la que genera su mayor aprovechamiento y su mejor

efecto barrersa.

Tal y como se senalaba con anterioridad, el material
para relleno de la cavidad dsea puede ser fundamentalmente
fosfato tricédlcico mezclado con gel de plasma rico en fac-
tores de crecimiento u otras combinaciones, entretanto que

el material utilizado como barrera es fosfato tricédlcico.

Dentro asimismo de la invencién, se han probado
otras combinaciones para el material de relleno, en combi-

nacién con el fosfato tricdlcico, tales como:

- Plasma rico en plaquetas

-~ Hueso autbdlogo

Hueso liofilizado

Mezclas de los antedichos

De ésta forma, la combinacién que se propone con la
presente invencidn hace que las operaciones de trabajo
para la regeneracidn del tejido 6seo sean mas coémodas y
faciles de realizarse y, lo que es méas importante, la re-
generacidn se lleva a cabo con mayor rapidez que con los

métodos y preparaciones conocidas hasta el momento.
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REIVINDICACIONES

12.- Compuesto para la regeneracién del tejido 6seo
y método de preparacidn, aplicable en la técnica de ciru-
gia bucal, entre otras, en la gue se efectla un llenado
en la cavidad a regenerar con un material de injerto a
base de una mezcla de hueso aut6logo u otros materiales
de relleno, disponiendo o no sobre éste relleno un mate-
rial de barrera, que se caracteriza en que el compuesto
basico utilizado como material de relleno es un gel de
plasma rico en factores de crecimiento (P.R.G.F.) obteni-
do directamente de la sangre del propio paciente, en que
este gel puede ocupar, al menos parcialmente, la cavidad

de regenerar.

28.- Compuesto para la regeneracidn del tejido Oseo
y método de preparacién, segln la 12 reivindicacién, ca-
racterizado en que el gel de plasma ocupa, sbdlo, la tota-
lidad de la cavidad.

32.- Compuesto para la regeneracién del tejido Gseo
y método de preparacidén, segidn la 18 reivindicacidn, ca-
racterizado en que el gel de plasma se mezcla con hueso

aut6logo, sblo, o mezclado a su vez con sulfato célcico.

42 .- Compuesto para la regeneracidn del tejido Oseo
y método de preparacidén, segidn la 12 reivindicacidn, ca-
racterizado en que el gel de plasma se mezcla con otros
materiales regenerativos, osteoconductivos u osteoinduc-
tivos, sulfato célcico, carbonato cédlcico, fosfato trical-

cico, hidroximplante reabsorbible ... etc.

52.- Método de preparacidn del compuesto, caracte-

rizado en que se siguen los siguientes pasos,
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- extraer sangre del paciente momentos antes del
inicio de la cirugia y previamente a la administracidn
de la anestesia,
- la sangre se extrae en tubos citratados al 10%
5 con citrato triséddico,
- centrifugar los tubos entre 160 y 800 G durante
6 a 7 minutos y a temperatura ambiente, para la separa-
cidn de la sangre en los constituyentes siguientes, glé-
bulos rojos en el fondo, plasma rico en factores de cre-
10 cimiento (P.R.G.F.) en la mitad y plasma pobre en facto-
res de crecimiento (P.P.G.F.) en la parte superior,
- recoger el plasma rico (P.R.G.F.) y transferirlo
a tubos Eppendorf 6 probetas de cristal, anadiendo cloru-
ro cédlcico al 10% y esperando un tiempo para la formaciédn
15 del gel.

62.- Método de preparacidn del compuesto, segin la
42 reivindicacidén, caracterizado en que, la recogida del
producto ya centrifugado puede incluir la parte més supe-

20 rior de los glébulos rojos.

78.- Método de preparacidn, segin la 12 y 428 rei-
vindicaciones, caracterizado en que la extraccidn de san-
gre lo es en una cantidad de 10 a 50 ml., vutilizando tu-

25 bos de 5 a 10 ml. para la centrifugacidén durante 6 a 8
min. en que en los tubos Eppendorf se alojard 1 ml. de
(P.R.G.F.), y una vez anadido el cloruro célcico, el gel

es formado entre 2 a 20 minutos.

30 82.- Método de preparacién, segOn la 42 reivindica-
cién, caracterizado en que juntamente con el cloruro cél-

cico se adiciona trombina humana.

92 .- Unidad de preparacién, segin la 12 y 48 rei-

35 vindicaciones, caracterizado en que se constituye una
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unidad de preparacién del compuesto conteniendo una cen-
trifugadora, pipetas para la separacidn de las fracciones
del plasma, y un sistema para extracciodn de sangre, asi
como probetas, tubos Eppendorf, puntas para las pipetas y
un bloque calefactor de 37 grados.

108.- Método para la regeneracién de tejido 6seo, a
base de un material de injerto que se aloja en la cavidad
O0sea a regenerar y otro material de barrera dispuesto por

encima del anterior que se caracteriza por:

- rellenar la cavidad 6sea con un material de injer-
to comprendiendo una mezcla de gel de plasma rico en fac-
tores de crecimiento y fosfato tricdlcico de diferentes
granulometrias,

- disponer una barrera sobre al menos una porcién
del material de injerto, siendo el material de barrera
fosfato tricédlcico, mezclado con P.R.G.F., con factores

obtenidos del P.R.G.F., con hueso fisiolégico.

118.- Método para la regeneracidn de tejido 6seo,
segin la 108 reivindicacidn, caracterizado en que el ma-
terial del injerto es una mezcla de plasma rico en pla-

quetas y fosfato tricéalcico.

122.- Método para la regeneraciédn de tejido éseo,
segOn la 102 reivindicacién, caracterizado en que el ma-
terial de injerto es una mezcla de hueso autdlogo y fos-

fato tricalcico, con 6 sin P.R.G.F.

138.- Método para la regeneracibén de tejido 6seo,
segin la 102 reivindicacidn, caracterizado en que el ma-
terial de injerto es una mezcla de hueso liofilizado y

fosfato tricalcico.
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148.- Método para la regeneracidn de tejido 6seo
segin las 102, 118, 128 y 132 reivindicaciones, caracte-
rizado en que el material de injerto esta compuesto de
fosfato tricédlcico y una mezcla del resto de los compo-

nentes.
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