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DESCRIPCION

Foérmula de cemento 6seo y materiales compuestos de cemento 6seo endurecidos biorresorbibles preparados con la
misma.

Campo

La(s) realizacion/realizaciones a modo de ejemplo de la presente invencion se refiere(n) a una sustancia de
reparacion 6sea para medicamentos. Mas especificamente, la(s) realizacion/realizaciones a modo de ejemplo de la
presente invencion se refiere(n) a una formula de cemento éseo.

Antecedentes

Las composiciones de cemento 6seo se usan ampliamente para union, llenado y/o reparacién de hueso natural
dafado. El cemento 6seo se usa normalmente en procedimientos dentales, ortopédicos y/u otras aplicaciones
médicas. A pesar de las muchas ventajas tales como excelente biocompatibilidad, osteoconductividad superior y
resistencia fisica o mecénica mejorada, la mayoria de los fosfatos de calcio presentan tasas de biorresorcion
clinicamente bajas. Por otro lado, los compuestos de sulfatos de calcio también muestran tasas de disolucion
superiores, lo que, para muchas aplicaciones, es normalmente una tasa de disolucion demasiado alta como para
permitir que crezcan rapidamente nuevas células dseas en una cavidad 0sea. El material compuesto que incluye
sulfatos de calcio generalmente tiene resistencias fisica y/o mecanica menores que los fosfatos de calcio.

El documento US2007/178171 Al da a conocer cementos 6seos que forman brushita que comprenden los polvos
beta-fosfato de tricalcio (TCP), fosfato de monocalcio monohidratado (MCP) y sulfato de calcio semihidratado (CSH).
En los que al menos el 50% de la composicion es una fuente de sulfato. El liquido puede comprender sales.

El documento W0O03/024316 A2 da a conocer un cemento 6seo que comprende los polvos de: TTCP, DCP y hasta
el 50% de CSH. Sin embargo, la razén de liquido con respeto a polvo no es de 0,20 — 0,50 ml/g y el liquido no
comprende iones amonio. Ademas, no se revela la razén de TTCP:DCP.

Otro problema asociado con la pasta de cemento 6seo convencional es un tiempo de fraguado prolongado por el
que se dificulta la aplicabilidad para diversas aplicaciones. Por ejemplo, la pasta de fosfato de calcio (CPC), que se
describe en la patente estadounidense n.° 4.612.053, normalmente necesita un tiempo de fraguado prolongado.

Sumario

La(s) realizacion/realizaciones de la presente invencion da(n) a conocer un método para proporcionar un material
compuesto de fosfato de calcio-sulfato de calcio que presenta resistencia mejorada, excelente biocompatibilidad,
osteoconductividad superior, tasa de biorresorcién ajustable y apropiada.

Los objetivos de las realizaciones son proporcionar una formula de cemento 6seo, una pasta de cemento éseo, un
material compuesto de cemento dseo endurecido a partir de la pasta, un material compuesto de cemento 6seo
endurecido con resistencia mejorada presurizando la pasta mientras se deja escapar disolucion de la pasta y
material compuesto de cemento dseo endurecido poroso de la pasta.

Las realizaciones de la presente invencién proporcionan métodos para proporcionar una férmula de cemento 6seo,
pasta de cemento 6seo, material compuesto de cemento 6seo endurecido, material compuesto de cemento 6seo
endurecido con resistencia mejorada y material compuesto de cemento 6seo endurecido poroso.

La presente invencion proporciona una féormula de cemento 6seo que incluye un componente en polvo y un
componente liquido de fraguado con una razén de liquido con respecto a polvo de 0,20 cc/g a 0,50 cc/g (cc es
centimetro cubico y g es gramo), preferiblemente de 0,25 cc/g a 0,35 cc/g. El componente en polvo, en un aspecto,
incluye una fuente de sulfato de calcio y una fuente de fosfato de calcio. EI componente liquido de fraguado incluye
i6n amonio (NH4") en una concentracién de aproximadamente 0,5 M a 4 M. La fuente de fosfato de calcio incluye
fosfato de tetracalcio (TTCP) y fosfato de dicalcio en una razén molar de TTCP con respecto a fosfato de dicalcio de
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2,5, preferiblemente de aproximadamente 1,0, y la fuente de sulfato de
calcio es sulfato de calcio semihidratado (CSH), sulfato de calcio deshidratado (CSD) o sulfato de calcio anhidro, y
preferiblemente, CSH.

Ha de observarse que, para diferentes indicaciones médicas, las tasas de resorcion requeridas pueden ser
diferentes. De este modo, cemento mas deseable debe poder proporcionar un intervalo de tasas de resorcién 6sea
sin cambiar sustancialmente su formula primaria, rendimiento y tiempos de fraguado/trabajo. Por ejemplo, una tasa
de resorcién de material compuesto de cemento endurecido implantado puede ser ajustable debido a la coexistencia
de una fuente de sulfato de calcio y una fuente de fosfato de calcio. El estudio con animales demuestra que la tasa
de resorcion del material compuesto de cemento de sulfato-fosfato endurecido puede ajustarse ajustando la razén
de sulfato/fosfato.

La razon en peso de la fuente de sulfato de calcio del componente en polvo es del 5% al 55%, basandose en el peso
total del polvo de fuente de sulfato de calcio y la fuente de fosfato de calcio.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2465571 T3

Tal como se ilustra o demuestra en los ejemplos de control 1-4, discusién detallada en la seccion de procedimientos
experimentales a continuacion, la combinacién de TTCP, DCPA y CSH es esencial. Como TTCP, DCPA y CSH
pueden combinarse o mezclarse en un determinado intervalo de razén en peso, se obtienen diversos resultados
Unicos e irreemplazables. Por otra parte, diversos experimentos de mezclas de dos compuestos, tales como
TTCP/CSH y DCPA/CSH, dan como resultado resultados no satisfactorios.

Aunque el amonio se considera generalmente como un componente bastante tdxico, el experimento, mostrado a
continuacioén, ilustra que el amonio proporciona no sélo una férmula de cemento citotoxicamente aceptable, sino
también una formula de cemento con un rendimiento sin precedentes. Cuando la concentracion de iones amonio es
demasiado baja, la pasta de cemento puede o bien dispersarse justo tras entrar en contacto con un liquido, tal como
agua o fluido corporal (es decir, sangre), o bien tener una resistencia mecanica inicial que es demasiado baja para
mantener la integridad de la pasta de cemento lo que puede provocar una fractura prematura de la pasta de
cemento. Por otro lado, cuando la concentracién de i6n amonio es demasiado alta, la pasta de cemento pasa a ser
demasiado toxica para usarse como implante.

En una realizacion, el componente liquido de fraguado comprende i6n amonio (NH4") en una concentracién de
aproximadamente 1,0 M a 2,0 M, y més preferiblemente de aproximadamente 1,2 M.

El componente liquido de fraguado, en un ejemplo, es una disolucion de NH4H2PO4, (NH4)2HPO4, (NH4)3PO4-3H,0 o
una mezcla de los mismos. Preferiblemente, el componente liquido de fraguado es una disoluciéon acuosa.
Selectivamente, el componente liquido de fraguado comprende ademas acido citrico o &cido tartarico disuelto en el
mismo. El componente liquido de fraguado preferiblemente tiene un pH de aproximadamente 7,0 a
aproximadamente 9,0.

En una realizacién, el componente en polvo comprende un agente formador de poros que va a disolverse en una
disolucién cuando se sumerge en la disolucion el material compuesto de cemento 6seo endurecido. Preferiblemente,
el agente formador de poros se selecciona del grupo que consiste en LiCl, KCI, NaCl, MgCl,, CaCl,, NalOs, KI,
NazPO4, K3PO4, Na,COs, sal de sodio de aminoacido, sal de potasio de aminoacido, glucosa, polisacérido, sal de
sodio de &cido graso, sal de potasio de acido graso, bitartrato de potasio (KHC4H4Og), carbonato de potasio,
gluconato de potasio (KCsH1107), tartrato de sodio y potasio (KNaCsH4Os-4H-0), sulfato de potasio (K2SQOa), sulfato
de sodio, lactato de sodio y manitol. La cantidad de agente formador de poros usada es proporcional a la porosidad
del material compuesto de cemento 6seo endurecido que debe conseguirse.

En una realizacion, la fuente de fosfato de calcio es una mezcla de TTCP y DCPA. La férmula de cemento 6seo, en
un aspecto, permite una la pasta de cemento 0seo que tiene un tiempo de trabajo y un tiempo de fraguado
deseables, de modo que el cirujano tiene un periodo de tiempo suficiente para llenar el orificio o cavidad con la pasta
antes de que la pasta se endurezca. Ha de observarse que la pasta llenada desarrollard la resistencia minima
requerida por el tratamiento dentro de un periodo de tiempo corto aceptable.

El material compuesto de cemento éseo endurecido, en una realizacién, presenta una baja toxicidad por lo cual es
seguro aplicarlo a un paciente, por ejemplo. Obsérvese que el cemento dseo endurecido tiene una caracteristica de
resistencia inicial alta con una tasa biorresorbible mejorada.

Rasgos caracteristicos y beneficios adicionales de la presente invencién resultardn evidentes a partir de la
descripcion detallada, figuras y reivindicaciones expuestas a continuacion.

Descripcion detallada

En el presente documento se describen realizaciones de la presente invencion en el contexto de método, formula,
sistema y/o procedimiento para preparar un material compuesto de cemento éseo endurecido que tiene una tasa
biorresorbible mejorada para medicamentos. Los expertos en la técnica constataran que la siguiente descripcion
detallada de la(s) realizacion/realizaciones es Unicamente ilustrativa y no pretende ser limitativa en modo alguno. A
los expertos en la técnica que tengan el beneficio de esta descripcién se les ocurriran facilmente otras realizaciones
de la presente invencion.

» o« » o« » o« » o«

Las referencias a “una realizaciéon”, “una realizacion”, “realizacion de ejemplo”, “diversas realizaciones”, “realizacion
a modo de ejemplo”, “un aspecto”, “aspecto a modo de ejemplo”, “diversos aspectos”, etc., indican que la(s)
realizacién/realizaciones de la invencion asi descrita(s) puede(n) incluir un rasgo caracteristico, estructura o
caracteristica particular, pero no todas las realizaciones incluyen necesariamente el rasgo caracteristico, estructura o
caracteristica particular. Ademas, el uso repetido de la frase “en una realizacion” no se refiere necesariamente a la
misma realizacién, aunque puede ser asi.

Por motivos de claridad, no se muestran ni describen todos los rasgos caracteristicos rutinarios de las
implementaciones y/o los procedimientos descritos en el presente documento. Se apreciara, por supuesto, que en el
desarrollo de cualquier implementacion real de este tipo, se tomaran numerosas decisiones especificas de la
implementacion con el fin de conseguir los objetivos especificos del desarrollador, tales como cumplir con
limitaciones relacionadas con restricciones comerciales y de aplicacion, y que esos objetivos especificos variaran de
una implementacion a otra y de un desarrollador a otro. Ademas, se apreciara que tal esfuerzo de desarrollo puede
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ser complejo y conllevar mucho tiempo, pero no obstante sera rutinario para los expertos habituales en la técnica
que tengan el beneficio de esta descripcion.

La(s) realizacion/realizaciones de la presente invencion es/son cemento(s) 6seo(s) biorresorbible(s) aplicable(s) a
diversos campos médicos, tales como cirugias de canal radicular, espinal y ortopédica. Las caracteristicas o
propiedades de la férmula o el cemento 6seo biorresorbible tienen entorno(s) de trabajo y tiempos de fraguado
convenientes para formar un bloque endurecido con alta resistencia, excelente biocompatibilidad vy
osteoconductividad superior, y una tasa de biorresorcion ajustable (o flexible).

Para preparar o realizar el cemento éseo biorresorbible que tiene propiedades de tiempos de fraguado y entorno (o
tiempo) de trabajo flexibles (0 convenientes) para formar materiales compuestos de cemento 6seo endurecido con
compatibilidad bioldgica y resistencia deseable, una realizacién de la presente invencion da a conocer una férmula
de cemento 6seo que se describe en mas detalle a continuacion. En un aspecto, un método o procedimiento para
preparar material compuesto de cemento 6seo endurecido implica producir pasta de cemento 6seo y situar la pasta
en un entorno en el que la pasta pueda fraguar.

Un procedimiento para preparar pasta de cemento éseo, en una realizacion, comprende mezclar componente en
polvo con componente liquido de fraguado mediante un mecanismo de mezclado tal como agitacion. EI componente
en polvo puede incluir, por ejemplo, mezcla de fuente de sulfato de calcio y fuente de fosfato de calcio.
Alternativamente, la fuente de sulfato de calcio y la fuente de fosfato de calcio pueden ser polvos separados. En este
caso, la fuente de sulfato de calcio y la fuente de fosfato de calcio se combinan en primer lugar para formar una
mezcla en polvo antes del mezclado con un componente liquido de fraguado.

La fuente de sulfato de calcio y la fuente de fosfato de calcio comentadas anteriormente pueden ser polvos de
fosfato de tetracalcio (TTCP) y/o fosfato de dicalcio anhidro (DCPA). Ha de observarse que pueden usarse otros
tipos de fuentes siempre y cuando tengan caracteristicas o propiedades quimicas similares al TTCP y/o DCPA.

La pasta de cemento 6seo, en una realizacién, se endurece o cura dentro de un periodo de tiempo de fraguado bajo
un entorno atmosférico o un entorno rodeado por fluido corporal tal como sangre. Durante una operacion, un cirujano
0 médico sitla pasta de cemento 6seo en el interior de un orificio o cavidad en un hueso dafiado mediante una
herramienta adecuada a través de una incision. Por ejemplo, para un tratamiento de canal radicular, espinal u
ortopédico, cuando la pasta de cemento 6seo se convierte o cura para dar material compuesto de cemento 6seo
endurecido in situ, el cuerpo del sujeto resorbera el cemento 6seo endurecido a lo largo del tiempo segin una tasa
de biorresorcion predefinida. Dependiendo de las aplicaciones, la pasta de cemento 6seo, en una realizacién, puede
conformarse como bloque rigido o semirrigido de material compuesto de cemento 6seo antes de implantarse en el
cuerpo del sujeto para reparar partes dafiadas tales como huesos o dientes.

La pasta de cemento 0seo, en una realizacion, puede inyectarse en un orificio o cavidad 6ésea con una herramienta
ortopédica de administracién de pasta tal como un instrumento médico convencional descrito en el documento US
7.325.702 B2 o conformado mediante un molde, en el que la pasta formara un bloque de material compuesto de
cemento 6seo endurecido. Ha de observarse que una herramienta ortopédica de administracion puede administrar
de manera continua la pasta en una cavidad dsea hasta que se llene la cavidad.

Dependiendo de las aplicaciones, si el componente en polvo no contiene los agentes formadores de poros
apropiados puede formarse un bloque denso de cemento. El bloque denso puede formarse, por ejemplo,
presurizando la pasta de cemento dseo en un molde antes de que la pasta fragiie con el fin de drenar o extraer una
porcion de liquido de la pasta mediante lo cual disminuye una razén liquido/polvo de la pasta. En un aspecto, la
presion aplicada a la pasta en el molde tiene un intervalo de desde aproximadamente 1 megapascal (“MPa”) hasta
500 MPa, preferiblemente desde 100 MPa hasta 500 MPa. Se observa que el bloque denso tiene una resistencia a
la compresion superior lo que puede usarse como implante médico. Debe observarse ademdas que se impregna un
bloque denso rigido o sélido de cemento de fosfato de calcio con un liquido de impregnacién durante un periodo de
tiempo predefinido, de modo que la resistencia a la compresion global del bloque impregnado resultante aumenta en
comparacién con un blogue que no se ha sometido a tal tratamiento de impregnacion. El liquido de impregnacion, en
una realizacion, es disolucion que contiene fosfato. La disolucion acuosa a modo de ejemplo puede incluir, pero no
se limita a, (NH4)3PO4, (NH4)2HPO4, NH4H2PO4, K3PO4, KZHPOA, KH2P04, Na3P04, NazHPO4, NaH2PO4 o H3PO4. La
disolucién que contiene fosfato, en un ejemplo, tiene una concentracién de fosfato de aproximadamente 0,1 M a
aproximadamente 6 M, preferiblemente desde aproximadamente 1 M hasta aproximadamente 3 M.

Un bloque poroso puede utilizarse como estructura de soporte disefiada por ingenieria tisular cuando el componente
en polvo de la férmula de cemento 6seo contiene agente formador de poros. El agente formador de poros puede
extraerse de un bloque moldeado sumergiendo el bloque moldeado en liquido de inmersion de modo que el agente
formador de poros se disuelve en el liquido de inmersion. El agente formador de poros puede afiadirse durante el
mezclado del componente en polvo y el componente liquido de fraguado, o puede afiadirse a la pasta resultante
antes de situarse en un molde. El liquido de inmersién puede ser, por ejemplo, una disolucién acuosa acida, una
disolucién acuosa basica, una disolucion fisioloégica, un disolvente organico o agua sustancialmente pura. En una
realizacion, el liquido de inmersién es el mismo que el liquido de impregnacién mencionado anteriormente. En una
realizacion, el liquido de inmersion es agua. En un aspecto, el bloque poroso tiene una porosidad del 50-90% en
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volumen. El bloque denso o bloque poroso preparado segin la férmula de cemento 6seo, en una realizacion, puede
depositarse dentro de células vivas, un factor de crecimiento y/o un farmaco impregnando el bloque en una
suspension de células vivas o una disolucion del factor de crecimiento y/o farmaco. El bloque denso y el blogue
poroso preparados en la presente invencion pueden descomponerse adicionalmente en granulos para otras
aplicaciones médicas.

Los siguientes ejemplos a través de procedimientos experimentales son ilustrativos y pretenden demostrar
realizaciones de la presente invencion, lo que, sin embargo, no debe entenderse como que limita las realizaciones
de la invencion a las realizaciones especificas, sino que son sélo para explicacién y comprensién, ya que numerosas
modificaciones y variaciones resultaran evidentes para los expertos en esta técnica.

Procedimientos experimentales
Abreviaturas

TTCP: fosfato de tetracalcio

DCPA: fosfato de dicalcio anhidro
CSH: sulfato de calcio semihidratado
WT: Tiempo de trabajo

ST: Tiempo de fraguado

Razon L/P: Razén de liquido/polvo
CS: Resistencia a la compresion
Simbolos usados en las tablas

#: La pasta no puede formarse mezclando polvo y liquido durante 2 minutos.

*: Tras extraerse del molde (30 minutos desde la mezcla de polvo y liquido), los bloques de cemento endurecido se
colapsan y se disgregan en forma de polvo cuando se sumergen en solucién de Hank durante 1 dia.

[: Los bloques de cemento endurecido se rompen (se fracturan/agrietan pero no se dispersan en forma de polvo)
tras sumergirse en solucion de Hank durante 1 dia.

Preparacion de polvo de TTCP

El polvo de TTCP se fabrico de manera interna a partir de la reaccion de pirofosfato de dicalcio (CazP207) (Sigma
Chem. Co., St. Louis, MO, EE.UU.) y carbonato de calcio (CaCOs) (Katayama Chem. Co., Tokio, Japén) usando el
método sugerido por Brown y Epstein [Journal of Research of the National Bureau of Standards- A Physics and
Chemistry 6 (1965) 69A 12].

El polvo de TTCP se prepard mezclando polvo de CaxP,07 con polvo de CaCOs3 uniformemente durante 12 horas.
La razén de mezclado de polvo de CayP,07 con respecto a polvo de CaCOs; fue de 1:1,27 (razdn en peso) y se
calentd la mezcla de polvo hasta 1400°C para permitir que los dos polvos reaccionaran para formar TTCP.

Preparacién de una pasta de material compuesto de TTCP/DCPA/CSH

Se mezclaron uniformemente cantidades apropiadas de polvos de TTCP y DCPA en un molino de bolas, seguido por
un mezclado uniforme con una cantidad apropiada de polvo de CSH. Se mezclaron uniformemente los polvos
mezclados de TTCP/DCPA/CSH resultantes con una disolucion de fraguado deseable (por ejemplo, (NH4).HPO4 0,6
M) a una razon L/P deseable (por ejemplo, 0,28 ml/g (cc/g)) para formar una pasta de TTCP/DCPA/CSH.

Productos quimicos usados para el estudio

Producto quimico Férmula Fabricante Ubicacién
Fosfato de tetracalcio (TTCP) Cau(P0O4),0 Fabricacion interna Taiwan
Fosfato de dicalcio anhidro (DCPA) CaHPO4 ACROS Nueva Jersey, EE.UU.
Sulfato de calcio semihidratado (CSH) CaS04-1/2H,0 Showa Tokio, Japén
Hidrogenofosfato de diamonio (NH4)2HPO4 Showa Tokio, Japén
Dihidrogenofosfato de diamonio NH4H,PO4 Showa Tokio, Japén
Hidrogenofosfato de dipotasio KoHPO4 Showa Tokio, Japén
Acido tartérico C2H2(OH)2(COOH), Katayama Osaka, Japon
Acido citrico CsHsOy Pantreac Barcelona, Espafia
Acido malico C2H3(OH)(COOH), Pantreac '
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Ensayo de resistencia a la compresién del cemento de material compuesto

Para medir la CS de un cemento endurecido, tras mezclarse durante 1 min., se empaqueté la pasta de cemento en
un molde de acero inoxidable cilindrico de 6 mm de diametro y 12 mm de profundidad a una presion de 1,4 MPa
durante 30 min. Tras extraerse del molde, se sumergieron las muestras de cemento endurecido en solucién
fisiolégica de Hank que se mantuvo a 37°C y agit6 diariamente para ayudar a mantener concentraciones de iones
uniformes. Tras la inmersion, se extrajeron las muestras de la disolucién para realizar un ensayo de la CS mientras
las muestras estaban aun humedas (“ensayo en condiciones humedas”). El ensayo de la CS se llevé a cabo usando
una maquina de ensayo mecanico de sobremesa (Shimadzu AG-10kNX, Tokio, Japén) a una velocidad de cruceta
de 1,0 mm/min. El método de ensayo es segun el método ASTM 451-99a.

Medicion del tiempo de trabajo/tiempo de fraguado

Se determiné el tiempo de trabajo de la pasta de cemento mediante el tiempo tras el cual ya no se podia trabajar con
la pasta de cemento. Se midi6 el tiempo de fraguado de la pasta de cemento segun el método normalizado expuesto
en la norma ISO 1566 para cementos dentales de fosfato zinc. El cemento se considera fraguado cuando un peso
de 400 g cargado sobre una aguja de Vicat con una punta de 1 mm de diametro no logra hacer una hendidura
circular perceptible en la superficie del cemento.

Medicion del pH

Se determind la variacion del pH en la fase inicial (durante el proceso de fraguado) usando un pH-metro (Suntex
Instruments SP2000, Taipéi, Taiwan) que se introdujo en la pasta de cemento inmediatamente después de mezclar
el polvo y el liquido de fraguado. Se tomo la primera lectura 1 minuto tras el mezclado. Se continud la medicién
hasta que la pasta casi fragu6. Se tomaron lecturas cada 30 segundos hasta 30 minutos después del mezclado.
Tras esto, se tomaron cada 60 segundos.

Se monitorizé la variacion del valor de pH de la solucion de Hank en la que se sumergio la muestra de pasta de
cemento usando el mismo pH-metro. Tras mezclar el polvo y la disolucién de fraguado durante 5 minutos se tomaron
2 g de pasta de cemento y se sumergieron en 20 ml de solucién de Hank con un valor de pH de 7,05 para el ensayo.
Se mantuvo la disolucion a 37°C a lo largo del ensayo y se agitd continuamente para ayudar a mantener
concentraciones de iones uniformes de la disolucion.

Ensayo de citotoxicidad

Se llevé a cabo el ensayo de citotoxicidad segun la norma ISO 10993-5. Se us6 el método de extracciéon. Se
precultivaron fibroblastos NIH/3T3 (densidad de sembrado de 5000 por pocillo) durante 24 h en medio esencial
modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con suero bovino (10%) y PSF (1%). Se prepardé un extracto
sumergiendo una pasta de cemento endurecida en el medio de cultivo a una razén de 0,1 (g/ml) a 37°C durante 24 h
y recogiendo entonces el liqguido mediante centrifugacién. Se afiadio el extracto a la microplaca de 96 pocillos (100 pl
por pocillo) incubada en una atmdésfera humidificada al 5% de CO, a 37°C. Tras 24 h, se extrajo el extracto por
aspiracion y entonces se afiadid a los pocillos una mezcla del medio de cultivo (100 ul) y WST-1 (10 ul) y se
incubaron durante 1 h a 37°C. Se midio la viabilidad celular usando el ensayo WST-1. Esto es un ensayo
colorimétrico de la actividad deshidrogenasa mitocondrial en el que la absorbancia a 450 nm es proporcional a la
cantidad de actividad deshidrogenasa en la célula. Tras 1 h de incubacion, se transfirié la mezcla de medio y WST-1
a una microplaca de 96 pocillos y se midi6é la absorbancia a 450 nm con un lector ELISA. También se sometié a
ensayo polvo de Al,O3 como control. Se sometieron a ensayo cuatro barras para cada muestra (n=4).

Informacion de linea celular

Nombre de célula NIH/3T3

Numero de célula BCRC 60008

Tipo Ratén NIH/Embrién suizo

Propiedad de crecimiento Adherente, el 5% de CO», 37°C

Morfologia Fibroblasto

Medio de cultivo celular el 90% de medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) + el
10% de suero de ternera (CS)

Medio de congelacién el 93% de medio de cultivo + el 7% de DMSO

Control 1: Cemento de TTCP/CSH y disolucion de fraguado de (NH4),HPO4
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Tabla 1. TTCP/CSH mezclado con (NH4),HPO4 0,25-0,75 M

TTCP/CSH (razén Concentracion de Razén L/P . .
en peso) (NH.)2HPO, (M) (cclg) milg WT (min.) ST (min.) | 1d-CS (MPa)
0,28 - - *
0,25 0,33 - - O
0,35 O
0,28 7,4+0,6 9,0+0,7 3,23+0,53
0,50 0,33 10,3+0,6 11,6+0,5 2,33+0,56
90/10 0,35 11,040,3 12,940,2 2,40+0,71
0,28 7,0£0,3 8,5+0,5 3,67+0,49
0,60 0,33 10,1+0,5 11,5+0,6 3,06+0,44
0,35 11,9+0,6 13,0+0,7 3,56+0,74
0,28 5,8+0,2 7,1+0,5 4,07£1,02
0,75 0,33 8,910,1 11,040,2 4,84 +0,59
0,35 10,4+0,5 12,240,2 3,74+0,19
0,28 - - *
0,25 0,33 - - *
0,35 *
0,28 7,5%£0,3 10,1+0,2 4,32+0,11
0,50 0,33 9,7+0,3 11,7+0,3 7,01+0,42
75125 0,35 10,740,3 12,5+0,4 7,32+0,38
0,28 6,510,3 8,210,2 5,92+0,42
0,60 0,33 7,1+0,3 9,1+0,3 7,63+0,28
0,35 9,0+0,2 10,440,1 8,32+0,31
0,28 6,4+0,2 8,040,1 6,64+0,52
0,75 0,33 7,540,3 9,0+0,4 9,55+0,25
0,35 8,3+0,3 9,9+0,3 10,36+0,27
0,28 - - *
0,25 0,33 *
0,35 *
0,28 7,1+0,3 9,8+0,3 3,37+0,27
0,50 0,33 9,240,2 11,1+0,3 5,84+0,37
65/35 0,35 10,540,3 12,240,4 6,10+0,26
0,28 4,5+0,4 5,3+0,2 3,96+0,12
0,60 0,33 7,0£0,3 9,0+0,4 5,44+0,14
0,35 8,9+0,4 9,8+0,3 6,56+0,12
0,28 6,3+0,2 7,8+0,2 4,41+0,24
0,75 0,33 7,1+0,2 8,410,3 6,43+0,27
0,35 8,2+0,3 9,3+0,2 7,565+0,34

En los casos en los que las pastas se prepararon con (NH4);HPO4 0,25 M los trozos moldeados se colapsan y se
disgregan cuando se sumergen en solucién de Hank (*), o su resistencia a la compresion no puede medirse tras
sumergirse en solucién de Hank durante 1 dia (()) tal como se muestra en la tabla 1. En cuanto a las pastas
preparadas con disoluciones de fraguado de (NH.);HPO, a concentracion superior, los bloques de cemento
endurecido dan una resistencia a la compresion muy baja tras sumergirse en solucion de Hank durante 1 dia (1d-
CS) tal como se muestra en la tabla 1. Aparentemente el componente en polvo que solo tiene fases de TTCP y CSH
no da un resultado satisfactorio.

Control 2: Cemento de TTCP/CSH y disolucion de fraguado de NH4H2PO4
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Tabla 2. TTCP/CSH mezclado con NH4H,PO4 0,25-0,75 M

TTCP/CSH (razén Concentracion de Razén L/P . .
en peso) NH.H,PO, (M) (cclg) milg WT (min.) ST (min.) | 1d-CS (MPa)
0,28 - - *
0,25 0,33 - - *
0,35 - - *
0,28 7,4+0,6 9,0+0,7 3,23+0,53
0,50 0,33 10,3+0,6 11,6+0,5 2,33+0,56
0,35 11,0+0,3 12,940,2 2,40+0,71
0,28 7,0+£0,3 8,5+0,5 3,67+0,49
0,60 0,33 10,1+0,5 11,5+0,6 3,06+0,44
0,35 11,9+0,4 13,0+0,7 3,56+0,74
0,28 5,8+0,2 7,1+0,5 4,07+1,02
0,75 0,33 8,910,1 11+0,2 4,91+0,66
0,35 10,4+0,5 12,12+0,2 3,74+0,19
0,28 - - *
0,25 0,33 - -
0,35 - -
0,28 - -
0,50 0,33 - -
0,35 - -
0,28 - -
0,60 0,33 - -
0,35 - -
0,28 - -
0,75 0,33 - -
0,35 - -
0,28 - -
0,25 0,33 - -
0,35 - -
0,28 - -
0,50 0,33 - -
0,35 - -
0,28 - -
0,60 0,33 - -
0,35 - -
0,28 - -
0,75 0,33 - -
0,35 - -

90/10

75125

65/35

EoBE I B 3 I R N N I S Sl I R B B B

La tabla 2 muestra que la disolucién de fraguado de NH4H,PO, usada en el control 2 no puede mejorar la disolucion
de fraguado de (NH4);HPO. usada en el control 1 en cuanto a tiempos de trabajo/fraguado y a 1d-CS.
Aparentemente el componente en polvo que solo tiene fases de TTCP y CSH no da un resultado satisfactorio.

Control 3: Cemento de DCPA/CSH vy disolucién de fraguado de (NH4):HPO4
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Tabla 3. DCPA/CSH mezclado con (NH4)2HPO4 0,25-0,75 M

DCPA/CSH (razén
en peso)

Concentracién de
(NH4)2HPO4 (M)

Razén L/P
(ccl/g) milg

WT (min.)

ST (min.) | 1d-CS (MPa)

90/10

0,25

0,28
0,33
0,35

*

* X

0,50

0,28
0,33
0,35

0,60

0,28
0,33
0,35

OoooOooo

0,75

0,28
0,33
0,35

75125

0,25

0,28
0,33
0,35

0,50

0,28
0,33
0,35

0,60

0,28
0,33
0,35

0,75

0,28
0,33
0,35

65/35

0,25

0,28
0,33
0,35

1
E S 1 1 1 A A R B Y |

0,50

0,28
0,33
0,35

0,60

0,28
0,33
0,35

0,75

0,28
0,33
0,35

1
o s

Los trozos moldeados preparados a partir de cemento de DCPA/CSH se colapsan y se disgregan cuando se
sumergen en solucién de Hank (*), o su resistencia a la compresion no puede medirse tras sumergirse en solucién
de Hank durante 1 dia () tal como se muestra en la tabla 3. Aparentemente el componente en polvo que sélo tiene
fases de DCPA y CSH no da un resultado satisfactorio.

Control 4: Cemento de DCPA/CSH vy disolucion de fraguado de NHsH2PO4
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Tabla 4. DCPA/CSH mezclado con NH4H2PQO4 0,25-0,75 M

DCPA/CSH (razén Concentracién de Razén L/P . .

en peso) NH.H,PO, (M) (cclg) milg WT (min.) ST (min.) | 1d-CS (MPa)
0,28 - -
0,25 0,33 - -
0,35 - -
0,28 - -
0,50 0,33 - -
0,35 - -
0,28 - -
0,60 0,33 - -
0,35 - -
0,28 - - 0
0,75 0,33 - - 0
0,35 - - 0
0,28 - - 0
0,25 0,33 - - 0
0,35 - - 0
0,28 - - 0
0,50 0,33 - - 0
0,35 - - 0
0,28 - - 0
0,60 0,33 - - 0
0,35 - - 0
0,28 - - 0
0,75 0,33 - - 0
0,35 - - 0
0,28 - - 0
0,25 0,33 - -
0,35 - -
0,28 - -
0,50 0,33 - -
0,35 - -
0,28 - -
0,60 0,33 - -
0,35 - -
0,28 - -
0,75 0,33 - -
0,35 - -

90/10

o

75125

65/35

o 1 s s |

La resistencia a la compresion de los trozos moldeados preparados a partir de cemento de DCPA/CSH no puede
medirse tras sumergirse en solucién de Hank durante 1 dia () tal como se muestra en la tabla 4. Aparentemente el
componente en polvo que solo tiene fases de DCPA y CSH no da un resultado satisfactorio.

Para las tablas 5-14

TTCP/DCPA : CSH TTCP : DCPA : CSH
(razdn en peso) (razén en peso)
90:10 2,69:1:041
85:15 2,69:1:0,65
80:20 2,69:1:0,92
75:25 2,69:1:1,23
65:35 2,69:1:1,99
55:45 2,69:1:3,02
45:55 2,69:1:451
35:65 2,69:1:6,85
25:75 2,69:1:11,07
10:90 2,69:1:33,21

Nota: TTCP y DCPA tienen una razén molar de 1:1 en todas las condiciones

10
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Ejemplo 1: Cemento de (TTCP/DCPA)/CSH y diversas disoluciones de fraguado

Tabla 5. Cemento de material compuesto del 75% en peso de fosfato (TTCP/DCPA)/el 25% en peso de CSH

Disolucion de Conc. (M) | Valor de pH de la WT (min.) ST (min.) 1d-CS (MPa)
fraguado disolucién
K2HPO4 1 9,27 1,53+0,21 2,72+0,26 15,35+0,85
(L/P=0,33) 0,75 9,20 1,88+0,13 3,08+0,15 15,46+3,51
0,5 9,17 2,85+0,13 3,93+0,16 18,39+1,53
0,25 9,15 - - 24,1246,30
(NH4)2HPO4 1 8,17 4,88+0,13 6,93+0,25 27,77+1,6
(L/P=0,33) 0,75 8,09 5,47+0,13 7,45+0,16 25,3740,69
0,6 7,97 5,77+0,13 7,53+0,27 41,02+3,77
0,5 7,95 7,85+0,32 10,05+0,33 21,58+1,82
0,25 7,92 13,5+0,5 16,28+1,1 *
(NH4)H2PO4 1 3,96 4,95+0,5 7,5£0,5 *
(L/P=0,33) 0,75 3,99 6,63+0,38 8,93+0,33 *
0,5 4,28 9,43+0,416 12,6+0,53 *
0,25 4,30 11,42+0,5 15,18+0,27 *
NaH2PO4-2H,0 1 3,89 6,5+0,43 9+0,33 23,82+3,23
(L/P=0,33) 0,75 3,97 8,05+0,25 11,05%0,75 18,96+1,79
0,5 4,13 10,72+0,25 | 14,68+0,28 *
0,25 4,22 12,92+0,67 | 16,16+1,03 *

Puede resumirse a partir de los datos mostrados en la tabla 5 lo siguiente:

1. Los materiales compuestos de cemento endurecido derivados de KoHPO4 tienen WT/ST demasiado cortos y baja
Cs.

2. Los materiales compuestos de cemento endurecido derivados de (NH4)H2PO4 tienen WT/ST razonables, pero se
dispersan tras la inmersion en solucién de Hank.

3. Los materiales compuestos de cemento endurecido derivados de NaH,PO4-2H,0 tienen WT/ST razonables, pero
demasiada acidez y baja resistencia.

4. Entre todas las disoluciones de fraguado sometidas a ensayo, (NH.),HPO4 da como resultado la CS mayor.

5. Entre todas las concentraciones de (NH4),HPO,4, 0,6 M da la CS mayor (41 MPa).

Ejemplo 2: TTCP/DCPA/CSH mezclado con (NH4)2HPO4 0,60 M

Tabla 6. TTCP/DCPA/CSH mezclado con (NH4),HPO4 0,60 M.

TICPIDCPA LSS || Drductne | RanLP | g5 e | WTST |6 Wiscomo
) control-100%)
90 : 10 (NH2):HPO, 0.28 45,10+3,50 67’,11106,11’ 86,40+2,20
85 : 15 (NHa):HPO, 0,60M | 0,28 44,50+5,50 56:?9106,12’ 91,76+4,90
80 : 20 (NHa):HPO, 0,60M | 0,28 40,93+3,98 67’?7106,33’ 89,32+0,28
75: 25 (NH.):HPO, 0,60 M 0.28 40,45+2,39 57’?5106,13/ 95,49+3,04
65 : 35 (NHa):HPO, 0,60M | 0,28 26,53+1,57 57’?5106?;1/ 84,94+2,98
55 : 45 (NHa):HPO, 0,60M | 0,28 28,07+1,54 55;%2’ 101,99+0,74
45:55 (NHa):HPO4 0,60M | 0,28 27,02+1,29 55‘9’—;06,21’ 89,29+10,44
35 : 65 (NHa):HPO, 0,60M | 0,28 14,1043,10 ‘giodi’ 97,31+1,91
2575 (NHa):HPO, 0,60M | 0,28 13,80+1,61 55,11106,14’ 85,97+3,94
10: 90 (NH4):HPO, 0,60 M 0.28 9,77+1,15 57’%106,22/ 93,1748,63

11
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Resumen de los resultados mostrados en la tabla 6 (TTCP/DCPA/CSH mezclado con (NH4),HPO,4 0,60 M):

(1) Cuando los contenidos de CSH son mayores que aproximadamente el 65% en peso en el polvo de cemento de
TTCP/DCPA/CSH, sus valores de CS pasan a ser demasiado bajos (< 15 MPa). El contenido de CSH apropiado en
las condiciones de ensayo debe ser menor que aproximadamente el 65% en peso. Para obtener una resistencia
mayor (CS > 30 MPa), el contenido de CSH debe ser menor que aproximadamente el 35% en peso.

(2) Todos los valores de citotoxicidad son aceptablemente mayores que el 80% para todos los contenidos de CSH
(desde aproximadamente el 10% en peso hasta aproximadamente el 90% en peso) cuando se usa (NH4):HPO,
0,60 M como disolucién de endurecimiento.

Ejemplo 3: TTCP/DCPA/CSH mezclado con (NH4),HPO4 0,20-3,0 M
Tabla 7. TTCP/DCPA/CSH (TTCP/DCPA : CSH = 90:10) mezclado con (NH4)2HPO4 0,20-3,00 M

D.O. de
Concentracion de | Razén L/P (cc/g) ) WT/ST citotoxicidad (%)
Polvo (NH2)2HPO4 (M) mllg 1d-CS (MPa) (min.) (AL,O3 como
control-100%)
0,20 0,28 * - -
8,1+0,2 /
0,25 0,28 * 9.940,2 104,95+6,46
5,9+0,3/
0,50 0,28 32,37£3,10 7240.7 91,3145,77
0,60 0,28 45,11+3,50 67’11i+0621/ 91,6146,06
TTCP/DCPA: 5 ’9+_0 ’3/
CSH (90:10) 0,75 0,28 35,48+1,8 6.940,2 86,9945,13
5,7+0,1/
1,00 0,28 35,79+2,60 6,340,1 74,09+3,44
4,5+0,5/
2,00 0,28 41,75%2,60 5.0+0,3 57,85+4,22
4,7+0,2 /
3,00 0,28 42,68+2,60 6,040,1 46,80+5,04

Resumen de los resultados mostrados en la tabla 7 (TTCP/DCPA/CSH (TTCP/DCPA : CSH = 90:10) mezclado con
(NH4)2HPO4 0,20-3,00 M):

(1) Cuando la concentracion de (NH4):HPO4 es demasiado baja (0,25 M o menor en las presentes condiciones de
ensayo), la pasta endurecida se dispersa tras la inmersion en solucion de Hank y su resistencia no puede medirse.

(2) Aunque el amonio es un elemento critico para la preservacion de vida, la concentracion de (NH4)2HPO4 no puede
ser demasiado alta (2 M o mayor en las presentes condiciones de ensayo) para reducir el nivel de citotoxicidad.

(3) La concentracion de (NH4):HPO4 apropiada debe estar en el intervalo de 0,25 M-2,0 M, preferiblemente de
0,5 M-1,0 M (o la concentracién de iones NH." en el intervalo de 0,50 M-4,0 M, preferiblemente de 1,0 M-2,0 M).

Ejemplo 4: TTCP/DCPA/CSH mezclado con (NH4)2HPO4 0,20-3,0 M

12
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Tabla 8. TTCP/DCPA/CSH (TTCP/DCPA : CSH = 75:25) mezclado con (NH4)2HPO4 0,20-3,00 M

D.O. de
Concentracién de | Razén L/P (cc/g) ) WT/ST citotoxicidad (%)
Polvo (NHa):HPO, (M) milg 1d-CS (MPa) | (min,) (Al,03 como
control-100%)
0,20 0,28 * - -
13,5+0,5/
0,25 0,28 * 16.3+1.1 98,94+3,41
7,9+0,3/
0,50 0,28 21,58+1,82 10,10.3 90,83+6,02
0,60 0,28 40455239 | %30 88,17+1,39
TTCP/DCPA: 5 ’5+_0 ’1/
CSH (75:25) 0,75 0,28 25,37+0,69 75502 93,32145,01
4,9+0,1/
1,00 0,28 27,77+1,60 6.940,3 91,21+1,99
3,6+0,5/
2,00 0,28 24,53+1,80 4.840.3 74,42+3,25
2,9+0,1/
3,00 0,28 32,86+2,10 4.240.3 59,79+3,23

Resumen de los resultados mostrados en la tabla 8 (TTCP/DCPA/CSH (TTCP/DCPA : CSH = 75:25) mezclado con

(N H4)2HPO4 0,20-3,00 M):

(1) Cuando la concentracién de (NH4):HPO,4 es demasiado baja (0,25 M o menor en las presentes condiciones de
ensayo), la pasta endurecida se dispersa tras la inmersion en soluciéon de Hank y su resistencia no puede medirse.

(2) Aunque el amonio es un elemento critico para la preservacion de vida, la concentracion de (NH4)2HPO4 no puede

ser demasiado alta (> 2 M en las presentes condiciones de ensayo) para reducir el nivel de citotoxicidad.

(3) La concentracion de (NH4):HPO,4 apropiada debe estar en el intervalo de 0,25 M-2,0 M, preferiblemente de

0,5 M-1,0 M (o la concentracion de iones NH." en el intervalo de 0,50 M-4,0 M, preferiblemente de 1,0 M-2,0 M).

Ejemplo 5: TTCP/DCPA/CSH mezclado con (NH4),HPO4 0,25-1,0 M

Tabla 9. TTCP/DCPA/CSH (TTCP/DCPA : CSH = 65:35) mezclado con (NH4),HPO, 0,25-1,0 M

Concentracién de
Polvo (NH.),HPO, (M) L/P (cc/g) ml/g 1-d-CS (MPa)

0,35 21,24+1,82
0,33 23,12+1,21
1,00 0,30 23,33+1,38
0,28 23,52+1,67
0,35 24,32+1,56
0,33 25,62+0,93
0.75 0,30 24,36+1,62
0,28 29,54+1,13
0,35 18,36+1,45
o3 R
TTC.:E/SDSPA 0,28 31,37+0,81
(65-35) 0,35 34,23+0,61
' 0.45 0,33 30,77+1,57
' 0,30 25,01+0,56
0,28 22,65+1,23
0,35 27,32+1,45
0,33 32,51+0,72
0,40 0,30 28,77+1,22
0,28 14,16+1,15

0,35 *

0,33 *

0,25 0.30 .

0,28 *

Resumen de los resultados mostrados en la tabla 9 (TTCP/DCPA/CSH (TTCP/DCPA : CSH = 65:35) mezclado con

13
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(N H4)2HPO4 0,25-1,0 M)Z

(1) Cuando la concentracién de (NH4):HPO, es demasiado baja (0,25 M o0 menor en las presentes condiciones de
ensayo), la pasta endurecida se dispersa tras la inmersién en solucion de Hank y su resistencia no puede medirse.

(2) Excepto en algunos casos, todos los valores de 1-d CS son mayores que 20 MPa y, en determinadas
5 condiciones, mayores que 30 MPa.

Ejemplo 6: TTCP/DCPA/CSH mezclado con (NH4):HPO4 0,40-1,0 M

Tabla 10. TTCP/DCPA/CSH (TTCP/DCPA : CSH = 55:45) mezclado con (NH4).HPO4 0,40-1,00 M

Polvo C(misggggj’?w‘l’)e ?Cifg)”n';l’/z WT (min.) ST (min.) 1-d-CS (MPa)
0,35 10,3103 11,0401 28,8742,52
0.40 0,33 9,3%0,3 10,950, 30,46+1,89
‘ 0,30 7,90,5 9,4+0,3 26,62%2,23
0,28 6,020,4 8,620,2 24,9613,79
0,35 8,920,1 10,840, 27,93%2,60
0.45 0,33 7,740,3 9,6+0,2 26,2242 51
‘ 0,30 6,620,2 8,520,3 26,71+1,41
0,28 5,4+0,4 7,4%0,4 27,82%2,59
0,35 9,240,1 11,0402 24,6742,23
0,33 8,420,3 10,310, 27,86+2,26
0,50 0,30 7,240,2 9,240,3 32,0523,02
0,28 6,020,3 7,5%0,3 34,70%1,52
TCTSC,_F,) /(2;'2?)' 0,26 5,410,2 7,420,1 30,5043,77
0,35 8,520,3 10,310,3 28,60+1,09
0.60 0,33 7,3%0,3 9,240,2 27,10+1,28
‘ 0,30 6,320,1 8,420,1 25,74%2,20
0,28 5,040,2 6,820,3 28,07+1,54
0,35 6,420, 8,520,2 23,40+3,55
075 0,33 5,3%0,3 7,5%0,4 29,25+1,45
’ 0,30 5,240,3 7,120, 29,59+2,65
0,28 4,7%0,3 6,520,3 30,0022,83
0,35 5,3%0,1 7,020,2 28,46+3,38
o0 0,33 4,5%0,2 6,240, 30,71%2,76
’ 0,30 3,740,3 5,3%0,1 25,71%3,86
0,28 2,940,3 4,240,3 29,58+1,24

Resumen de los resultados mostrados en la tabla 10 (TTCP/DCPA/CSH (TTCP/DCPA : CSH = 55:45) mezclado con
(NH4)2HPO4 0,40-1,00 M):

10 (1) Todos los valores de 1-d CS son mayores que 20 MPa y, en determinadas condiciones, mayores que 30 MPa.

(2) Para una concentracion mayor (1,0 M) y valores menores de L/P (menor que 0,33 cc/g), los WT/ST son un poco
demasiado cortos.

Ejemplo 7: TTCP/DCPA/CSH mezclado con (NH4);HPO4 0,40-0,60 M

Tabla 11. TTCP/DCPA/CSH (TTCP/DCPA : CSH = 45:55) mezclado con (NH4)2HPO, 0,40-0,60 M

Concentracion Razén L/P
Polvo de (NH.)2HPO, WT (min.) ST (min.) 1-d-CS (MPa)

(M) (cc/g) mllg

0,35 8,2+0,3 10,7+0,2 21,1+1,0

0,40 0,33 7,5+0,2 9,6+0,3 23,3+2,0

0,30 6,1+0,3 8,3+0,2 27,1422

. 0,35 7,610,3 10,2+0,2 22,3+0,5

s /(2(5:-22)' 0,50 0,33 7.020,5 9,140,2 22.1%2.2

' 0,30 5,8+0,2 7,840,1 24,1+1,6

0,35 7,9+40,3 10,0+0,2 21,4420

0,60 0,33 6,6+0,4 9,0+0,6 23,8+1,7

0,30 5,540,1 7,510,2 23,8+1,7

15 Resumen de los resultados mostrados en la tabla 11 (TTCP/DCPA/CSH (TTCP/DCPA : CSH = 45:55) mezclado con
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(NH4)2HPO4 0,40-0,60 M)Z
(1) Todos los valores de 1-d CS son mayores que 20 MPa

(2) Los tiempos de trabajo son mayores que 5,5 min. y los tiempos de fraguado son mas largos de 7,5 min. en todas
las condiciones de ensayo.

Tabla 12. CS (MPa) de TTCP/DCPA/CSH tras la inmersion en soluciéon de Hank durante diferentes dias

TTCP/

DCPA L/p

: CSH Disolucién ratio

(aatn | doraguato | (g | 1d-CS 3d-CS 7d-CS 14d-CS 28d-CS | 42d-CS
en mil/g

peso)

90:10 (N'g“%ZOHI\FA’O“ 028 | 44,60+3,64 | 40,52+4.68 | 40,17+3.47 | 39,86+4,96 | 39.46+3.17 | 37,98+3.79
85:15 (N'g“%%H,\FA’O“ 028 | 43704471 | 41,56+4.23 | 40,20+3.62 | 38,47+3.32 | 37,44+4.68 | 35244513
80:20 (N'g“%ZOHI\FA’O“ 028 | 40,17+4.76 | 37,13+5.14 | 36,05:3.47 | 35.76+4.79 | 35.26+3.46 | 34.773.79
75:25 (N'g“%ZOHI\FA’O“ 028 | 40,45+2.30 | 39,.25+3.25 | 38.43+1,87 | 38,34+2.15 | 36,25+1,51 | 32,54+2.39
65:35 (N'g“fSHI\FA’O“ 035 | 34,23+0,60 | 33,65+1,75 | 31,25+1,87 | 30,82+2.15 | 29,47+1,66 | 27,76+2,59
55:45 (N'g“%ZOHI\FA’O“ 035 | 28,6042,00 | 19,58+1,40 | 20,02+1,77 | 14,59+1,72 | 11,67+1,22 | 8,09+1,04

Resumen de los resultados mostrados en la tabla 12:

(1) Excepto el material compuesto “55:45”, todos los valores para 42d-CS son mayores que 20 MPa, indicando una
leve disminucion de la resistencia incluso tras la inmersion en solucion de Hank durante 42 dias. Sin embargo,
cuando se aumenta el contenido de CSH hasta el 45% en peso el valor de CS del material compuesto disminuye
muy significativamente.

Ejemplo 8: Efectos de la adicion de acidos organicos sobre TTCP/DCPA/CSH mezclado con (NH4)2HPO4 1,0 M

Tabla 13. Efectos de la adicién de &cidos organicos (acido tartarico, acido citrico y acido malico) sobre las
propiedades de TTCP/DCPA/CSH (TTCP/DCPA:CSH = 75:25) mezclado con (NH4),HPO, 1 M

Acido Concentracion de Razén L/P pH de . .
organico acido organico (M) (cc/g) ml/g disolucion WT (min.) ST (min.) 1d-CS (MPa)
0,4 0,40 5,31 7,8%0,2 9,9+0,4 20,17+2,20
Acido malico 0,3 0,40 5,86 8,4+0,4 10,5+0,5 24,15+2,73
0,2 0,40 6,39 9,0+0,5 10,50+0,5 23,44+3,79
0,1 0,40 6,98 9,4+0,4 10,440,5 23,9043,05
0,4 0,33 4,71 2,4+0,3 4,0+0,3 27,65%3,24
Acido citrico 0,3 0,33 5,28 4,7+0,6 7,1+0,1 30,08+1,44
0,2 0,33 5,94 7,0+£0,3 10,0+£0,4 29,48+1,46
0,1 0,33 6,71 9,2+0,4 10,3+0,4 31,66+2,49
0,4 0,33 5,10 3,9+0,3 6,8+0,2 32,38+2,48
Acido 0,35 0,33 5,57 4,2+0,2 7,1+0,1 34,60£3,70
tartarico 0,3 0,33 5,62 6,0+0,5 9,8+0,2 30,97+2,86
0,2 0,33 6,25 7,210,4 10,2+0,4 26,04+3,64
0,1 0,33 6,99 9,4+0,4 11,2+0,2 27,3645,31

Resumen de los resultados mostrados en la tabla 13:

(1) La adicién de acido malico en disolucion de fraguado de (NH4);HPO4 1 M disminuye el valor de CS del cemento
de material compuesto endurecido

(2) La adicion de acido citrico en disolucion de fraguado de (NH4),HPO, 1 M aumenta el valor de CS del cemento de
material compuesto endurecido (desde aproximadamente 28 MPa hasta aproximadamente 32 MPa)

(3) La adicion de acido tartarico en disolucion de fraguado de (NH4):HPO, 1 M aumenta el valor de CS del cemento
de material compuesto endurecido (desde aproximadamente 28 MPa hasta 35 MPa)
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Preparacion de un blogue denso de material compuesto de TTCP/DCPA/CSH

Se mezclaron uniformemente cantidades apropiadas de polvos de TTCP y DCPA en un molino de bolas, seguido por
el mezclado uniforme con cantidad apropiada de polvo de CSH. Se mezclaron uniformemente los polvos mezclados
de TTCP/DCPA/CSH resultantes con una disolucion de fraguado deseable (por ejemplo, (NH4),HPO4 0,6 M) a una
razon L/P deseable (por ejemplo, 0,28 cc/g) para formar una pasta de TTCP/DCPA/CSH.

Antes de endurecerse completamente, se situd la pasta en un molde a una presion deseable (a una presion maxima
de 1,47, 2,94 6 4,41 kN (150, 300 6 450 Kgf)) para extraer mediante apriete una porcion del liquido de la pasta. Tras
extraerse del molde, se situé un grupo de las muestras de material compuesto endurecido en un recipiente protegido
frente a la humedad durante 1 dia. Se impregné adicionalmente otro grupo de muestras en una disolucién de
impregnacion ((NH4)2HPO4 1 M o K:HPO4 1 M) a una temperatura deseable (37°C) durante 1 dia, seguido por el
secado en un horno a 50°C durante 1 dia.

Preparacién de bloques porosos de material compuesto de TTCP/DCPA/CSH

Se mezclaron uniformemente cantidades apropiadas de polvos de TTCP y DCPA en un molino de bolas, seguido por
el mezclado uniforme con cantidad apropiada de polvo de CSH. Se mezclaron uniformemente los polvos mezclados
de TTCP/DCPA/CSH resultantes con una disolucién de fraguado deseable (por ejemplo, (NH4):HPO4 0,6 M) a una
razon L/P deseable (por ejemplo, 0,28 cc/g) para formar una pasta de TTCP/DCPA/CSH.

Entonces se mezcl6 uniformemente la pasta de material compuesto con un agente formador de poros (por ejemplo
particulas de KCI) con una razén en peso deseable (por ejemplo TTCP/DCPA/CSH:KCI = 1:1 6 1:2) para formar una
pasta de TTCP/DCPA/CSH/KCI.

Antes de endurecerse completamente, se situd la pasta de material compuesto en un molde a una presiéon deseable
(a una presion maxima de 4,41 kN (450 Kgf)) para extraer mediante apriete una porcién del liquido de la pasta. Tras
extraerse del molde, se sumergio un grupo de los bloques de material compuesto endurecido en agua desionizada a
37°C durante 3 dias para permitir que las particulas de KCI se disolvieran, formando un bloque de material
compuesto poroso, seguido por el secado en un horno a 50°C durante 1 dia. Se impregnd adicionalmente otro grupo
de muestras en una disolucion de impregnacion (por ejemplo (NH4);HPO4 1 M o K;HPO4 1 M) a una temperatura
deseable (37°C) durante 1 dia para permitir que aumentara la resistencia del bloque poroso, seguido por el secado
en un horno a 50°C durante 1 dia. Para extraer la disolucién de impregnacion residual del interior de los poros, se
aclararon adicionalmente las muestras porosas impregnadas en agua desionizada a 37°C durante 3 dias.

Medicion de la porosidad

Se midié la porosidad de las diversas muestras segun el método ASTM C830-00 (2006), “Standard Test Methods for
Apparent Porosity, Liquid Absorption, Apparent Specific Gravity, and Bulk Density of Refractory Shapes by Vacuum
Pressure”.

Ejemplo 9: Bloque denso

Tabla 14. Resistencias a la compresién (MPa) de bloques densos de material compuesto de TTCP/DCPA/CSH
preparados a partir de polvos mezclados de TTCP/DCPA/CSH, mezclados con (NH4);HPO4 0,6 M (L/P=0,28 mi/g

(cc/g))

. . . ” Impregnado en (NH4):HPO. Impregnado en K;HPO4 1 M,
TTCP/DCPA : Sin tratamiento de impregnacion g Mga 37°C dt(Jrant)e 1d i 5?37°C durante 1d
CSH (razén en Presion de moldeado (kgf) Presion de moldeado (kgf) Presion de moldeado (kgf)
peso) (150) (300) (450) (150) (300) (450) (150) (300) (450)
1,47 kKN 294 KN | 4,41KkN 147kN | 294KkN | 441KkN | 1,47KkN | 2,94 KN | 441 KkN
9010 42,74 + 49,21 + 55,86 101,38 130,83 167,02 111,07 162,96 160,07
3,20 3,17 1,67 +9,23 + 6,88 + 7,57 +6,93 + 8,07 +4,13
85:15 38,11 49,21 + 53,55 % 100,26 127,49 162,95 105,78 142,01 150,07
) 2,51 3,69 1,14 + 7,06 +11,21 + 6,26 +6,81 +8,92 +3,25
75:25 38,02 £ 46,34 + 54,78 £ 103,07 121,68 137,99 105,32 129,10 144,90
) 3,00 1,79 7,45 + 6,55 +5,07 +9,58 +7,02 +9,81 +11,33
6535 36,14 46,32 + 60,64 101,04 120,53 134,78 | 98,26 + | 131,78 136,85
1,64 8,16 2,34 +4,77 +7,98 +9,74 10,71 +6,77 + 8,47
5545 35,59+ 48,71 + 54,95 + 95,14 + 121,91 128,63 | 90,18 + | 132,57 140,37
) 1,32 2,80 4,70 6,06 +7,68 +6,92 3,63 +5,28 + 3,45

Resumen de los resultados mostrados en la tabla 14 (resistencias a la compresiéon de blogues densos de material
compuesto de TTCP/DCPA/CSH):

(1) Las muestras tratadas por impregnacion tienen unos valores de CS significativamente mayores en todas las
condiciones
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(2) Los valores de CS aumentan significativamente con presiones de moldeado mayores en todas las condiciones

Ejemplo 10: Blogue poroso

Tabla 15. Valores de porosidad (% en volumen) de bloques porosos de material compuesto de TTCP/DCPA/CSH
preparados a partir de polvos mezclados de TTCP/DCPA/CSH/KCI (agente formador de poros), mezclados con
(NH4)2HPO4 0,6 M (L/P = 0,33 ml/g (cc/g)

TTCP/DCPA : CSH (razén

TTCP/DCPA/CSH : KCI =1:1

TTCP/DCPA/CSH : KCI =1:2

en peso) (raz6n en peso) (razbn en peso)
90:10 46,02 £ 2,87 81,51 + 6,57
85:15 57,66 £ 0,98 83,77 £5,61
75:25 59,82 £1,16 84,32 £6,71
65:35 63,02 £1,41 87,86 £ 3,74
55:45 59,98 +0,87 88,69 £ 5,72

Resumen de los resultados mostrados en la tabla 15 (bloques porosos de material compuesto de TTCP/DCPA/CSH
preparados a partir de polvos mezclados de TTCP/DCPA/CSH/KCI (agente formador de poros), mezclados con
(NH4)2HPO, 0,6 M):

(1) Los valores de porosidad estan en el intervalo del 46-63% para TTCP/DCPA/CSH : KCI = 1:1, y del 81-89% para
TTCP/DCPA/ CSH : KCI = 1:2, que son ideales para su uso como estructura de soporte de ingenieria tisular.

(2) El valor de porosidad generalmente aumenta con el aumento del contenido de CSH en el material compuesto.

Tabla 16. Valores de resistencia a la compresion (MPa) de bloques porosos de material compuesto de
TTCP/DCPA/CSH preparados a partir de polvos mezclados de TTCP/DCPA/CSH/KCI (agente formador de poros),
mezclados con (NH4),HPO4 0,6 M (L/P=0,33 ml/g (cc/g))

Impregnado Impregnado

en en Impregnado Impregnado
Sin Sin (NH4)2HPO4 1 (NH4)2HPO4 1 en K;HPO4 1 en K;HPO4 1

TTCP/ impregnacion, | impregnacion, M, a 37°C M, a 37°C M, a 37°C M, a 37°C
DCPA: TTCP/DCPA/ | TTCP/DCPA/ durante 1 d, durante 1 d, durante 1 d, durante 1 d,
CSH (raz6n CSH : KCl = CSH : KCl = TTCP/ TTCP/ TTCP/DCPA/ | TTCP/DCPA/
en peso) 1:1 (razdén en 1:2 (razén en DCPA/CSH : DCPA/CSH : CSH : KCl = CSH : KCl =
peso) peso) KCl=1:1 KCl=1:2 1:1 (razénen | 1:2 (raz6nen

(razén en (razén en peso) peso)
peso) peso)

90:10 4,86 +0,43 0,92 +0,18 8,43+0,73 1,62+0,28 8,71+0,93 1,50+0,30

85:15 5,00 + 0,64 0,82 +0,23 7,29+0,54 1,2240,19 7,37+0,98 1,36+0,19

75:25 4,18 + 0,49 0,74 +£0,10 7,03+0,49 0,98+0,18 7,40+0,73 0,93+0,23

65:35 3,74+0,42 0,51 +0,07 5,19+0,26 0,91+0,05 5,15+0,70 0,87+0,09

55:45 2,36 £0,19 0,42 £ 0,06 4,01+0,56 0,71+0,10 4,55+0,33 0,64+0,07

Resumen de los resultados mostrados en la tabla 16 (bloques porosos de material compuesto de TTCP/DCPA/CSH
preparados a partir de polvos mezclados de TTCP/DCPA/CSH/KCI (agente formador de poros), mezclados con
(NH4)2HPO4 0,6 M):

(1) La resistencia CS de los bloques porosos disminuye con el aumento de contenido de CSH en el material
compuesto en todas las condiciones de ensayo.

(2) Los valores de CS de los bloques porosos (sin tratamiento de impregnacion) preparados a partir de
TTCP/DCPA/CSH/KCI estan en el intervalo de aproximadamente 2-5 MPa para TTCP/DCPA/CSH:KCI=1:1, y de
aproximadamente 0,4-0,9 MPa para TTCP/DCPA/CSH:KCI=1:2.

(3) El tratamiento de impregnacién mejora significativamente la resistencia de los bloques porosos. Los valores de
CS de bloques porosos impregnados con (NH4):HPO, aumentan significativamente hasta 4,8-8,9 MPa para
TTCP/DCPA/CSH:KCI=1:1, y aproximadamente 0,5-1,2 MPa para TTCP/DCPA/CSH:KCI=1:2. Los valores de CS de
bloques porosos impregnados con K;HPO, aumentan significativamente hasta 4,8-8,8 MPa para
TTCP/DCPA/CSH:KCI=1:1, y aproximadamente 0,5-1,2 MPa para TTCP/DCPA/CSH:KCI=1:2.

Ejemplo 11: Estudio con animales y medicién de razones de resorcion de implante de material compuesto.

Se llevo a cabo un estudio con animales en el Centro de Animales de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional de Cheng-Kung, Tainan, Taiwan. Se usaron conejos blancos de Nueva Zelanda, machos, sanos y adultos
(que pesaban 2,8-3,5 kg) como animales experimentales. Se alojaron los conejos individualmente en jaulas de acero
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inoxidable que tenian acceso libre a comida y agua. Se permitié un periodo de aclimatacion de un minimo de 7 dias
entre la recepcion de los animales y el comienzo del estudio. Se afeitaron los sitios de inyeccion y se limpiaron con
etanol al 70% y Betadine™ (povidona yodada al 10%). Se oper6 a todos los animales con anestesia general. Se us6
pentobarbital sédico (0,1 ml/100 g, Tokyo Kasei Kogyo, Tokio, Japdn) como anestesia general, mientras que se uso
xilocaina (Fujisawa Pharmaceutical CO., Tokio, Jap6n) como anestesia local. Para implantar pasta de cemento en el
condilo medial del fémur, se realizé una incision longitudinal en la superficie anterior del fémur. Se cort6 el lado
interno de la articulaciéon de la rodilla del conejo para exponer el fémur. Tras la exposicion del fémur, se reflejo el
periostio y se taladré un orificio guia de 2 mm. Se amplié el orificio gradualmente con brocas de tamafio creciente
hasta que se alcanz6 un diametro final de 5 mm. Se us6 una fresa especial de 5 mm de didmetro y se inserté un
anillo a una profundidad de 10 mm para garantizar la longitud apropiada (10 mm) del orificio perforado.

Se implantaron dos tipos de pasta de cemento de material compuesto de fosfato de calcio/sulfato de calcio (el 90%
en peso de TTCP/DCPA:el 10% en peso de CSH y el 55% en peso de TTCP/DCPA:el 45% en peso de CSH) en la
cavidad 6sea preparada. Tras el llenado de la pasta, se cerraron piel y tejidos subcutaneos capa por capa con hilos
de seda. Para reducir el riesgo de infeccion perioperatoria, se trataron los conejos con inyecciones de antibioticos
por via subcutdnea a una dosis de 40 mg/kg. Se sacrificaron los animales después de 12 semanas tras la operacion.

Tras sacrificar los animales, se extirparon inmediatamente las porciones de fémur y se retird el exceso de tejido. Se
usaron fotografias de las laminas tomadas con una cadmara réflex de un solo objetivo y un sistema de analisis de
imagenes para calcular las areas de implante residual. Se determinaron las razones de resorcion de implante
mediante la ecuacion, razén de resorcion de implante = (area transversal de implante original — area transversal de
implante residual)/area transversal de implante original.

Sumario:

Las razones de implante residual promedio para las muestras “90/10” y “55/45” son del 81,1% (razén de resorcién:
18,9%) y del 67,7% (razén de resorcion: 32,3%), respectivamente, tal como se muestra en las fotografias
mencionadas anteriormente. Eso significa que la velocidad de consolidacion para el implante 55/45 es
aproximadamente un 70% mas rapida que para el implante 90/10.
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REIVINDICACIONES

Férmula de cemento 6seo que comprende un componente en polvo y un componente liquido de fraguado
con una razoén de liquido con respecto a polvo de 0,20 ml/g (cc/g) a 0,50 ml/g (cc/g), preferiblemente de
0,25 ml/g (cc/g) a 0,35 ml/g (cc/g),

en la que el componente en polvo comprende una fuente de sulfato de calcio y una fuente de fosfato de
calcio con una razén en peso de la fuente de sulfato de calcio mayor del 5% y no mayor del 55%,
basandose en el peso total de la fuente de sulfato de calcio y la fuente de fosfato de calcio,

en la que la fuente de sulfato de calcio es sulfato de calcio semihidratado (CSH), sulfato de calcio
deshidratado (CSD) o sulfato de calcio anhidro, y preferiblemente, CSH, y la fuente de fosfato de calcio
comprende fosfato de tetracalcio (TTCP) y fosfato de dicalcio en una razén molar de TTCP con respecto a
fosfato de dicalcio de 0,5 a 2,5, preferiblemente de 1,0, y

en la que el componente liquido de fraguado comprende i6n amonio (NH4") en una concentracién de 0,5 M
adM.

Formula segun la reivindicacion 1, en la que el fosfato de dicalcio es fosfato de dicalcio anhidro (DCPA).

Foérmula segun la reivindicacion 1, en la que el componente liquido de fraguado comprende i6n amonio
(NH4+) en una concentraciéon de 1,0 Ma 2,0 M.

Formula segun la reivindicacion 3, en la que el componente liquido de fraguado es una disolucién de
NH4H2PO4, (NH4)2HPO4, (NH4)3PO4-3H20 0 una mezcla de los mismos.

Formula segun la reivindicacion 4, en la que el componente liquido de fraguado es una disoluciéon acuosa
de (NH4)2HPO4.

Foérmula segun la reivindicacion 2, en la que la fuente de fosfato de calcio estd compuesta por TTCP y
DCPA.

Foérmula segun la reivindicacion 1, que comprende ademéas un agente formador de poros que va a
disolverse en una disoluciéon cuando se sumerge en la disolucién un material compuesto de cemento 6seo
endurecido preparado a partir del mismo.

Procedimiento para preparar un material compuesto de cemento éseo endurecido que comprende formar
una pasta de cemento 6seo mezclando el componente en polvo y el componente liquido de fraguado de la
férmula de cemento 6seo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6; conformar la pasta en un
molde; y retirar el molde para formar un bloque de material compuesto de cemento éseo endurecido.

Procedimiento segun la reivindicacién 8, que comprende ademas presurizar dicha pasta en dicho molde
antes de que dicha pasta fragiie para extraer una porcién de liquido de dicha pasta, de modo que
disminuye una razon de liquido con respecto a polvo de dicha pasta, en el que la presién aplicada a la
pasta en el molde es de desde 1 MPa hasta 500 MPa, preferiblemente desde 100 MPa hasta 500 MPa.

Procedimiento segun la reivindicacion 8, en el que el componente en polvo de la formula de cemento 6seo
contiene un agente formador de poros, o se afiade un agente formador de poros durante el mezclado o se
mezcla con la pasta antes de conformar la pasta en un molde, y dicho procedimiento comprende ademas
sumergir dicho bloque de material compuesto de cemento éseo endurecido en un liquido de inmersién para
disolver dicho agente formador de poros en el liquido de inmersién, creando poros en el mismo, de modo
gue se forma un bloque poroso, y preferiblemente el bloque poroso tiene una porosidad del 50% al 90% en
volumen.

Procedimiento segun la reivindicacion 10, en el que el agente formador de poros se selecciona del grupo
que consiste en LiCl, KCI, NaCl, MgCl,, CaCl,, NalOs, Kl, NazPO,, K3PO4, Na,COs, sal de sodio de
aminoacido, sal de potasio de aminoacido, glucosa, polisacarido, sal de sodio de &cido graso, sal de potasio
de &cido graso, bitartrato de potasio (KHC4H4Os), carbonato de potasio, gluconato de potasio (KCgH1107),
tartrato de sodio y potasio (KNaCsH4Os-4H20), sulfato de potasio (K-SQ.), sulfato de sodio, lactato de sodio
y manitol.

Procedimiento segun la reivindicacién 10, en el que el liquido de inmersion es una disolucion que contiene
fosfato que tiene una concentracion de fosfato de desde 0,1 M hasta 6 M, preferiblemente desde 1 M hasta
3 M, o agua.

Procedimiento segun las reivindicaciones 8 ¢ 10, que comprende ademas impregnar el bloque del bloque
poroso con un liquido de impregnacion durante un periodo de tiempo, de modo que aumenta una
resistencia a la compresion del bloque impregnado resultante o bloque poroso impregnado extraido del
liguido de impregnacién, en comparacion con la de dicho bloque o dicho bloque poroso sin dicho
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tratamiento de impregnacion.

Procedimiento segun la reivindicacion 13, en el que el liquido de impregnacién es una disoluciéon que

contiene fosfato que tiene una concentracion de fosfato de desde 0,1 M hasta 6 M, preferiblemente desde
1 M hasta 3 M.

Procedimiento segun las reivindicaciones 8 6 10, que comprende ademas descomponer el bloque o el
bloque poroso en granulos.
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