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DESCRIPCION
Material sustituto de hueso

La invencién se refiere a un nuevo material bifasico sustituto de hueso con una estructura de bicapa basada en
fosfato calcico/hidroxiapatito (CAP/HAP) que esta impregnada con fibras de colageno, a un procedimiento para
preparar ese material bifasico sustituto de hueso y a su uso como un implante o una prétesis para apoyar la
formacion 6sea, la regeneracion 6sea, la reparacion dsea, la remodelacion dsea y/o la reposicion désea en una zona
defectuosa de un ser humano o animal.

Los defectos en la estructura 6sea surgen en una variedad de circunstancias, tales como un traumatismo, una
enfermedad y cirugia y todavia hay una necesidad de una reparacion eficaz de defectos 6seos en diversos campos
quirargicos.

Se han usado numerosos materiales y composiciones naturales y sintéticos para estimular la curacién en la zona de
un defecto 6seo. Un material natural sustituto de hueso osteoconductor muy conocido que promueve el crecimiento
6seo en defectos 6seos periodontales y maxilofaciales es Geistlich Bio-Oss®, disponible comercialmente de
Geistlich Pharma AG. Ese material se fabrica a partir de hueso natural mediante un procedimiento descrito en la
Patente de EE. UU. N° 5.167.961, que permite la conservacion de la arquitectura trabecular y la estructura
nanocristalina del hueso natural, dando como resultado una excelente matriz osteoconductora que no se reabsorbe
muy rapidamente.

Los sistemas de fosfato tricalcico / hidroxiapatito (TCP/HAP) y su uso como materiales sustitutos de hueso se
describen, por ejemplo, en US-6.338.752 que divulga un procedimiento para preparar un cemento bifasico de a-
TCP/HAP calentando una mezcla en polvo de fosfato amdénico y HAP a 1.200-1.500°C.

La Patente Europea EP-285826 describe un procedimiento para la produccion de una capa de HAP sobre cuerpos
metalicos y no metalicos para implantes mediante la aplicacion de una capa de a-TCP y convertir completamente la
capa de a-TCP en HAP mediante la reaccion con agua de pH 2 a 7 a 80-100°C. El producto obtenido es un cuerpo
metalico o no metalico cubierto con una capa de HAP.

El documento WO 97/41273 describe un procedimiento para revestir un sustrato tal como, notablemente,
hidroxiapatito (HAP) u otros fosfatos calcicos (CAP) con un revestimiento de hidroxiapatito carbonatado, es decir
hidroxiapatito en el que los iones fosfato y/o hidroxilo se reemplazan parcialmente por iones bicarbonato, mediante
un procedimiento que comprende (a) sumergir el sustrato en una solucion de pH 6,8 a 8,0 que contiene iones calcio,
iones fosfato e iones bicarbonato a una temperatura inferior a 50°C, (b) calentar la porcion de la solucién en contacto
con el sustrato hasta una temperatura de 50 a 80°C hasta que tenga un pH mayor de 8, (c) mantener el sustrato en
contacto con la solucion alcalina obtenida en la etapa (b) para formar un revestimiento de hidroxiapatito
carbonatado, y (d) extraer el sustrato de la solucién y someter el revestimiento a secado. Se divulga que los iones
actian como inhibidores del desarrollo de cristales de hidroxiapatito, dando como resultado cristales no
estequiométricos que contienen defectos y que tienen dimensiones bastante pequefas, a saber 10-40 nm de
longitud y 3-10 nm de anchura (véase la pagina 7, lineas 1-7).

Los componentes de sistemas de fosfato calcico / hidroxiapatito (CAP/HAP), especialmente sistemas de TCP/HAP,
difieren en su estabilidad termodinamica. Debido a esta diferencia, cuando los sistemas de CAP/HAP se implantan
en un mamifero, en particular un paciente humano, la solubilidad del TCP y otros fosfatos calcicos es superior en el
fluido corporal que la solubilidad de HAP. La diferencia en la solubilidad entre los fosfatos calcicos y el HAP provoca
una ruptura de la estructura sinterizada desordenada del sistema de CAP/HAP debido a que el compuesto mas
soluble CAP (p. ej. TCP) se retira mas rapidamente que el HAP. La interconexion sinterizada entre CAP y HAP
producida a altas temperaturas también contribuye notablemente a la solubilidad superior del dispositivo en el
entorno fisioldgico. Dos tipos diferentes de reacciones dominan la degradacion in vivo acelerada de tales materiales
ceramicos: Disolucion quimica y reabsorcion bioldgica por las células. Ambos procesos provocan la disolucion del
material ceramico que por otra parte provoca una sobresaturacion local de iones calcio, con lo que hay mas iones
calcio liberados que iones calcio adsorbidos. Ya no existe el equilibrio natural de iones calcico, ni en la matriz
extracelular ni en el tejido que rodea el implante. La perturbacion local del equilibrio de calcio natural con respecto a
la sobresaturacion de iones calcio conduce a un incremento de la actividad de los osteoclastos y por lo tanto a una
reabsorcion descontrolada acelerada del material ceramico y un riesgo de reacciones inflamatorias adversas,
especialmente cuando se usa una gran cantidad de material sintético sustituto de hueso.

Cuando se implanta en un paciente humano material sustituto de hueso Geistlich Bio-Oss®, el equilibrio de calcio
natural practicamente no se ve afectado, permaneciendo casi constante la concentracién de iones calcio sobre la
superficie del material y dentro de su entorno local. De ahi que la reabsorcion biolégica del material no tenga lugar o
avance a una velocidad muy lenta sin el riesgo de reacciones inflamatorias adversas.

El objetivo de la invencion divulgada en la solicitud de patente internacional n® PCT/EP2010/003590 publicada como
WO 2010149296 era proporcionar un material sustituto de hueso de fosfato calcico/hidroxiapatito (CAP/HAP) que,
como el material sustituto de hueso Geistlich Bio-Oss®, después de fijarse permitiera que la concentracion de iones
calcio sobre la superficie del material y dentro de su entorno local permaneciera casi constante y asi no condujera a
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un incremento en la actividad de los osteoclastos.

En efecto, el equilibrio de calcio natural que es necesario para la regeneracion 6ptima de hueso no se debe
perturbar o destruir. Ademas, el equilibrio de la concentracion de calcio natural debe estar apoyado de forma
duradera por el material sustituto de hueso hasta que se complete el proceso de regeneracion. Cuando se cumplen
esas condiciones no hay incremento de la actividad de los osteoclastos, de ahi que no haya riesgo de reacciones
inflamatorias adversas.

La solicitud de patente internacional anterior presenta que el objetivo anterior se conseguia mediante un nuevo
material sustituto de hueso de CAP/HAP nanocristalino bifasico con una estructura de bicapa biomimética
exactamente definida obtenido bajo condiciones especificas que se describen alli.

En efecto, segun se muestra mediante la observacion bajo microscopia dptica de fluorescencia de ese nuevo
material sustituto de hueso de CAP/HAP nanocristalino bifasico implantado en un mamifero, no hay un incremento
detectable de la actividad de los osteoclastos en la proximidad del implante, lo que indica la ausencia de un aumento
en la concentracion de iones calcio sobre la superficie del material y dentro de su entorno local.

El nuevo material sustituto de hueso de CAP/HAP nanocristalino bifasico muestra propiedades in vivo muy
interesantes.

La invencién de la solicitud de patente internacional n® PCT/EP2010/003590 publicada como WO 2010149296 se
refiere a un material sustituto de hueso de fosfato calcico/hidroxiapatito (CAP/HAP) bifasico que comprende un
nucleo de CAP sinterizado y al menos una capa desarrollada epitaxialmente uniforme y cerrada de HAP
nanocristalino depositada sobre el nucleo de CAP sinterizado, en donde los nanocristales desarrollados
epitaxialmente tienen el mismo tamafio y morfologia que el mineral del hueso humano, es decir una longitud de 30 a
46 nm y una anchura de 14 a 22 nm.

El nucleo de CAP sinterizado puede comprender fosfato tricalcico (TCP), notablemente un a-TCP (a-Caz(POs4)2) o B-
TCP (3-Cas(POs)2) y/o fosfato tetracalcico (TTCP) Cas(PO4)20.

Segun una realizacion frecuentemente usada, el niucleo de CAP sinterizado consiste esencialmente en TCP,
prefiriéndose el a-TCP.

La capa desarrollada epitaxialmente de HAP nanocristalino es estructuralmente y quimicamente casi idéntica al
mineral de hueso humano natural.

La capa desarrollada epitaxialmente de HAP nanocristalino generalmente tiene un grosor de al menos 15 a 50 nm,
preferiblemente al menos 20 a 40 nm, mas preferiblemente al menos 25 a 35 nm. Ese grosor minimo corresponde a
una capa de nanocristales de HAP en orientacién epitaxial.

La capa desarrollada epitaxialmente de HAP nanocristalino puede comprender una sola o multiples capas de
nanocristales de HAP en orientacion epitaxial. El grosor de la capa desarrollada epitaxialmente de HAP
nanocristalino, que esta relacionado con el nimero de tales capas de nanocristales de HAP en orientacion epitaxial,
se seleccionara segun la aplicacion pretendida del material sustituto de hueso como implante o prétesis en partes
del cuerpo con diferentes cargas. El material sustituto de hueso de la invenciéon esta disefiado en efecto para
funcionar in vivo como un sistema seudovivo que transforma progresivamente el nucleo de CAP sinterizado en
hidroxiapatito similar en tamafio y morfologia al mineral éseo humano, dependiendo la velocidad de esa
transformacion de la velocidad de liberaciéon de calcio por el nicleo de CAP sinterizado, que esta en gran parte
controlada por el grosor de la capa desarrollada epitaxialmente de HAP nanocristalino.

Las propiedades del material sustituto de hueso de CAP/HAP estan en gran parte controladas por el grosor de la
capa desarrollada epitaxialmente de HAP cristalino. El término "propiedades" incluye la capacidad del sustituto de
hueso de CAP/HAP para liberar una concentracién constante de iones calcio al entorno local in vitro € in vivo.

El grosor de la capa desarrollada epitaxialmente de HAP nanocristalino esta en conexién con la relacion del material
nuclear de CAP sinterizado a HAP, estando generalmente dicha relacion entre 5:95 y 95:5, preferiblemente de 10:90
a 90:10.

El material sustituto de hueso de CAP/HAP puede ser un material en particulas o un granulado, teniendo las
particulas o granulos un tamafio y una conformacion deseados. Generalmente, las particulas o los granulos son
aproximadamente esféricos y tienen un diametro de 1 a 5.000 um, preferiblemente de 10 a 5.000 um, en particular
de 250 a 5.000 um.

El material sustituto de hueso de CAP/HAP también puede ser un cuerpo conformado, p. €j. un tornillo, un clavo, un
perno o una estructura que tiene el perfil de una parte ésea del cuerpo tal como, notablemente, una cadera, una
clavicula, una costilla, una mandibula o una parte del craneo. Tal tornillo, clavo o perno se puede usar en cirugia
ortopédica reconstructiva para fijar un ligamento a un hueso, por ejemplo en la rodilla o el codo. Tal estructura que
tiene el perfil de una parte 6sea del cuerpo se puede usar en cirugia ortopédica como prétesis para reemplazar un
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hueso o parte de hueso perdido o defectuoso.

El documento WO 2010149296 se refiere ademas a un procedimiento parar preparar el material sustituto de hueso
de CAP/HAP definido anteriormente que comprende las etapas de

a) preparar un material nuclear de CAP sinterizado,

b) sumergir el material nuclear de CAP sinterizado en una solucién acuosa a una temperatura entre 10°C y 50°C
para comenzar el proceso de transformacién de CAP en HAP, con lo que se forma una capa desarrollada
epitaxialmente uniforme y cerrada de hidroxiapatito nanocristalino sobre la superficie del material nuclear de
CAP sinterizado, teniendo los nanocristales desarrollados epitaxialmente el mismo tamafio y morfologia que
el mineral 6seo humano,

c) detener la transformacién separando el material sélido de la solucién acuosa en un momento en el que esta
presente un revestimiento uniforme y cerrado de al menos una capa nanocristalina de HAP pero antes de que
el proceso de transformacién se acabe completamente,

d) opcionalmente, esterilizar el material separado procedente de la etapa c).

El material nuclear de CAP sinterizado puede comprender fosfato tricalcico (TCP), notablemente un a-TCP (a-
Caz(P0O4)2) o B-TCP (R-Casz(POs)2) y/o fosfato tetracalcico (TTCP) Cas(PO4)-20.

Segun una realizacién usada frecuentemente, el material nuclear de CAP sinterizado consiste esencialmente en
TCP, prefiriéndose el a-TCP.

La preparacién del material nuclear de CAP sinterizado se puede realizar mediante métodos conocidos en la
especialidad que comprenden en primer lugar mezclar polvos de hidrogenofosfato calcico (CaHPO,), carbonato
calcico y/o hidréxido calcico, a continuacion calcinando y sinterizando la mezcla dentro de un intervalo de
temperatura apropiado, dando de ese modo un material nuclear de CAP sinterizado en masa (véase, p. ej., Mathew
M. et al., 1977, Acta. Cryst. B33: 1325; Dickens B. et al., 1974, J. Solid State Chemistry 10, 232; y Durucan C. et al.,
2002, J. Mat. Sci., 37:963).

Se puede asi obtener un material nuclear de CAP sinterizado en masa mezclando polvos de hidrogenofosfato
calcico (CaHPO,), carbonato calcico y/o hidroxido calcico en relacion estequiométrica, calcinando y sinterizando la
mezcla en el intervalo de 1.200-1450°C, preferiblemente aproximadamente 1.400°C.

También se puede obtener un material nuclear de TTCP sinterizado en masa mediante el procedimiento descrito
anteriormente.

El material de CAP sinterizado en masa preparado mediante tales métodos puede ser poroso con una porosidad de
2 a 80% en volumen y una amplia distribucion de poros. Los parametros de porosidad se seleccionaran segun la
aplicacion pretendida del material sustituto de hueso de CAP/HAP.

El material nuclear de CAP sinterizado usado en la etapa b) puede ser
- el material nuclear de CAP sinterizado en masa preparado como se describe anteriormente,

- un material en particulas o granulado del material nuclear de CAP sinterizado obtenido a partir del material
nuclear de CAP sinterizado en masa preparado como se describe anteriormente, usando métodos convencionales
tales como machaqueo, trituracién y/o molienda, y tamizado, o

- una preforma de material nuclear de CAP sinterizado que tiene la conformacién y el tamafo deseados, p.
€j. un tornillo, un clavo, un perno o una estructura que tiene el perfil de una parte 6ésea del cuerpo.

Tal preforma de cualquier conformacion y tamafio deseados se puede obtener a partir del material nuclear
sinterizado en masa preparado como se describe anteriormente, usando técnicas de prototipado muy conocidas
tales como molienda CNC o impresion 3D (véase, por ejemplo, Bartolo P. et al., 2008, Bio-Materials and Prototyping
Applications in Medicine, Springer Science New York, ISBN 978-0-387-47682-7; Landers R. et al., 2002,
Biomaterials 23(23),4437; Yeong W.-Y. et al., 2004, Trends in Biotechnology, 22 (12), 643; y Seitz H. et al., 2005,
Biomed. Mater. Res. 74B (2), 782).

La solucién acuosa de la etapa b) puede ser agua pura, un fluido corporal simulado o un tampén. Es importante que
el valor del pH de la solucidon de inmersion de la etapa b) sea casi neutro y permanezca estable a lo largo del
procedimiento de transformacioén, preferiblemente dentro de un intervalo de pH de 5,5 a 9,0.

El tampoén puede ser cualquier tampén en el intervalo de pH anterior pero preferiblemente es un tampén de fosfato
con o sin calcio, magnesio y/o sodio.

El término "fluido corporal simulado” se refiere a cualquier solucién que imite un fluido corporal. Preferiblemente, el
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fluido corporal simulado tiene una concentracion iénica similar a la del plasma sanguineo.

El intervalo de temperatura en la etapa b) esta generalmente entre 10°C y 50°C, preferiblemente entre 25 y 45°C,
mas preferiblemente entre 35°C y 40°C.

La etapa de inmersion b) induce en una primera fase una transicion de fase de primer orden del material nuclear de
CAP y por lo tanto la nucleacion de precursores de nanocristales de HAP.

Durante la segunda fase, los precursores de HAP resultantes procedentes de la primera fase se desarrollaran y
estableceran una capa compuesta nanocristalina epitaxial cerrada (es decir, que reviste completamente). La primera
capa de nanocristales de HAP debe ser uniforme y cerrada y estar epitaxialmente conectada al material nuclear de
CAP sinterizado a lo largo de su superficie externa, incluyendo, en caso de que el material nuclear de CAP
sinterizado sea poroso, en sus poros.

Durante una tercera fase la transicion de fase de primer orden puede avanzar dentro del material compuesto de
bicapa recientemente formado para transformar adicionalmente el material nuclear de CAP (TCP o TTCP)
sinterizado en HAP nanocristalino. Durante esta tercera etapa de transicion de fase, se liberaran iones calcio durante
un tiempo controlable mediante un proceso controlado por difusion lento hasta que una parte del material nuclear de
CAP sinterizado se haya transformado en HAP nanocristalino. El tiempo de transformacion y por lo tanto la velocidad
de liberacion de calcio se pueden controlar mediante la variacion del grosor de la capa de HAP.

La capa de HAP nanocristalino desarrollada epitaxialmente de grosor apropiado se preparara in vitro, deteniéndose
la transformacion de CAP en HAP antes de que se complete.

Tan pronto como se establezca in vivo el material sustituto de hueso de CAP/HAP, se reactivara el proceso de
transformacion de CAP en HAP mediante contacto con los fluidos corporales y el material sustituto de hueso
funcionara como una sistema seudovivo que forma nuevo hidroxiapatito similar en tamafio y morfologia a mineral
6seo humano. Durante el proceso de transformacién de fase in vivo los iones calcio transportados se liberaran en el
entorno local apoyando el equilibrio de calcio local que es importante y beneficioso para procesos de regeneracion
Osea.

Debido a los diferentes tiempos de regeneracion de los defectos dseos en regiones del cuerpo con cargas diferentes
es importante que se pueda controlar la velocidad de liberacién de calcio. Esto se puede conseguir mediante la
variacion del grosor de la capa de hidroxiapatito desarrollada epitaxialmente.

Por lo tanto, la etapa c) es una etapa muy critica. El tiempo de exposicion en la solucién acuosa de la etapa b) se
basa en el grosor de la capa de HAP deseado. Es necesaria al menos una capa de HAP nanocristalino en
orientacion epitaxial. Es esencial que no se acabe la transformacion de CAP en HAP.

El tiempo de exposicién apropiado segun el grosor deseado se puede calcular usando varias ecuaciones
diferenciales termodinamicas muy conocidas para el experto en la especialidad de los fosfatos calcicos y la quimica
del cemento y el hormigon.

Véanse, por ejemplo: Pommersheim, J.C.; Clifton, J.R. (1979) Cem. Conc. Res.; 9:765; Pommersheim, J.C.; Clifton,
J.R. (1982) Cem. Conc. Res.; 12:765; y Schlissler, K.H. Mcedlov-Petrosjan, O.P.; (1990): Der Baustoffbeton, VEB
Verlag Bauwesen, Berlin.

Transferir la solucién de las ecuaciones diferenciales mencionadas anteriormente al sistema de CAP/HAP permite la
prediccion de la transicion de fase de CAP en HAP y el grosor de la capa de modo que la capa epitaxial de HAP se
pueda preparar de un modo estable y reproducible.

La separacion del material solido de la solucién acuosa se realiza habitualmente mediante filtracion y secado,
usando técnicas muy conocidas en la especialidad.

La etapa de esterilizacion opcional d) se puede realizar mediante técnicas muy conocidas en la especialidad tales
como irradiacion vy.

Ventajas de material sustituto de hueso de CAP/HAP de la invencién anterior

Los nanocristales de HAP desarrollados epitaxialmente que rodean el material nuclear de CAP sinterizado son
idénticos en tamario y morfologia a los cristales de apatito de mineral 6seo humano natural segun se muestra en la
Tabla 1 posteriormente. Asi, el material sustituto de hueso de CAP/HAP de la invencion imita satisfactoriamente al
material compuesto o la microestructura del hueso y esta representando un material biomimético de mineral dseo
humano.
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Tabla 1

Comparacion del tamafio y la morfologia de los cristales de HAP para el sustituto de hueso de CAP/HAP de la
invencién y mineral 6seo humano

CAP/HAP de la invencion preparado a
temperatura fisiologica.
Tamarno de los cristales* [nm]

Mineral 6seo humano natural
Tamarno de los cristales* [nm]

Ejes cristalograficos (grupo espacial
hexagonal P63/m)

a (1,0,0) 18 (+4) 15-21
b (0,1,0) 18 (+4) 15-21
¢(0,0,1) 38 (8) 34-45

* El analisis del tamario de los cristales se ha realizado usando TEM (microscopia electrénica de trasmision, por sus
siglas en inglés), SPM (técnicas de microscopia con sonda de barrido, por sus siglas en inglés), asi como el refinado
de datos de difraccion de rayos X usando el método de Bragg.

La concentracion constante de iones calcio da como resultado una mejora de la adhesién de osteoblastos y
osteoclastos a la superficie del HAP en la relacion correcta para la osteogénesis y asi a un estado estacionario en el
ciclo de regeneracion 6sea. Se proporciona una superficie a la que los osteoblastos y osteoclastos se unen
facilmente en la relacion correcta para la regeneracion dsea.

Por otra parte, debido a sus propiedades superficiales altamente controlables, el material sustituto de hueso de
CAP/HAP anterior puede funcionar como una matriz para moléculas bioactivas tales como proteinas de la matriz
extracelular tales como, notablemente, factores de crecimiento para la regeneracion 6sea.

Se ha encontrado ahora que la adhesion de osteoblastos y osteoclastos a la superficie del HAP en la relacion
correcta para la osteogénesis se puede mejorar adicionalmente impregnando el material sustituto de hueso de
CAP/HAP poroso definido anteriormente con fibras de colageno de modo que se imiten mas los procesos naturales
in vivo de formacién 6sea, regeneracion dsea, reparacion 6sea, remodelacion 6sea y reposicion 6sea creando un
entorno mas cercano al del hueso o el hueso dafiado, a saber una parte de hidroxiapatito y una matriz organica que
comprende fibras de colageno.

Las fibras de colageno son generalmente fibras de colageno tipo I, colageno tipo Il o una de sus mezclas, o fibras
de colageno tipo II.

Se han obtenido hasta ahora resultados interesantes, en particular con fibras derivadas de piel de cerdo que son una
mezcla de colageno | y colageno lll, siendo predominante el colageno I.

La presente invencion trata asi de un material sustituto de hueso de fosfato calcico/hidroxiapatito (CAP/HAP) bifasico
poroso que comprende un nucleo de CAP sinterizado y al menos una capa desarrollada epitaxialmente uniforme y
cerrada de HAP nanocristalino depositada sobre el nucleo de CAP sinterizado, en el que los nanocristales
desarrollados epitaxialmente tienen el mismo tamafio y morfologia que el mineral 6seo humano, es decir una
longitud de 30 a 46 nm y una anchura de 14 a 22 nm, que esta impregnado con fibras de colageno en una relacion
en peso de dichas fibras de colageno a dicho material sustituto de hueso de fosfato calcico/hidroxiapatito (CAP/HAP)
bifasico poroso de al menos 2%.

Generalmente, la impregnacion con fibras de colageno tiene lugar en toda la superficie externa de la capa
desarrollada epitaxialmente uniforme y cerrada de HAP nanocristalino, incluyendo dentro de los poros, seguin se
muestra mediante microscopia electrénica de barrido.

La relacion en peso de dichas fibras de colageno a dicho material sustituto de hueso de fosfato calcico/hidroxiapatito
(CAP/HAP) bifasico poroso es preferiblemente al menos 5%, en particular al menos 8%. Esa relacion en peso es
generalmente de 2 a 80%, preferiblemente de 5 a 50%, en particular de 8 a 25%.

Segun una realizacion interesante, las fibras de colageno son fibras de colageno tipo |, colageno tipo Il o una de sus
mezclas.

La capa desarrollada epitaxialmente de HAP nanocristalino tiene generalmente un grosor de al menos 15 a 50 nm,
preferiblemente al menos de 20 a 40 nm, mas preferiblemente al menos de 25 a 35 nm. Ese grosor minimo
corresponde a una capa de nanocristales de HAP en orientacion epitaxial.




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2532456 T3

El grosor de la capa desarrollada epitaxialmente de HAP nanocristalino esta conectado con la relacion del material
nuclear de CAP sinterizado al HAP, estando dicha relaciéon generalmente entre 5:95 y 95:5, preferiblemente de 10:90
a 90:10.

Segun una realizacién frecuentemente usada, el material nuclear de CAP sinterizado consiste esencialmente en
TCP, prefiriéndose el a-TCP.

La presente invencién se refiere a un procedimiento para preparar el material sustituto de hueso de fosfato
calcico/hidroxiapatito (CAP/HAP) bifasico poroso anterior, que comprende las etapas de

(a) mezclar una suspension de fibras de colageno y un material sustituto de hueso de fosfato calcico/hidroxiapatito
(CAP/HAP) bifasico poroso que comprende un nucleo de CAP sinterizado y al menos una capa desarrollada
epitaxialmente uniforme y cerrada de HAP nanocristalino depositada sobre el nucleo de CAP sinterizado, en donde
los nanocristales desarrollados epitaxialmente tienen el mismo tamafio y morfologia que el mineral 6seo humano, es
decir, una longitud de 30 a 46 nm y una anchura de 14 a 22 nm, y

(b) eliminar el agua mediante succién a vacio.

El material sustituto de hueso de fosfato calcico/hidroxiapatito (CAP/HAP) bifasico poroso puede ser un cuerpo
conformado de material sustituto de hueso de CAP/HAP poroso o un material en particulas o granulado de
CAP/HAP poroso.

Segun una realizacion preferida, el material sustituto de hueso (CAP/HAP) poroso es un material en particulas o un
granulado de material sustituto de hueso de CAP/HAP poroso, actuando entonces también las fibras de colageno
impregnadas como un aglutinante entre las particulas o los granulos, proporcionando asi una matriz de colageno
porosa que rodea e impregna las particulas o los granulos de material sustituto de hueso de CAP/HAP poroso.
Piezas cortadas de esa matriz muestran algunas propiedades elasticas que son ventajosas para su uso como
implantes.

La mezcladura de la etapa (a) es generalmente una mezcladura vigorosa, realizandose la ultima convenientemente
en el caso de la realizacion preferida anterior en un mezclador que tiene una paleta giratoria.

Preferiblemente, el procedimiento anterior comprende la etapa adicional de secar en un horno de vacio.

La presente invencion también se refiere a un implante que comprende una matriz de colageno porosa que rodea e
impregna particulas o granulos de material sustituto de hueso de fosfato calcico/hidroxiapatito (CAP/HAP) bifasico
poroso que comprende un nucleo de CAP sinterizado y al menos una capa desarrollada epitaxialmente uniforme y
cerrada de HAP nanocristalino depositada sobre el nucleo de CAP sinterizado, en el que los nanocristales
desarrollados epitaxialmente tienen el mismo tamafio y morfologia que el mineral 6seo humano, es decir una
longitud de 30 a 46 nm y una anchura de 14 a 22 nm.

Los siguientes ejemplos ilustran la presente invencion sin limitar su alcance.
Ejemplos
Ejemplo 1 Preparacion de un material sinterizado en masa de a-TCP

Para una mezcla de 500 g (peso seco), se mezclaron 360 g de polvo de fosfato dicalcico anhidro, 144 g de polvo de
carbonato calcico y 220 ml de agua desionizada durante 7 minutos a 500 rpm usando un agitador de laboratorio. La
suspension procedente del procedimiento de mezcladura se transfirié inmediatamente a una cubeta de platino
estable a las altas temperaturas. La cubeta de platino llena se puso en un horno frio. El horno se calenté hasta
1.400°C usando una velocidad de calentamiento de 60°C por hora. El proceso de calentamiento se detuvo después
de 72 horas apagando el horno. La muestra se enfrié hasta temperatura ambiente dentro del horno. El material
sinterizado en masa (fase a-Caz(PO.), puro) se retir6 del horno y la cubeta de platino. El producto en masa
procedente del procedimiento de sinterizacion tenia un peso de 420 g (pérdida de peso 16,7%).

El control de la pureza de la fase se realizé usando analisis por difraccion de rayos X del polvo.

Ejemplo 2 Preparacion de granulos porosos de a-TCP sinterizado con un tamafio de particula entre 0,25 y 2
mm

El producto en masa procedente del ejemplo 1 se machacé usando una machacadora de mordazas (tamafio de la
ranura 4 mm). Los granulos gruesos se tamizaron usando una maquina tamizadora y accesorios de tamizado con
una abertura de malla de 2 mm y 0,25 mm. Después del tamizado las fracciones de granulos se enjuagaron 2 veces
usando agua purificada para separar residuos de polvo fino adsorbidos a los granulos. Los granulos porosos se
secaron durante 10 horas a 120°C en una cabina de secado. El control de la distribucién de los tamarios de particula
se realizé usando tecnologia de difraccion laser. La limpieza de las superficies de las particulas después de enjuagar
se controlé mediante observacion de las superficies usando microscopia electrénica de barrido.
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Ejemplo 3 Preparacion de cilindros porosos (longitud 10 mm, diametro 6 mm) de o-TCP sinterizado mediante
molienda CNC

El producto en masa procedente del ejemplo 1 se trituré hasta una pieza de trabajo cuboidal con longitudes de los
bordes a=3 cm, b=2 cm, c=2 cm usando una trituradora. La pieza de trabajo se puso y se fijo6 en una moledora CNC
de 4 ejes equipada con una herramienta de corte de metal duro de cabeza redonda con un diametro de 3 mm. Los
cilindros se molieron usando una ruta de molienda helicoidal con un radio de 3 mm y una pendiente de 0,25 mm. La
velocidad principal de la pieza de trabajo durante el procedimiento de molienda CNC era 1.700 rotaciones por
minuto, la velocidad de rotacion maxima de la ruta de molienda helicoidal se calculé mediante un procedimiento
integral dentro del equipo de CNC y promedia 10 rotaciones por minuto. Después de la molienda las preformas
cilindricas se enjuagaron 2 veces usando agua purificada para separar residuos de polvo fino adsorbidos a la
superficie de los cilindros. Los cilindros porosos se secaron durante 10 horas a 120°C en una cabina de secado. La
limpieza de las superficies de las particulas después de enjuagar se controlé mediante observacion de las
superficies usando microscopia electrénica de barrido. La correccién de las dimensiones de las preformas se
control6 usando un calibre.

Ejemplo 4 Preparacion de un revestimiento de HAP nanocristalino desarrollado epitaxialmente sobre los
granulos de a-TCP sinterizado procedentes del Ejemplo 2

Se preparé una solucion tamponada (1.000 ml) adecuada para el proceso de revestimiento y transformacion de fase
usando 1,82 mol/l de sodio, 4,68 mol/l de hidrogeno, 0,96 mol/l de fésforo, 5,64 mol/l de oxigeno, 0,01 mol/l de calcio
y 0,71 mol/l de cloro. La solucién se ajustara hasta un pH de 7,4 a una temperatura de 40°C. Los granulos
producidos segun el ejemplo 1 y 2 se sumergieron en la solucién preparada y se almacenaron dentro de un bafio de
agua bien atemperado (40°C) durante un tiempo calculado segin un grosor de la capa con una media de 250 nm
(10 horas) que equivale a una composicion de fases de (p/p) 75% de a-TCP y 25% de hidroxiapatito. Después de la
inmersion los granulos se enjuagaron 3 veces mediante agua purificada para retirar residuos de la solucion
tamponada. Los granulos porosos se secaron durante 4 horas a 120°C en una cabina de secado. La composicion de
fases de los granulos se analizd6 mediante analisis de Rietveld de los datos de difracciéon de rayos X del polvo, los
tamanfos de los cristales de las fases cristalinas obtenidas mediante el procedimiento de revestimiento se analizaron
mediante el refinado de tamafo-deformacion de los datos de difraccion de rayos X segun la técnica de Bragg. La
porosidad de los granulos se controlé usando porosimetria de intrusion de mercurio, la morfologia superficial
después del revestimiento se controlé usando microscopia electrénica de barrido.

Ejemplo 5 Preparacion de un revestimiento de HAP nanocristalino desarrollado epitaxialmente sobre los
cilindros de a-TCP sinterizado del Ejemplo 3

Se preparoé una solucion tamponada (1.000 ml) adecuada para el proceso de revestimiento y transformacién de fase
usando 1,82 mol/l de sodio, 4,68 mol/l de hidrogeno, 0,96 mol/l de fésforo, 5,64 mol/l de oxigeno, 0,01 mol/l de calcio
y 0,71 mol/l de cloro. La solucién se ajustd hasta un pH de 7,4 a una temperatura de 40°C. Los cilindros porosos
producidos segun el ejemplo 1 y 3 se sumergieron en la solucién preparada y se almacenaron dentro de un bafio de
agua bien atemperado (40°C) durante un tiempo calculado segun un grosor de la capa con una media de 20 um (60
horas) que equivale a una composicién de fases de aproximadamente 85% (p/p) de a-TCP y 15% (p/p) de
hidroxiapatito. Después de la inmersion los cilindros se enjuagaron 3 veces mediante agua purificada para retirar
residuos de la soluciéon tamponada. Los cilindros porosos se secaron durante 10 horas a 120°C en una cabina de
secado. La composicién de fases de los cilindros se analizé mediante analisis de Rietveld de los datos de difraccion
de rayos X del polvo, los tamafios de los cristales de las fases cristalinas obtenidas mediante el procedimiento de
revestimiento se analizaron mediante el refinado de tamafio-deformacion de los datos de difraccion de rayos X
segun la técnica de Bragg. El crecimiento epitaxial se analizé usando espectroscopia de diferencia de reflectancia
(RD, por sus siglas en inglés). La porosidad de los cilindros se controlé6 usando porosimetria de intrusion de
mercurio, la morfologia superficial después del revestimiento se controlé usando microscopia electrénica de barrido.
El grosor de la capa se controlé usando difraccion electronica de alta energia con reflexion (RHEED, por sus siglas
en inglés) y/o espectroscopia fotoelectrénica (XPS).

Ejemplo 6 Influencia del tiempo de inmersién sobre el grosor de la capa y la composicion de las fases

Las Tablas 2 y 3 muestran datos experimentales para un ejemplo que muestra la influencia del tiempo de inmersion
sobre el grosor de la capa y la composicion de las fases, respectivamente, para particulas de a-TCP porosas con
geometria casi esférica y un tamafio de 10 a 20 ym, una porosidad de 25-40% en volumen, una superficie especifica
(interna) de 50-60 m%g, una densidad aparente de 0,6-0,8 g/m.
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Tabla 2:

Influencia del tiempo de inmersién sobre el grosor de la capa

Tiempo de inmersién [min.] Grosor de la capa* [nm]
0

15 37 (£10)

30 112 (¢4)

60 121 (29)

600 238 (18)

* La epitaxia, la composicién quimica de la capa y el analisis del grosor de la capa se determinaron usando RHEED
(difraccion electronica de alta energia con reflexion) y XPS (espectroscopia fotoelectronica)

Tabla 3:

Influencia del tiempo de inmersién sobre la composicion de fases

Tiempo de inmersion [h] TCP** [% en peso] HAP** [% en peso]
0 100

0,5 86,6 (1) 13,4 (2)
1 85,8 (1) 14,2 (£3)
2 83,5 (1) 16,4 (£3)
5 78,1 (1) 21,9 (3)
7,5 75,3 (1) 24,7 (£3)
10 74,2 (15) 25,8 (+2)
12 58,8 (16) 41,2 (x7)
24 44,8 (+9) 55,2 (16)
48 35,8 (16) 64,2 (£3)
72 - 100

** El analisis de fases cuantitativo se realizé usando el refinado de Rietveld de los datos de difraccion de rayos X del
polvo.

*** Los datos experimentales se evaluaron sobre un sistema con los siguiente parametros: Fase liquida: PBS liquido
salino tamponado, 20x, temperatura 40°C.

Ejemplo 7 Preparacion de una suspension de fibras de colageno derivadas de piel de cerdo.

Se trituraron pieles porcinas en una trituradora de carne hasta trozos de 1 a 20 mm. El agua se retiré6 usando un
disolvente soluble en agua tal como un alcohol o una cetona. Las fibras de colageno se desengrasaron usando un
hidrocarburo clorado tal como dicloroetano o cloruro de metileno o un hidrocarburo no clorado tal como hexano o
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tolueno. Después de retirar el disolvente el colageno se traté con una base inorganica fuerte a un pH por encima de
12 durante un periodo de 6 a 24 horas y se traté con un acido inorganico fuerte a un pH de 0 a 1 durante un periodo
de 1 a 12 horas. El exceso de acido se retiré enjuagando con agua y la suspensiéon se homogeneizé hasta una
suspension homogénea al 0,5 a 2% de fibras de colageno en presencia de un regulador del hinchamiento tal como
una sal inorganica. La suspension se secd mediante liofilizacion y las fibras de colageno secas se limpiaron
sucesivamente con diferentes disolventes organicos tales como alcoholes, éteres, cetonas e hidrocarburos clorados,
evaporandose a continuacion los disolventes bajo vacio hasta un residuo de disolvente de menos de 1%. Se preparo
una suspension de fibras de colageno mezclando con agua las fibras secas limpias obtenidas anteriormente.

Ejemplo 8 Preparacion de una placa de material sustituto de hueso (CAP/HAP) poroso impregnado con fibras
de colageno

Se mezclaron a fondo durante 30 minutos 594,2 g de la suspensiéon de fibras de colageno (correspondientes a
aproximadamente 14,855 g de colageno seco) preparada en el Ejemplo 7 y 119,7 g de granulos porosos de material
sustituto de hueso (CAP/HAP) preparado como se describe en el Ejemplo 5 y que tiene un tamafio de particula entre
0,5y 1,0 mm y la mezcla se vertié en un filtro de succién y se secd mediante succién. La placa de material sustituto
de hueso (CAP/HAP) impregnado con fibras de colageno se retiré cuidadosamente del filtro de succion y se secé en
un horno de vacio a aproximadamente 35°C durante 48 horas. Se cortaron trozos de esa placa para las pruebas in
vivo.
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REIVINDICACIONES

1. Material sustituto de hueso de fosfato calcico/hidroxiapatito (CAP/HAP) bifasico poroso que comprende un nucleo
de CAP sinterizado y al menos una capa desarrollada epitaxialmente uniforme y cerrada de HAP nanocristalino
depositada sobre el nucleo de CAP sinterizado, en el que los nanocristales desarrollados epitaxialmente tienen el
mismo tamarfio y morfologia que el mineral 6seo humano, es decir una longitud de 30 a 46 nm y una anchura de 14 a
22 nm, que esta impregnado con fibras de colageno en una relacion en peso de dichas fibras de colageno a dicho
material sustituto de hueso de fosfato calcico/hidroxiapatito (CAP/HAP) bifasico poroso de al menos 2%.

2. Un material sustituto de hueso de CAP/HAP poroso segun la reivindicacion 1, en el que la relacién en peso de
dichas fibras de colageno a dicho material sustituto de hueso de fosfato calcico/hidroxiapatito (CAP/HAP) bifasico
poroso es al menos 5%.

3. Un material sustituto de hueso de CAP/HAP poroso segun la reivindicacion 2, en el que la relacién en peso de
dichas fibras de colageno a dicho material sustituto de hueso de fosfato calcico/hidroxiapatito (CAP/HAP) bifasico
poroso es al menos 8%.

4. Un material sustituto de hueso de CAP/HAP poroso segun la reivindicacion 1, en el que la relaciéon en peso de
dichas fibras de colageno a dicho material sustituto de hueso de fosfato calcico/hidroxiapatito (CAP/HAP) bifasico
poroso es de 8 a 25%.

5. Un material sustituto de hueso de CAP/HAP poroso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que las
fibras de colageno son fibras de colageno tipo |, colageno tipo Il o una de sus mezclas.

6. Un material sustituto de hueso de CAP/HAP poroso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la
capa desarrollada epitaxialmente de HAP nanocristalino tiene generalmente un grosor de al menos 15 a 50 nm.

7. Un material sustituto de hueso de CAP/HAP poroso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la
relacion de material nuclear de CAP sinterizado a HAP esta entre 5:95 y 95:5.

8. Un material sustituto de hueso de CAP/HAP poroso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la
relacion de material nuclear de CAP sinterizado a HAP esta entre 10:90 y 90:10.

9. Un material sustituto de hueso de CAP/HAP poroso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el
nucleo de CAP sinterizado consiste esencialmente en a-TCP.

10. Un material sustituto de hueso de CAP/HAP poroso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que
comprende un material en particulas o un granulado de material sustituto de hueso de CAP/HAP poroso impregnado
con fibras de colageno.

11. Un material sustituto de hueso de CAP/HAP poroso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que
comprende un cuerpo conformado de material sustituto de hueso de CAP/HAP poroso impregnado con fibras de
colageno.

12. A procedimiento para preparar un material sustituto de hueso de CAP/HAP poroso segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11, que comprende

(a) mezclar una suspension de fibras de colageno y un material sustituto de hueso de fosfato calcico/hidroxiapatito
(CAP/HAP) bifasico poroso que comprende un nucleo de CAP sinterizado y al menos una capa desarrollada
epitaxialmente uniforme y cerrada de HAP nanocristalino depositada sobre el nucleo de CAP sinterizado, en donde
los nanocristales desarrollados epitaxialmente tienen el mismo tamafio y morfologia que el mineral 6seo humano, es
decir, una longitud de 30 a 46 nm y una anchura de 14 a 22 nm, y

(b) eliminar el agua mediante succién a vacio.

13. Un procedimiento segun la reivindicacion 12, que comprende ademas la etapa adicional de secado en un horno
de vacio.

14. Un implante que comprende una matriz de colageno porosa que rodea e impregna particulas o granulos de
material sustituto de hueso de fosfato calcico/hidroxiapatito (CAP/HAP) bifasico poroso que comprende un nucleo de
CAP sinterizado y al menos una capa desarrollada epitaxialmente uniforme y cerrada de HAP nanocristalino
depositada sobre el nucleo de CAP sinterizado, en donde los nanocristales desarrollados epitaxialmente tienen el
mismo tamafo y morfologia que el mineral 6seo humano, es decir una longitud de 30 a 46 nm y una anchura de 14 a
22 nm.
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