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DESCRIPCION

Implantes para sustituciones dseas que soportan carga que tienen una arquitectura organizada jerarquica que deriva
de la transformacion de estructuras vegetales

La presente invencién se refiere a un sustituto 6seo biomorfico para la sustitucion y regeneracion de secciones de
hueso sometidas a cargas mecanicas (que soportan carga).

El impacto social y econémico de las enfermedades degenerativas que afectan al tejido 6seo hace necesario
desarrollar sustitutos 6seos sintéticos que sean capaces de mostrar propiedades biofuncionales superiores, sobre
todo en ortopedia, donde las operaciones quirurgicas para la reconstruccién y la regeneracion dseas estan
aumentando de forma constante e implican cada vez a pacientes jovenes que siguen siendo activos. A este
respecto, las propiedades biomecanicas requeridas para un sustituto 6éseo son particularmente importantes, para
que éste promueva el desarrollo y la remodelacién de nuevo tejido 6seo bajo cargas mecanicas, minimizando el
recurso a técnicas de fijacion, mientras que al mismo tiempo sea integrado y reabsorbido en la medida de lo posible
por el tejido 6seo que se forma nuevamente.

Las destacables e insuperables propiedades biomecanicas del hueso natural son estrictamente una consecuencia
de su morfologia anisétropa que esta organizada jerarquicamente en una gama de escalas desde dimensiones
submicrométrica a la macroscopica, de modo que el tejido 6seo sea capaz de adaptarse continuamente a los
cambios en la carga mecanica. Sobre la base de estas tensiones continuas y variables, el hueso se remodela a si
mismo por medio de mecanismos en las células que actian como sensores de variaciones en la presiéon del fluido
extracelular debido a estimulos mecanicos. Dichos mecanismos permiten la eliminacion del hueso dafiado y su
sustitucion por nuevo tejido que tiene una morfologia organizada y, por lo tanto, completamente funcional. Este
mecanismo es de crucial importancia para la supervivencia del tejido 6seo sometido a cargas mecanicas y puede
activarse solamente en presencia de una estructura organizada jerarquicamente.

Hasta ahora, no se ha descubierto una soluciéon 6ptima para la sustitucion y regeneracién de secciones de hueso
sometidas a cargas mecanicas (que soportan carga), dado que no se conocen matrices de soporte 6seo que sean
tanto bioactivas/biorreabsorbibles como resistentes a las cargas mecanicas a las que ciertas secciones 6seas del
cuerpo estan sometidas, tales como los huesos largos de la pierna o el brazo (por ejemplo el metatarso, el fémur, la
tibia, el humero y el radio).

Esta desventaja es superada por la presente invencion, que pone a disposicion un sustituto 6seo para generacion
Osea en general y en particular para la regeneracion de secciones de hueso preferentemente sometidas a cargas
mecanicas (que soportan carga) tal como se perfila en las reivindicaciones adjuntas.

El sustituto éseo de la invencion esta provisto de una morfologia organizada de manera jerarquica en las tres
dimensiones espaciales. El sustituto 6seo se obtiene partiendo de estructuras vegetales que muestran en si mismas
una estructura organizada jerarquicamente y un intervalo de porosidad compatible con los requisitos necesarios para
un sustituto 6seo, es decir, una macroporosidad capaz de permitir colonizacion y proliferacion celulares y la
formacion de un arbol de vascularizacién apropiado, interconectada con una microporosidad capaz de permitir el
intercambio de fluidos nutrientes y aquellos que contienen productos de desecho del metabolismo celular.

Dichas estructuras vegetales se transforman en materiales bioactivos/biorreabsorbibles inorganicos por medio de
procesos térmicos y quimicos adecuados, mientras mantienen su estructura y morfologia originales. Estos
dispositivos, que gracias a su naturaleza se definen como biomérficos (es decir, reproducen en detalle la estructura
de un material natural), pretenden imitar el comportamiento mecanico in vivo del hueso y, debido a su composicion
quimica, que reproduce bien la del hueso natural, son capaces de inducir las mismas respuestas a nivel celular,
guiando la formacion, proliferacion y maduracion de nuevo tejido 6seo.

Al mismo tiempo, el sustituto 6seo de la invencidn es capaz de mostrar un comportamiento biomecanico tal como ser
capaz de ser usado para sustituciones y regeneracion de secciones de hueso sometidas a cargas mecanicas (que
soportan carga), tales como por ejemplo los huesos largos de la pierna y el brazo. El sustituto éseo de la invencion
también puede utilizarse para la sustitucion y regeneracion de secciones de hueso que no estan sometidas a cargas
mecanicas. De hecho, el sustituto es adaptable a cualquier necesidad de regeneracion.

La invencion se describe en el presente documento en detalle también con referencia a las figuras adjuntas, en las
que:

- La figura 1 es un dibujo esquematico de una realizacidon particular del sustituto éseo biomérfico de la
invencion;

- La figura 2 es un diagrama de bloques que ilustra las posibles realizaciones del sustituto biomérfico de la
invencion;

- La figura 3 muestra fotografias grabadas a lo largo del tiempo de la microestructura de SiC (carburo de
silicio) después de la eliminacion del exceso de silicio;
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- Lafigura 4 es una fotografia de la cubierta de SiC de acuerdo con una realizacién de la invencion en la que
la cubierta tiene una forma cilindrica hueca;

- Lafigura 5 muestra la resistencia a la compresion de varias muestras de SiC;

- Lafigura 6 es una fotografia de una cubierta de SiC antes (izquierda) y después (derecha) de la deposicion
de un revestimiento compuesto de hidroxiapatita (HA)/colageno;

- La figura 7 muestra una imagen de microscopio electrénico de transmision (TEM) que atestigua la
nucleacién de cristales de HA nanométricos sobre fibras de colageno mediante deposicién por
electroforesis;

- La figura 8 muestra los resultados de la espectroscopia XPS de las superficies de cubiertas de SiC, en las
que se resalta la formacién de grupos COO" después del ataque con acido; los grupos COO' sirven para
coordinar los iones de calcio durante el proceso de revestimiento por medio de inmersién en fluido corporal
simulado (SBF);

- Lafigura 9 muestra los resultados de la espectroscopia FTIR de la superficie de cubiertas de SiC, en la que
se resalta la formacién de grupos Coo después del ataque con &acido; los grupos COO sirven para
coordinar los iones de calcio durante el proceso de revestimiento por medio de inmersion en SBF;

- La figura 10 es una fotografia de la microestructura de una cubierta de SiC revestida con una capa de
hidroxiapatita biomimética por medio de inmersion en SBF (después de que la superficie habia sido
sometida a ataque con acido tal como se especifica en las dos figuras precedentes);

- La figura 11A muestra un sustituto 6seo completo de acuerdo con la invencion, en el que la cubierta es de
SiC y el nucleo es colageno mineralizado con hidroxiapatita sustituida por carbonato y magnesio;

- Lafigura 11B muestra un sustituto 6seo completo de acuerdo con la invencién, en el que la cubierta es de
SiC y el nucleo es hidroxiapatita biomorfica sustituida por carbonato;

- La figura 12 muestra una radiografia de un implante biomérfico en un defecto critico en un hueso
metatarsiano de oveja, resaltando la osteointegracion de la cubierta de SiC;

- Lafigura 13 muestra las secciones histolégicas de un implante biomérfico en un defecto critico en un hueso
metatarsiano de oveja, resaltando la osteointegracion de la cubierta de SiC;

- La figura 14 muestra la Microtomografia computarizada (micro-CT) de un implante de HA biomodrfica
obtenido de madera de ratan en hueso trabecular en la zona distal de un fémur de conejo, resaltando la
perfecta osteointegracion de la matriz de soporte en el hueso circundante.

Los inventores de la presente solicitud de patente han descubierto sorprendentemente que encapsulando una matriz
de soporte biomoérfica a base de hidroxiapatita (HA) obtenida de una madera que tiene porosidad alta (o una matriz
de soporte a base de fibras de colageno e hidroxiapatita) en una cubierta biomérfica a base de hidroxiapatita (HA) o
carburo de silicio (SiC) obtenida de una madera que tiene porosidad reducida, se obtiene un sustituto 6seo que tiene
propiedades de resistencia mecanica asi como las caracteristicas de bioactividad y/o biorreabsorbabilidad. El
sustituto éseo puede emplearse, por lo tanto, para la sustitucion y la regeneracion de secciones dseas sometidas a
cargas mecanicas (que soportan carga), pero también de secciones 6seas no sometidas a cargas mecanicas.
Dichas secciones de hueso son los huesos largos de la pierna y el brazo, por ejemplo la tibia, el metatarso, el fémur,
el humero y el radio.

Por lo tanto, el sustituto 6seo de la invencién comprende un nucleo, a base de hidroxiapatita (HA), obtenido de al
menos una madera porosa (0 a base de colageno e hidroxiapatita) y una cubierta, a base de hidroxiapatita (HA) o
carburo de silicio (SiC), obtenida de al menos una madera que tiene una porosidad menor que al menos una madera
del nucleo.

La madera utilizada para el nicleo puede definirse como una madera que tiene porosidad alta, donde porosidad alta
se entiende como una porosidad total de entre el 60% y el 95%, preferentemente entre el 65% y el 85%.

Preferentemente, la madera que tiene porosidad alta comprende una cantidad de poros anchos que varia entre el
35% y el 70%, preferentemente entre el 40% y el 65% de la cantidad total de poros. Dichos poros preferentemente
tienen un diametro que varia entre 70 y 400 um, preferentemente entre 80 y 300 um. Son ejemplos de maderas que
tienen porosidad alta madera de ratan, pino, abachi y balsa.

La madera utilizada para la cubierta puede definirse como una madera que tiene porosidad reducida, donde
porosidad reducida se entiende como una porosidad de entre el 20% y el 60%, preferentemente entre el 30% y el
50%.

Son ejemplos de maderas que tienen porosidad reducida sipo, roble, palisandro y kempas.

El nucleo a base de colageno e hidroxiapatita preferentemente comprende fibras de colageno mineralizadas con
hidroxiapatita biomimética. En lo sucesivo en esta divulgacion, hidroxiapatita biomimética se entiende como
hidroxiapatita parcialmente sustituida por iones relevantes para la estimulacién de procesos de regeneracion Osea,
preferentemente carbonato, magnesio, silicio y/o estroncio, mas preferentemente carbonato y magnesio o solamente
iones de carbonato.
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El ndcleo, que deriva de estructuras de madera que tienen porosidad alta, o de una estructura de colageno
mineralizado con HA sustituida idnicamente, simula la parte esponjosa interna del hueso natural, mientras que la
cubierta que deriva de maderas que tienen porosidad reducida y resistencia mecanica elevada, simula la parte
cortical del hueso.

En una realizacion de la invencion, la cubierta esta revestida con una fina capa a base de hidroxiapatita (HA) y/o
colageno, para incrementar la adhesion y la proliferacion celular y, por lo tanto, la osteointegracién en el tejido dseo
circundante.

Preferentemente, dicha capa comprende colageno mineralizado con HA o HA sustituida por iones relevantes para la
estimulacion de procesos de regeneracion 6sea, preferentemente carbonato, magnesio, silicio y/o estroncio, mas
preferentemente iones de carbonato (HA biomimética).

El nucleo a base de hidroxiapatita que deriva de maderas que tienen porosidad alta preferentemente comprende
hidroxiapatita parcialmente sustituida por iones relevantes para la estimulacion de procesos de regeneracion Osea,
preferentemente iones de carbonato, magnesio, silicio y/o estroncio, mas preferentemente iones de carbonato, o una
mezcla bifasica que comprende hidroxiapatita sustituida iénicamente y p-fosfato tricalcico (beta-TCP; Ca3z(POa)2).
Como alternativa, el nucleo puede comprender un compuesto hibrido que comprende colageno mineralizado con
hidroxiapatita biomimética.

La cubierta a base de hidroxiapatita que deriva de maderas que tienen porosidad reducida preferentemente
comprende hidroxiapatita biomimética, o una mezcla bifasica que tiene hidroxiapatita biomimética y B-fosfato
tricalcico (beta-TCP; Cas(PQ4)2). Como alternativa, la cubierta que deriva de maderas que tienen porosidad reducida
preferentemente comprende carburo de silicio.

En una realizacion preferida, cuando se utiliza una cubierta de carburo de silicio, dicha cubierta esta revestida con
una capa bioactiva de colageno mineralizado con hidroxiapatita biomimética o de hidroxiapatita biomimética en
solitario.

De hecho, aunque el carburo de silicio es un material inerte no téxico, al mismo tiempo no facilita la adhesion y la
proliferacién celulares. Por lo tanto, la utilizacién de carburo de silicio no revestido podia ralentizar la consolidacion
del hueso.

En otra realizacion, dicha capa de revestimiento también puede aplicarse en el caso en el que la cubierta comprende
HA parcialmente sustituida por iones relevantes para la estimulacion de procesos de regeneraciéon 6sea, 0 una
mezcla bifasica de HA y beta-TCP, para promover aun mas la reconstruccién de hueso natural. En este caso, la
aplicacion del revestimiento se lleva a cabo preferentemente por medio de inmersion en SBF (tal como describe a
continuacion en el presente documento). De hecho, de esta manera, se obtendria un enriquecimiento de la cubierta
con iones utiles para la regeneracion dsea.

Las diversas tipologias de cubierta enumeradas anteriormente en el presente documento pueden emparejarse con
las diversas tipologias de nucleo indicadas anteriormente, de acuerdo con la aplicacion deseada, particularmente de
acuerdo con la resistencia mecanica requerida. Un perfil de las diversas realizaciones del sustituto 6seo de la
invencion se da en la figura 2. Para aplicaciones que requieren resistencia mecanica elevada (por ejemplo en el
caso de reconstruccion de un fémur o metatarso), el uso de un sustituto 6seo que comprende un nucleo de una
cualquiera de las tipologias descritas anteriormente y una cubierta de carburo de silicio es preferible. En este caso,
es preferible revestir la cubierta con una capa bioactiva de colageno mineralizado con HA biomimética o de HA
biomimética en solitario.

En una realizacion, el sustituto 6seo comprende un nucleo de colageno mineralizado con HA parcialmente sustituida
por iones relevantes para la estimulacion de procesos de regeneraciéon 6sea (HA biomimética), y una cubierta de
carburo de silicio.

En ofra realizacion, el sustituto 6seo comprende un nucleo de mezcla bifasica de HA/beta-TCP y una cubierta de
SiC.

En otra realizacion, el sustituto 6seo comprende un nucleo que consta de colageno mineralizado con HA
biomimética y una cubierta de HA biomimética o de mezcla bifasica de HA/beta-TCP.

En el caso en el que la cubierta consta de SiC, es preferible revestirla con una capa de material bioactivo, tal como
colageno mineralizado con HA biomimética, o HA biomimética, preferentemente obtenido con el método de
inmersion en SBF. El sustituto 6seo de la invencion puede prepararse en cualquier forma deseada, que puede variar
de acuerdo con la aplicacion especifica para la que esta siendo empleada. La figura 1 ilustra una realizacion
preferida de la invencién, en el que el nucleo tiene una forma de cilindro macizo, mientras que la cubierta es un
cilindro que tiene una seccién hueca en su interior de una forma correspondiente al cilindro del nucleo, y de
dimensiones que le permitan alojar al propio nucleo.
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La cubierta se prepara de acuerdo con los métodos descritos a continuacioén en el presente documento en una forma
cilindrica hueca adecuada para alojar al nucleo que, a su vez, puede prepararse como un cilindro macizo que se
inserta en la cavidad de la cubierta. Como alternativa, el nicleo puede insertarse dentro de la cavidad cilindrica de la
cubierta en forma de gel vy liofilizarse mas tarde para un perfecto llenado de la cavidad. Como alternativa, el nucleo
puede liofilizarse y a continuacion introducirse en la cavidad cilindrica de la cubierta.

La cubierta del sustituto 6seo es de un grosor que varia de acuerdo con la aplicacion especifica, pero en cualquier
caso, que varia entre 1 y 5 mm, preferentemente entre 2 y 4 mm.

El nucleo del sustituto 6seo es también de un grosor que varia de acuerdo con la aplicacién especifica. El grosor de
todo el dispositivo estd hecho a medida en base al defecto 6seo a corregir. Considerando que el grosor de la
cubierta se mantiene en un minimo (véase anteriormente), el grosor del nucleo se define como resultado.

La capa que reviste la cubierta puede ser de un grosor de entre 40 y 100 um, preferentemente entre 50 y 80 um. El
nucleo y la cubierta de hidroxiapatita parcialmente sustituida por iones relevantes para la estimulacion de procesos
de regeneracion 6sea, particularmente con iones de magnesio, silicio y/o estroncio, mas preferentemente el ion
carbonato, o de una mezcla bifasica de HA parcialmente sustituida y beta-TCP, puede obtenerse por medio de dos
métodos diferentes: a través de un proceso de transformacion de etapas multiples o a través de un método sol-gel.

El proceso de transformacion de etapas multiples es conocido en el sector, por ejemplo mediante la publicacion de
Tampieri A, Sprio S, Ruffini A, Celotti G, Lesci IG, Roveri N. From Wood to Bone: multi-step process to convert wood
hierarchical structures into biomimetic hydroxyapatite scaffolds for bone tissue engineering. J Mater Chem 2009; 19
(28): 4973-4980.

Dicho proceso comprende las siguientes etapas:

1) Pirdlisis de madera nativa: una madera que tiene porosidad alta (por ejemplo, ratan o pino) o una madera que
tiene porosidad reducida (por ejemplo, sipo o roble) se calienta a una temperatura de entre 800 y 2000°C, en una
atmosfera inerte para permitir la descomposicion y la eliminacion de todas las sustancias organicas. A partir de
este proceso, se obtiene un material de carbono.

2) Carburacion: el material de carbono se infiltra con calcio en estado de vapor a una temperatura de 1500-
1700°C en una atmésfera inerte, transformandolo en carburo de calcio de acuerdo con la siguiente reaccion: 2C
+ Ca --> CaCa,.

3) Oxidacion: el material de carburo de calcio se oxida completamente a una temperatura de 900-1100°C de
acuerdo con la reaccién: 2CaC, + 50, --> 2 CaO + 4CO..

4) Carbonatacion: el material de éxido de calcio se carbonata completamente a temperaturas de entre 400°C y
850°C de acuerdo con la reaccion: CaO + CO; --> CaCOs.

5) Fosfatacion: el material de carbonato calcico se transforma completamente en hidroxiapatita parcialmente
sustituida por carbonato por medio de tratamiento con una sal de fosfato, por ejemplo, fosfato potasico.

La sustitucion por iones diferentes de carbonato puede obtenerse introduciendo sales solubles adecuadas que
contienen los iones de interés enumerados anteriormente, en el entorno de reaccion del proceso de fosfatacion.

El método de preparacion de etapas multiples puede comprender también opcionalmente una etapa adicional que
consta de tratamiento térmico, en la que la hidroxiapatita parcialmente sustituida por iones carbonato se transforma
parcialmente en B-fosfato tricalcico. De esta manera, se forma una mezcla bifasica de hidroxiapatita parcialmente
sustituida y beta-TCP. Dicha composicion es particularmente preferida tanto para el nicleo como para la cubierta,
dado que tiene mejor bioactividad y biorreabsorbabilidad, con respecto a hidroxiapatita sustituida en solitario, asi
como propiedades de resistencia mecanica superiores. Preferentemente, el tratamiento térmico se lleva a cabo
dentro de un intervalo de temperatura de 700-900°C, preferentemente en una atmésfera de COo.

Como alternativa al método de transformacion de etapas multiples, la cubierta y el ndcleo de hidroxiapatita
biomimética pueden obtenerse por medio de un método sol-gel. Una madera que tiene porosidad alta (por ejemplo,
ratan o pino) o una madera que tiene porosidad reducida (por ejemplo, sipo o roble) se infilira con un precursor que
contiene fosfito (o fosfato) y/o nitratos. Después de la infiltracidn, se prepara un gel a una temperatura de entre 100 y
150°C; a continuacién a esto le sigue pirolizaciéon y calcinacion para eliminar toda la parte organica, dejando un
material cerdmico poroso que imita la estructura de la madera original.

Para obtener hidroxiapatita sustituida, los iones de sustitucion enumerados anteriormente se dispersan en la
solucidn inicial por medio del uso de sales solubles.

En el caso del método de producciéon de sol-gel, no esta previsto un método de tratamiento térmico destinado a
formar la mezcla bifasica de HA parcialmente sustituida y beta-TCP. Dicha mezcla puede obtenerse solamente con
el método de etapas multiples.
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Un método sol-gel se desvela en la publicacion de C. Eichenseer, J. Will, M. Rampf, S. Wend, P. Greil Biomorphous
porous hydroxyapatite-ceramics from rattan (Calamus Rotang). J Mater Sci: Mater Med (2010) 21: 131-137.

El ndcleo que comprende coldgeno mineralizado con HA parcialmente sustituida por iones relevantes para la
estimulacién de procesos de regeneracion 6sea, preferentemente iones de carbonato, magnesio, silicio y/o
estroncio, mas preferentemente iones de carbonato y magnesio, se obtiene usando un proceso conocido en el
sector, por ejemplo de las publicaciones de patente EP1447104, WO2007045954 y WO2006092718.

El material compuesto comprende fibras de colageno autoensambladas y mineralizadas con hidroxiapatita sustituida
por iones relevantes para la estimulacion de la regeneracion 6sea (iones de carbonato, magnesio, silicio, estroncio).
El compuesto hibrido se reticula con productos apropiados (por ejemplo, genipina, éter diglicidilico de glutaraldehido
butanodiol, etc.) para mejorar la porosidad, la microestructura y las propiedades mecanicas. Dicho material se
caracteriza por porosidad alta y bioactividad que determinan cinética de reabsorcién adecuada y la formaciéon de
nuevo tejido dseo bien organizado.

El material compuesto se inserta en la cavidad de la cubierta en forma de gel y se liofiliza mas tarde para el perfecto
llenado de la cavidad.

La cubierta de carburo de silicio se obtiene por medio de un proceso de infiliracién de la madera pirolizada con silicio
en estado liquido, seguido por eliminaciéon del exceso de silicio por medio de un ataque quimico adecuado y lavado
final para eliminar todos los restos de sustancias quimicas residuales. Este material, que es bioinerte y bien tolerado
por el cuerpo, preserva la morfologia y la porosidad tipicas de la estructura original de la madera. Esto permite la
habitacion y la proliferacion celulares, junto con suficiente resistencia mecanica, tipica de materiales a base de
carburo de silicio, lo que permite su uso en zonas de implante que estan sometidas a cargas mecénicas. La
resistencia mecanica de este dispositivo también esta determinada por su microestructura organizada
jerarquicamente, que es tipica de sustancias de origen natural, haciendo posible conseguir el mejor y mas eficaz
compromiso entre ligereza y resistencia mecanica, superior a la de otros materiales con un volumen similar de
porosidad obtenida artificialmente. El cilindro hueco esta realizado manteniendo un grosor adecuado de la pared
externa con el objetivo de obtener las propiedades requeridas de resistencia mecanica.

Mas especificamente, el precursor de madera que tiene porosidad reducida se somete en primer lugar a un ciclo de
pirélisis a una temperatura de hasta 1000°C en una atmoésfera inerte (no oxidante). Durante la pirdlisis, los
componentes organicos de la madera (celulosa, lignina, etc.) se descomponen, dejando un esqueleto de carbono
que reproduce las caracteristicas morfolégicas de la madera original.

La muestra pirolizada se trabaja a continuacién mecanicamente para obtener la forma y las dimensiones deseadas;
por ejemplo, puede reducirse a un cilindro hueco de dimensiones adecuadas.

La muestra pirolizada se infiltra a continuacion con silicio en estado liquido y al vacio, para permitir la penetracion del
silicio en los poros y su reaccién con el carbono para formar carburo de silicio de acuerdo con la reaccién:

C (s) + Si (1) — SiC (s)
La transformacion en carburo de silicio tiene lugar a una temperatura final de entre 1300 y 1600°C.

El material resultante tiene silicio metalico residual en los poros. Con el fin de eliminarlo, la muestra se somete a
ataque quimico con acidos fuertes, tales como acido fluorhidrico y/o acido nitrico. A esto le sigue una eventual etapa
de lavado, en la que se eliminan residuos de los acidos. El lavado se lleva a cabo preferentemente con una solucion
de HgBO3.

Una cubierta hecha de SiC u otro material puede revestirse con una capa de material biomimético para mejorar la
afinidad celular y promover la osteointegracion. El revestimiento biomimético puede llevarse a cabo por medio de
dos procesos: electrodeposicion de colageno mineralizado y deposicion de una capa de HA, preferentemente
mediante inmersion en fluido corporal simulado (SBF).

En electrodeposicion, se emplea una célula de doble electrodo, siendo un electrodo una fina lamina de metal,
preferentemente de platino, y el otro, la cubierta a revestir.

El proceso de electrodeposicion tiene lugar preferentemente a una corriente constante predeterminada y con una
serie de fases de revestimiento que varian de acuerdo con la microestructura y el grosor que se desea obtener.

El liquido en el que tiene lugar el proceso de electrodeposicion comprende una mezcla de dos soluciones, las
fuentes de calcio y fosforo, respectivamente, y una suspension de colageno.
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En las condiciones mencionadas anteriormente en el presente documento, una pelicula uniforme de colageno
mineralizado se forma sobre la superficie de la cubierta, cuya microestructura y grosor dependen de los parametros
utilizados.

Como alternativa al método de electrodeposicion, en el caso de que se desee realizar una capa de HA sustituida, la
capa de material biomimético se realiza por medio de cristalizacion de una capa de HA después de la inmersién en
fluido corporal simulado (SBF), que contiene iones relevantes para la promocion de procesos de regeneracion sea
(iones de magnesio, silicio, etc.). Como una etapa preliminar, la cubierta se somete a ataque con un acido fuerte,
preferentemente con una solucién de acido nitrico y acido clorhidrico. La cubierta se sumerge a continuacion en una
solucion de iones Ca?* que se unen a la superficie de la cubierta. La posterior inmersién en SBF enriquecido permite
la formacién de una capa continua HA sustituida ibnicamente.

El sustituto 6seo de la invencién tiene caracteristicas de bioactividad y biorreabsorbabilidad combinadas con
caracteristicas de resistencia mecénica que le hacen particularmente adecuado para la sustitucion y la regeneracion
de secciones de hueso sometidas a cargas mecanicas, por ejemplo para los huesos largos de la pierna y el brazo
(por ejemplo, la tibia, el fémur, el metatarso, el humero, el radio, etc.)

Ejemplos

Preparacion de un nucleo de hidroxiapatita parcialmente sustituida por iones carbonato.

Método de transformacién de etapas muiltiples:

1) Pirdlisis de madera nativa

La madera de ratan se seca en un calentador a 70°C durante 24 horas y a continuacion se calienta térmicamente
hasta 1000°C en una atmdsfera inerte para permitir la descomposicion y la eliminacion de todas las sustancias
organicas. A partir de este proceso, se obtiene un material de carbono.

2) Carburacién

El material de carbono se infiltra con calcio en estado de vapor a una temperatura de 1500-1650°C en una atmésfera
inerte, transformandolo en carburo de calcio de acuerdo con la siguiente reaccion:

2C + Ca --> CaCa,.
3) Oxidacidn

El material de carburo de calcio material se oxida completamente en un horno a una temperatura de 900-1100°C
durante 1 hora de acuerdo con la reaccion:

2CaC; + 50, --> 2 CaO + 4CO,.
4) Carbonatacion
El material de 6xido de calcio se carbonata completamente en un horno a temperaturas que superan 750°C en una
atmésfera de CO; o a presiéon de CO, o en una autoclave a una temperatura de 400 ° C con una presion de CO; de
2,2 MPa durante 24 horas, de acuerdo con la reaccion:

CaO + CO; --> CaCOs.
5) Fosfatacion
El material de carbonato calcico se transforma completamente en hidroxiapatita parcialmente sustituida por
carbonato en condiciones ambiente (T < 100°C, 1 atm de presion) o condiciones hidrotérmicas a T = 200°C, presion
de 1,2 MPa durante 24 horas, de acuerdo con la siguiente reaccion:

10CaCO;3 + 6KH2PO4 + 2H,0 --> Caqg (PO4)s(OH)2 + 6BKHCO3 + 4H,CO3

Dicha férmula es un ejemplo, dado que pueden emplearse diferentes fuentes de fosfato.

El dispositivo obtenido de este modo muestra una morfologia, una porosidad y una resistencia mecanica
compatibles con las caracteristicas del hueso esponjoso.

Método sol-gel:
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El nucleo del sustituto 6seo también se prepara usando el método sol-gel. La madera de ratan se infiltra con un
precursor que contiene fosfito de ftrietilo y nitrato de calcio tetrahidratado en una solucion hidroalcohdlica
(agual/etanol). La relacion molar de agua con respecto a fésforo se mantiene igual a 8 para conseguir la completa
hidroélisis y una relacion de Ca con respecto a P igual a 1,67 (la de HA). La solucién se deja envejecer durante 2
horas a 60°C hasta que se vuelve transparente.

La madera nativa se purifica en primer lugar de las resinas que tienen bajo peso molecular por medio de extraccion
con un aparato Soxhlet con una mezcla de toluol y etanol (2:1) durante 17 horas. A continuacion las muestras se
secan a 105°C durante 24 horas antes de realizar una segunda extraccion usando etanol durante 19 horas.

Después de esto, las muestras se mantienen en agua destilada hirviendo durante varias horas y se secan a 105°C
durante 24 horas.

La infiltracién se lleva a cabo al vacio en un vaso de precipitados que contiene el sol (dispersion de particulas
coloidales en fase liquida); después de la infiltracién, las muestras se dejan secar durante varias horas a 80°C para
permitir la formacién del gel. El proceso de infiltracion puede repetirse para incrementar la cantidad de HA.

Las muestras se someten a pirdlisis a continuacion a 800°C durante 1 h en una atmdsfera de nitrégeno. Finalmente,
la matriz de carbono se elimina sinterizando a 1300°C.

Dicho proceso de transformacion hace posible obtener una hidroxiapatita biomérfica, es decir, la transformacion de
una estructura de madera en una estructura de hidroxiapatita que también mantiene la morfologia original de la
madera.

Preparacion de una cubierta de carburo de silicio

Una cubierta de SiC puede obtenerse de acuerdo con el proceso indicado en las publicaciones de patente
P200102278 y PCT/ES02/00483.

La madera de sipo se somete en primer lugar a un ciclo de pirdlisis que implica:
1) secar la madera a 75°C durante 24 h y a 120°C durante 24 h;
2) calentar a 1000°C en una atmésfera inerte (no oxidante) durante un periodo de 30 minutos, durante el cual los
componentes organicos de la madera (celulosa, lignina, etc.) se descomponen, dejando un esqueleto de carbono
que reproduce las caracteristicas morfolégicas de la madera original.

La muestra pirolizada se trabaja a continuacién mecanicamente para obtener la forma y las dimensiones deseadas;
en este caso, se reduce a un cilindro hueco de dimensiones adecuadas.

La muestra pirolizada se infiltra a continuacion con silicio en estado liquido y al vacio, para permitir la penetracion del
silicio en los poros y su reaccion con el carbono para formar carburo de silicio de acuerdo con la reaccién:

C (s) + Si (1) — SiC (s)

Las condiciones requeridas para conseguir el material de SiC son: calentamiento a 5°C/min y temperatura final de
1550°C mantenida durante 30 minutos.

El material resultante tiene silicio metélico residual en los poros. Con el fin de eliminarlo, la muestra se somete a
ataque quimico de acuerdo con el siguiente perfil de reacciones:

3Si + 4HNO3 — 3Si0; + 4NO + 4H,0 1)
3Si0; + 12HF — 3SiF4 + 6H,0 )
3Si + 12HF + 4HNO3 — 3SiF, + 4NO + 8H,0 3)

El proceso de lavado se basa en el uso de hidroxido de boro y permite la eliminacion de los residuos de acido
fluorhidrico por medio de conversion en una especie soluble:

B(OH); + 4 HF — HsO" + BF* + 2 H,0

La figura 3 muestra la microestructura de SiC después de la eliminacion del exceso de silicio. Esta imagen muestra
cémo el ataque con acido gradualmente libera los poros de la presencia de silicio metélico residual.

La figura 4 es una fotografia de la cubierta de SiC obtenida con el método descrito y a la que se le ha dado una
forma cilindrica hueca.
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La figura 5 muestra los valores de resistencia a la compresién de las muestras de SiC obtenidas con el método.

Preparacion del compuesto hibrido (fibras de colageno mineralizado con HA sustituida por iones de carbonato y
magnesio) como el nucleo.

A una suspension de hidréxido célcico (1,47 g en 300 cc de agua) que también contiene otros iones de interés
(utilizando sales solubles adecuadas de magnesio, silicio, estroncio, etc.) se le afade una solucién de acido
ortofosforico (1,17 g en 200 cc de agua) cargada con 50 g de una suspension de colageno en acido acético al 1%, a
25°C. La nucleacion de la fase de apatita sobre colageno tiene lugar a un pH de 9-12 y, preferentemente, a 35°C.

El agente reticulante (por ejemplo éter diglicidilico de 1,4-butanodiol) se afiade por inmersion del compuesto en 2,5
mm de agente durante 48 horas. Generalmente, se desea la consecuciéon de relaciones especificas de agente
reticulante con respecto a compuesto (en este caso el 1% en peso). Después de este tratamiento, la construccion se
lava, se filtra y se inserta en la cavidad del cilindro de SiC en forma de gel y se liofiliza después para el perfecto
llenado de la cavidad. Como alternativa, la construccion puede liofilizarse y a continuacion introducirse en la cavidad
del cilindro de SiC.

Preparacion de una cubierta de SiC revestida con pelicula bioactiva.

El revestimiento biomimético se lleva a cabo mediante dos métodos: electrodeposicion de coldgeno mineralizado y
deposicion de una capa de HA biomimética, mediante inmersién en fluido corporal simulado (SBF).

Método de electrodeposicion

El revestimiento se consigue por electrodeposicion en una célula de doble electrodo, siendo un electrodo una fina
lamina de platino, y el otro, la cubierta de SiC.

El proceso tiene lugar a una temperatura constante predeterminada (por ejemplo T ambiente), dentro de un periodo
de tiempo predeterminado (por ejemplo 15 minutos), a una corriente constante predeterminada (por ejemplo 34 mA)
y con un numero de fases de revestimiento que difiere de acuerdo con la microestructura y el grosor que se desea
obtener.

El liquido en el que tiene lugar el proceso de electrodeposicion consta de una mezcla de dos soluciones, las fuentes
de calcio (por ejemplo, nitrato calcico, 42 mM) y fésforo (por ejemplo, fosfato de amonio monobasico, 25 mM),
respectivamente, mas una suspension de colageno preparada a partir de tendones de Aquiles equinos, por medio
del método desarrollado por Opocrin S.p.A (documento WO 0209790).

En las condiciones mencionadas anteriormente, una pelicula uniforme de colageno mineralizado se forma sobre la
superficie del SiC, cuya microestructura y grosor dependen de los parametros utilizados.

La figura 6 muestra la cubierta en forma de cilindro antes y después del revestimiento con la pelicula de colageno
mineralizado con hidroxiapatita de acuerdo con el método descrito.

La figura 7 muestra la presencia de cristales de HA nanométricos sobre fibras de colageno, tal como se obtiene con
el método descrito.

Meétodo con SBF

La funcionalizacién de la superficie de los cilindros en BioSiC se consigue por medio de la cristalizacion de una capa
de HA después de la inmersion en fluido corporal simulado (SBF), que contiene iones relevantes para la promocion
de los procesos de regeneracion 6sea (magnesio, silicio, etc.).

Como una etapa preliminar, la superficie de los cilindros se somete a ataque con acido por medio de una solucién de
HNO3/HCI, que da como resultado la formacién de iones de COO'. El cilindro se sumerge a continuaciéon en una
solucion de cloruro célcico de modo que la superficie activada previamente pueda unirse a los iones de ca®
presentes en la solucion. La posterior inmersién en SBF enriquecido permite la formacion de una capa continua de
HA sustituida idnicamente.

La figura 8 muestra los resultados de la espectroscopia XPS de las superficies de cubiertas de SiC, en las que se
resalta la formacion de grupos COO™ después de ataque con acido; los grupos COQ™ sirven para coordinar los iones
de calcio durante el proceso de revestimiento por medio de inmersién en SBF.

La figura 9 muestra los resultados de la espectroscopia FTIR de la superficie de cubiertas de SiC, en las que se

resalta la formacion de grupos COO™ después de ataque con &cido; los grupos COO™ sirven para coordinar los iones
de calcio durante el proceso de revestimiento por medio de inmersiéon en SBF.

9
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La figura 10 muestra la microestructura del SiC revestido con la pelicula bioactiva de hidroxiapatita biomimética
obtenida a partir de SBF.

La figura 11 muestra el sustituto 6seo ensamblado de la invencion; un nicleo de HA/colageno y una cubierta de SiC
son observables en la fotografia A, mientras que un nucleo de HA sustituida y una cubierta de SiC son observables
en la fotografia B.

Los sustitutos 6seos biomoérficos muestran una morfologia orientada y anisétropa y, por lo tanto, su resistencia
mecanica cambia considerablemente en las dos direcciones. Por ejemplo, las cubiertas de SiC derivadas de roble
rojo y sipo tienen una resistencia a la compresion de 150 y 50 MPa, en las direcciones longitudinal y transversal,
respectivamente. Las matrices de soporte de HA biomimética derivadas de ratan, por ejemplo, muestran una
resistencia a la compresion de 4-5 y aproximadamente 1 MPa, respectivamente.

Las imagenes de pruebas in vivo llevadas a cabo en una oveja (figuras 12-13) y conejo (figura 14) muestran,

respectivamente, la osteointegraciéon de la cubierta de SiC derivada de sipo y la osteointegraciéon del nucleo de HA
biomimética obtenido con el método de etapas mudltiples (figura 14).

10
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REIVINDICACIONES

1. Un sustituto éseo biomérfico que tiene una morfologia organizada de manera jerarquica en las tres dimensiones
espaciales, comprendiendo el sustituto 6seo un nicleo biomdérfico, a base de hidroxiapatita (HA), obtenido de al
menos una madera porosa, y una cubierta biomoérfica, a base de hidroxiapatita (HA) o carburo de silicio (SiC),
obteniéndose dicha cubierta de al menos una madera que tiene una porosidad menor que la al menos una madera
del nucleo.

2. El sustituto 6seo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha al menos una madera porosa tiene una
porosidad total de entre el 60% y el 95%, preferentemente entre el 65% y el 85%.

3. El sustituto 6seo de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en el que dicha al menos una madera porosa es madera
de ratan, pino, abachi y balsa.

4. El sustituto 6seo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha al menos una
madera de la cubierta tiene una porosidad de entre el 20% y el 60%, preferentemente entre el 30% y el 50%.

5. El sustituto 6seo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha al menos una
madera de la cubierta es madera de sipo, roble, palisandro y kempas.

6. El sustituto 6éseo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho nucleo a base de
hidroxiapatita que deriva de al menos una madera porosa comprende hidroxiapatita parcialmente sustituida por
iones relevantes para la estimulacién de procesos de regeneracion ésea, preferentemente carbonato, magnesio,
silicio y/o estroncio, mas preferentemente carbonato, o una mezcla bifasica que comprende hidroxiapatita sustituida
i6nicamente y B-fosfato tricalcico (beta-TCP; Caz(POa)2).

7. El sustituto 6seo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicha cubierta a base de
hidroxiapatita comprende hidroxiapatita parcialmente sustituida por iones relevantes para la estimulacién de
procesos de regeneracion 6sea, 0 una mezcla bifasica que comprende hidroxiapatita sustituida idnicamente y -
fosfato tricalcico (beta-TCP; Caz(PQa4)2).

8. El sustituto 6seo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicha cubierta comprende
carburo de silicio,

9. El sustituto 6seo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicha cubierta esta
revestida con una capa a base de hidroxiapatita (HA) y/o colageno.

10. El sustituto 6éseo de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que dicha capa comprende colageno mineralizado con
hidroxiapatita parcialmente sustituida por iones relevantes para la estimulaciéon de procesos de regeneracion 6sea, o
comprende hidroxiapatita sustituida por iones relevantes para la estimulacion de procesos de regeneracion dsea.

11. El sustituto 6seo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicha cubierta tiene un
grosor de entre 1 y 5 mm, preferentemente entre 2 y 4 mm; dicha capa que reviste la cubierta tiene un grosor de
entre 40 y 100 um, preferentemente entre 50 y 80 um.

12. El sustituto 6seo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicho nucleo tiene una
forma de cilindro macizo, mientras que dicha cubierta es un cilindro que tiene una seccién hueca en su interior de
una forma correspondiente al cilindro del nucleo y de dimensiones que le permiten alojar al propio nucleo.

13. El sustituto éseo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para uso en la sustitucién y la
regeneraciéon de hueso.

14. El sustituto 6éseo de acuerdo con la reivindicacion 13, para uso en la sustitucién y la regeneracién de secciones
Oseas sometidas a cargas mecanicas (que soportan carga).

15. El sustituto 6seo de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que dichas secciones dseas son huesos largos de la
pierna y el brazo, preferentemente la tibia, el metatarso, el fémur, el humero o el radio.
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Matriz de soporte biomdrfica obtenida de una plantilla de madera

que tiene porosidad alta, que consta de: Compuesto bichibrido que consta de colageno

+ HAsustituida ionicamente (por ejemplo por iones de carbonato)o | ¢==3 Nucleo =3 “'!i"e”:"md"_ con ’:;\ 5“51:;““? inicamente (por
« Mezcla bifasica de HA y beta-TCP (Cax(P0L)CPs) ejemplo por iones de carbonato y magnesio)

Matriz de soporte biomérfica
obtenida de una plantila de

Matriz de soports biomérfica obtenida de una madera que tiene porosidad
plantila de madera que tiene porosidad reducida, reducida, que consta de:

que coneta de: Cubierta

- Garbura de ailicio = :> - HA sustituida iGnicamente

por carbonato o

- Mezcla bifasica de HAY
beta-TCP (Cas(PO4):)

Colageno mineralizado ] HA sustituid idnicamente, obtenida
con HA por deposicion a partir de SBF

Fig. 2

13



ES 2539703 T3

Fig. 3
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Fig, 4
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Material Deformacion (%) Resistencia(GPa)
bioSiC ALOOA 11-16 1,6 £ 0,2
bioSiG ENO1A 1112 1,6 £0,1
bioSiC QUOZA 79 1,0+0,1

Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 10
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Fig. 11
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Fig. 12
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Fig. 13
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Fig. 14
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