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@Resumen:

Procedimiento de obtencién de nanoparticulas de
fosfato de calcio amorfo recubiertas de citrato y
dopadas con fltor.

Este material presenta aplicaciones en biomedicina
por su excelente biodegradabilidad y bioactividad;
ademas promueve la adhesion celular y
osteogeneracion. En odontologia, puede utilizarse en
pastas dentales, enjuagues bucales, goma de
mascar, geles y barnices de flior como agente
remineralizante de dentina y esmalte.

Parte de dos disoluciones formadas por cloruro
calcico y citrato sédico por un lado, y por
monohidrogenofosfato sddico y carbonato sodico con
un compuesto de flior, que se mezclan a temperatura
ambiente. El procedimiento es ecoeficiente ya que no
deja ningun residuo acido; consta de una sola etapa y
es la primera vez que se obtiene un fosfato célcico
amorfo recubierto con citrato y dopado con fldor lo
gue potencia su accion remineralizante.
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DESCRIPCION

Procedimiento de obtencién de nanoparticulas de fosfato de calcio amorfo recubiertas de
citrato y dopadas con flaor.

SECTOR Y OBJETO DE LA INVENCION

Biomateriales de interés en biomedicina (transportador de farmacos y regeneracion 0sea) y
odontologia.

El objeto de la invencion es un procedimiento de obtencion de nanoparticulas de fosfato calcico
amorfo recubiertas de citrato (molécula que forma parte de la fase organica del hueso) y
dopadas con fllor. Este material presenta un amplio rango de aplicaciones en el campo de la
biomedicina (transportador de farmacos y regeneracion Osea) debido a su excelente
biodegradabilidad y bioactividad, ademas de promover la adhesion celular y la
osteogeneracion. Asimismo, presenta multiples aplicaciones en odontologia donde puede ser
utilizado en pastas dentales, enjuagues bucales, barnices de flior, goma de mascar y geles
como agente remineralizante de la dentina y el esmalte.

El procedimiento parte de dos disoluciones formadas por cloruro calcico y citrato sédico por un
lado, y por monohidrogenofosfato sodico y carbonato sédico con un compuesto de fltor, que se
mezclan a temperatura ambiente. Presenta las ventajas, frente al estado de la técnica anterior,
de que el procedimiento es ecoeficiente ya que no deja ningun residuo &cido (no se utilizan
acidos fuertes en la sintesis), de sintetizarse en una sola etapa (al utilizar el citrato sédico como
reactivo en la sintesis) y de ser la primera vez que se obtiene un fosfato célcico amorfo
recubierto con citrato y dopado con flGor, por tanto con una accién remineralizante mas potente
gue el fosfato calcico amorfo.

ESTADO DE LA TECNICA

La fase amorfa es una forma poco frecuente de encontrar el fosfato de calcio (CaP) mineral en
organismos vivos. El fosfato de calcio amorfo (ACP) se ha encontrado en las mitocondrias de
células eucariotas y procariotas y se considera la fase precursora en el proceso de formacion
de la fase mineral del hueso, carbonato-apatito nanocristalino, cuya superficie se ha
encontrado recientemente que se halla recubierta de citrato. EI ACP también actia como fase
intermedia en la preparacién de diversos CaP mediante distintos métodos. Este material
presenta un amplio rango de aplicaciones en el campo de la biomedicina debido a sus
interesantes propiedades tales como excelente bioactividad, facilita la adhesion celular, facil
biodegradacién y ademas favorece la osteoconductividad y osteogeneraciéon. Asimismo,
presenta multiples aplicaciones en odontologia donde puede ser utilizado en pastas dentales,
enjuagues bucales, goma de mascar, geles y barnices de fuor como agente remineralizante de
la dentina y del esmalte. Los barnices de flior son actualmente los productos remineralizantes
més usados por los odont6logos en Europa.

Se conoce por el documento W0O98/40406 un producto que esta compuesto de fosfato de
calcio amorfo estabilizado con caseina, una fosfoproteina presente en la leche. Este producto
se esta usando actualmente como material abrasivo en pastas dentifricas, gomas de mascar y
en post-tratamientos de blanqueamiento dental. Sin embargo, su eficacia para prevenir caries y
remineralizar el esmalte dafiado no se ha demostrado todavia. EI ACP también se esta usando
en materiales poliméricos compuestos como material de relleno para la reparacion de piezas
dentales. EI ACP estimula la reparacion del diente debido a que especialmente a los pHs
acidos generados por la placa bacteriana se produce la liberacién de iones Ca y fosfato que se
depositan sobre la estructura del diente como hidroxiapatito regenerando el esmalte
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(principalmente compuesto de hidroxiapatito cristalino). La tabla 1 resume las principales
aplicaciones del ACP como biomaterial.

Tablal. Fosfatos de calcio amorfo usados como biomateriales.

Tipo de material Aplicacion Efecto
Cementos Sustitucion 6sea Agente endurecedor
Odontologia Absorbible con gran

reactividad superficial. Fuente
de iones Ca*'y PO,*

Recubrimientos Prétesis metélicas Aumenta la biodegradabilidad
y su actividad biologica

Compuestos mineral/organico Remineralizacion de dientes  Mejora sus  propiedades
mecanicas
Sustitucion 6sea Liberacion de iones Ca®"y
PO,* aumentando su
actividad biol6gica

Suspensién acuosa Liberacién de genes Absorbible y biocompatible.
Estabilidad dependiente del
pH

Algunas de estas aplicaciones han sido recopiladas en J. Zhao y col. Amorphous calcium
phosphate and its application in dentistry; Chemistry Central Journal (2011), 5:40
(doi:10.1186/1752-153X-5-40).

En cuanto a la preparacién del ACP, es conocida en diversas modalidades partiendo de
precursores solubles de Ca** y PO,* a pHs adecuados para la precipitacién, siendo comin la
utilizacion de precursores solubles cuyo cation no conduzca a otras especies que pudieran
interferir a posteriori en la composicién del producto final, como pudieran ser el Ca(OH),, el
H3PO,, el fosfato o hidrogenofosfato aménico. Se utiliza frecuentemente Ca(NO3),.

También es conocida la funcién del &cido citrico como complejante del catiébn Ca** que ademas
es aceptable desde el punto de vista farmacéutico, como asi lo son, por ejemplo, otros acidos
policarboxilicos como el acido tartarico. Por este motivo estos &cidos se utilizan también para
estabilizar composiciones amorfas de ACP. Asi se recoge en las reivindicaciones de la
publicacibon WO003059304 donde se propone el acido citrico, entre otros formadores de
quelatos con el catién Ca*, en una proporcion det 0,1 % al 5% en peso en un preparado que
contiene ACP combinado con un fosfopéptido.

En JP2001169121, se propone la utilizacion de acido citrico como estabilizante del ACP ya
formado por precipitacion desde el &cido fosférico y el hidroxido de calcio, sometiendo el
conjunto a una molienda posterior en presencia del &cido citrico referido.

Por tanto, ninguna de estas publicaciones menciona una preparacion como la del
procedimiento objeto de la presente invencion, en la que el citrato se aporta como reactivo para
la precipitacién del ACP (proceso en una etapa) y no como estabilizante en una fase posterior a
la precipitaciéon (proceso en dos etapas).

En las revisiones de Dorozhkin S. V. [Nanosized and nanocrystalline calcium orthophsphates,
Acta Biomaterialia (2010), No. 6 (3), 715-734]; Combes C. y Rey C. [Amorphous calcium
phosphates: synthesis, properties and uses in biomaterials, Acta Biomaterialia (2010), No.6 (9),
3362-3378] y otra revision de Dorozhkin S. V. [Amorphous calcium phosphates, Acta
Biomaterialia (2010), No.6 (12), 4457-4475 se recogen diversos procedimientos por via
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huameda, pero en los que no se aplican las mismas condiciones, etapas de proceso y reactivos
gue en el procedimiento objeto de la presente invencién. De hecho, se contempla el acido
citrico en numerosas ocasiones como agente dispersante en estas preparaciones y
ocasionalmente el anién carbonato con funciones similares.

La publicacién de J.M. Delgado-Lépez et al. Crystallization of bioinspired citrate-functionalized
nanoapatite with tailored carbonate content (Acta Biomaterialia (2012) No.8, pag. 3491)
establece un procedimiento de precipitacion de apatito y carbonato-apatito nanocristalino
recubierto con citrato. Las diferencias sustanciales en el estado de la técnica entre el
procedimiento objeto de la presente invencién y este documento son:

(1) Temperatura de la precipitacion

(2) Precipitacion de nanoparticulas de ACP dopadas con flior y recubiertas con citrato como
fase estable.

(3) No existe proceso de maduracion del precipitado

(4) No se forma apatito ni ninguna otra fase cristalina del fosfato de calcio en el precipitado.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Constituye un primer objeto de la presente invencidon un procedimiento de obtencién de
nanoparticulas de fosfato célcico amorfo recubiertas de citrato y dopadas con flaor (FACP) que
comprende:

- preparacion de una disolucién de CaCl, a una concentracion comprendida entre 0,08 My 0,12
My NazCsHsO- (citrato sédico) a concentracion comprendida entre 0,35 M y 0,50 M.

- preparaciéon de una segunda disolucién formada por Na,HPO, a concentracién comprendida
entre 0,10 My 0,15 M con Na,CO3 0.2 M y un compuesto de fllor.

- mezcla bajo agitacion de las dos disoluciones preparadas en las etapas anteriores en
proporcion 1:1 v/iv a pH comprendido entre 8,3 y 8,7 (ajustado por ejemplo con HCI) y a
temperatura ambiente durante un periodo de tiempo inferior a 2 minutos.

- tres ciclos sucesivos de sedimentacion por centrifugacion, eliminacion del sobrenadante y
lavados del precipitado con agua ultrapura.

- liofilizacién del precipitado hiumedo.

En un modo preferente de realizacion de la invencién, las concentraciones de los reactivos
utilizados para la primera disolucién son 0,1 M para el CaCl,y 0,4 M para el Na;CgHs0- y las
concentraciones utilizadas para la segunda disoluciéon son 0,12 M para el Na,HPO, y 0,2 M
para el Na,CO:s.

El compuesto de fluor se selecciona entre CaF,, NaF 6 KF y se afiade a una concentracion
comprendida entre 0,01 M y 0,1 M. En un modo de realizacién preferente, el compuesto de
flaor es CaF, y se afiade a una concentracion de 0,05 M.

Constituye otro objeto de la presente invencion nanoparticulas de fosfato célcico amorfo
dopadas con flor, obtenidas mediante el procedimiento anterior, que presentan forma esférica
y tamafio comprendido entre 30 y 80 nm, asi como los siguientes contenidos de Na, Ca, P,
citrato, carbonato, fluoruro y agua estructural:

- entre 3,1y 3,5 % en peso de Na

- entre 27,0y 27,4 % en peso de Ca

- entre 37,0y 37,8 % en peso de P

- entre 3,5y 5,0 % en peso de citrato

- entre 5,4y 7,0 % en peso de carbonato
- entre 6 y 10 % en peso de agua
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- entre 2y 5 % en peso de fluoruro

El término “agua” hace referencia en este aspecto de la presente invencién tanto al agua
adsorbida como al agua estructural.

En un tercer aspecto, constituye otro objeto de la presente invencién el uso de las
nanoparticulas en aplicaciones tales como:

- transporte de biomoléculas y/o farmacos

- biomateriales en aplicaciones ortopédicas

- en odontologia, preferentemente como material para preparar cementos para relleno y/o
sellado en endodoncias y reparaciones dentales, o bien como componente de pastas
dentifricas, gomas de mascar, enjuagues bucales, barnices de fllor y geles para favorecer la
remineralizacion del esmalte por la liberacién gradual de iones calcio, fosfato y fltor.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Imagenes de microscopia electrénica de transmision (TEM) de las nanoparticulas de
ACP (a) y FACP (b) recubiertas de citrato. También se muestran los patrones de difraccién de
electrones obtenidos para cada una de las nanoparticulas. En los paneles ¢ y d se han
representado los espectros de dispersion de energia de rayos X (EDS) de ACP y FACP,
respectivamente.

Figura 2. Difractogramas de rayos X (a) y espectros Raman (b) de las nanoparticulas.

Figura 3. Ensayos de proliferacién celular por MTT de osteoblastos humanos incubados
durante 1, 3 y 7 dias con nanoparticulas de ACP (100 pg/mL, 500 pg/mL, 1000 pg/mL). *p <
0:05; ***p < 0:001; n =3.

MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION

Las nanoparticulas de ACP se obtuvieron mediante un proceso de precipitacion mezclando dos
disoluciones que contenian:

(l) 0,1M CaC|2 +0,4M Na3C6H507 Yy
(i) 0,12 M Na,HPO, + 0,2M Na,CO3
en proporcion 1:1 v/v, 200 ml en total y ajustando el pH a 8,5 con HCI a temperatura ambiente.

Cuando la mezcla toma una apariencia lechosa (aproximadamente a los 30 s después de
mezclar), las particulas se someten a tres ciclos sucesivos de sedimentacion por
centrifugacion, eliminacion del sobrenadante y lavados del precipitado con agua ultrapura
(MilliQ®, Millipore). Posteriormente, el precipitado himedo se liofiliza y las particulas son
posteriormente caracterizadas.

Para obtener estas particulas dopadas con F, se afiade CaF, 0,05 M a la solucion (ii).
Técnicas de caracterizacion

Las nanoparticulas se analizaron con un Microscopio Electronico de Transmisién (STEM
Philips CM 20) operado a 80 kV. Este equipo también permitié adquirir los patrones de
difraccion de electrones de las nanoparticulas asi como los espectros de dispersion de energia
de rayos X (EDS). Para dichas observaciones, las muestras liofilizadas se dispersaron en agua
ultrapura y a continuacién unas cuantas gotas de esta suspensién se depositaron sobre
gradillas convencionales de cobre.
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La cantidad de Ca y P se cuantific6 mediante espectroscopia de emision oOptica (ICP-OES)
usando un espectrometro Liberty 200 (Varian, Australia). Para ello, las muestras liofilizadas se
disolvieron en &cido nitrico ultrapuro concentrado (1 % Vv/v).

El analisis termogravimétrico (TGA) se llevo acabo con un sistema SDT Q 600 (TA Instruments,
New Castle, DE, USA) bajo un flujo constante de nitrégeno (100 mL.min™) e incrementando la
temperatura hasta los 1200 °C en intervalos de 10 °C.min™.

Los patrones de difraccibn de rayos X se adquirieron con un difractometro X-Pert PRO
(PANalytical) equipado con un detector PlXcel operando a 45 kV y 40 mA, con radiacion
incidente Cu Ka (A = 1,5418 A). Se usaron rendijas variables (“anti-scatter”), con una longitud
de irradiacion de 10 mm. El rango 28 se varié desde 5° a 70° con incrementos 26 de 0,039.

Los espectros Raman se obtuvieron con un espectrometro LabRAMHR (Jobin-Yvon, Horiba,
Japon). Este equipo esta provisto de un laser de diodo como fuente de excitaciéon (A=532 nm), y
de un detector CCD refrigerado por Peltier (1026 x 256 pixels). Los espectros se obtuvieron
con una resolucién espectral de 3 cm™.

La cantidad de fldor en las muestras se cuantific6 mediante espectroscopia de fluorescencia de
rayos X (XRF) usando un espectrometro PHILIPS Magix Pro (PW-2440). Adicionalmente, el
contenido en fldor también se determind mediante espectrofotometria complejandolo con
cloruro de zirconilo y eriocromo cianina R y midiendo la absorbancia del complejo a 570 nm.

Analisis de cultivo celular “in vitro”

La respuesta bioldgica de las nanoparticulas se evalu6 usando lineas celulares de osteoblastos
humanos (MG-63, Lonza, Italia). Las células se cultivaron en medio DMEM/F12 (PAA, Austria),
gue contenia un 10% de suero fetal bovino (FBS) y penicilina-estreptomicina (100 U/mL-
100pg/mL) a 37 °C y en atmosfera de CO, (5%). Posteriormente, las células se separaron de su
soporte mediante tripsinizacion y seguidamente fueron centrifugadas y resuspendidas. El test
de exclusion con azul de Tripan se utiliz6 para contar las células vivas (test de viabilidad
celular). Las células se depositaron en placas de 96 pocillos con una densidad de 3,0x10°
células por pocillo. 24 horas después, se afadieron al cultivo celular tres concentraciones
diferentes de nanoparticulas de ACP recubiertas de citrato (100 pg/mL, 500 pg/mL, 1000
pg/mL) previamente esterilizadas mediante radiacion Y de 25 kGy. La incubacion de las células
se realiz6 en condiciones estandar (37 °C, 5% CO,) durante 1, 3y 7 dias. El medio de cultivo
fue renovado cada tres dias. Todos estos ensayos se realizaron en una cabina de flujo
laminar.

Ensayos de citotoxicidad MTT y viabilidad celular

El método MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol -2-il)-2,5-difeniltetrazolio] se utiliz6 para
determinar el posible efecto toxico de las nanoparticulas. Este ensayo se basa en la reduccion
metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazan),
cuya concentracion puede determinarse colorimétricamente, permitiendo determinar la
funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas.

Las células, después de estar en contacto con las nanoparticulas durante 1, 3 y 7 dias, se
incubaron en MTT disuelto en PBS (5 mg/mL) en proporcion 1:10 durante 2 horas a 37°C.
Seguidamente las células se incubaron con 200 ul de dimetilsulfoxido (Sigma) durante 15 min
para disolver los cristales de formazan. Se empledé un espectrofotdmetro Multiskan FC
Microplate (Thermo Scientific) para medir la absorbancia, que es directamente proporcional al
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namero de células metabdlicamente activas, a 570 nm. Se analizaron tres muestras por cada
uno de los tiempos estudiados (1, 3y 7 dias).

Resultados

Las imagenes de microscopia electrénica (Fig. 1) indican que tanto las muestras no dopadas,
ACP (A) como las dopadas, FCAP (B) son nanoparticulas esféricas con tamafios comprendidos
entre 30 y 80 nm. Ademas, la ausencia de puntos de difracciobn en los patrones pone de
manifiesto su caracter amorfo. A su vez, los espectros EDS confirman que estan compuestas
s6lo por Ca y P. El pico de F en el espectro de las particulas dopadas que debiera aparecer
alrededor de 0,68 KeV no se observa porque posiblemente se encuentra solapado con el pico
de oxigeno (0,2 KeV), mucho mas intenso. La naturaleza amorfa de las nanoparticulas se ha
confirmado con los patrones de difraccién de polvo (Fig. 2A). La ausencia de picos en los
patrones de difraccion confirma la naturaleza no cristalina de estos materiales. Los espectros
Raman también son tipicos de fosfatos de calcio amorfo puesto que el pico principal aparece a
952 cm™, ligeramente desplazados con respecto el pico principal del hidroxiapatito (959 cm™).
La composicion quimica de los materiales ACP y FACP obtenida mediante TGA, ICP y
fluorescencia de Rayos X ya ha sido descrita anteriormente.

La respuesta biolégica de las nanoparticulas ha sido estudiada con células de osteoblastos
(MG-63). Tres concentraciones distintas de nanoparticulas (100, 500 y 1000 pg/ml) se
afadieron al medio de cultivo y después de un cierto periodo de incubacion (1, 3 6 7 dias) se
cuantificé el nUmero de células metabolicamente activas mediantes ensayos MTT (Fig. 3). Se
observd un aumento en la proliferacion celular en todos los casos (incluso para la
concentracion mas alta) al pasar de 1 a 7 dias de incubacion. Ademés, para la concentracion
mas baja estudiada, el crecimiento celular es comparable al observado por las células en
ausencia de nanoparticulas (control). Sin embargo al aumentar la concentracién, el crecimiento
celular es mucho menos notable que en el control, posiblemente debido a que son
concentraciones de nanoparticulas excesivamente altas. A pesar de ello, los test de viabilidad y
morfologia celular (no mostrados) dieron resultados muy similares para todas las
concentraciones estudiadas. Estos resultados claramente indican que las nanoparticulas son
totalmente biocompatibles en contacto con esta linea celular de osteoblastos humanos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 557 183 Al

REIVINDICACIONES

1.- Procedimiento de obtencion de nanoparticulas de fosfato calcico amorfo recubiertas de
citrato y dopadas con flior que comprende:

- preparacién de una disolucion de CacCl, a una concentracion comprendida entre 0,08 M y
0,12 M y NazCg¢Hs0; a concentracion comprendida entre 0,35 My 0,50 M

- preparaciéon de una segunda disolucion formada por Na,HPO, a concentracion comprendida
entre 0,10 My 0,15 M con Na,CO3 0,2 M y un compuesto de fltor.

- mezcla bajo agitacion de las dos disoluciones preparadas en las etapas anteriores en
proporcion 1:1 v/iv a pH comprendido entre 8,3 y 8,7 a temperatura ambiente durante un
periodo de tiempo inferior a 2 minutos.

- tres ciclos sucesivos de sedimentacion por centrifugaciéon, eliminacién del sobrenadante y
lavados del precipitado con agua ultrapura.

- liofilizacién del precipitado humedo.

2.- Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque las concentraciones de los
reactivos utilizados para la primera disolucién son 0,1 M para el CaCl, y 0,4 M para el
Naz;CgHs04.

3.- Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1y 2, caracterizado porque las
concentraciones utilizadas para la segunda disolucion son 0,12 M para el Na,HPO, y 0,2 M
para el Na,CO:s.

4.- Procedimiento seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el
compuesto de fllor se selecciona entre CaF,, NaF y KF y se afiade a una concentracion
comprendida entre 0,01 My 0,1 M.

5.- Procedimiento segln la reivindicacion 4, caracterizado porque el compuesto de fluor es
CaF, que se afiade a una concentracion de 0,05 M.

6.- Nanoparticulas de fosfato célcico amorfo recubiertas de citrato y dopadas con flGor
obtenidas mediante un procedimiento segun se define en las reivindicaciones 1 a b5,
caracterizadas porque presentan forma esférica y tamafio comprendido entre 30 y 80 nm y
unos contenidos de Na, Ca, P, citrato, carbonato, fluoruro y agua comprendidos entre:

- entre 3,1% y 3,5% en peso de Na

- entre 27,0 % y 27,4% en peso de Ca

- entre 37,0% y 37,8% en peso de P

- entre 3,5% y 5,0% en peso de citrato

- entre 5,4 % y 7,0% en peso de carbonato
- entre 6,0% y 10,0% en peso de agua

- entre 2,0% y 5,0% en peso de fluoruro

7.- Uso de nanoparticulas de fosfato de calcio amorfo recubiertas de citrato y dopadas con
fldor, segun se definen en la reivindicacion 6, como transportadoras de biomoléculas, farmacos
0 ambos.

8.- Uso de nanoparticulas de fosfato de calcio amorfo recubiertas de citrato y dopadas con
fldor, segun se definen en la reivindicacion 6, como biomateriales en aplicaciones ortopédicas.

9.- Uso de nanoparticulas de fosfato de calcio amorfo recubiertas de citrato y dopadas con
fldor, segun se definen en la reivindicacion 6, para aplicaciones en odontologia.
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10.- Uso segun la reivindicacion 9, como material para preparar cementos para relleno, sellado
0 ambas operaciones en endodoncias y reparaciones dentales.

11.- Uso segun la reivindicacion 9, como componente de pastas dentifricas, gomas de mascar,
enjuagues bucales, barnices de fltor y geles para favorecer la remineralizacion del esmalte
mediante la liberacién gradual de iones calcio, fosfato y fluor.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201431091

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacion de esta opinién.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion

D01 MARTINS, Manuel A., et al. Journal of colloid and interface 2008
science, vol. 318, n® 2, p. 210-216.

D02 WU, Y. J,, TSENG, Y. H., & CHAN, J. C. Crystal Growth & 2010
Design, 10(10), 4240-4242.

D03 HU, Y.-Y., et al. Chemistry of Materials,vol. 23, n°9, p. 2481-2490. 2011

D04 EBRAHIMI-KAHRIZSANGI, Reza; NASIRI-TABRIZ| Particuology, 2011
2011, vol. 9, n° 5, p. 537-544.

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

El objeto de las reivindicaciones 1-11 es un procedimiento de obtencion de nanoparticulas de fosfato célcico amorfo
recubiertas de citrato y dopadas con flGor, las nanoparticulas resultantes de dicho procedimiento y su uso como
transportador de biomoléculas, biomateriales en aplicaciones ortopédicas y odontolégicas y componente de pastas
dentrificas, gomas de mascar, enjuagues, etc.

El documento D01 divulga un procedimiento de preparacion de micro- y nanoparticulas de hidroxiapatito que comprende la
mezcla de acido citrico con Ca(NO3)2*H20 y (NH4),HPO4 manteniendo el valor de pH en un valor comprendido entre 7.4 y
8.5 con NH4OH (25%). Los precipitados obtenidos se separan por centrifugacion, se lavan y se secan en un desecador
(apartado 2.2).

El documento D02, relativo al estudio de la morfologia controlada de cristales de fluorpapatito utilizando iones citrato,
describe un procedimiento de obtencién del fluoarpatito que comprende la mezcla de EDTA-Na-Ca, NazsPO4*12H,0 y NaF
con distintas cantidades de acido citrico en agua destilada, el ajuste del pH, el envejecimiento de la mezcla durante 24h a
120°C. Posteriormente, se lava tres veces y se seca durante un dia a 24°C (pagina 4241).

El documento D03 describe un método de preparacion de un nanocomposite de hidroxiapatito que comprende la disolucién
de Ca(NOgs), en un polimero (PLURONIC F12), la adicién de citrato amoénico en varias concentraciones y la adicion de
(NH4)2HPO4 todo a una temperatura de 4°C. La mezcla se lleva a temperatura ambiente y se forma un gel manteniendo el
valor de pH comprendido entre 7.5 y 8 mediante la adicion de de NH4OH. Las mezclas resultantes se secan por liofilizacion
y se someten a tres ciclos sucesivos de sedimentacion por centrifugacion eliminacion del sobrenadante y lavado con agua
pura (Nanocomposite Synthesis).

El documento D04 describe unas nanoparticulas fluorapatito para aplicaciones biomédicas y dentales oon un tamafio
comprendido entre 25-35nm y unos contenidos en O, F, P y Ca de 22.329% para el O, 1.219% para el F, 21.652% para el P
y 54.8% para el Ca (apartado 3.3, Fig.6 y Tabla 4).

Ninguno de los documentos D01-D04 divulga un procedimiento de obtenciéon de nanoparticulas de fosfato célcico amorfo
dopado con flior que comprenda todas las etapas y condiciones experimentales que se recogen en las reivindicaciones 1-5.
Asi como tampoco divulgan unas nanoparticulas con el tamafio y la compaosicién que se recogen en la reivindicacion 6 para
su uso como transportador de biomoléculas, biomateriales en aplicaciones ortopédicas y odontolégicas y componente de
pastas dentrificas, gomas de mascar, enjuagues, etc. (reivindicaciones 7-11).

Ademas, estos no serian obvios para un experto en la materia a partir de los citados.

En consecuencia, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-11 es nuevo e implica actividad inventiva (Articulos
6.1y8.1delalL.P.)
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