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La presente invencion describe un método de
fabricacion de un andamiaje hibrido que comprende
la obtencion de una estructura bioceradmica porosa
bioactiva utilizando una técnica de conformado libre, y
la infiltracion de la misma parcial o totalmente con un
polimero biodegradable obtenido por polimerizacion in
situ de un mondémero precursor del mismo. La
invencion describe asimismo al andamiaje hibrido
obtenido mediante este procedimiento. Ademas la
invencién describe un método ex vivo para generar o
regenerar un tejido 6seo usando el andamiaje hibrido
de la invencién y uso del andamiaje hibrido,
opcionalmente tratado mediante dicho método ex vivo
para su uso en un tratamiento de generacién o
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DESCRIPCION
Andamiaje hibrido bioactivo, método de fabricacién y uso para ingenieria de tejido 6seo
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se encuadra dentro del campo de la ingenieria tisular, y mas particularmente se refiere a un
método de fabricacion de un andamiaje hibrido bioactivo inorganico-organico que comprende una estructura
bioceramica porosa bioactiva con geometria controlada a partir de un modelo de disefio controlado por ordenador,
estando dicha estructura infiltrada parcial o totalmente por una composicién de polimero organico biodegradable. La
invencion se refiere asimismo al andamiaje hibrido obtenible mediante este procedimiento. Ademas la invencion se
refiere a un método ex vivo para generar o regenerar un tejido 6seo usando el andamiaje hibrido de la invencion
y al uso del andamiaje hibrido, opcionalmente tratado mediante dicho método ex vivo para su transplante a la
zona a regenerar del paciente.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La pérdida de tejido 6seo debido a distintas causas como son accidentes, o enfermedades graves, como por
ejemplo el cancer, necesita a menudo de un implante o sustituto 6seo para la reparacion de dichas lesiones
oseas.

En la actualidad un nuevo enfoque del tratamiento de las lesiones 6seas no trata tanto ya de “reparar” en el
sentido clasico del término, sino de “estimular” los procesos celulares naturales de autoregeneracion ésea, para
permitir su extension a defectos de tamafio superior al critico, de forma que no sean necesarios los tratamientos
quirargicos sustitutorios. Para ello se han desarrollado materiales artificiales biorresorbibles que se asemejan al
hueso no sélo en sus propiedades mecanicas sino también en su capacidad de interaccién con los tejidos, de
manera que induzcan activamente la regeneracién 6sea.

Una manera de conseguir esta interaccion con el tejido circundante y estimular la penetracion y el crecimiento
celular es utilizar materiales osteofilicos en forma de matriz porosa. Estos sustratos porosos pueden ser
fabricados a partir de polimeros biodegradables como los acidos polilactico (PLA) y poliglicolico (PGA), la poli €-
caprolactona (PCL), etc., o a partir de bioceramicos y otros materiales inorganicos de composicion similar a la
apatita del hueso natural, que pueden ser disueltos lentamente por los osteoclastos y transformados en hueso
vivo. Sin embargo, el bajo médulo elastico y la rapida degradacion de los biopolimeros y la elevada fragilidad de
los materiales inorganicos bioactivos limitan su aplicacion a regiones del esqueleto libres de tensiones.

Uno de los motivos de la escasa resistencia mecanica de los andamiajes inorganicos bioactivos estriba en que la
porosidad debe ser interconectada y con un tamafio de interconexién minimo, para permitir la penetracién
celular, asi como la vascularizacion y difusién de nutrientes hacia el interior. Los métodos tradicionales para la
fabricacién de sustratos porosos (disolucién y colada seguido de filtrado de particulas, espumado, secado por
congelacion, etc.) no permiten controlar de forma precisa la geometria, tamafo y distribucion espacial de los
poros y, por tanto, para lograr ese grado de interconectividad es necesario producir porosidades muy elevadas
(Hutmacher DW. Biomaterials 2000; 21:2529-2543) en detrimento de la resistencia mecanica. Ademas, estos
métodos tradicionales tampoco permiten reproducir las complejas formas tridimensionales de las estructuras
6seas que se pretende sustituir.

Las técnicas de prototipado rapido (rapid prototyping) o conformado libre (Solid Free-form Fabrication o SFF)
(Sachlos E, Czernuszka JT. European Cells and Materials 2003; 5:29-40 y Evans, J.R.G. Journal of the European
Ceramic Society 2008; 28:1421-1432) resuelven estos problemas, al permitir fabricar sustratos con la estructura
de poros y forma exterior deseadas, de manera reproducible y sin necesidad de mecanizado. Las tecnologias
SFF, (impresion 3-D, estereolitografia, conformado por moldeo robotizado (robocasting), etc.) permiten la
construccion de objetos tridimensionales complejos a partir de un modelo computacional de disefio asistido por
ordenador (DAO), mediante un proceso de deposicion por capas. Por lo tanto, es posible mediante las
tecnologias SFF obtener altos grados de interconectividad incluso con porosidades reducidas, lo que permite
mejorar significativamente las propiedades mecanicas de los andamiajes (Miranda P, Pajares A, Saiz E, Tomsia
AP, Guiberteau F. J. Biomed. Mater. Res. Part A. 2008; 85A:218-227).

A pesar de la mejora de prestaciones mecanicas asociadas al preciso control de la arquitectura de poros
proporcionado por técnicas SFF la fragilidad de estas estructuras porosas inorganicas bioactivas persiste. Como
se ha puesto de manifiesto en un trabajo previo (F.J. Martinez-Vazquez, F. H. Perera, P. Miranda, A. Pajares, F.
Guiberteau. Acta Biomaterialia. 6, 4361-4368 (2010)), un procedimiento para paliar este problema es infiltrar
estas estructuras con polimeros biodegradables, tales como el acido polilactico (PLA) o poliglicélico (PGA), la poli
e-caprolactona (PCL), etc. Sin embargo, el método de infiltracion utilizado en ese trabajo requiere de altas
temperaturas para la fusién de los biopolimeros, y presenta, entre otras desventajas, que imposibilita la
incorporacion de farmacos o biomoléculas a la composicién de éstos.
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COMPENDIO DE LA INVENCION

A la vista de lo expuesto la presente invencion se enfrenta al problema de proporcionar un procedimiento
alternativo para la obtenciéon de estructuras porosas inorganicas bioactivas infiltradas con polimeros
biodegradables que superen al menos en parte las desventajas anteriormente mencionadas.

El método propuesto por la presente invencion se basa en que los inventores han descubierto que es posible
fabricar nuevos andamiajes hibridos parcial o totalmente infiltrados con un polimero biodegradable, en el que
éste se obtiene por polimerizacion in situ. La polimerizacién in situ comprende poner en contacto una estructura
bioceramica porosa bioactiva obtenida de forma previa, por cualquier técnica de conformado libre (SFF) por
ejemplo mediante conformado por moldeo robotizado (robocasting), con una composicidon del correspondiente
monodmero precursor de dicho polimero biodegradable que puede asimismo contener uno o mas farmacos sin
que éstos se degraden ya que la polimerizacion in situ tiene lugar sin necesidad de emplear elevadas
temperaturas.

Por tanto en un aspecto la invencidon se refiere a un método de fabricacién de un andamiaje hibrido que
comprende una estructura bioceramica porosa bioactiva infiltrada parcial o totalmente por una composicién de
polimero organico biodegradable que comprende las siguientes etapas:

1) obtencién de una estructura bioceramica porosa bioactiva sinterizada anhidra, fabricada utilizando una
técnica de conformado libre,

2) impregnacion de la estructura resultante de la etapa 1) con una composicion de un polimero organico
biodegradable que comprende las etapas de

a) Poner en contacto la estructura obtenida en la etapa anterior 1) anhidra con una composicion
anhidra precursora de dicho polimero organico biodegradable que comprende un monémero,

b) Adicionar un catalizador anhidro, y opcionalmente un iniciador anhidro
c) Calentar la mezcla resultante hasta la temperatura de reaccién

d) opcionalmente afiadir un disolvente anhidro,

f) Polimerizacion y

g) Recuperacion del andamiaje hibrido.

El método de la invencién presenta la ventaja de que posibilita la incorporacion de uno o mas farmacos, incluidas
biomoléculas, en la parte infiltrada del andamiaje hibrido obtenido, tales como agentes osteoinductores, por
ejemplo proteinas morfogenéticas 6seas humanas recombinantes (rhBMP-2, rhBMP-4 y rhBMP-7), agentes anti-
inflamatorios, antibidticos, agentes anticancerigenos, agentes antivirales, hormonas, vacunas, agentes
antioxidantes, etc. que mejoran substancialmente la bioactividad, acelerando el proceso de fijacion del implante y
el de regeneracion 6sea. Estos farmacos son liberados al entorno en la zona a tratar del paciente conforme
progresa la biodegradacion del polimero, pudiendo controlarse su velocidad de liberacion mediante el control de
la velocidad de degradacion del polimero a través de su composicidon y peso molecular, asi como de la propia
geometria del andamiaje hibrido, que controla la difusividad de dichos farmacos.

Ademas el método de la presente invencion presenta la ventaja de que permite controlar la cantidad de polimero
que se infiltra de forma que puede conseguirse desde un rellenado completo de la estructura bioceramica porosa
bioactiva (infiltracion total) hasta un simple recubrimiento de las superficies de dicha estructura (infiltracion
parcial), como se muestra en las imagenes de Microscopio electronico de barrido (SEM) ilustrativas de la Figura
1.

En otro aspecto la invencion se relaciona por lo tanto con un andamiaje hibrido obtenible segin el método de la
invencion que comprende una estructura bioceramica porosa bioactiva infiltrada parcial o totalmente por una
composicion de polimero organico biodegradable. Estos andamiajes hibridos obtenibles segun el método de la
invencién permiten que la composicion de polimero biodegradable infiltrada contenga opcionalmente uno o mas
farmacos. Ademas los materiales hibridos inorganico-organico permiten mejorar la tenacidad y resistencia
mecanica de este tipo de estructuras tridimensionales.

En una realizacion particular el andamiaje hibrido de la invencion se encuentra completamente infiltrado lo que,
aunque por un lado elimina temporalmente la porosidad de la estructura tridimensional, por otro a cambio
produce una mejora adicional de sus prestaciones mecanicas. Dicha falta de porosidad inicial se recupera tras la
implantacion del andamiaje hibrido en la zona tratada del paciente conforme el polimero se degrada.
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En otra realizacion particular el andamiaje hibrido de la invencidon se encuentra parcialmente infiltrado
(recubierto), y mantiene la estructura de poros que posibilita su siembra con células precursoras de tejido éseo
antes de su implantacion en un paciente.

Por tanto en un aspecto adicional la invencién se relaciona con un método ex vivo para generar o regenerar un
tejido 6seo que comprende: a) sembrar células precursoras de tejido 6seo en el andamiaje hibrido de la
invencién parcialmente recubierto, y b) incubacién de dichas células en un medio de cultivo, por ejemplo, dentro
de una estufa o biorreactor hasta el momento del implante.

En otro aspecto la invencion se relaciona con un andamiaje hibrido que comprende células precursoras de tejido
Oseo. Este andamiaje se obtiene segun se define en el método ex vivo.

En otro aspecto adicional la invencion se relaciona con un andamiaje hibrido, obtenible segun el método de la
presente invencion, que comprende una estructura bioceramica porosa bioactiva infiltrada parcial o totalmente por
una composicién de polimero organico biodegradable y opcionalmente células precursoras de tejido dseo, para su
uso en un tratamiento de generacion o regeneracién de tejido éseo dafado.

Los andamiajes hibridos de la invencion pueden incorporar uno o mas farmacos que estimulan los procesos
naturales existentes, bien para conseguir una regeneracion tisular mas rapida en aquellos casos donde ésta se
produce espontaneamente, bien para provocarla cuando ésta no se realiza de forma espontanea, ya sea por la
magnitud de la lesidn o por la escasez de los factores naturales presentes.

DESCRIPCION BREVE DE LAS FIGURAS

Figura 1: imagenes de Microscopio electrénico de barrido (SEM) (Scanning Electron Microscope) de: a) una
estructura bioceramica porosa bioactiva de fosfato tricalcico (TCP) obtenida mediante moldeo robotizado; b) dicha
estructura completamente infiltrada con poli e-caprolactona (PCL); y c) detalle de una estructura bioceramica porosa
bioactiva de fosfato tricalcico (TCP) con recubrimiento de polie-caprolactona (PCL).

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un aspecto la invencion se refiere a un método de fabricaciéon de andamiaje hibrido, en adelante método de
fabricacién de la invencién, que comprende una estructura bioceramica porosa bioactiva infiltrada parcial o
totalmente por una composicion de polimero organico biodegradable que comprende las siguientes etapas:

1) obtencidon de una estructura biocerdmica porosa bioactiva sinterizada anhidra utilizando una técnica de
conformado libre,

2) impregnacion de la estructura resultante de la etapa 1) con una composicion de un polimero organico
biodegradable que comprende las etapas de:

a) Poner en contacto la estructura obtenida en 1) con una composicién anhidra precursora de dicho polimero
organico biodegradable que comprende un mondmero,

b) Adicionar un catalizador anhidro, y opcionalmente un iniciador anhidro,
c¢) Calentar la mezcla resultante hasta la temperatura de reaccién

d) opcionalmente afiadir un disolvente anhidro

f) Polimerizacion

y
g) Recuperar el andamiaje hibrido.

Las técnicas de prototipado rapido (rapid prototyping) o conformado libre (Solid Free-form Fabrication o SFF) que
pueden ser utilizadas en el método de la presente invencién se describen en Sachlos E, Czernuszka JT.
European Cells and Materials 2003; 5:29-40 y Evans J.R.G. Journal of the European Ceramic Society 2008;
28:1421-1432. Estas técnicas permiten la fabricacion de sustratos con la estructura de poros y forma exterior
deseadas, de manera reproducible y sin necesidad de mecanizado. Entre ellas cabe citar la impresion 3-D,
estereolitografia, conformado por moldeo robotizado (robocasting), etc. que permiten la construccién de objetos
tridimensionales complejos a partir de un modelo computacional de disefio asistido por ordenador (DAO),
mediante un proceso de deposicion por capas. Por lo tanto, estas técnicas posibilitan la obtencion de altos
grados de interconectividad incluso con porosidades reducidas, lo que permite mejorar significativamente las
propiedades mecanicas de los andamiajes (Miranda P, Pajares A, Saiz E, Tomsia AP, Guiberteau F. J. Biomed.
Mater. Res. Part A. 2008; 85A:218-227).
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En una realizacion particular la etapa 1) de obtencion de una estructura bioceramica porosa bioactiva sinterizada
anhidra se realiza utilizando la técnica de conformado libre por moldeo robotizado. Esta técnica convencional
comprende las siguientes etapas:

(a) Preparacion de una tinta,

(b) Disefio de una geometria tridimensional de la estructura inorganica porosa bioactiva a obtener utilizando un
software implementado por un ordenador,

(c) Extrusion de dicha tinta a través de una punta extrusora y deposicién de la misma en un bafio de aceite
como barras discretas en dicha geometria tridimensional,

(d) Secado y sinterizacion de dicha estructura.

El material bioceramico utilizable para la preparacion de la tinta puede ser cualquier material bioceramico
convencional como por ejemplo fosfatos, sulfatos, carbonatos y silicatos calcicos y/o magnésicos, biovidrios, etc., y
sus mezclas. La técnica de conformado libre por moldeo robotizado implica la deposicidon robotizada de dicha tinta
que consiste en una suspensién coloidal altamente concentrada de dicho material bioceramico, la cual es capaz de
soportar su propio peso durante el ensamblaje gracias al control de su composiciéon y reologia. Los andamiajes
inorganicos obtenidos consisten en una red tridimensional de barras de dicho material bioceramico obtenidas por
extrusion de la tinta a través de una punta extrusora montada en un sistema con 3 ejes motorizados controlados por
ordenador. La deposicién se realiza en bafio de aceite y posteriormente las estructuras se secan al aire y se
sinterizan.

La estructura bioceramica obtenida en la etapa 1) se seca por ejemplo al aire durante un tiempo variable,
tipicamente de 48 horas. A continuacion se sinteriza a una temperatura generalmente comprendida entre 1200 y
1300°C. La estructura anhidra sinterizada resultante se utiliza a continuacién en la etapa 2). En esta etapa ésta se
pone en contacto en un recipiente de reaccion adecuado con una composicion anhidra precursora de un polimero
organico biodegradable.

Esta composicion anhidra consiste en una realizacion particular en un monémero precursor del polimero y se
prepara por simple destilacion del mismo. En otra realizacion particular la composicion comprende ademas de un
mondmero uno o mas farmacos.

El monémero precursor del polimero organico biodegradable puede ser en principio cualquier monémero utilizado
convencionalmente en la técnica. En una realizacion particular el monémero se selecciona del grupo constituido por
g-caprolactona, 1,5-dioxepan-2-ona, dlicolida, lactida (L y D), &-valerolactona, hidroxibutirato, B-butirolactona,
hidroxivalerato, dioxanona, p-propiolactona, octanolida, undecanolida, pentadecanolida, hexadecanolida,
pentadecalactona, hexadecalactona, y sus mezclas.

A continuacion se afiaden al recipiente de reaccion un catalizador anhidro y opcionalmente un iniciador anhidro.

El catalizador anhidro utilizado puede ser en principio cualquier catalizador utilizado convencionalmente en la
técnica. En una realizacion particular el catalizador se selecciona del grupo constituido por octanoato de estafio (ll),
terc-butoxido de potasio, terc-butéxido de litio, 1,5,7- triazabiciclo[4.4.0]dec-5-eno (TBD). En otra realizacién
particular el catalizador se selecciona del grupo de las enzimas lipasas. Ejemplos ilustrativos de éstas son la enzima
lipasa A, lipasa B, lipasa AYS, lipasa M, lipasa PPL, lipasa PA, lipasa PS, lipasa PF, lipasa PSL, lipasa RD, lipasa
RJ y lipasa CR.

El término anhidro o anhidra en la presente invencién se refiere a que cualquier elemento utilizado para poner en
practica el método de la invencién, ya sea la estructura que se utiliza en la etapa 2), el catalizador, el iniciador, el
disolvente, la composicién anhidra precursora o cualquier elemento de laboratorio (recipiente de reaccion, etc),
presenta un contenido en agua inferior o igual a 0.005%, preferiblemente inferior o igual a 0.003%, mas
preferiblemente inferior o igual a 0.001%. Estos contenidos se consiguen bien por secado o bien por destilacion.

Cualquier iniciador convencional puede utilizarse en el método de fabricacion de la invencion. Ejemplos ilustrativos
de iniciadores son, entre otros, alcohol bencilico, 1-butanol, alcohol laurilico, acido octanoico, butdxido de estafio
(I, 4-pirenobutanol, acetilacetonato de calcio, 1-pentanol, etc., y mezclas de los mismos.

La cantidad de catalizador y de iniciador es variable en cada caso dependiendo por ejemplo del monémero
seleccionado y puede ser faciimente determinada en cada caso por el experto en la materia. En una realizacion
particular se afiade un catalizador enzimatico, por ejemplo en un 2% en peso respecto al monémero, y no se afiade
iniciador.

En otra realizacion particular se afade un catalizador no enziméatico, por ejemplo en una proporcién del 0.03% en
peso de catalizador respecto a la cantidad de mondmero. El catalizador puede afiadirse por ejemplo en forma de
disolucion stock al 0.5% en volumen (siendo ésta una disolucion, preparada previamente, del catalizador en un
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disolvente apropiado, habitualmente tolueno). El iniciador se afiade habitualmente en una proporcién molar de 1:800
respecto al monoémero, igualmente en forma de disolucion stock al 0.3% en volumen.

La mezcla resultante de la etapa b) se calienta hasta la temperatura de reaccién, que varia en funcién, por ejemplo,
del mondémero seleccionado, y del catalizador seleccionado. A continuacion opcionalmente se afiade un disolvente
anhidro.

A continuacion tiene lugar en atmosfera inerte y condiciones anhidras la polimerizacion.

Los inventores han podido observar que cuando no se utiliza disolvente en el método de fabricacion de la invencion
se obtiene una infiltracion total de la estructura de modo que los poros resultan totalmente rellenos de una
composicion de polimero como se muestra en la imagen SEM de la Figura 1 b).

Por tanto en una realizacién particular el método de la invencion no comprende la adiciéon de un disolvente anhidro.

Por el contrario cuando se utiliza disolvente anhidro se obtiene una infiltracion parcial de la estructura que da lugar a
un recubrimiento de las superficies de dicha estructura como se muestra en las imagenes SEM de la Figura 1 c).

Por tanto en una realizaciéon particular el método de la invencion comprende la etapa d) de adicion de un disolvente
anhidro y una etapa posterior de evaporacion del mismo después de la etapa f) de polimerizacion.

En una realizacion particular el disolvente anhidro es tolueno. En otra realizacién particular el tolueno anhidro se
incorpora en una proporciéon en volumen monémero: tolueno anhidro comprendida entre 1:1y 1:2.

La temperatura de reaccion alcanzada por calentamiento en la etapa c) es variable y esta generalmente
comprendida entre 20 y 200 °C. La temperatura de reaccion alcanzada varia en funcién por ejemplo del tipo de
catalizador y disolvente en su caso utilizado y de la incorporacién en su caso en la composicién a polimerizar de
farmacos. Se ha observado que en general temperaturas de entre 20° C y 90 °C y mas concretamente entre 60°C y
90 °C son adecuadas para las reacciones de polimerizacién catalizadas enzimaticamente. Temperaturas
comprendidas entre 130 y 170 °C son adecuadas para las reacciones de polimerizacién con catalizadores no
enzimaticos.

Asi en una realizaciéon particular la temperatura de reaccion alcanzada por calentamiento en la etapa c) esta
comprendida entre 20° C y 90 °C, mas particularmente entre 60 y 90 °C.

En otra realizacién particular la temperatura de reaccidon alcanzada por calentamiento en la etapa c) esta
comprendida entre 130y 170 °C.

En otra realizacién preferente la temperatura de reaccidén alcanzada por calentamiento en la etapa c) esta
comprendida entre 20° C y 90 °C, y la composicion polimérica comprende un farmaco o mas. Esta temperatura
facilita la incorporacién de farmacos.

En el método de fabricaciéon de la invencion la polimerizacién in situ en el recipiente de reaccién transcurre bajo
atmaésfera inerte durante un tiempo variable que puede estar comprendido entre amplios margenes. Generalmente
el tiempo de polimerizacion puede variar entre 1 minuto y 1 mes. En una realizacion preferente el tiempo esta
comprendido entre 24 y 72 h ya que se ha visto que la reaccion de polimerizacion es en general mas eficiente en
este caso. Terminada la polimerizacién el andamiaje hibrido obtenido se recupera bien rompiendo el recipiente de
reaccion o bien extrayéndolo del mismo y separandolo del resto de los componentes del medio de reaccion, y en su
caso del disolvente, por medios convencionales.

Como se ha mencionado anteriormente la composicién anhidra precursora del polimero organico biodegradable
comprende ademas un farmaco o mas segun una realizacién particular. En este caso dicha composicion se prepara
afnadiendo a la mezcla el farmaco, ya sea en estado puro o en forma de disolucién apropiada, antes de calentarla
hasta la temperatura de reaccion.

En principio cualquier farmaco, incluyendo biomoléculas, puede ser incorporado, preferentemente aquellos que no
sufran modificaciones sustanciales en las condiciones del método de fabricacién de la invencién y permanezcan
activos. Farmaco en el contexto de la presente invencion debe entenderse de la forma mas amplia posible es decir,
se refiere a “toda sustancia quimica utilizada en la prevencion, diagnéstico, tratamiento, mitigaciéon y cura de una
enfermedad o condicién; para evitar la aparicion de un proceso fisioldgico no deseado; o para modificar condiciones
fisioldgicas con fines especificos”. En el contexto de la invencién se considera que farmaco engloba las
biomoléculas. Por biomolécula debe entenderse “cualquier molécula producida naturalmente por un organismo vivo,
incluidas grandes moléculas poliméricas como las proteinas, polisacaridos, lipidos y acidos nucleicos, pero también
pequefas como los metabolitos”.

Ejemplos de farmacos utiles en la presente invencion para su incorporacion en la parte infiltrada del andamiaje
hibrido son por ejemplo agentes osteoinductores, por ejemplo proteinas morfogenéticas dseas humanas
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recombinantes (rhBMP-2, rhBMP-4 y rhBMP-7), agentes anti-inflamatorios, antibidticos, agentes
anticancerigenos, agentes antivirales, hormonas, vacunas, agentes antioxidantes, etc. que mejoran
substancialmente la bioactividad, acelerando el proceso de fijacion del implante y el de regeneracion ésea. Los
farmacos pueden ser liberados al entorno en la zona a tratar del paciente conforme progresa la biodegradacion
del polimero, pudiendo controlarse su velocidad de liberacién mediante el control de la degradacion del polimero
a través de su composicion y peso molecular, asi como de la propia geometria del andamiaje hibrido, que
controla la difusividad de dichos agentes.

En otro aspecto la invencion se relaciona con un andamiaje hibrido obtenido mediante el método de fabricacion de
la invencion. Este andamiaje hibrido, en adelante andamiaje, de la invencion comprende una estructura bioceramica
porosa bioactiva infiltrada parcial o totalmente por una composiciéon de polimero organico biodegradable. En este
sentido cabe mencionar que una ventaja del método de la presente invencion se refiere a que permite controlar la
cantidad de polimero infiltrada. De este modo se puede conseguirse un rellenado completo de la estructura
bioceramica porosa bioactiva (infiltracion total) o un recubrimiento de las superficies de dicha estructura
(infiltracion parcial o recubrimiento), como se muestra en las micrografias electronicas de barrido (SEM)
ilustrativas de ejemplo de la Figura 1.

Los recubrimientos obtenidos con el método de la invencion pueden variar desde espesores iguales o inferiores a 1
micrometro hasta gruesas capas de decenas o centenares de micras, que bloquean parcialmente los poros
macroscopicos predisefiados de la estructura ceramica.

En una realizacion particular el andamiaje de la invencién comprende una estructura bioceramica porosa bioactiva
infiltrada parcialmente por una composicién de polimero organico biodegradable. Esta infiltracion parcial se obtiene
mediante el método de fabricacién cuando comprende la etapa de adicién de un disolvente anhidro.

En ofra realizacién particular el andamiaje de la invencién comprende una estructura bioceramica porosa bioactiva
infiltrada totalmente por una composicién de polimero organico biodegradable obtenida mediante el método de
fabricacién sin adicién de disolvente anhidro.

En otro aspecto la invencion se relaciona con un método ex vivo para generar o regenerar un tejido 6seo que
comprende:

a) sembrar células precursoras de tejido 6seo en el andamiaje hibrido de la invencién parcialmente
infiltrado,

b) incubacion de dichas células en un medio de cultivo dentro de una estufa o biorreactor hasta el
momento del implante.

En otro aspecto la invencion se refiere a un andamiaje hibrido segun se ha definido anteriormente que
comprende una estructura bioceramica porosa bioactiva infiltrada parcialmente por una composicion de polimero
organico biodegradable el cual comprende, ademas, células precursoras de tejido 6seo.

El andamiaje hibrido de la presente invencién permite abordar con éxito la regeneracion de tejido dseo
cumpliendo, en mayor o menor medida, los requisitos necesarios: es capaz de (i) ser activado con agentes
osteoinductores de forma que no se pierdan rapidamente tras la implantacion, (ii) facilita la adherencia y
proliferacion celular, (iii) modifica su velocidad de biodegradacion, en funciéon de las necesidades de la
localizacién anatémica del mismo, (iv) colabora en el proceso de mineralizacién mediante el aporte de grupos
calcio y fosfato y (v) resiste las tensiones mecanicas inherentes a la funcidon ésea que debe sustituir durante el
proceso regenerativo.

Finalmente por tanto en un aspecto adicional la invencion se refiere a un andamiaje hibrido segun se ha definido
anteriormente para su uso en un tratamiento de generacion o regeneracion de tejido 6seo dafiado.

A continuacion se presentan ejemplos ilustrativos de la invencidén que se exponen para una mejor comprension de
la invencioén y en ningun caso deben considerarse una limitacion del alcance de la misma.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Obtencién de un andamiaje hibrido de hidroxiapatita completamente infiltrado con acido
polilactico

Se prepard un andamiaje de hidroxiapatita fabricado por moldeo robotizado usando una pasta ceramica con un
contenido en fase cerdmica del 45% y unas dimensiones exteriores de 17X17 mm y 75 capas de altura. Los
cilindros ceramicos se extruyeron por una punta cénica de 250 micras de diametro, siendo la distancia de
separacion entre ellos de 200 micras. Las estructuras, una vez construidas, se sacaron del bafio de aceite, se
secaron al aire durante 48 horas y se sinterizaron a 1300 °C durante 1 hora. A continuacion, se colocaron en un
matraz de reaccioén de 50 mL, junto con una barrita magnética, y 10 mg de lactida (mondémero). Se introdujo el
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matraz en un horno a 40°C con una presion de 100 Pa y se mantuvo en estas condiciones durante 48 horas.
Posteriormente se abrié el horno introduciendo previamente una atmaosfera de nitrégeno, y se sellé el matraz con un
septum. Se introdujo en un bafio de aceite a 140 °C provisto de un agitador magnético y, una vez fundido el
mondmero, se afiadieron 0.5 mL de disolucion stock de octanoato de estafio al 0.5% en volumen y 0.5 mL de
disoluciéon stock de alcohol bencilico al 0.3%, mediante jeringa. La mezcla de reaccién se mantuvo a esta
temperatura durante 72 horas. A continuacion se rompio el matraz de reaccion, y se separo6 el andamiaje infiltrado
del polimero sobrante utilizando una cortadora automatica. El resultado fue un andamiaje hibrido de hidroxiapatita
completamente infiltrado con acido polilactico (PLA).

Ejemplo 2: obtenciéon de un andamiaje hibrido de fosfato tricalcico recubierto con una pelicula de
policaprolactona

Se prepard un andamiaje de fosfato tricalcico fabricado por moldeo robotizado con un contenido en fase ceramica
del 40% y unas dimensiones exteriores de 10X15 mm y 62 capas de altura. Los cilindros ceramicos se extruyeron
por una punta cénica de 200 micras de diametro, y la distancia de separacion entre ellos fue de 200 micras. Las
estructuras se sacaron del bafio de aceite, se secaron al aire durante 48 horas y se sinterizaron a 1200 °C durante 2
horas. A continuacion, se coloca cada estructura en un matraz de 100 mL, junto con una barrita magnética, y 20 mL
de e-caprolactona previamente destilada y se afiadieron 400 mg de enzima Candida Antartica Lipasa B. Se introdujo
el matraz en un horno a 40°C con una presiéon de 100 Pa y se mantuvo en estas condiciones durante 48 horas.
Posteriormente se abrié el horno introduciendo previamente una atmoésfera de nitrégeno, y se sello el matraz con un
septum. Se introdujo en un bafio de aceite a 60 °C provisto de un agitador magnético y se afadieron 40 mL de
tolueno seco mediante jeringa. La mezcla de reacciéon se mantuvo durante 72 horas a la temperatura mencionada.
A continuacion, se retiré el andamiaje con unas pinzas y se colocé en un horno a 50 °C y 100 Pa para evaporar el
disolvente. Transcurridas al menos 24 horas se extrae la estructura, y se obtuvo un andamiaje de fosfato tricalcico
recubierto con una pelicula de palie-caprolactona.
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REIVINDICACIONES

1. Método de fabricacién de andamiaje hibrido que comprende una estructura bioceramica porosa bioactiva
infiltrada parcial o totalmente por una composicion de polimero organico biodegradable que comprende las
siguientes etapas:

1) obtencion de una estructura bioceramica porosa bioactiva sinterizada anhidra utilizando una técnica de
conformado libre,

2) impregnacion de la estructura resultante de la etapa 1) con una composicion de un polimero organico
biodegradable que comprende las etapas de:

a) Poner en contacto la estructura obtenida en 1) con una composicion anhidra precursora de dicho polimero
organico biodegradable que comprende un monémero,

b) Adicionar un catalizador anhidro, y opcionalmente un iniciador anhidro,
c¢) Calentar la mezcla resultante hasta la temperatura de reaccién

d) opcionalmente afiadir un disolvente anhidro

f) Polimerizacion

y

g) Recuperar el andamiaje hibrido.

2. Método de fabricacion de andamiaje hibrido segun la reivindicacion 1 en el que el monémero precursor del
polimero orgénico biodegradable se selecciona del grupo constituido por e-caprolactona, 1,5-dioxepan-2-ona,
glicolida, lactida (L y D), 3-valerolactona, hidroxibutirato, B-butirolactona, hidroxivalerato, dioxanona, -propiolactona,
octanolida, undecanolida, pentadecanolida, hexadecanolida, pentadecalactona, hexadecalactona, y sus mezclas.

3. Método de fabricacién de andamiaje hibrido segun la reivindicacion 1 o 2 en el que el catalizador se selecciona
del grupo constituido por octanoato de estafio (Il), terc-butdxido de potasio, terc-butdxido de litio, 1,5,7-
triazabiciclo[4.4.0]dec-5-eno y sus mezclas.

4. Método de fabricacién de andamiaje hibrido segun la reivindicacion 1 o 2 en el que el catalizador se selecciona
del grupo constituido por enzimas lipasas.

5. Método de fabricacion de andamiaje hibrido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende
la etapa d) de adicidn de un disolvente anhidro y una etapa posterior de evaporacion del mismo después de la etapa
f) de polimerizacion.

6. Método de fabricacién de andamiaje hibrido segun la reivindicacion 5, en el que el disolvente anhidro es tolueno.

7. Método de fabricacion de andamiaje hibrido segun la reivindicacion 6, en el que el tolueno anhidro se incorpora
en una proporcién en volumen monémero: tolueno anhidro comprendida entre 1:1y 1:2.

8. Método de fabricacion de andamiaje hibrido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la
temperatura de reaccién alcanzada por calentamiento en la etapa c) estd comprendida entre 20 y 200 °C .

9. Método de fabricacion de andamiaje hibrido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la
polimerizacion in situ transcurre durante un tiempo comprendido entre 1 minuto y 1 mes, preferentemente entre 24
y 72 horas.

10. Método de fabricacion de andamiaje hibrido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la
composicion anhidra precursora de dicho polimero organico biodegradable comprende ademas un farmaco.

11. Método de fabricacion de andamiaje hibrido segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la
etapa 1) de obtencidon de una estructura bioceramica porosa bioactiva sinterizada anhidra se realiza utilizando la
técnica de conformado libre por moldeo robotizado que comprende las siguientes etapas:

(a) Preparacion de una tinta,

(b) Disefio de una geometria tridimensional de la estructura inorganica porosa bioactiva a obtener utilizando un
software implementado por un ordenador

(c) Extrusion de dicha tinta a través de una punta extrusora y deposiciéon de la misma en un bafio de aceite
como barras discretas en dicha geometria tridimensional,



10

15

ES 2404 733 Al

(d) Secado y sinterizacion de dicha estructura.

12. Andamiaje hibrido obtenido mediante el método de fabricacién segun una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores que comprende una estructura bioceramica porosa bioactiva infiltrada parcial o totalmente por una
composicion de polimero organico biodegradable.

13. Andamiaje hibrido segun la reivindicacion 12, que comprende una estructura bioceramica porosa bioactiva
infiltrada parcialmente por una composicion de polimero organico biodegradable obtenida mediante el método de
fabricacién que comprende la etapa de adicion de un disolvente anhidro.

14. Andamiaje hibrido segun la reivindicacion 13, que comprende una estructura bioceramica porosa bioactiva
infiltrada totalmente por una composicién de polimero organico biodegradable obtenida mediante el método de
fabricacion sin adicién de disolvente anhidro.

15. Método ex vivo para generar o regenerar un tejido 6seo que comprende:
a) sembrar células precursoras de tejido 6seo en el andamiaje hibrido de la reivindicacién 13;

b) incubacion de dichas células en un medio de cultivo dentro de una estufa o biorreactor hasta el
momento del implante.

16. Andamiaje hibrido segun la reivindicacion 13, que comprende ademds células precursoras de tejido 6seo.

17. Andamiaje hibrido segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, o 16, para su uso en un tratamiento de
generacion o regeneracion de tejido 6seo dafiado.

10
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La solicitud reivindica un procedimiento para fabricar un andamiaje hibrido, dentro del campo de la ingenieria tisular, que
comprende una estructura bio-cerdmica porosa bio-activa infiltrada por un polimero organico biodegradable. El
procedimiento incluye la obtenciéon de la estructura bio-cerdmica sinterizada mediante una técnica de conformado libre;
poner en contacto dicha estructura con un precursor del polimero organico; adiciéon de un catalizador anhidro; calentamiento
de la mezcla hasta alcanzar la temperatura de reaccién; polimerizar y recuperar el andamiaje hibrido

(bio-cerdmica/polimero organico).

La idea que subyace en el objeto de la invencién, no es tanto sustituir tejido seo dafiado por el andamiaje hibrido, sino
favorecer la regeneracién de dicho tejido mediante el implante de este andamiaje. De hecho, se considera la posibilidad de
afadir a dicho andamiaje principios activos que estimulen la formacion de nuevo tejido vivo al tiempo que se produce la
paulatina resorcion de aquél. Incluso en la reivindicacion 15 se reivindica la posibilidad de sembrar células precursoras de
tejido 6seo en la estructura de la invencion con el fin de generar o regenerar tejido 6seo.

D01-D10 representan el estado de la técnica anterior. Se refieren a métodos para fabricar andamiajes de ceramica
recubiertos o infiltrados por polimeros. Sin embargo, se encuentran alejados de la invencion reivindicada en la solicitud tanto
en la generacién del andamiaje como en la composicién de los elementos. No se considera que anticipen el contenido de la
solicitud. Por otro lado, no parece obvio que a partir de lo revelado en D01-D10, y en combinacién con lo ya conocido en el
estado de la técnica, se pueda llegar a lo reivindicado en la solicitud.

Por todo ello, se considera que las reivindicaciones 1-17 cumplen el requisito de novedad en el sentido del articulo 6.1 de la
Ley 11/1986, y el de actividad inventiva en el sentido del articulo 8.1 de la Ley 11/ de 1986.
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