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@ Resumen:

Andamio macroporoso ceramico puro basado en apatita
nanocristalina, método de preparacion y aplicaciones.

La invencion describe un andamio ceramico puro, de ce-
ramica nanocristalina, en el que la ceramica comprende
apatita no sustituida o apatita sustituida con silicio. Di-
cho andamio combina la excelente biocompatibilidad de
la apatita, con la mejora de la bioactividad debida a la
presencia del silicio, con la estructura nanocristalina de
la ceramica, idonea para el tejido donde se pretende im-
plantar, y con el control sobre la macroporosidad que se
consigue empleando la técnica del prototipado rapido.

La invencién también incluye el método de preparacién de
dicho andamio. Este método comprende: preparacion de
la bioceramica, molienda de la bioceramica hasta obte-
ner una granulometria multimodal, preparacion de la tinta
ceramica en medio acuoso estabilizada con una mezcla
constituida por un componente monomérico y un surfac-
tante, fabricacién del andamio macroporoso por impresién
tridimensional (3D), consolidacién y calcinacion del mis-
mo.

La finalidad preferente de este andamio es su aplicacién
como implante para regeneracion ésea.
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DESCRIPCION

Andamio macroporoso cerdmico puro basado en apatita nanocristalina, método de preparacién y aplicaciones.
Sector de la técnica

La presente invencion se encuadra dentro del campo técnico de fabricacién de materiales para la regeneracion de
tejido 6seo. De forma mds concreta, la invencidn se refiere a un andamio bioactivo, biocompatible y biodegradable,
macroporoso, de porosidad tridimensional controlada y ordenada, asi como a su método de preparacion a través de la
técnica de prototipado répido.

Estado de la técnica anterior

La necesidad de tratar los defectos en el tejido 6seo, causados por traumas, defectos | congénitos o degenerativos,
tumores, etc. es un problema que va en aumento debido a la mayor expectativa de vida de la sociedad actual. De
especial incidencia son las fracturas osteopordticas, que afectan a una de cada tres mujeres y a uno de cada doce hom-
bres de edades superiores a los 50 afos. Los sintomas de la osteoporosis son silenciosos en su fase temprana, pero en
fases mds avanzadas causa dolor en la zona afectada, pérdida de estatura con el tiempo, y por dltimo fractura de algin
hueso que conlleva la hospitalizaciéon. Como consecuencia de esas fracturas, la necesidad de disefiar andamios 3D con
propiedades quimico-estructurales similares al hueso y que aceleren la regeneracion del tejido dafiado estd cobrando
una enorme importancia. Una de las estrategias mds habituales en clinica para tratar las fracturas o defectos dseos
consiste en el autotransplante del propio paciente. Sin embargo, esta técnica plantea incrementar el proceso quirirgico
y por tanto, puede ocasionar mayor nimero de complicaciones post-operatorias. Por otro lado, el transplante de otro
donante implica un coste elevado en tiempo y material, ya que es necesario disponer de bancos de donantes, y ademas
conlleva el riesgo afiadido de transmision de agentes patégenos (virus o bacterias). Por esta razén es necesario trabajar
en la creacion de nuevos materiales alternativos que se comporten de igual forma que el hueso, y sean faciles de pro-
ducir, esterilizar y almacenar para su posterior uso. Los materiales tradicionales para reemplazo 6seo presentan varias
desventajas, como son las propiedades fisicas no acordes con el hueso natural, escasa bioactividad o baja tolerancia
a las condiciones fisiolégicas, entre otras. Por consiguiente, una buena alternativa consiste en desarrollar andamios
artificiales, bioactivos, de composicién y microestructura similares al hueso. Estos implantes son reconocidos por el
organismo receptor como material propio en una fase inicial, estableciéndose una unién fuerte al hueso sin respuesta a
cuerpo extrafio. Una vez integrados en el tejido dseo, son posteriormente absorbidos de forma controlada presentando
ademads actividad osteogénica.

El término “andamio” se refiere a estructuras artificiales capaces de soportar el crecimiento de tejidos vivos en tres
dimensiones. Se trata de materiales porosos sobre los que se colocaran las células dseas y que actiian como andamios
o moldes. Con las condiciones fisiolgicas adecuadas, se logra que las células produzcan o regeneren el nuevo tejido
6seo de modo que, a medida que el andamio se degrada, es reemplazado por la nueva estructura dsea. Se considera
como andamio o molde ideal aquel que sea altamente poroso, sin toxicidad y biodegradable, pero lo bastante resistente
para soportar la carga estructural del hueso que lo ha de reemplazar.

Los andamios destinados a actuar como implantes para la regeneracion 6sea deben cumplir ciertos requisitos que
incluyen: unas propiedades mecdnicas similares a aquellas del sitio 6seo a reparar, biocompatibilidad con el tejido
6seo y biodegradabilidad.

Entre los pardmetros que mads influyen en las propiedades mecénicas, la biocompatibilidad y la bioreabsorcién
de los andamios estdn la macroporosidad, composicién quimica y cristalinidad. Las condiciones especificas de ma-
croporosidad, composicién quimica y cristalinidad que optimizan las cualidades osteogénicas de un andamio son las
siguientes:

® Respecto a la macroporosidad:

El andamio debe presentar una porosidad elevada (incluyendo un tamafio adecuado de poro) que permita la coloni-
zacion del material implantado por parte de las células, la migracion de éstas, y la difusion y transporte de nutrientes y
productos de desecho dentro y fuera de la pieza implantada. Para que se produzca el proceso de colonizacién por tejido
6seo neoformado es necesario que los poros tengan un tamafo superior a 200 um. Asimismo, el andamio debe favo-
recer el anclaje de las células en su superficie y ser biocompatible para prevenir la respuesta inflamatoria, propiciando
una buena integracién con el tejido anfitrion.

® Respecto a la composicion quimica:

El andamio debe estar constituido por materiales adecuados para la funcién osteogénica. Los materiales utilizados
para la regeneracién de tejido 6seo incluyen materiales inorgdnicos cerdmicos tanto sintéticos como naturales, como
la hidroxiapatita y el fosfato tricdlcico, ya que estas cerdmicas tienen caracteristicas muy similares a la hidroxiapatita
biolégica que compone el hueso natural, es decir, presentan cardcter nanocristalino, no son estequiométricas, son
deficientes en calcio y son capaces de incorporar diferentes iones en funcién de la naturaleza de los reactivos y el
medio, y ademds estdn caracterizadas como materiales biocompatibles, bioactivos y osteoconductivos.
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Asimismo, en los dltimos afios, ha cobrado una gran importancia la sustitucién de los materiales cerdmicos con
silicio. El interés de introducir iones de silicio (Si) en las cerdmicas se basa en su presencia en cantidades traza en la
hidroxiapatita 6sea y en su importancia para los procesos metabdlicos asociados al desarrollo de hueso y de los tejidos
conjuntivos [Carlise E., Silicon as a trace nutrient, Sci. Total Environ., 1988;73:95-106].

La sustitucion iénica del fésforo por silicio se ha estudiado en hidroxiapatita (HA), fosfato tricalcico-a (a-TCP)
y cementos basados en hidroxiapatita. Se ha comprobado que el modelo més sencillo que explica la incorporacién
del silicio en dichas estructuras consiste en la sustitucion del grupo PO,*" por el grupo SiO,* [Pietak AM, Reid JW,
Stott MJ, Sayer M., Silicon substitution in the calcium phosphate bioceramics, Biomaterials 2007;28:4023-4032]. Esta
sustitucion genera un déficit de carga eléctrica que es necesario compensar para recuperar la neutralidad y evitar un
elevado coste energético. Como mecanismos de compensacion se han propuesto férmulas quimicas de hidroxiapatita
sustituida con silicio (representado abreviadamente como Si-HA) [Cas(PO,);_«(Si0,),(OH),_,] y de fosfato tricalcico-
a sustituido con silicio (representado abreviadamente como Si-a-TCP) [Ca;(P;_,SixO4x,2).] considerando vacantes de
(OH)'~ y de O*" [Pietak AM, Reid JW, Stott MJ, Sayer M., Silicon substitution in the calcium phosphate bioceramics,
Biomaterials 2007;28:4023-4032].

Existe evidencia cientifica sobre la mejora en la bioactividad de las cerdmicas de fosfato célcico sustituidas con
silicio y dicha mejora se atribuye a varios factores que actdan sinérgicamente. En primer lugar, la sustitucién iénica
con silicio facilita la precipitaciéon de HA biolégica in vivo y esto favorece la adsorcién de proteinas, y la adhesion
y proliferacion de los osteoblastos [Sayer M, Stratilatov A, Reid J, Calderin L, Stott M, Yin X, et al., Structure and
composition of silicon stabilized tricalcium phosphate, Biomaterials 2002;24:369-382; Vandiver J, Dean D, Patel N,
Botelho C, Best S, Santos J, et al., Silicon addition to hydroxyapatite increases nanoscale electrostatic, van der Waals
and adhesive interactions, J. Biomed. Res. 2005;78A:352-363]. Por otro lado, el i6n silicato liberado en la matriz
extracelular o presente en la superficie del implante podria influir directamente en los osteoblastos, osteoclastos y
en la sintesis del coldgeno [Keeting P, Oursler M, Wiegand K, Bonde S, Spelsberg T, Riggs B., Zeolite A increases
proliferation, differentiation and TGF-beta production in normal adult human osteoblast-like cells in vitro, J. Bio-
med. Mater. Res. 1992;7:1281-1289; Xynos I, Edger A, Buttery D, Hench L, Polak J., Gene-expression profiling of
human osteoblasts following treatment with the ionic producis of Bioglass 4585 dissolution, J. Biomed. Mater. Res.
2001;55:151-157]. Asimismo, se ha demostrado que la implantacién in vivo de Si-HA ha incrementado el crecimien-
to 6seo un 14,5% mads en comparacién con la HA no sustituida. Se ha observado también la formacién de fibrillas
de coldgeno en la superficie de Si-HA 6 semanas después de su implantacién, en comparacién con las 12 semanas
necesarias para observar el mismo efecto cuando se utiliza HA no sustituida [Patel N, Best S, Bonfield W, Gibson
I, Hing K, Damien E, et al., A comparative study on the in vivo behaviour of hydroxyapatite and silicon substituted
hydroxyapatite granules, J. Mater. Sci. Mater. Med. 2002;13:1199-1206].

e Respecto a la cristalinidad:

Las ceramicas que componen el andamio deben presentar caracter nanocristalino para asemejarse asi, en la mayor
medida posible, a la hidroxiapatita bioldgica. El cardcter nanocristalino potencia la bioactividad y biocompatibilidad
de la ceramica e induce una mayor velocidad de reaccién de la misma [T. Traykova, C. Aparicio, M.P. Ginebra,
J.A. Planell, Nanomedicine, 2006, 1, 91; Y.F. Chou, I. Wulur, J.C.Y. Duna, B.J. Wu. Handbook of nanostructured
biomaterials and their applications in nanobiotechnology. Ed H.S. Nalwa, American Scientific Publishers, Stevenson
Ranch, 2005, vol 2, pp 197-222; B. Ben-Nissan. MRS Bull, 2004, 29, 28; Y.F. Chou, W. Huang, J.C.Y. Duna, T.A.
Millar, B.M. Wu. Biomaterials, 2005, 26, 285].

En el ambito de la ciencia de los materiales, un material nanocristalino es un material comprendido de muchos
cristales, la mayorfa de los cuales presentan una o mds dimensiones del orden de 100 nm o menos (normalmente,
sin presentar ni cristales de tamafio micrométrico ni de una fase amorfa intergranular) [Sergey V. Dorozhkin, Nano-
dimensional and Nanocrystalline Apatites and Other Calcium Orthophosphates in Biomedical Engineering, Biology
and Medicine, Materials 2009, 2, 1975-2045]. Sin embargo, en el 4mbito de las biocerdmicas, existe un acuerdo ge-
neral por el cual se considera nanocristalina a toda ceramica comprendida de muchos cristales donde ninguna de las
dimensiones de dichos cristales supera los 50 nm (al ser éste, por regla general, el tamafio maximo que presentan los
nanocristales de apatita en los huesos de los vertebrados). Aunque las dimensiones de los cristales de apatita bioldgica
que aparecen en la bibliografia varian debido a los diferentes métodos de tratamiento y técnicas analiticas, éstas estan
generalmente alrededor del nivel nanométrico con valores en los intervalos de 30-50 nm (longitud), 15-30 nm (ancho)
y 2-10 nm (espesor) [Wang, L.; Nancollas, G.H.; Henneman, Z.J.; Klein, E.; Weiner, S., Nanosized particles in bone
and dissolution insensitivity of bone mineral, Biointerphases 2006. 1, 106-111],

Un dltimo pardmetro a tener en cuenta en el andamio, ademads de todos los anteriormente referidos, es la morfologia
de los cristales de la cerdmica que compone dicho andamio. Los cristales de la apatita biolégica que compone el
hueso de los vertebrados presentan morfologia acicular, por ello, una de las caracteristicas requeridas en los andamios
destinados a actuar como implantes para la regeneracion 6sea serd la morfologia acicular de los cristales de la apatita
que constituya dicho andamio.

La fabricacion de formas libres sélidas es una tecnologia de manufacturacion recientemente incorporada al &mbito
biomédico. Esta tecnologia es también conocida como prototipado rapido o procesado en capas. Hoy en dia existen
diferentes técnicas de fabricacion de sélidos de formas libres como la estereolitografia, sinterizado selectivo por ldser,
modelado por deposicién de fundidos, manufacturacion laminada e impresion 3D.
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Actualmente se ha planteado la fabricacién de andamios tridimensionales utilizando polimeros naturales como el
coldgeno, fibrina o el quitosano [Bensaid W y col., A biodegradable fibrin scaffold for mesenchymal stem cell trans-
plantation, Biomaterials 2003, 24, 2497-502]. La investigacién con polimeros biodegradables también estd arrojando
un gran nimero de materiales prometedores, especialmente con polimeros tipo poli(hidroxidcido) tales como, polica-
prolactona, acido polilactico, dcido poliglicélico o copolimeros de los mismos [Heo et al., J. Biomed. Mater. Res., 89A,
108, 2009; Chu et al, Rapid Prototyping J., 14,293, 2008]. Sin embargo, el uso de polimeros presenta la desventaja de
que sus productos de degradacién pueden originar concentraciones locales elevadas de productos de desecho acidos,
dificultando el desarrollo celular dentro del andamio, e incluso inducir una respuesta inflamatoria in vivo [Kohn D. H. y
col., Effects of pH on human bone marrow stromal cells in vitro: implications for tissue engineering of bone, J Biomed
Mater Res. 2002, 60, 292-9]. Recientemente se ha investigado la fabricacién de andamios hibridos polimero/ceramico
para regeneracion tisular [Russias, J. y colaboradores, Fabrication and in vitro characterization of three-dimensio-
nal organic/inorganic scaffolds by robocasting, J. Biomed. Mater. Res., A, 83, 2, 2007, 434-445]. Sin embargo, esta
técnica presenta como principales desventajas no sé6lo la posibilidad de que, como en los casos anteriores, puedan
generarse concentraciones 4cidas locales al degradarse el componente polimérico sino también el escaso control sobre
la degradacion de la pieza, siendo ésta muy lenta.

A la vista de lo expuesto, la fabricacién de andamios constituidos exclusivamente por cerdmicas (es decir, anda-
mios que no incluyen fraccién polimérica), también llamados andamios cerdmicos puros, es objeto de gran interés en
el sector de la técnica descrito. La fabricacion de andamios cerdmicos puros mediante la técnica de prototipado rdpido
se suele hacer generando previamente un molde polimérico sacrificable que actia como negativo de la pieza que se
quiere fabricar. Posteriormente se rellena el molde con una suspensién acuosa del cerdmico y se elimina el molde
por pirdlisis a temperaturas de mas de 1000°C [descripcién de ejemplo, Chu, G. et al., Hydroxyapatite implants with
designed infernal architecture, J. Mater. Sci.: Mater. Med., 12, 2001, 471-478]. La principal desventaja de esta técnica
es el escaso control sobre la microporosidad del material final, ya que puede verse alterada en el proceso de calcina-
cion para eliminar el molde. Otra desventaja importante consiste en la posible aparicién de elementos t6xicos como
subproductos en el proceso de eliminacién del molde polimérico. En general, el conjunto de técnicas de prototipado
rapido para disefiar y controlar la macroporosidad tridimensional (3D) de andamios implantables de origen polimérico
estdn ampliamente desarrolladas [Wai-Yee Yeong et al., Trends in Biotechnology, 643, 22, 2004; Peltola et al., Annals
Medicine, 40, 268, 2008],

Una segunda estrategia utilizada para obtener andamios cerdmicos puros por prototipado rdpido requiere incorpo-
rar las particulas cerdmicas a una matriz polimérica soluble o fusible, posterior fraguado del polimero, calcinacién de
la materia orgdnica y sinterizado final del andamio para dotarle de consistencia. En base a esta estrategia, son varios
los métodos descritos para la fabricacién de andamios 3D con aplicacién en regeneracion 6sea. Por ejemplo, la patente
US 2004/0191292A1 se refiere a la preparacion de andamios 3D para la regeneracién de tejido 6seo, basados en mi-
croparticulas compuestas por Si, Ca y P vehiculizadas en una matriz polimérica organica, donde la proporcién de ésta
ultima varia entre un 20% y 80% de la masa total del andamio. La patente US 2008/0103227A1 se refiere a la prepara-
cioén de materiales porosos con estructura jerarquizada, que implica la preparacion de una pasta ceramica aplicada a un
andamio de origen polimérico, por ejemplo poliuretanos. La patente US 2001/0016353A1 se refiere a la preparacién
de andamios compuestos por cerdmicas reabsorbibles mediante un método de replicacion. Este procedimiento implica
la impregnacién de estructuras textiles organicas con los precursores cerdmicos, requiriendo la posterior sinterizacién
para formar el andamio cerdmico. La patente US 6,283,997B1 se refiere a la preparacion de estructuras ceramicas y
cerdmica/polimero donde la fraccién polimérica es fotocurable y posteriormente eliminada por tratamiento térmico,
aplicando técnicas de estereolitografia.

En resumen, la preparacién de andamios cerdmicos puros requiere la eliminacién de una importante cantidad de
materia orgdnica, no inferior al 20% en masa respecto a la masa total del andamio [patente US 2004/0191292Al], para
lo cual existen dos opciones:

a) Calcinar a una temperatura (no superior a 600°C) suficiente para eliminar la fraccién polimérica pero sin
alcanzar la temperatura de sinterizacion de las particulas de la ceramica. En este caso, el andamio resultante
conserva la nanocristalinidad pero es muy fragil y no manipulable y por lo tanto no se puede usar para fines
de regeneracién dsea.

b) Calcinar a una temperatura (1000-1200°C) superior a la de la opcién anterior para eliminar el material
polimérico y sinterizar la fase cerdmica resultante procediendo posteriormente al endurecimiento del an-
damio obtenido. Mediante esta opcidn se garantiza la estabilidad mecdanica del andamio a expensas de la
pérdida del caricter nanocristalino (debido a la elevada temperatura a la que se trabaja). El resultado son
piezas cerdmicas altamente cristalinas, de baja bioactividad, no reabsorbibles y con microestructuras muy
diferentes al componente mineral del hueso.

La presente invencion solventa los inconvenientes del actual estado de la técnica al proporcionar un método para
obtener andamios:

e con macroporosidad disefiada,

e que presentan componente cerdmico basado en biocerdmicas bioactivas, biodegradables, biocompatibles
y nanocristalinas pero no incluyen componente polimérico,
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e y que no requieren la posterior calcinacién de vehiculos poliméricos, ni de procesos de sinterizacién a alta
temperatura.

Por tanto, los andamios fabricados mediante el método de la invencién combinan la excelente biocompatibilidad
de la hidroxiapatita, con la mejora de la bioactividad debida a la presencia del silicio, el cual juega un papel importante
en el proceso de formacién ésea y mineralizacién y, por dltimo, la estructura nanocristalina del material, mas acorde
con el tejido donde se pretende implantar. Ademads, el control sobre la macroporosidad que se consigue empleando la
técnica del prototipado rapido y la posibilidad de disefiar piezas a medida para cada situacion, hacen de la presente
invencién una excelente alternativa a los métodos actuales.

Explicacion de la invencion

La presente invencién describe un andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioactivo,
biocompatible y biodegradable en el que la cerdmica comprende apatita no sustituida o apatita sustituida con silicio.
En concreto, la cerdmica del andamio de la presente invencién comprende un compuesto de férmula:

Cay(PO4)6-x(S104)<(OH),,

donde 0 < x <0,5.

Entre las caracteristicas que hacen que el andamio de la presente invencién sea novedoso esta el cardcter nanocris-
talino de la cerdmica que compone dicho andamio. Gracias a esta caracteristica, el andamio de la presente invencién
es mds apropiado para el tejido donde se pretende implantar (6seo) que los anteriores andamios que se han preparado
hasta ahora. El tamafio medio de cristal de la cerdmica que compone el andamio de la presente invencion es inferior
a 50 nm. De forma mads concreta, el tamafio medio de cristal de la cerdmica que compone el andamio de la presente
invencion esta dentro del intervalo entre 10 nm y 30 nm.

Por otra parte, la morfologia del cristal cerdmico que compone el andamio de la presente invencion es acicular, ase-
mejandose asi a la del componente mineral del hueso. La longitud promedio de dicho cristal cerdmico de la invencién
estd comprendida entre 15 y 50 nm y la anchura promedio entre 5 y 10 nm.

Respecto a las caracteristicas técnicas relativas a la morfologia del poro, el andamio de la presente invencién
presenta una porosidad con entrecruzamiento tridimensional, el volumen de porosidad del andamio es del 35% o
superior y el grosor de la pared del mismo es superior a 600 um.

Respecto a las caracteristicas técnicas mecdnicas, el andamio de la presente invencién presenta un valor de tensién
maéxima previa a fractura comprendido entre 0,556 y 1,06 MPa, una deformacién méxima previa a fractura entre 2,85
y 6,54% y un moédulo eldstico entre 100 y 200 MPa que es similar al del hueso trabecular.

En resumen, el andamio de la presente invencién combina la excelente biocompatibilidad de la apatita, con la
mejora de la bioactividad debida a la presencia del silicio, con la estructura nanocristalina de la cerdmica, idénea para
el tejido donde se pretende implantar, y con el control sobre la macroporosidad que se consigue empleando la técnica
del prototipado rapido.

La invencién describe, asimismo, un método para la preparacién de un andamio tridimensional cerdmico puro,
de cerdmica nanocristalina, bioactivo, biocompatible y biodegradable. Las principales ventajas que proporciona el
método descrito en la presente invencién son:

o el control sobre la macroporosidad del andamio preparado mediante este método. Este control se consigue
empleando la técnica del prototipado rdpido.

e ¢l andamio preparado mediante este método es cerdmico puro, es decir, presenta componente cerdmico
pero no incluye componente polimérico.

e labioceramica del andamio preparado mediante este método comprende apatita no sustituida o apatita sus-
tituida con silicio. De esta forma el andamio preparado mediante el presente método combina la excelente
biocompatibilidad de la apatita con la mejora de la bioactividad debida a la presencia del silicio.

e la biocerdmica del andamio preparado mediante este método presenta cardcter nanocristalino y morfologia
acicular (en forma de agujas) para garantizar el comportamiento bioactivo, biodegradable y biocompatible
del implante.

e el andamio preparado mediante este método no requiere la posterior calcinacion de vehiculos poliméricos,
ni procesos de sinterizacién a alta temperatura.

El método de la presente invencioén se lleva a cabo mediante prototipado rdpido empleando un equipo de impresion
tridimensional (3D).
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En los métodos de fabricacién de andamios cerdmicos que forman parte del estado de la técnica ha sido necesaria
la incorporacion de la cerdmica en el seno de un componente polimérico para dar consistencia a la pieza durante el
proceso de deposicién 3D. El método de la presente invencion, a diferencia de los métodos anteriores descritos en
el estado de la técnica, no requiere la incorporacién de la cerdmica en el seno de polimeros para que la pieza final
sea consistente. De esta forma se consigue evitar la etapa de calcinacién del polimero y la posterior sinterizacion de
la cerdmica restante, proceso que requiere temperaturas superiores a 1000°C que conducen a la pérdida del cardcter
nanocristalino en la cerdmica.

El método de la presente invencion, se fundamenta en el uso de una pasta o tinta acuosa de alta carga cerdmica
en forma de suspensién que presenta dos o mds distribuciones de tamafio de grano distintas. A dicha tinta se le afade
una pequefia cantidad de un componente monomérico y de un agente surfactante o dispersante, de manera que la
proporcién en peso de la suma componente monomérico + surfactante debe ser inferior al 5% respecto a la masa total
de la tinta cerdmica. De esta manera se consigue que la tinta cerdmica alcance un punto de viscosidad suficiente para
fluir por el inyector del equipo de impresién 3D. Al depositar, mediante extrusion, capas sucesivas de tinta cerdmica
sobre una placa caliente, el andamio solidifica basdndose en tres fendmenos:

e Al presentar la tinta cerdmica una distribucién de tamafio de grano multimodal, es decir, al coexistir dos
o mas distribuciones de tamafio de grano distintas en la misma tinta cerdmica, se produce la acomodacién
de unos granos con otros en funcién de sus distintos tamafios.

e El agente surfactante o dispersante favorece la repulsion entre las particulas de la cerdmica permitiendo
asf que la suspensidn cerdmica sea estable en medio acuoso.

e El componente monomérico recubre la superficie de los granos de cerdmica formando una pelicula que
polimeriza uniendo de esta forma las fronteras de grano. Conviene resaltar el hecho de que se trata de
una capa o pelicula que recubre la superficie de los granos y no de una masa polimérica que embute a los
mismos.

El posterior tratamiento térmico para eliminar dichos aditivos organicos implica calentar a una temperatura entre
300°C y 600°C, pero en ningln caso superior a 600°C, ya que de esta forma se asegura la eliminacién completa
de los aditivos orgdnicos sin comprometer el cardcter nanocristalino de la fase tipo apatita que constituye el anda-
mio.

En la presente invencion se reivindica asimismo el uso de los andamios biocerdmicos de la presente invencion para
la fabricacién de implantes para cirugia traumatoldgica, cirugia maxilofacial, cirugia periodontal, cirugia ortognética,
cirugia oral, cirugia de fisura palatina, tratamientos dentales, hueso osteoporético, regeneracion alveolar, fisuras dseas,
fusiones dseas, relleno y regeneracion Osea vertical y horizontal y técnicas de ingenieria de tejidos, asi como para la
liberacién de sustancias con fines terapéuticos.

En la presente invencion, las expresiones “ceramica(s) nanocristalina(s)” o “ceramica(s) de caracter nanocristalino”
0 “nanocerdmica(s)” son equivalentes e intercambiables y se refieren a cerdmicas donde ninguna de las dimensiones
de los cristales que componen dicha cerdmica supera los 50 nm.

Se debe tener en cuenta que el uso en esta descripcion y en las reivindicaciones de los articulos el/la, un/a/o incluye
la referencia al plural a no ser que en el contexto se indique explicitamente lo contrario.

De forma més detallada, el método de la presente invencién comprende las siguientes etapas:
1. Sintesis del material en polvo

Tal y como se ha comentado anteriormente en la presente invencion, la ceramica que compone el andamio fabrica-
do segin el método reivindicado en la presente invencion presenta una composicion quimica basada en hidroxiapatitas
nanocristalinas o bien no sustituidas o bien sustituidas con silicio. De forma mas especifica, las composiciones utili-
zadas para la preparacién de la cerdmica del presente método comprenden un compuesto de férmula quimica: Ca,
(PO4)s-x(S104),(OH),_4, donde 0 < x < 0,5.

La cerdamica se obtiene en forma de polvo segtin el método detallado en la literatura [D. Arcos, J. Rodriguez-
Carvajal and M. Vallet-Regi, Silicon incorporation in hydroxylapatite obtained by controlled crystallization, Chem.
Mater. 2004, 16, 2300-2308], mediante la precipitacién controlada de disoluciones acuosas de sales precursoras de
los componentes principales de la cerdmica: Ca, P (que se encuentra en forma de i6n fosfato), Si (que se encuentra
en forma de i6n silicato), y OH'~ (iones hidroxi). La adicién de la sal precursora de silicio o alcéxido de silicio es
opcional, tnicamente se requiere para la fabricacién de andamios basados en cerdmicas sustituidas con silicio. Por
tanto, en el caso de que se desee fabricar un andamio basado en hidroxiapatitas no sustituidas se omitiria la adicién de
la disolucién de la sal precursora del silicio.

La reaccidn se ajusta continuamente a pH béasico mediante la adicidon de un agente basificante para garantizar asi
unas condiciones constantes a lo largo de todo el proceso de sintesis.
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Con la finalidad de obtener una distribucién de tamafio de particula multimodal, la temperatura del medio de
reaccion se hace variar durante la sintesis dentro de un intervalo entre la temperatura ambiente y la temperatura de
ebullicién del disolvente (agua) durante un intervalo de tiempo entre 30 minutos y tres horas pues durante este periodo
de tiempo se produce la nucleacién y crecimiento de los cristalitos. De esta 1 forma, cambios en la temperatura a lo
largo de ese periodo implican heterogeneidad en el tamafio del grano. Se obtiene asi una cerdmica en forma de polvo
y con una distribucién de tamafio de grano multimodal.

2. Recogida y molienda del material en polvo

El material en polvo obtenido en la etapa anterior se seca a una temperatura entre 50°C y 80°C y se muele en un
molino de bolas rotatorio. La granulometria se controla periédicamente hasta obtener al menos dos poblaciones dife-
rentes de tamafio de particula. La distribucién de menor tamafio de particula debe estar centrada en un valor de tamafio
de particula comprendido entre 1 y 20 micras y la distribucién de mayor tamafio de particula debe estar centrada en
valores de tamafio de particula superiores a 25 micras. Estas distribuciones de tamafio garantizan el acomodamiento
de las particulas durante el posterior depdsito en el proceso de impresién 3D.

3. Preparacion de la suspension cerdmica

Esta etapa comienza con la preparacion de una disolucién monomérica en agua destilada donde la cantidad de
componente monomérico a afiadir varia entre el 2 y 4% en peso respecto a la masa de la mezcla final constituida por
componente monomérico, surfactante y componente ceramico. Dicho componente monomérico se puede seleccionar
entre acrilamidas, metacrilamidas, metilenbisacrilamidas, dimetacrilato de polietilenglicol, o combinaciones de los
mismos. También pueden utilizarse polisacaridos como agar, agarosa, carragenina, alginato, o combinaciones de los
mismos. En concreto, han demostrado ser especialmente eficaces metacrilamida y N,N’-metilenbi sacrilamida.

Sobre esta disolucién se incorpora un surfactante en cantidades entre el 2 y 4% en peso respecto a la masa de
la mezcla final constituida por componente monomérico, surfactante y componente cerdmico. Dicho surfactante se
selecciona entre polimetacrilato de amonio (por ejemplo, metacrilatos de amonio del tipo Darvan 811, Dolapix PC
67 o Dispex A40), polimetacrilato de sodio, poliacrilato de amonio, poliacrilato de sodio, hexametafosfato de sodio,
pirofosfato de sodio decahidratado, o combinaciones de los mismos. En concreto, han demostrado ser especialmente
eficaces los acrilatos y metacrilatos de amonio del tipo Darvan 811, Dolapix PC 67 o Dispex A40.

Se mantiene dicha disolucién acuosa en agitacién continua y se afiade sobre ella el material en polvo obtenido en la
etapa 2. La carga cerdmica de dicha mezcla final en suspension es siempre superior al 30% (v/v). El contenido total de
aditivos orgdnicos (mondmero + surfactante) no debe superar el 5% en peso respecto a la masa total de la suspension
final. De esta forma se obtiene una pasta ceramica de elevada viscosidad, que se tamiza a través de una malla antes de
incorporarse a los cartuchos inyectores del equipo de impresién 3D.

4. Fabricacion del andamio por prototipado rdpido

La fabricacion del andamio se lleva a cabo mediante prototipado rdpido usando un equipo de impresion 3D. La tinta
cerdmica en forma de suspension obtenida en la etapa 3 se introduce en un inyector manteniéndose a una temperatura
entre 5°C y 20°C durante el periodo de tiempo en el que se encuentra en el interior del inyector. Mediante extrusién
con presién por medio de aire comprimido o pistén mecénico se hace que la tinta cerdmica fluya a través de la punta
inyectora para luego depositarse capa a capa sobre una placa calentada a temperaturas entre 50°C y 90°C.

De esta forma se construyen los andamios con formas libres y porosidad disefiada mediante el depdsito capa a capa
de la tinta cerdmica descrita. El periodo de depdsito transcurrido entre capas sucesivas debe ser igual o superior a 30
segundos, evitando asi el colapso de las capas que constituyen el andamio.

5. Consolidacion del andamio

Las piezas obtenidas en la etapa anterior se secan en estufa a temperaturas de entre 60 y 90°C durante un perio-
do igual o superior a 12 horas. Estas condiciones estdn directamente relacionadas con la baja cantidad de aditivos
organicos afiadidos asi como con la naturaleza acuosa de la tinta cerdmica. El andamio, después de ese periodo de,
como minimo, 12 horas, queda asi consolidado por secado total de la tinta cerdmica y por el contacto de los aditivos
poliméricos en la superficie de los granos de cerdmica.

6. Calcinacion del andamio

Una vez que las piezas han adquirido suficiente consistencia, se tratan a una temperatura entre 300°C y 600°C, pero
en ningln caso a una temperatura superior a 600°C hasta eliminacion total de los aditivos orgdnicos incorporados. De
este modo obtenemos piezas libres de materia organica, conservando el cardcter nanocristalino de la cerdmica que
compone el andamio.

A continuacién se adjunta un resumen de las caracteristicas técnicas principales medidas en los andamios fabrica-
dos mediante el método reivindicado en la presente invencion:
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a) Las caracteristicas técnicas microestructurales son las siguientes:
e Tamaiio de cristal promedio: 10 a 30 nm.
e Morfologia del cristal: acicular, similar por tanto a la apatita bioldgica que se encuentra en el tejido éseo:
> Longitud promedio: 15-50 nm.
> Anchura promedio: 5-10 nm.
b) Las caracteristicas técnicas relativas a la morfologia del poro son las siguientes:
e Porosidad disefiada con entrecruzamiento tridimensional.
e Volumen de porosidad disefiada: 35% o superior.
e Grosor de la pared del andamio: superior a 600 um.
c¢) Las caracteristicas técnicas mecdnicas son las siguientes:
e Tensién maxima previa a fractura: 0,556 - 1,06 MPa.
e Deformacién maxima previa a fractura: 2,85 - 6,54%.
e Moddulo eldstico: 100 - 200 MPa (similar al hueso trabecular).
Modo de realizacion de la invencion

A continuacion se detalla un ejemplo de un modo de realizacién de la invencidn para la preparacién de andamios
macroporosos de hidroxiapatita sustituida con silicio de férmula Ca;,(PO,)s7(SiO,)3(OH); ;.

1. Sintesis del material en polvo

El método de la invencién comenzd con la sintesis de la cerdmica de férmula quimica Ca,z(PO,)s7(SiOy4)03
(OH), ; siguiendo el procedimiento detallado en la literatura [D. Arcos, J. Rodriguez-Carvajal and M. Vallet-Regi,
Silicon incorporation in hydroxylapatite obtained by controlled crystallization, Chem. Mater. 2004, 16, 2300-2308].
Se partié de tres disoluciones acuosas: nitrato de calcio tetrahidrato, monohidrégeno fosfato de amonio y tetraetil
ortosilicato en la proporcién ] estequiométrica. Estas soluciones son las precursoras de los componentes principales
de la cerdmica: Ca, fosfato y silicato, respectivamente. Las disoluciones se incorporaron gota a gota sobre el medio
de reaccion en agitacién continua. El pH de la reaccion se ajusté continuamente a un valor entre 10 y 12 mediante la
adicién de una disolucién de hidréxido de amonio para garantizar asi unas condiciones constantes a lo largo de todo
el proceso de sintesis. La temperatura al inicio de la reaccién era de 20°C y se increment6 a una velocidad de 1°C por
minuto hasta 80°C (temperatura al término de una hora). Una vez alcanzada la temperatura final, se mantuvo durante
12 horas en agitacién. Se obtuvo la cerdmica en forma de polvo y con una distribucién de tamafio de grano multi-
modal.

2. Molienda y granulometria

El material en polvo obtenido en la etapa 1 se lavé con agua destilada hasta obtener pH =7 en los liquidos de lavado.
Una vez lavado, el material en polvo se sec a 60°C en estufa y se molié en molino de bolas. Para ello se incorporaron
65 gramos de material en un vaso de dgata de 250 ml de capacidad con 3 bolas de dgata de 2 cm de didmetro. Se llevé
a cabo un primer proceso de molienda de 60 minutos de duracidn. A este primer proceso le siguieron otros procesos de
molienda idénticos al primero salvo por el tiempo de duracién (en estos procesos la duracién era de 15 minutos) hasta
obtener una granulometria con al menos dos poblaciones de tamafio de particula distinto: una poblacién de tamafio de
particula pequefio centrada en valores de tamafio de particula en torno a 10 micrémetros de didmetro (en concreto, la
mediana de dicha distribucién era igual a 12 micrémetros) y una distribucién de tamafio de particula mayor centrada
en valores de tamafio de particula en torno a 50 micrémetros (en concreto, la mediana de dicha distribucién era igual
a 48 micrémetros) (ver figura 1).

3. Preparacion de la tinta cerdmica

Esta etapa comenz6 con la preparacion de una disolucion del componente monomérico. Para ello se prepararon
25 ml de una disolucién en agua destilada de N,N’-metilenbisacrilamida (0,3 gramos) y metacrilamida (1,5 gramos).
Se mantuvo dicha disolucidn en agitacion continua. Tras 6 horas de agitacién, cuando los mondmeros se encontraban
totalmente disueltos, se afiadieron 1,2 gramos de Darvan 811 que actuaba en calidad de agente surfactante. La mezcla
se dejoé durante una hora en agitacion y se incorporaron lentamente 30 gramos del material en polvo obtenido en la
etapa anterior manteniendo la agitacién continua. De esta forma se consiguid una pasta cerdmica de alta viscosidad.
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Para eliminar las particulas de tamafio superior a 100 micras, la pasta cerdmica se crib6 a través de un tamiz con
100 micras de tamafio de malla. Con ello se consiguié una tinta cerdmica de alta viscosidad, capaz de fluir por una
punta inyectora de 600 micras, a una temperatura de 15°C y con una presioén de 0,035 bares.

4. Fabricacion del andamio cerdmico

Esta etapa comenz6 con la generacién de un fichero CAD o fichero que contiene el disefio en 3D asistido por
ordenador del andamio. En dicho fichero se especificé la morfologia externa, el patrén de porosidad y el tamafio de
los poros del andamio. Dicho fichero se cargé en el equipo de impresion 3D y se fijaron asimismo cada uno de los
pardmetros de fabricacién que permitia el equipo:

Temperatura de la pasta: 15°C.

Temperatura de la placa de depésito (donde se depositan las capas de pasta ceramica): 55°C.
Velocidad de impresién: 300 micras/segundo.

Presién de inyeccién: 0,035 bares.

Ancho de la punta inyectora: 600 micras.

La tinta cerdmica en forma de suspension obtenida en la etapa 3 se introdujo en un inyector manteniéndose a una
temperatura de 15°C durante el periodo de tiempo en el que la tinta se encontraba en el interior del inyector. Mediante
extrusion con presion por medio de aire comprimido o piston mecdnico se hizo que la tinta cerdmica fluyera a través
de la punta inyectora para luego depositarse capa a capa sobre una placa precalentada a una temperatura de 55°C. La
velocidad de impresion se ajusté a un valor que permitiera un minimo de 30 segundos entre capa y capa, favoreciendo
asi el secado de las capas inferiores y evitando el colapso del andamio.

5. Consolidacion del andamio

El andamio obtenido en la etapa anterior se llevé rdpidamente a una estufa precalentada a 70°C, y se mantuvo
dentro de la estufa durante 12 horas. Tras este periodo, las piezas estaban totalmente secas y las particulas de cerdmica
consolidadas a través del contacto de los aditivos poliméricos en su superficie.

6. Calcinacion del andamio

Las piezas consolidadas resultantes de la etapa anterior se sometieron a una temperatura de 600°C durante 2 horas,
eliminando toda la materia organica pero sin modificar el cardcter nanocristalino de la fase ceramica, que queda como
tinico componente del andamio.

La tabla 1 recoge los valores de superficie especifica y composiciéon quimica en peso obtenidos para diez lotes
de andamios de la férmula Ca;o(PO4)57(Si0,)3;(OH); ;. A partir de los datos de la tabla se observa, en primer lugar,
la presencia del silicio en todos los lotes. Dada la dificultad que supone la incorporacion de silicio a la fase apatita,
principalmente por la posibilidad de que el precursor de silicio afiadido en la reaccién pueda perderse con los liquidos
de lavado, resulta especialmente notorio y satisfactorio el hecho de que el Si esté presente en todos los lotes con un
margen de error de + 0,09%.

Por otra parte, la superficie especifica es una variable que se relaciona con el tamafio de cristal. Cuando la cerdmica
estd tratada a alta temperatura y, como resultado de ello, los cristales de la misma son grandes, el valor de la superficie
especifica es muy pequefio (inferior a 10 m?/g). Para los diez lotes de andamios preparados mediante el método de la
presente invencion, el valor de la superficie especifica oscila entre 80 y 95 m?/g, hecho que se explica por la naturaleza
nanocristalina de la cerdmica.

Asimismo queda demostrada la reproducibilidad del método pues las diferencias en porcentajes, entre los distintos
lotes, para cada uno de los distintos elementos de cada lote estdn dentro del rango de incertidumbre del método de
andlisis utilizado.
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TABLA 1

Superficie

especifica % Ca % H %O % P % Si
(m’ig)

1 94,92 42,13 0,18 38,49 18,66 0,47
2 90,2 41,84 0,18 38,64 18,83 0,45
3 85,35 39,82 0,18 41,38 18,21 0,37
4 89,14 40,00 0,18 4084 18,56 0,37
5 95,39 4193 0,18 38,35 18,01 0,49
6 92,05 41,85 0,18 38,23 19,18 0,41
7 94,62 4484 0,18 34,89 19,65 0,40
8 79,85 44,73 0,18 34,65 20,18 0,34
8 82,53 4477 0,18 34,84 19,88 0,33
10 85,23 42,99 0,18 37,11 19,29 0,43

Mediante el método de la presente invencién y siguiendo especificamente el modo de realizacién descrito, se
prepararon dos series de andamios con las siguientes caracteristicas:

Serie 1
a) Las caracteristicas técnicas microestructurales son las siguientes:
e Tamaio de cristal promedio: 12,7 nm.
e Morfologia del cristal: acicular.
> Longitud promedio: 18,7 nm.
> Anchura promedio: 6,7 nm.
b) Las caracteristicas técnicas relativas a la morfologia del poro son las siguientes:
e Porosidad disefiada con entrecruzamiento tridimensional.
e Volumen de porosidad del 37%.
e Grosor de la pared del andamio: 700 (+/- 10) um.
c¢) Las caracteristicas técnicas mecédnicas son las siguientes:
e Tensién maxima previa a fractura: 0,727 (+/- 0,171) MPa.
e Deformacién maxima previa a fractura: 3,98 (+/- 1,13)%.

e Modulo elastico: 120 (+/-12) MPa.

10
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Serie 2
a) Las caracteristicas técnicas microestructurales son las siguientes:
e Tamaifio de cristal promedio: 16,1 nm.
e Morfologia del cristal: acicular.
> Longitud promedio: 23,8 nm.
> Anchura promedio: 8,5 nm.
b) Las caracteristicas técnicas relativas a la morfologia del poro son las siguientes:
e Porosidad disefiada con entrecruzamiento tridimensional.
e Volumen de porosidad del 35%.
e Grosor de la pared del andamio: 720 (+/- 8) um.
¢) Las caracteristicas técnicas mecdnicas son las siguientes:
e Tensién maxima previa a fractura: 0,926 (+/- 0,132) MPa.
e Deformacién maxima previa a fractura: 4,87 (+/- 1,67)%.
e Moddulo elastico: 122 (+/- 9) MPa.
Descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra la distribucién del tamafio de particula de un material en polvo de férmula Ca;,(PO,)s,
(8104)03(OH), ; obtenido tras el proceso de molienda correspondiente a la etapa 2 del método de preparacion de anda-
mios reivindicado en la presente invencién. En dicha grafica, los valores de frecuencia de particulas (expresados en %)
se representan frente al tamafio de particula (expresado en um). Al observar la figura, se pueden diferenciar ficilmente
dos poblaciones de tamafio de particula. La primera de ellas esta centrada en valores de tamafio de particula en torno a
10 micrémetros de didmetro (en concreto, la mediana de dicha distribucién es igual a 12 micrémetros), constituyendo
la poblacién de tamafio de particula pequefio. La segunda poblacidn, mds amplia, estd centrada en valores de tamafio
de particula en torno a 50 micrémetros (en concreto, la mediana de dicha distribucion es igual a 48 micrémetros),
constituyendo la poblacidon de tamafio grande. Esta distribucién es esencial en el proceso, puesto que durante el depd-
sito por impresién 3D, las particulas de la poblacién de tamafio pequefio rellenan los espacios intergranulares dejados
por las particulas de la poblacién de tamafio grande.

La figura 2 muestra un diagrama de difraccion de rayos X (intensidad de reflexién (cuentas) frente a dngu-
lo de reflexién (26)) correspondiente a un andamio de hidroxiapatita sustituida con silicio de férmula Ca;o(POy)s;
(8104)03(OH), ; obtenido segtin el método de la presente invencién. La anchura del perfil de los mdximos de difrac-
cion es indicativa del pequefio tamaiio de cristal que forma dicha fase, en otras palabras, mediante este difractograma
se comprueba el caricter nanocristalino de la hidroxiapatita sustituida con silicio del andamio. El médximo identificado
con los indices 0 0 4 representa una familia de planos cristalinos paralelos entre si, perpendiculares al eje ¢ y paralelos
a los ejes a y b de la celda unidad de la fase apatita. Dicho maximo presenta una intensidad anémalamente elevada
y un perfil més estrecho, lo que indica que el cristal ha crecido mds en la direccién del eje ¢, lo que conduce a una
morfologia acicular de los cristalitos de apatita asemejandose asi a los del componente mineral del hueso.

La figura 3 muestra una representacion del tamafio y morfologia del cristal de la hidroxiapatita sustituida con sili-
cio, de férmula Ca,;((PO,)s,(Si0,4)y3(OH), 7, del andamio que se ha obtenido segtin el método de la presente invencion.
El grafico se ha construido a partir de la informacién, obtenida por difraccién de rayos X, acerca del crecimiento del
cristal en todas y cada una de las direcciones, y se representa a lo largo de la direccién [001] (direccion del eje ¢ de
la celda unitaria de la apatita) y [100] (direccién del eje a de la celda unitaria de la apatita). Dicha figura demuestra
el cardcter nanocristalino y la morfologia acicular de los cristales de hidroxiapatita sustituida con silicio, donde el
tamaifio de cristal es de 18,7 nm y 6,7 nm a lo largo de las direcciones [001] y [100], respectivamente. Es importante
sefalar que el sistema cristalino de la apatita es un sistema cristalino hexagonal donde la magnitud a es igual a b pero
distinta de c.

La figura 4 presenta algunos ejemplos de la apariencia exterior de los andamios macroporosos ceramicos puros, de

cerdmica nanocristalina no sustituida y sustituida con silicio, obtenidos siguiendo el método de preparacion expuesto
en la presente invencion.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2373 286 Al

REIVINDICACIONES

1. Andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioactivo, biocompatible y biodegradable
en el que la ceramica preparada en la etapa (a) comprende apatita no sustituida o apatita sustituida con silicio.

2. Andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioactivo, biocompatible y biodegradable
seglin la reivindicacion 1, en el que la cerdmica comprende un compuesto de formula: Ca,;,(PO,)s_(S10,)03(OH), 7,
donde 0 < x <0,5.

3. Andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioactivo, biocompatible y biodegradable
segun la reivindicacion 2, en el que la cerdmica comprende un compuesto de féormula: Ca,((PO,)s7(Si04)03(OH), ;.

4. Andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioactivo, biocompatible y biodegradable
seglin cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el tamafio medio de cristal de la cerdmica es inferior a 50 nm.

5. Andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioactivo, v biocompatible y biodegradable
segun la reivindicacién 4, en el que el tamafio medio de cristal de la cerdmica estd dentro del intervalo entre 10 nm y
30 nm.

6. Andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioactivo, biocompatible y biodegradable
segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la morfologia del cristal de la cerdmica es acicular, estando
comprendida la longitud promedio del cristal entre 15 y 50 nm y la anchura promedio entre 5 y 10 nm.

7. Andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioactivo, biocompatible y biodegradable
seglin cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el volumen de porosidad del andamio es del 35% o superior.

8. Andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioactivo, biocompatible y biodegradable
segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que la tensién maxima previa a la fractura del andamio estd dentro
del intervalo entre 0,556 MPa y 1,060 MPa.

9. Andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioactivo, biocompatible y biodegradable
segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que la deformacién médxima previa a la fractura del andamio esta
dentro del intervalo entre un 2,85% y un 6,54%.

10. Andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioactivo, biocompatible y biodegradable
segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que el mddulo elastico del andamio estd dentro del intervalo entre
100 y 200 MPa.

11. Método para la preparacién de un andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioactivo,
biocompatible y biodegradable que comprende las siguientes etapas:

(a) Preparaciéon de una biocerdmica con estructura nanocristalina a partir de la precipitacion controlada de diso-
luciones acuosas de sales precursoras de los componentes principales de la cerdmica de forma que se obtenga una
distribucién de tamafio de grano multimodal en la cerdmica.

(b) Molienda de la biocerdmica nanocristalina en polvo obtenida en el apartado anterior hasta obtener una granu-
lometria con al menos dos distribuciones diferentes de tamafio de particula.

(c) Preparacién de la tinta ceramica suspendida en medio acuoso y estabilizada con una mezcla comprendida por
un componente monomérico al que se le afade un agente surfactante donde el contenido total de dicha mezcla debe
ser inferior o igual al 5% en peso respecto a la masa total de la suspensién que constituye la tinta cerdmica.

(d) Fabricacién del andamio macroporoso por prototipado rapido mediante impresion tridimensional.

(e) Consolidacion del andamio por secado de la tinta cerdmica.

(f) Calcinacién del andamio sometiendo la pieza a una temperatura entre 300°C y 600°C.

12. Método para la preparacion de un andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioac-
tivo, biocompatible y biodegradable segiin la reivindicacién 11, en el que la biocerdmica preparada en la etapa (a)
comprende apatita no sustituida o apatita sustituida con silicio.

13. Método para la preparacion de un andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioac-

tivo, biocompatible y biodegradable segiin la reivindicacién 12, en el que la biocerdmica preparada en la etapa (a)
comprende un compuesto de férmula: Ca,;;(PO,)s_,(Si10,),(OH),_,, donde 0 < x <0,5.
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14. Método para la preparacién de un andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioactivo,
biocompatible y biodegradable segiin cualquiera de las reivindicaciones 11-13, en el que en la etapa (a) la biocerdmica
se obtiene con una distribucién de tamaio de particula multimodal por medio de la variacién gradual de la temperatura
durante el proceso de sintesis.

15. Método para la preparacion de un andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioactivo,
biocompatible y biodegradable segtin la reivindicacién 14, en el que en la etapa (a) se hace variar la temperatura dentro
de un intervalo entre 10°C y 95°C durante un intervalo de tiempo entre 30 minutos y tres horas.

16. Método para la preparacién de un andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioactivo,
biocompatible y biodegradable segin la reivindicacién 15, en el que en la etapa (a) la temperatura al inicio de la
reaccion es de 20°C y se incrementa a una velocidad de 1°C por minuto hasta 80°C (temperatura al término de una
hora).

17. Método para la preparacion de un andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioactivo,
biocompatible y biodegradable segiin cualquiera de las reivindicaciones 14-16, en el que la distribucién de tamafio de
particula menor obtenida en la etapa (b) estd centrada en un valor de tamafio de particula comprendido entre 1 y 20
micrémetros y la distribucién de tamaiio de particula mayor obtenida en la etapa (b) estd centrada en valores de tamafio
superiores a 25 micrémetros.

18. Método para la preparacion de un andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioactivo,
biocompatible y biodegradable segtin cualquiera de las reivindicaciones 11-17, en el que el componente monomérico
de la mezcla empleada para estabilizar la tinta cerdmica en la etapa (c) se selecciona entre acrilamidas, metacrilamidas,
metilenbisacrilamidas, dimetacrilato de polietilenglicol o combinaciones de los mismos, pudiéndose utilizar también
polisacaridos como agar, agarosa, carragenina, alginato o combinaciones de los mismos, y la proporcién de com-
ponente monomeérico respecto a la mezcla total constituida por componente monomérico, surfactante y componente
cerdmico estd comprendida entre 2 y 4% en peso.

19. Método para la preparacién de un andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioactivo,
biocompatible y biodegradable segtin cualquiera de las reivindicaciones 11-18, en el que en la etapa (c) el surfactan-
te que se aflade sobre la disolucién monomérica se selecciona entre polimetacrilato de amonio, polimetacrilato de
sodio, poliacrilato de amonio, poliacrilato de sodio, hexametafosfato de sodio, pirofosfato de sodio decahidratado o
combinaciones de los mismos, y la proporcién de surfactante respecto a la mezcla total constituida por componente
monomérico, surfactante y componente cerdmico estd comprendida entre 2 'y 4% en peso.

20. Método para la preparacion de un andamio tridimensional cerdmico puro, de ceramica nanocristalina, bioactivo,
biocompatible y biodegradable segtin las reivindicaciones 18 y 19, en el que la carga ceramica final de la tinta preparada
en la etapa (c) es superior al 30% (v/v).

21. Método para la preparacién de un andamio tridimensional cerdmico puro, de ceramica nanocristalina, bioactivo,
biocompatible y biodegradable segiin cualquiera de las reivindicaciones 11-20, en el que en la etapa (d) de fabricacién
del andamio la tinta cerdmica se introduce en un inyector manteniéndose a una temperatura entre 5°C y 20°C mientras
estd en el interior del inyector y se deposita capa a capa sobre una placa calentada a temperaturas entre 50°C y
90°C teniendo en cuenta que el periodo de depdsito transcurrido entre capas sucesivas debe ser igual o superior a 30
segundos.

22. Método para la preparacion de un andamio tridimensional cerdmico puro, de cerdmica nanocristalina, bioac-
tivo, biocompatible y biodegradable segin cualquiera de las reivindicaciones 11 -21, en el que en la etapa (e) de
consolidacion del andamio las piezas se secan en estufa a temperaturas de entre 60°C y 90°C durante un periodo igual
o superior a 12 horas.

23. Uso del andamio segin cualquiera de las reivindicaciones 1-10 para la fabricacion de implantes para su aplica-
cion en biomedicina.

24. Uso segun la reivindicacién 23 donde las aplicaciones biomédicas del andamio se seleccionan entre cirugia
traumatoldgica, cirugia maxilofacial, cirugia periodontal, cirugia ortogndtica, cirugia oral, cirugia de fisura palatina,
tratamientos dentales, hueso osteopordético, regeneracion alveolar, fisuras 6seas, fusiones 6seas, relleno y regeneracién
dsea vertical y horizontal, y técnicas de ingenieria de tejidos, asi como para la liberacién de sustancias con fines
terapéuticos.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201000957

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 DOROZHKIN, S.V. “Nanodimensional and nanocrystalline
apatites and other calcium orthophosphates in biomedical
engineering, biology and medicine” Materials 27.11.2009,
Volumen 2 P4ginas 1975-2045; Tabla 1, apartados 3, 4,5.1y 8.1
D02 EP 1108698 A1l (ISOTIS B V) 20.06.2001
D03 SEITZ, H. et al: “Three-dimensional printing of porous ceramic
scaffolds for bone tissue engineering” Journal of Biomedical
Materials Research. Part B: Applied Biomaterials 24.06.2005,
Volumen 74 Péaginas 782-788; paginas 4y 6.

2. Declaracion motivada seguin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion
El objeto de la invencion es un andamio tridimensional ceramico puro de ceramica nanocristalina, bioactivo, biocompatible y

biodegradable.

El documento DO1 recoge las aplicaciones y propiedades de las apatitas nanocristalinas. Dentro de ellas se destaca la

fabricacién de andamios porosos para su uso como implantes (Tabla 1, apartados 3, 4, 5.1y 8.1)

El objeto técnico de las reivindicaciones 1-2, 23-24 carece de novedad a la luz de lo divulgado en DO1 (Art. 6 LP).

En cuanto a las reivindicaciones dependientes 4-10, relativas a la caracteristicas morfolégicas y propiedades de los
andamios obtenidos, se considera que, en la medida que éstas responden a la definicion genérica recogida en la
reivindicacion 1 de la solicitud, carecen de novedad y/o actividad inventiva ya que los andamios obtenidos en el estado de la

técnica con la misma composicion presentaran analogas propiedades (Art. 6y 8 LP).

El documento D02 divulga un procedimiento para la obtencién de un andamio tridimensional ceramico macroporoso que
comprende las etapas de: preparar una suspension del material cerdmico, afiadir una fase orgénica, secar la pasta obtenida
y eliminar la fase organica por descomposicion térmica (entre 200-800°C). El material cerdmico puede ser hidroxiapatita, y el
material organico afiadido monémeros de metacrilato. El andamio obtenido presenta una porosidad superior al 40%

(paginas 3-5).

El documento D03 divulga un procedimiento de obtencién de andamios tridimensionales ceramicos (de hidroxiapatita) por

prototipado rapido (paginas 4y 6).

Ninguno de los documentos citados, ni ninguna combinacion relevante de los mismos, divulga un andamio tridimensional de
ceramica nanocristalina en el que la cerdmica sea Caio(POa4)s57(Si04)0,3(OH)1,7, ni un método para la obtencién del mismo
por prototitado rapido en el que la proporcion de componente organico en la preparacion de la pasta sea inferior al 5% en

peso.

Por tanto, el objeto técnico de las reivindicaciones 3,11-22 es nuevo e implica actividad inventiva (Art. 6 y 8 LP).
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