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@ Resumen:

Fabricacion de andamios tridimensionales con vidrios
mesoporosos bioactivos mediante prototipado rapido.
Se fabrica un andamio macroporoso (200 - 1.000
micras) a partir de un vidrio bioactivo mesoporoso de
porosidad previamente conocida (2 - 50 nm) que se
mezcla con los componentes necesarios para obtener
una pasta de la consistencia necesaria para que
pueda ser inyectada por un robot de prototipado
rapido. La posterior eliminacion de estos
coadyuvantes por calcinacion lleva a la obtencién de
un material ceradmico puro y manejable.

El método permite conservar esta porosidad inicial y
obtener asi un andamio de porosidad tridimensional
disefiada e interconectada. Ademas, el andamio no
presenta en su composicién polimeros por lo que se
evitan los posibles problemas de toxicidad que
puedan conllevar.La composicién y estructura de los
andamios fabricados los hacen 6ptimos para ser
utilizados en ingenieria de tejidos para regeneracién
6sea y como sistema liberador de principios activos.

Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 40.2.8 LP.
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DESCRIPCION

Fabricacién de andamios tridimensionales con vidrios mesoporosos bioactivos mediante prototipado rapido.
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 invencion se refiere a la fabricacién de andamios macroporosos de porosi-
dad tridimensional controlada y ordenada, a través de la técnica de prototipado rdpido. Los andamios obtenidos son
utilizables en ingenieria de tejidos.

Estado del arte

La ingenieria tisular consiste en el sembrado y la adhesién in vivo de células humanas sobre una estructura, un
andamio. Las células, una vez implantadas, proliferan, migran y se diferencian en tejido especifico mientras segregan
los componentes necesarios para crear el tejido requerido. La eleccién de la estructura a implantar es crucial para
que permita a las células comportarse de una manera adecuada para producir los tejidos de una determinada forma
y tamafio. Diversos materiales han sido utilizados para la fabricacion de estas estructuras o andamios para ingenieria
tisular, tanto materiales cerdmicos y polimeros sintéticos como naturales derivados de fosfatos de calcio y coldgeno.

Entre estos materiales, los vidrios bioactivos son una familia de materiales conocidos y utilizados en clinica para
la regeneracion de pequefios defectos 6seos desde hace décadas. Estos materiales tienen la capacidad de formar una
unioén estable con el tejido circundante (el hueso) una vez que son implantados en el organismo.

La reciente inclusiéon de mesoporosidad en los vidrios bioactivos ha supuesto un avance significativo en estos
materiales. Por una parte, el aumento de la superficie especifica conlleva una mayor reactividad quimica por lo que
la cinética de los procesos quimicos que conlleva el proceso bioactivo es sensiblemente mayor. Por otra parte, la
porosidad uniforme y elevado volumen de poro confieren a estos materiales la capacidad de actuar como “portadores”
de farmacos (Lopez-Noriega. A. et al. Chemistry of Materials 2006, 18, 13, 3137).

Los vidrios mesoporosos bioactivos, que ya han demostrado su biocompatiblidad en ensayos celulares (Alcalde, M.
et al. Acta Biomaterialia 2009, DOI: 10.1016/j.actbio. 2009.09.008), presentan unas caracteristicas que los convierten
en excelentes candidatos para ser utilizados como componentes de andamios para ingenierfa tisular para regeneracion
osea. Su rapida cinética bioactiva garantiza una unién estable y pronta del andamio con el tejido 6seo. La posibilidad de
incorporar altas dosis de antibiéticos o antiinflamatorios a estos materiales podria ser utilizada para disminuir las com-
plicaciones inherentes a la intervencion quirtrgica del implante como procesos infecciones o procesos inflamatorios,
o bien para favorecer la regeneracion del tejido dseo (cargando farmacos antiostreopordticos, proteina morfogénica de
hueso,...). Por otra parte, es conocido que los productos de disolucion de los vidrios bioactivos favorecen la prolifera-
cién de los osteoblastos (células formadoras de hueso), por lo que la capacidad de regeneracion ésea in vivo se veria
incluso mas favorecida.

Por ello, ademads de la importancia de su composicion, los andamios para ingenieria tisular deben cumplir una serie
de requisitos estructurales que garanticen la correcta proliferacion de las células cultivadas, los osteoblastos. Los poros
deben tener un tamafio de 300-500 micras que permitan la correcta fijacion de las células en el material. Ademds, éstos
deben estar interconectados por ventanas que permitan la migracion celular y una correcta perfusién de fluidos para la
nutricién y respiracion celular.

Con el fin de lograr estos objetivos ya se han sintetizado andamios tridimensionales macroporosos de vidrios
mesoporosos bioactivos (Y. Zhu et al. Microporous and Mesoporous Materials 2008, 112, 494; X. Li et al. Chemistry
of Materials 2007, 19, 4322; H. Yun et al Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied Biomaterials
2008, 374). La mayoria de las técnicas utilizadas para la fabricacién de estos andamios con estos materiales se basan
en la introduccién y posterior eliminacién de plantillas poliméricas durante la sintesis de los vidrios mesoporosos
bioactivos. Sin embargo, la utilizacion de tales plantillas (espumas de poliuretano, metilcelulosa) llevan a la obtencién
de materiales con pobres propiedades mecdanicas y sin ningin control morfolégico macroscépico que garantice la
interconexion de los macroporos del andamio.

Para salvar los inconvenientes del uso de plantillas en la sintesis de andamios macroporosos se ha utilizado la
técnica de prototipado rapido. Esta técnica permite la fabricacién de materiales con la estructura deseada a partir de un
disefo previamente realizado en formato CAD. En el prototipado rdpido un robot-inyector reproduce el esquema de la
pieza a fabricar previamente programado inyectando una pasta en el que se encuentra el material del que se compondra
el andamio. Esta tinta es una suspension estable del material junto a posibles coadyuvantes necesarios para realizar
esta suspension en el disolvente adecuado. La posterior evaporacion del disolvente de esta pasta da como resulta-
do la obtencién del andamio. Esta técnica permite fabricar materiales con forma, macroporosidad e interconexiones
controladas, ya que han sido previamente disefiadas.

Existen documentos que describen la fabricacién de andamios macroporosos de vidrio mesoporoso bioactivo me-
diante prototipado rapido (H. Yun et al Chemical Communications 2007, 2139, H. Yun et al. Chemistry of Materials
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2007, 19, 6363. US2008/0103227) donde se obtienen andamios compuestos por un composite vidrio mesoporoso
bioactivo-policaprolactona.

El método de fabricacién parte de un intermedio de sintesis, precursor del vidrio, a partir del cual se forma un
material poroso utilizando una plantilla polimérica, que posteriormente se elimina por calcinacion, para poder generar
un material poroso (1-100 nm). La macroporisidad final del andamios se consigue afladiendo un polimero (como
la policaprolactona) al material poroso obtenido una vez molido, para después realizar un prototipado rapido. Los
materiales que se consiguen tienen una muy reducida superficie especifica lo que conlleva una reactividad quimica
menor y por lo tanto una cinética bioactiva disminuida. Ademads, la presencia de un polimero implica una serie de
problemas asociados. Por ejemplo, el PGLA (4dcido poliglicdlico-polilactico) es rdpidamente degradado, saturando la
capacidad del organismo para eliminarlo de los tejidos. Por el contrario, otros polimeros como la e-PCL presentan
serios problemas para ser reabsorbidos como consecuencia de su bioestabilidad. Los andamios asi obtenidos tienen
una pobre resistencia mecdnica ademads de presentar un ordenamiento mesoporoso defectuoso, lo que impide controlar
los valores finales de superficie y porosidad de los materiales.

A la vista del estado de la técnica serfa deseable desarrollar un método de fabricacién de andamios que permita ob-
tener materiales de porosidad conocida, ordenada y controlada, que le confiera unas propiedades texturales (superficie
especifica, volumen de poro) y bioactivas mejoradas para su uso como implantes en ingenieria tisular.

Para ello, la presente invencién propone un método de fabricacién de andamios donde se parte de un material
bioactivo de porosidad conocida que no sufre modificaciones en tal porosidad en el proceso de fabricacién del andamio.
Durante tal proceso, la porosidad del material inicial se conserva a la vez que se consigue una macroporosidad deseada
utilizando la técnica de prototipado rapido. Se obtiene asi un andamio macroporoso de vidrio bioactivo mesorporoso
puro, que no requiere la presencia de un biopolimero consiguiéndose asi una mejor cinética bioactiva y permitiendo
que el andamio sea utilizado como portador de grandes dosis de un farmaco. La técnica puede ser, ademads, aplicada
para conformar cualquier cualquier material mesoporoso de silice como SBA-15 o MCM-41.

Breve descripcion de la invencion

Se describe un método para la obtencidén de andamios macroporosos tridimensionales de biovidrio mesoporoso
altamente ordenado. Partiendo de vidrio mesoporoso puro se preparan andamios tridimensionales con porosidad pre-
disefiada tanto a nivel de mesoporo (2-50 nm) como de macroporo (200-1.000 micras). De esta forma se pueden
preparar andamios especificos para cada defecto dseo, cuyas propiedades estdn determinadas antes de la impresion
tridimensional. Estas propiedades permiten en primer término la colonizacién 6sea del implante y la reabsorcién del
material para transformarlo en hueso neoformado.

El método consiste en moler un vidrio mesoporoso biactivo de porosidad conocida. Una vez molido, el vidrio
pulverizado se suspende en un disolvente orgénico (diclorometano o cloroformo) y se mezcla con una disolucién de
PCL en el mismo disolvente. La disolucién asi obtenida se estabiliza, evaporandose el disolvente hasta obtener una
pasta de consistencia adecuada para someterla a prototipado rdpido y obtener el andamio. El andamio obtenido se seca
y se elimina la PCL por calcinacién.

Durante todo el proceso las caracteristicas texturales y estructurales del material de partida no varfan significa-
tivamente y la composicién quimica permanece estable, por lo que se obtienen materiales con una rdpida cinética
bioactiva y una estructura mesoporosa altamente ordenada que permite que sea utilizado como portador de grandes
dosis de principios activos y le confiere la capacidad de actuar como sistema liberador de tales principios activos.

Este proceso presenta una serie de ventajas que mejoran las técnicas desarrolladas hasta ahora. En primer lugar,
la obtencién de un material mecdnicamente estable sin un polimero en su composicién evita los inconvenientes de la
presencia de éste tales como su degradacién en forma de compuestos potencialmente téxicos. En segundo lugar, el
compuesto de partida es un material mesoporoso cuyas caracteristicas texturales y estructurales no son modificadas
durante el proceso de fabricacién, y por lo tanto el proceso permite la obtencién de un material mesoporoso altamente
ordenado. En tercer lugar, la utilizacién del prototipado rapido lleva a la fabricacién de materiales con morfologia
conocida y controlada y con macroporosidad interconectada. Por dltimo, la técnica descrita en la presente invencién
seria previsiblemente ttil para cualquier material mesoporoso de base silicea, por lo que abre la posibilidad de obtener
materiales macroporosos con distintas caracteristicas mesoporosas (en cuanto a ordenamiento, didmetro y volumen de
poro).

Descripcion detallada de la invencion

El método parte de un vidrio mesoporos bioactivo de tamafio de poro conocido al que se somete a distintas etapas
para llegar a un andamio del mismo vidrio mesoporoso puro, con el mismo tamafio de poro que el vidrio de partida, y de
macroporosidad conocida. El vidrio mesoporoso de porosidad conocida, a su vez, puede ser sintetizado previamente,
siguiendo el procedimiento detallado en la literatura (Chem. Mater, 2006, 18 (13), pp 3137-3144). Las etapas del
método propuestos son:
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1- Molienda en medio orgdnico anhidro del vidrio sintetizado hasta obtener un tamafio de particula menor a
32 micras.

2- Suspensién del vidrio pulverizado en diclorometano y mezcla con una disolucién de policaprolactona en
diclorometano.

3- Estabilizacién por ultrasonidos de la solucién resultante. Evaporacion del disolvente hasta obtener una
pasta con la consistencia necesaria para poder realizar una correcta deposicién con la maquina de prototi-
pado.

4- Inyeccién de la pasta por medio de un robot de prototipado rdpido. Secado del andamio.

5- Eliminacién de la policaprolactona por calcinacién del andamio a 800°C durante 3 horas.

El vidrio obtenido se puede caracterizar por diversas técnicas para asegurar que se trata de un material mesoporoso
(Figura 1) altamente ordenado (Figura 2), macroporoso (Figura 3) y altamente bioactivo (Figura 4).

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra las isotermas de adsorcién de N, del andamio de vidrio mesoporoso bioactivo, donde se
representa la presion relativa (Pr) frente a la cantidad de N, adsorbida (Ca). El ciclo de histéresis es caracteristico de
materiales con mesoporos abiertos en ambos extremos. La Figura también incluye la distribucion del tamafio de poro
(Vp), que muestra un didmetro de poro (Dp) de alrededor 5 nm.

La Figura 2 muestra el difractograma de rayos X a bajo dngulo del andamio de vidrio mesoporoso. Los maximos de
difraccién a bajo dngulo indican la presencia de una estructura mesoporosa altamente ordenada (ordenamiento cibico
en este caso).

La Figura 3 muestra la distribucién de macroporo por intrusién de mercurio. Se puede observar que tras la cal-
cinacién (linea continua) los materiales presentan una macroporosidad de alrededor de 300 micras, ademds de la
macroporosidad propia del andamio (500 micras).

La Figura 4 muestra los espectros infrarrojos con transformada de Fourier del andamio antes y 3 dias después
de llevar a cabo un ensayo de bioactividad in vitro en SBF (siglas en inglés de fluido corporal simulado). Se puede
observar que a los 3 dias de inmersion ha aparecido en la superficie del material una nueva capa de fosfato de calcio
cristalino, un marcador de la bioactividad del material.

Modo de realizacion de la invencion

La invencién se ilustra mediante el siguiente ejemplo, el cual no es limitativo de su alcance.

Ejemplo

Se describe la preparacién de un andamio macroporoso de vidrio bioactivo mesoporoso.

Preparacion del vidrio mesoporoso de tamario de poro conocido

Se disuelven 2 g de P123 en 30 g de etanol con 0,5 g de HCI 0,5 N. Seguidamente se afiaden 3,7 g de tetraetilor-
tosilicato (TEOS), 0,34 g de trietilfosfato (TEP) y 0,49 g de Ca(NO;),.4H,0 en intervalos de tres horas bajo continua
agitacién. Después de 12 horas, los soles obtenidos se depositan en placas Petri. La gelificacién tiene lugar tras 35
horas de evaporacién de los disolventes. Los geles se dejan envejecer durante una semana tras lo que se retiran en for-
ma de membranas transparentes (de menos de 0,5 mm de espesor). Tanto el surfactante como los nitratos se eliminan
mediante un tratamiento térmico en aire a 700°C durante 3 horas, obteniéndose el vidrio en forma de polvo, con un
tamafio de poro de 5 nm, como producto final.

Molienda del vidrio mesoporoso sintetizado

Se toman 4 g de vidrio mesoporoso asi sintetizado y se muelen en un molino de bolas de dgata de 1 cm de didmetro
con 100 ml de etanol durante 1 hora. El material obtenido se tamiza por debajo de 32 micras.
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Obtencion de pasta de vidrio mesoporoso para prototipado rdpido

Se mezclan 4 g de vidrio molido y tamizado con 100 ml de diclorometano y dispersados mediante la utilizacién de
ultrasonidos. A esta dispersion se le afladen 100 ml de otra solucién de 2,7 g de policaprolactona de alta densidad en
diclorometano. Se deja evaporar la mezcla resultante hasta obtener una pasta con la consistencia necesaria para poder
ser inyectada por la mdquina de prototipado ripido.

Obtencion del andamio por prototipado rdpido

La maquina de prototipado permite la fabricacion de estructuras disefiadas previamente por medio de programacion
CAD. En el ejemplo aqui detallado las piezas obtenidas unas dimensiones de 1 cm x 1 cm x lcm.

Caracterizacion del andamio

Las isotermas de adsorcién de N, del andamio de vidrio mesoporoso bioactivo (Figura 1) muestran un ciclo de
histéresis caracteristico de materiales con mesoporos abiertos en ambos extremos y también muestran la distribucién
del tamafio de poro, con un didmetro de poro de alrededor 5 nm.

El difractograma de rayos X a bajo dngulo del andamio de vidrio mesoporoso (Figura 2) presenta los maximos
de difraccion a bajo dngulo que indican la presencia de una estructura mesoporosa altamente ordenada (ordenamiento
ciibico en este caso).

La Figura 3 muestra la distribucién de macroporo por intrusién de mercurio. Se observa que los materiales presen-
tan una macroporosidad de alrededor de 300 micras, ademds de la macroporosidad propia del andamio (500 micras).

Los espectros infrarrojos con transformada de Fourier del andamio antes y 3 después de llevar a cabo un ensayo de
bioactividad in vitro en SBF (Figura 3) indican que a los 3 dfas de inmersi6n ha aparecido en la superficie del material
una nueva capa de fosfato de calcio cristalino, un marcador de la bioactividad del material.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la preparacién de andamios tridimensionales macroporosos de vidrio mesoporoso bioactivo que
comprende las siguientes etapas:

(a) Molienda en medio orgdnico anhidro de un vidrio mesoporoso bioactivo de porosidad conocida (2-50 nm).

(b) Suspension del vidrio pulverizado en un disolvente organico y mezcla con una disolucion de policaprolac-
tona en el mismo disolvente.

(c) Estabilizacién de la disolucion resultante y evaporacion del disolvente para obtener una pasta.
(d) Inyeccién de la pasta obtenida en un robot de prototipado rapido y posterior secado de la pieza obtenida.
(e) Eliminacién de la policaprolactona por calcinacién.

2. Método para la preparacién de andamios tridimensionales macroporosos de vidrio mesoporoso bioactivo, segin
reivindicacion 1, donde la molienda se realiza en medio organico anhidro hasta alcanzar un tamafio de particula menor
de 32 micras.

3. Método para la preparacién de andamios tridimensionales macroporosos de vidrio mesoporoso bioactivo, segin
reivindicacion 1, donde el vidrio molido se suspende en diclorometano o cloroformo y se mezcla con una disolucién

de policaprolactona en el mismo disolvente.

4. Método para la preparacion de andamios tridimensionales macroporosos de vidrio mesoporoso bioactivo, segin
reivindicacién 1, donde la estabilizacion de la disolucidn se realiza mediante ultrasonidos.

5. Método para la preparacién de andamios tridimensionales macroporosos de vidrio mesoporoso bioactivo, segin
reivindicacion 1, donde la calcinacion del andamio se realiza a 800°C durante 3 horas.

6. Andamios tridimensionales macroporosos de vidrio mesoporoso bioactivo obtenibles a través del método rei-
vindicado caracterizados porque presentan una porosidad predisefiada e interconectada tanto de mesoporo (2-50 nm)
como de macroporo (200-1.000 micras).

7. Andamios tridimensionales macroporosos de vidrio mesoporoso bioactivo, segtin reivindicacién 6, que pueden
incluir principios activos.

8. Uso de los andamios tridimensionales macroporosos de vidrio mesoporoso bioactivo reivindicados como im-
plantes para la regeneracion de tejido 6seo.

9. Uso de los andamios tridimensionales macroporosos de vidrio mesoporoso bioactivo reivindicados como sistema
de liberacién de principios activos.
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. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 201000353

1. Documentos considerados.-

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

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 YUN, HUI-SUK, et al.; Chemistry of Materials, 2007, 2007
volumen 19, n° 26, paginas 6363-6366.
D02 YUN, HUI-SUK, et al.; Key Engineering Materials, 2008, 2008
volumen 361-363, paginas 285-288; ISSN 1013-9826.
D03 US 2008103227 Al 01.05.2008

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion 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 declaracién

La invencion se refiere a un método para la preparacién de andamios tridimensionales macroporosos de vidrio mesoporoso
bioactivo que comprende las siguientes etapas: a) molienda en medio organico anhidro de un vidrio mesoporoso bioactivo
de porosidad conocida; b) suspension del vidrio pulverizado en un disolvente organico y mezcla con una disolucion de
policaprolactona en el mismo disolvente; ¢) estabilizacion de la solucidn resultante y evaporacion del disolvente para obtener
una pasta; d) inyeccién de la pasta en un robot de prototipado rapido y posterior secado de la pieza obtenida; e) eliminacion
de la policaprolactona por calcinacion.

El documento DO1 divulga la preparacion de andamios tridimensionales para ingenieria tisular a partir de vidrios
mesoporosos bioactivos. El proceso de sintesis se inicia con la pulverizacién de un vidrio mesoporoso bioactivo,
seleccionando la fraccion de tamafio inferior a 25 micrometros. A continuacién se prepara una disolucion de policaprolactona
en cloroformo a la que se afiade el vidrio pulverizado, formandose asi una pasta homogénea que se somete a extrusion
mediante un robot de prototipado rapido.

En el documento D02 se describe un vidrio bioactivo poroso Util en la preparacion de andamios tridimensionales para la
regeneracion tisular y la liberacion controlada de farmacos. El material se obtiene mezclando una solucidn precursora del
vidrio con metilcelulosa, formandose una pasta que se estabiliza mediante ultrasonidos y se somete a prototipado rapido y
calcinacion posterior a 600°C.

En el documento D03 se describe un material poroso con estructura jerarquica de poros util en la fabricacion de andamios
para ingenieria tisular. Se preparan dos tipos de materiales, seglin presenten 2 6 3 tipos de poros. El material con 2 tipos de
poros (ejemplo 1) se obtiene mezclando el vidrio mesoporoso pulverizado (menor o igual a 50 micrémetros) con cloroformo y
policaprolactona hasta obtener una pasta uniforme, que sera inyectada en un robot de prototipado rapido. Para la obtencién
del material con 3 tipos de poros (ejemplos 2 y 3), se parte de una solucién precursora del material poroso a la que se afiade
un agente director de estructura. La pasta obtenida, homogeneizada por ultrasonidos, se somete a extrusién mediante un
robot de prototipado rapido y posteriormente a secado y calcinacion a 600-1000°C durante 4 horas.

A la vista de los documentos D01-D03, se considera que la invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-9 de la
solicitud cumple los requisitos de novedad y actividad inventiva segun los Articulos 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes.
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