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DESCRIPCION

Una hidroxiapatita plurisustituida y el material compuesto de la misma con un polimero natural y/o sintético, su
preparacion y usos de los mismos

La presente invencién se refiere a una hidroxiapatita multisustituida con especies idnicas fisiolégicamente
compatibles y a su material compuesto biohibrido con un polimero natural y/o sintético, que se pueden usar en la
preparacion de un sustituto 6seo biomimético para tratar defectos del tejido 6seo.

Ademas, la presente invencion se refiere a un procedimiento para su preparacion y usos.

La hidroxiapatita es un fosfato de calcio considerado uno de los materiales mas Utiles como implantes y/o sustitutos
6seos, puesto que es un constituyente esencial de la parte inorganica/mineral de los huesos y dientes de los
mamiferos. Dicha parte inorganica se representé durante un largo tiempo como hidroxiapatita estequiométrica,
Ca1o(PO4)5(OH)2.

En realidad, la fase inorganica fisioldgica de los huesos y dientes no esta hecha unicamente de un fosfato de calcio
estequiométrico o hidroxiapatita (en aras de simplicidad, se denomina a continuacién HA), como se menciona
anteriormente.

De hecho, la hidroxiapatita fisioldgica, que esta presente en huesos y dientes, también comprende en su estructura
una determinada cantidad de sustituciones quimicas, tanto aniénicas como catiénicas, que, por un lado, hacen que
sea mas reabsorbible por el organismo vivo y, por otro lado, le dan una capacidad mas alta para estimular el
crecimiento de nuevo tejido dseo que la hidroxiapatita estequiométrica. Aunque presentes en pequefias cantidades,
dichos sustituyentes idnicos pueden estar ligados a las propiedades bioldgicas especificas de la hidroxiapatita
fisiolégica y pueden desempefiar un papel principal en la bioquimica del hueso, esmalte y dentina.

Por lo tanto, la presencia de estos sustituyentes idnicos es fundamental a fin de obtener un biomaterial que, al
reproducir de una manera éptima (y posiblemente mejor) la bioestructura y bioquimica del tejido éseo natural, pueda
integrarlo y sustituirlo, con tiempos de integracion y regeneracion dseas muy cortos, con respecto a la hidroxiapatita
estequiométrica convencional (que, como tal, se reabsorbe en tiempos demasiado largos y provoca una activacion
de los osteoblastos insuficiente).

Entre los sustituyentes idnicos mas importantes, que estan presentes en la hidroxiapatita fisioldgica, se pueden
mencionar los siguientes:

- por un lado, aniones silicato y carbonato, que sustituyen parcialmente iones fosfato (en el llamado "sitio B" de la
HA);

- por otro lado, cationes Mg2+ y Sr*, que sustituyen parcialmente iones calcio.

Ademas, el ion carbonato también sustituye parcialmente iones OH" del sitio A de la HA, de esta manera, dando
como resultado una sustitucion parcial en ambos sitios A y B de la misma, principalmente en la posicion de fosfato
(sitio B) con respecto a la posicion de hidroxilo (sitio A). De hecho, en la HA fisiologica estan presentes tanto
carbonaciones de tipo A como de tipo B, en una proporcién molar mutua de A/B de aproximadamente 0,7 a
aproximadamente 0,9 (correspondiente a una proporcién molar en porcentaje de A/B de aproximadamente un 70 %
a aproximadamente un 90 %), dependiendo de la especie y edad del sujeto.

El silicio es uno de los oligoelementos esenciales en los procesos biolégicos. Se demostrd la importancia del silicio
para la formacion 6sea y calcificacion mediante estudios cientificos in vitro e in vivo. Por ejemplo, la sustitucion de
iones fosfato con iones silicato en la hidroxiapatita incrementa la actividad de las células osteoblastos con respecto a
la hidroxiapatita estequiométrica. De hecho, se observaron un depdésito 6seo mas alto y una remodelacion dsea mas
rapida sobre la superficie de los implantes de HA reemplazada con iones silicato (en aras de simplicidad, silicio-
hidroxiapatita, SiHA), con respecto a la HA estequiométrica. El contenido de silicio en la apatita bioldgica varia
aproximadamente de un 0,2 a un 0,8 % en peso.

La presencia de silicio también parece promover la adhesion celular y la formacion de parte organica ésea, en
particular, de colageno.

En lo que respecta al magnesio, este parece desempeiiar un papel importante en las modificaciones de la calidad de
la matriz 6sea, dando como resultado la fragilidad de la misma. La falta de Mg2+ afecta negativamente a todas las
etapas del metabolismo del esqueleto, provocando la interrupcion del crecimiento dseo, la reduccién de la actividad
de osteocitos y osteoblastos, osteopenia y fragilidad ésea.

Ademas, la hidroxiapatita sintética sustituida con Mg®* (en aras de simplicidad, MgHA) es mas soluble y, por lo tanto,
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mas reabsorbible que la HA no sustituida. Sin embargo, existe un limite a la incorporacién de Mg2+ en la HA, puesto
que las concentraciones altas de dicho ion tienden a desestabilizar su estructura. Las proporciones molares de
MgZJ'/Ca2+ por encima de 0,3 hacen proporcionalmente probable la formacién de fosfato tricalcico de magnesio en
detrimento de la MgHA.

Se describe hidroxiapatita sustituida con Mg en I. V. Fadeev et al. "Synthesis and Structure of Magnesium-
Substituted Hydroxyapatite", Inorganic Materials, vol. 39, n.° 9, 2003, pp. 947-950.

De todos modos, la sustitucion del ion Ca®* con Mg2+ se puede incrementar ventajosamente incorporando
simultaneamente iones carbonato en el sitio de fosfato (sitio B) de la estructura de apatita. Como tal, el ion carbonato
ya esta normalmente presente en la estructura de HA fisioldgica en una cantidad de un 3 % a un 8 % en peso, con
respecto al peso de la HA, dependiendo de la edad del sujeto. Por lo tanto, se deben llevar a cabo las carbonaciones
sintéticas preferentemente en el sitio B, también porque la carbonacién de tipo A da como resultado una afinidad
mas baja de la apatita hacia las células osteoblastos, lo que da lugar a una adhesién celular mas baja y a una
produccion de colageno baja, con respecto a la HA no sustituida. Por lo tanto, es ventajoso dirigir Gnicamente la
carbonacion de la HA especificamente en su sitio B.

En lo que respecta al ion Sr**, su presencia varia dependiendo de la edad, tejido y ejercicio fisico. La proporcion
molar de Sr**/Ca®" en la HA fisioldgica es generalmente de 0,02 a 0,30, asociandose los valores mas altos con un
hueso joven. Ademas, el Sr*" tiene un efecto estabilizante sobre la estructura de la apatita.

La presencia de cada ion especifico en cantidades convenientes da una contribucién particular al proceso biolégico
de remodelacion dsea y varia adicionalmente las caracteristicas de solubilidad, reabsorcion, estabilidad y resistencia
mecanica de la HA sustituida gracias al gran niumero de defectos cristalinos debidos a su presencia. Por lo tanto,
todas las sustituciones ionicas que estan presentes de manera natural en la HA fisiolégica contribuyen a determinar
las caracteristicas bioldgicas especificas del tejido 6seo.

Por lo tanto, seria extremadamente importante tener un material sintético que pueda reproducir de una manera
optima (y posiblemente mejor) las caracteristicas dadas al tejido 6seo por su componente inorganico fisiolégico
complejo (apatita) para obtener sustitutos 6seos completamente biocompatibles y biomiméticos que se vayan a usar
para tratar defectos 6seos.

Por desgracia, no se conoce un material que cumpla satisfactoriamente las caracteristicas a las que se hace
referencia anteriormente.

Por lo tanto, todavia es necesario tener un material como el descrito anteriormente, que sea completamente
biocompatible y biomimético, cuyas caracteristicas de capacidad de reabsorciéon y osteogénesis sean tales que le
hagan ser un sustituto éptimo del componente inorganico del tejido éseo natural.

La finalidad de la presente invencion es dar una respuesta adecuada a la necesidad divulgada anteriormente.

Esta finalidad y otras, que son evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada, se han logrado por el
solicitante, que ha descubierto inesperadamente que una hidroxiapatita sustituida con una cantidad eficaz de iones
S y opcionalmente que comprenda adicionalmente iones silicato y/o carbonato puede dar una respuesta adecuada
a los problemas a los que se hace referencia anteriormente.

Por lo tanto, un objetivo de la presente invencién es una hidroxiapatita multisustituida con una cantidad eficaz de
iones Sr¥* y, adicionalmente, con al menos otra especie idnica fisiolégicamente compatible, como se divulga en la
reivindicacion independiente adjunta.

Otro objetivo de la presente invencion es un procedimiento para preparar el compuesto anterior, cuyas
caracteristicas se divulgan en la reivindicacion independiente adjunta.

Un objetivo adicional de la presente invencién es el uso del compuesto anterior para preparar un sustituto 6seo,
como se divulga en la reivindicacion independiente adjunta.

Todavia otro objetivo de la presente invencion es el sustituto 6seo obtenido con el compuesto anterior, como se
divulga en la reivindicacion independiente adjunta.

Se divulgan modos de realizacion preferentes de la presente invencion en las reivindicaciones dependientes
adjuntas.

Entre estos, un objetivo particularmente preferente de la presente invencion es un material compuesto biohibrido que
comprenda la hidroxiapatita anterior y que comprenda adicionalmente una cantidad conveniente de un polimero
natural y/o sintético, asi como un procedimiento para preparar dicho material compuesto biohibrido.
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La presente invencion se divulga en detalle en la siguiente descripcion. Ademas, se divulga adicionalmente en
algunos de sus aspectos preferentes mediante las figuras adjuntas 1 a 6, en las que:

- la FIG. 1 muestra la comparacion entre la tendencia dependiente del pH de la conductividad en agua de una
serie dada de suspensiones (acuosas) de los polvos de hidroxiapatitas multisustituidas;

- laFIG. 2 muestra un analisis por ESEM (microscopia electrénica de barrido ambiental) de un material compuesto
(is_SrSiMgCHA/Coll 70/30 FFS, descrito en el ejemplo 2 divulgado a continuaciéon) de acuerdo con la presente
invencion, hecho de una fase inorganica de hidroxiapatita multisustituida (SrSiMgCHA), que se incorpora durante su
sintesis en la fase de colageno en el proceso de autoensamblaje de este ultimo (nucleacién directa in situ); el
material compuesto esta caracterizado por una estructura porosa que comprende poros con un tamafo
extremadamente variable; se pueden ver tanto macroporos, con un tamano por encima de 300 um, que posibilitan la
penetracion de los osteoblastos, como micro-mesoporos, que posibilitan la permeacién de toda la estructura por los
fluidos fisiolégicos;

- la FIG. 3 muestra un analisis por TEM (microscopia electronica de transmisién) de un material compuesto de
acuerdo con la presente invencion (is_SrSiMgCHA/Coll 70/30 FFS) a partir del cual se puede deducir que el proceso
de nucleacion in situ de la apatita en colageno posibilita reducir el tamafio de particula del material compuesto con
respecto al que se puede obtener con dopaje quimico (sustitucion) de la fase inorganica unicamente; de hecho,
mientras que las hidroxiapatitas multisustituidas, como tales, tienen un tamafo de 20 nm a 40 nm, dependiendo de
los iones de dopaje, con nucleacion en colageno in situ se generan apatitas multisustituidas con nucleos que tienen
un tamafo de 5 nma 10 nm;

- la FIG. 4 muestra un analisis por XRD (difraccion de rayos X; radiacion Ka del Cu) de un material compuesto de
acuerdo con la presente invencion (is_SrSiMgCHA/Coll 70/30 FFS); el espectro es tipico de una fase con
cristalinidad baja, sin embargo, se pueden identificar los picos caracteristicos de la fase de apatita (002) a
aproximadamente 26 grados de 2-theta, (211) y (112), que tienden a crear una banda que incluye el pico en (300),
alrededor de 32 grados de 2-theta (theta es el angulo entre el rayo X incidente y el rayo X difractado por la muestra:
por regla general, es la abscisa de un difractograma de rayos X); la apariencia del espectro es consistente con la
composicion del material hecho de una fase organica (colageno) y de una fase inorganica (apatita multisustituida)
con un tamafo de cristalito extremadamente pequefo;

- la FIG. 5 muestra un analisis por FTIR (espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier) de un material
compuesto de acuerdo con la presente invencion (is_SrSiMgCHA/Coll 70/30 FFS), en el que la flexion del carbonato
en el sitio B (874 cm” y la elongacion del COO en el colageno, desplazada hacia valores de nimero de onda mas
bajos (desde 1340 a aproximadamente 1336,5 cm’ ) sefialan una estrecha interaccién entre la apatita y el colageno;
esto confirma la nucleacion de la apatita en el interior y sobre las fibras de colageno, a diferencia de lo que se
produce cuando la fase de apatita preformada se mezcla en la fase de colageno (en este caso, las dos fases
permanecen diferenciadas);

- laFIG. 6 muestra un analisis TGA (curva termogravimétrica y su derivado, extraido del analisis STA: STA incluye
TGA y DTA, es decir, andlisis termogravimétrico + analisis termodiferencial) de un material compuesto de acuerdo
con la presente invencion (is_SrSiMgCHA/Coll 70/30 FFS); la curva de pérdida de peso posibilita evaluar la cantidad
relativa de las fases de apatita y colageno; el material compuesto apatita/colageno 70/30 esta caracterizado por una
proporcidon en peso real de apatita/colageno de aproximadamente 67/33; de hecho, si se considera que la fase de
apatita sola esta caracterizada por una pérdida de peso dependiendo de su estequiometria (generalmente de
aproximadamente un 10-15 %, carbonacién, agua ocluida, adsorbida y asi sucesivamente), se puede deducir el
contenido relativo de la fase de colageno a partir de la pérdida de peso total del material compuesto; el contenido en
peso del carbonato en la apatita se deduce a partir de la pérdida de peso (eliminacién de CO; como resultado del
proceso de descarbonizacion) en el intervalo de 600-1000 °C.

La presente invencion se refiere a una hidroxiapatita (o hidroxiapatita no estequiométrica, en aras de conveniencia
también denominada nsHA) multisustituida con espemes |on|cas fisioldgicamente compatibles, en la que dicha
hidroxiapatita comprende una cantidad eficaz de iones S y Mg y, opcionalmente, que comprende adicionalmente
iones silicato y/o carbonato y mezclas de los mismos. En dicha hidroxiapatita a la que se hace referencia
anteriormente:

- la proporcién molar de iones silicato con respecto a iones fosfato de la hidroxiapatita es de 0,001 a 0,25,
correspondiente a un porcentaje de SiO4/PO4 de un 0,1 % a un 25 %;y

- la proporcion molar de iones Sr?* con respecto a iones ca®" de la hidroxiapatita es de 0,002 a 0,35,
correspondiente a una proporcion molar en porcentaje de Sr/Ca de un 0,2 % a un 35 %.

Preferentemente, dicha proporcién de silicato con respecto a fosfato es de 0,005 a 0,20, correspondiente a una
proporcion molar en porcentaje de SiO4/POsde un 0,5 % a un 20 %.
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Mas preferentemente, dicha proporcion de silicato con respecto a fosfato es de 0,01 a 0,10, correspondiente a una
proporciéon molar en porcentaje de SiO4/PO4 de un 1 % a un 10 %.

A su vez, dicha proporciéon de Sr?* con respecto a Ca® es preferentemente de 0,02 a 0,30, correspondiente a una
proporciéon molar en porcentaje de Sr/Ca de un 2 % a un 30 %.

Mas preferentemente, dicha proporciéon de Sr?* con respecto a Ca® es de 0,03 a 0,25, correspondiente a una
proporciéon molar en porcentaje de Sr/Ca de un 3 % a un 25 %.

En un modo de realizacién preferente de la invencion, dicha hidroxiapatita comprende adicionalmente al menos el
ion carbonato.

Dicho carbonato esta presente en una proporcion molar de carbonato con respecto a fosfato de hidroxiapatita de
0,01 a 0,80, correspondiente a una proporcion molar en porcentaje de CaCO3/PO4 de un 1,00 % a un 80 %;
preferentemente de 0,05 a 0,30, correspondiente a una proporcion molar en porcentaje de CaCO3/PO4 de un 5 % a
un 30 %.

Dicho Mg2+ esta presente en una proporciéon molar de Mg2+ con respecto a Ca® de hidroxiapatita de 0,01 a 0,30,
correspondiente a una proporcion molar en porcentaje de Mg/Ca de un 1,00 % a un 30 %; preferentemente, en una
proporcién molar de 0,03 a 0,20, correspondiente a una proporcién molar en porcentaje de Mg/Ca de un 3 % a un
20 %.

En un modo de realizacién preferente adicional de la invencion, dicha hidroxiapatita comprende adicionalmente una
mezcla de iones carbonato y Mg en la que dichos iones estan presentes en las mismas proporciones molares a
las que se hace referencia anterlormente.

En algunos de los modos de realizacién preferentes de la invencioén, dicha hidroxiapatita comprende los siguientes
iones sustituyentes:

- silicato, Sr**, Mg**; o
- Sr**, carbonato, Mg®";

en la que dichos iones estan presentes en las mismas proporciones molares a las que se hace referencia
anteriormente.

En un modo de reahzamon preferente adicional de la invencién, dicha hidroxiapatita comprende iones silicato, Sr**
carbonato y Mg sustituyentes, en la que dichos iones estan presentes en las mismas proporciones molares a Ias
que se hace referencia anteriormente; preferentemente, dichos iones estan presentes en las siguientes
proporciones:

el ion silicato esta presente en una proporcion molar de SiO4/PO4 de 0,01 a 0,10;

el ion Sr** esta presente en una proporcion molar de Sr/Ca de 0,03 a 0,25;

- el ion carbonato esta presente en una proporcién molar de CO3/PO4 de 0,05 a 0,30;

el ion Mg2+ esta presente en una proporcion molar de Mg/Ca de 0,03 a 0,20.

En un modo de realizacion (que no pertenece a la invencion), la hidroxiapatita multisustituida consiste en una
hidroxiapatita sustituida con: silicato, Sr**, carbonato (SrSiCHA), en la que dichos iones estan presentes en las
mismas proporciones molares a las que se hace referencia anteriormente.

En otro modo de realizaciéon particularmente E)referente de la invencién, la hidroxiapatita multisustituida consiste en
una hidroxiapatita sustituida con: silicato, Sr (SrSiMgHA), en la que dichos iones estan presentes en las
mismas proporciones molares a las que se hace referenma anteriormente.

En otro modo de realizacién (que no pertenece a Ia invencion), la hidroxiapatita multisustituida consiste en una
hidroxiapatita sustituida con: silicato, carbonato, Mg (SiIMgCHA), en la que dichos iones estan presentes en las
mismas proporciones molares a las que se hace referencia anteriormente.

En otro modo de realizacion partlcularmente preferente de la invencién, la hidroxiapatita multisustituida consiste en
una hidroxiapatita sustituida con: Sr?*, carbonato y Mg * (SrMgCHA), en la que dichos iones estan presentes en las
mismas proporciones molares a las que se hace referencia anteriormente.
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En un modo de realizacion particularmente preferente adicional de la invencion, la hidroxiapatita multisustituida
consiste en una hidroxiapatita sustituida con: silicato, Sr**, carbonato y Mg®* (SrSiMgCHA), en la que dichos iones
estan presentes en las mismas proporciones molares a las que se hace referencia anteriormente.

Se sinterizaron polvos de HA multisustituida de acuerdo con la presente invencidén con un procedimiento
convenientemente estudiado y optimizado para obtener resultados que sean similares, en tanto como sea posible, a
lo que se produce en la naturaleza.

Dicho procedimiento para preparar una hidroxiapatita multisustituida de acuerdo con la presente invencién incluye
neutralizar una suspension acuosa basica a) de Ca(OH),, que comprenda una cantidad conveniente de iones Sr*",
mediante adicidon de una solucidon acuosa b) de H3PO., en el que, en dicha reaccion de neutralizacion:

i) dicha suspension acuosa a) comprende adicionalmente una cantidad eficaz de iones Mg2+ y opcionalmente iones
silicato; y

ii) la adicion de dicha solucién b) se lleva a cabo simultdneamente a la adicion de una solucién acuosa de iones
bicarbonato.

Dicha reaccion de neutralizacion se llevd a cabo a temperatura ambiente o fisiolégica (de 20 °C a 40 °C,
preferentemente de 25 °C a 37 °C). Toda la sintesis se lleva a cabo en condiciones de pH autocontrolado a
aproximadamente 12 (evitando de esta manera las adiciones continuas de agentes basificantes, tales como
amoniaco), garantizando la estabilidad termodinamica de la fase de apatita con respecto al bifosfato de calcio, que
compite con la misma a valores de pH bajo.

Se introducen los sustituyentes idnicos de fosfato y calcio deseados de la hidroxiapatita en el entorno de reaccion
usando como reactivos sales adecuadas de los mismos, tales como, preferentemente, aunque no necesariamente
(se pueden usar otras sales de los mismos si se desea): cloruro de magnesio, bicarbonato de sodio, tetraacetato de
silicio, nitrato de estroncio, disueltos en la solucion acuosa en cantidades convenientes.

Preferentemente, se usan dichas sales y reactivos (iniciales) en las siguientes concentraciones:

- Ca(OH).: de 10 a 1000 g/I, preferentemente de 30 a 250 g/l;

- Si(CH3COO0)4: de 5 a 500 g/l, preferentemente de 8 a 70 g/l;

- Sr(NO3).: de 5 a 600 g/l, preferentemente de 25 a 300 g/;

- MgCl, 6 H>O: de 5 a 700 g/l, preferentemente de 25 a 250 g/;

- H3PO4: de 5 a 1000 g/l, preferentemente de 50 a 200 g/l;

- NaHCOs3: de 2 a 600 g/l, preferentemente de 8 a 70 g/l.

En un modo de realizacion preferente, se afiade una suspension de hidréxido de calcio (con agitacion y a
temperatura ambiente o fisiolégica) con cantidades convenientes de soluciones de nitrato de estroncio y cloruro de

magnesio y opcionalmente tetraacetato de silicio.

Todavia bajo agitacion, se hace gotear la cantidad necesaria de acido ortofosférico (y de bicarbonato de sodio, si se
desea, haciéndolo gotear por separado del acido ortofosférico) en la suspension anterior.

La tabla 1 contiene a modo de ejemplo las cantidades de reactivos usados para las sintesis de algunas apatitas
multisustituidas de acuerdo con la invencion.
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Tabla |
Si
Ca(OH)z (CH3C00)4 MgC|2 6 Hzo SI'(NOs)z H3P04 NaHCO:,
Intervalo de 10-1000 g/l 2-500 g/l 5-700 g/l 5-600 g/l 5-1000 g/l 2-600 g/l;
concentrac. de pref.: 30-250 pref.: 8-70 pref.: 25-250 pref.: pref.: pref.: 8-70
reactivos gll gll gll 25-300 g/l 50-200 g/l gll
SiHA-1 (no forma parte| 20 gen600ml | 1,94gen200ml| | 16,63gen |
de la invencién) de H,O de H,O 200 ml de H,O
SiHA-2 (no forma parte| 20 gen 600 ml | 3,66gen200ml| | 1565gen |
de la invencién) H.0 de H,O 200 ml de H,O
SiHA-3 (no forma parte| 20 gen 600 ml |6,55gen200ml| | 14,00gen |
de la invencién) de H,O de H,O 200 ml de H,O
SICHA-1 (noforma | 20gen600mI|194gen200ml| | 1663gen | O 2den
parte de la invencidn) de H,O de H,O 200 ml de H,O
de Hzo
SiCHA-2 20 g en 600 ml 1,94gen | - | - 16,63 gen 1,82gen
(no forma parte de la 200 ml de
invencién) de H,O 200mlde H,O | - [ - 200 ml de H,O H,0
SiCHA3 (noforma | 20gen600mi|194gen200ml| | 1663 gen | “0den
parte de la invencion) de H,O de H,O 200 ml de H,O
de Hzo
siMgHA-1 (no forma 20gen600ml |1,94gen200mlf 7,86gen200ml | 16,63gen |
parte de la invencion) de H,O de H,O de H,O 200 ml de H.O
. 8,12gen
SiMgCHA-1 (no forma [ 20 gen 600 ml (1,94 gen200ml|7,86gen200ml| 16,63 gen 200 m
parte de la invencidn) de H,O de H,O de H,O 200 ml de H,O de H,0
. 1,82gen
SiMgCHA-2 (no forma [ 20gen600ml |1,94gen200ml|7,86gen200ml| 16,63 gen 200 ml
parte de la invencidn) de H,O de H,O de H,O 200 ml de H,O de H,0
SIMGCHA-3 (no forma (100 g en 700 mi|9,72gen200mi| %309 | 8315gen | 080N
parte de la invencidn) de H,O de H,O de H,0 300 ml de H,O de H,0
MgHA (no forma parte (100gen800ml| 452‘8(7) gnf"n _____ 82,(;309me;n _____
de la invencién) de H,O de H,0 de H,0
i 45,97 gen 54,25 gen 88,8gen
SrMgHA-1 100 h 6000 my 200 ml 200 ml de 600ml |
2 de H,0 H,0 de H,0
i 65,13 gen 54,25 gen 88,8gen
SrMgHA-2 100genoo0mi . 200 ml 200mide | 600ml | -
2 de H.0 H.O de H,0
i 86,83 gen 54,25 gen 88,8gen
SrMgHA-3 100 h 6000 mh 200 ml 200 ml de 600ml | -
2 de H.0 H.O de H.0
i 8,22gen 1,82gen
SrSiMgCHA 20gen 600 ml | 1,94 gen 200 ml| 7,86 g en 200 ml 16,63 gen
de H,0 de H,0 de H,0 200ml 100 mide H,o| 290 M
2 2 2 de H,0 2 de H,0

Después de hacer gotear la solucion de acido ortofosforico (y de bicarbonato de sodio, si se desea) en la suspension
de hidroxido de calcio, afiadida con iones Sr** y Mg2+ y opcionalmente iones silicato, la mezcla resultante se deja
bajo agitacion durante 1 h y luego se deja reposar durante 2 h. Entonces se retira el licor madre, por ejemplo,
mediante centrifugacion (por ejemplo, a 5000 revoluciones durante 3 minutos). Se redispersa preferentemente la
parte solida en agua destilada y entonces se centrifuga de nuevo. Esta operacién de lavado se puede repetir varias
veces, si se desea. Al final de esta, el polvo se seca (por ejemplo, mediante liofilizacién o secado en un horno
ventilado a 40-60 °C) y se reduce a la granulometria deseada para los siguientes usos. En un modo de realizacion
de la invencién, se tamiza a 150 um el polvo de HA multisustituida obtenido de esta manera.
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A modo de ejemplo, la tabla Il contiene datos comparativos de proporciones molares de sustitucion (ion
sustituyente/ion sustituido) usadas en algunas de las soluciones de reactivo de partida en comparaciéon con las

obtenidas en los polvos sintetizados correspondientes de HA multisustituidas, con los rendimientos de sustitucion
correspondientes.
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A su vez, la tabla Ill contiene la composicion quimica de los compuestos de la tabla Il (contenido en % en peso de
los iones sustituyentes en cuestion).

Tabla lll
% en peso de iones de sustituyentes en la
hidroxiapatita

Si CO; Mg** sr**
SiHA-1 (no forma parte de la invencion) 0,63 2,48 - -
SiHA-2 (no forma parte de la invencion) 1,26 2,41 - -
SiHA-3 (no forma parte de la invencion) 2,41 2,35 - -
SiCHA-1 (no forma parte de la invencion) <0,005 5,58 - -
SiCHA-2 (no forma parte de la invencion) 0,41 4,13 - -
SiCHA-3 (no forma parte de la invencion) 0,09 417 - -
SiMgHA-1 (no forma parte de la invencion) 0,70 2,59 0,96 -
SiMgCHA-1 (no forma parte de la invencion) <0,005 3,15 2,97 -
SiMgCHA-2 (no forma parte de la invencion) 0,38 4,34 2,38 -
SiMgCHA-3 (no forma parte de la invencion) 0,42 4,87 1,08 -
MgHA (no forma parte de la invencion) - 3,20 0,87 -

SrMgHA-1 3,35 1,48 7,97

SrMgHA-2 3,41 1,98 8,40

SrMgHA-3 3,45 2,98 8,39

SrSiMgCHA 0,20 3,70 2,03 6,64

A partir de las tablas Il y Il se puede deducir, entre otras cosas, que la hidroxiapatita sustituida con iones silicato
(SiHa), preparada como se hace referencia anteriormente, tiene una eficacia (rendimiento) de sustitucion molar
Si04/PO4 de aproximadamente un 80 %. Durante la sintesis, llevada a cabo en aire (atmdsfera no inerte), se puede
ver que los polvos incorporan del aire pequefias cantidades de iones carbonato (tabla Il, SiHA; SiMgHA; M%HA;
SrMgHA, y tabla lll, de un 2,35 a un 3,45 % en peso) en el sitio de fosfato, sea cual sea el contenido de Sr * (y
opcionalmente silicato) en la solucién.

El grado de sustitucion iénica en el interior de la celda cristalina de la HA no es siempre directamente proporcional a
la cantidad de ion usado como reactivo sustituyente. Esto se produce especialmente con la sintesis de apatitas
multisustituidas, en la que la presencia simultanea de algunos iones puede afectar tanto positiva como
negativamente a la eficacia y, por lo tanto, al rendimiento de las sustituciones. Preferentemente, el proceso de
sintesis se ajusta para cada tipo de sustitucion por medio de un procedimiento iterativo (es decir, llevando a cabo un
numero suficiente de pruebas variando repetidamente las proporciones molares mutuas entre los iones sustituyentes
de reactivo). De esta manera, al optimizar las cantidades de los reactivos iniciales, fue posible obtener las
sustituciones iénicas deseadas en el porcentaje deseado.

De esta manera, fue posible preparar hidroxiapatitas multisustituidas caracterizadas por las proporciones de
sustitucion ionica de fosfato y calcio como se describe anteriormente. Inesperadamente, el analisis por
espectroscopia de infrarrojos mostré la ausencia de carbonacion en el sitio A de la hidroxiapatita. Por lo tanto, la
optimizacion del procedimiento de preparacién de acuerdo con la presente invencidn como se describe
anteriormente posibilité obtener inesperadamente hidroxiapatitas multisustituidas selectivamente carbonadas en el
sitio de fosfato B de la hidroxiapatita.

Se llevo a cabo la sustitucion de Ca?* de la hidroxiapatita con Mg2+ en tal grado que se obtuvo una proporcion molar
de MgZJ'/Ca2+ de 0,01 a 0,30, correspondiente a una proporcion molar en porcentaje de Mg/Ca de un 1,00 % a un
30 %; preferentemente en una proporcion molar de 0,03 a 0,20, correspondiente a una proporcion molar en
porcentaje de Mg/Ca de un 3 % a un 20 %.

En la hidroxiapatita sustituida con iones silicato y carbonato (SiCHA), se evalud la sustitucion simultanea de iones
silicato y carbonato en el sitio de fosfato (sitio B) aplicando en la solucidon de reactivo una proporcién molar de
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Si04/PO4 = 0,05 y una proporcién molar de CO3/PO4 de 0,15 a 0,67 (tabla Il). El resultado fue que el silicato no
aparece en la estructura de apatita si estan presentes concentraciones de carbonato altas (CO3/PO4 = 0,67) en la
solucion, mientras que puede existir una sustitucion parcial de ambos iones si disminuye el contenido de carbonato
en la solucién. En particular, mientras que la CO3/POs molar real en el polvo final (HA sustituida) sea de
aproximadamente 0,1, el contenido de SiO que sustituye en realidad a PO4 se incrementa fuertemente si la sintesis
se lleva a cabo aplicando en las soluciones de partida una proporcién molar de CO3/PO4 = 0,15, en lugar de = 0,33.
De manera similar, mientras que la fraccion de carbonato en el polvo final esté ligeramente por encima de un 4 % en
peso con respecto al peso del polvo (100 g de polvo sintético contienen 4 g de iones carbonato) en ambos casos, el
porcentaje en peso de SiO4 cambia desde un 0,1 a un 0,4 % (véase la tabla IlI).

Los polvos preparados aplicando una proporcién molar de CO3/PO4 = 0,15 de partida tienen un contenido de iones
sustituyentes similar a las cantidades en los tejidos biolégicos.

El efecto del carbonato anadido en la reduccién de la estabilidad de la hidroxiapatita es bastante evidente, puesto
que la SiCHA-1, preparada usando una CO3/PO4 molar de 0,67, consiste en una fase de apatita de baja cristalinidad
con pequefas cantidades de calcita, mientras que en los polvos preparados aplicando proporciones molares
CO3/PO4 = 0,15y 0,33, no se forma CaCOs.

La hidroxiapatita cosustituida con silicato y carbonato, SiCHA, es térmicamente altamente estable con respecto a la
hidroxiapatita sustituida con silicato, SiHA. De hecho, después de un tratamiento térmico a 1400 °C, la apatita SiICHA
muestra Unicamente pequefias cantidades de fases secundarias, por ejemplo, beta-fosfato tricalcico, B-TCP,
aproximadamente un 1,5 % en volumen y, mas raramente, CaO.

En la hidroxiapatita sustituida con iones silicato y MgZ+, (SiMgHA), bajo las condiciones anteriores de sintesis
comunmente aplicadas, una determinada cantidad de carbonato presente en el aire y en el entorno de reaccion
entra espontaneamente en la estructura.

El rendimiento de sustitucion del ion silicato, es decir, la cantidad que en realidad entra en la estructura de la HA con
respecto a la cantidad introducida en la solucién de reactivo, expresada como la proporcion molar de SiO4/PQOa, es
de un 90 %, mientras que Unicamente aproximadamente 1/3 del Mg2+ introducido en la solucién de reactivo
(expresado como la proporcion molar de Mg/Ca) en realidad esta presente en la HA sustituida sintetizada (tablas 1l y

).

Se prepararon las hidroxiapatitas sustituidas con iones silicato, Mg®* y carbonato (SiMgCHA) aplicando, en las
soluciones de partida, las proporciones molares de SiO4/PO,; = 0,05; CO3/PO4 = 0,15-0,67; Mg/Ca= 0,15. Aqui, de
nuevo, los contenidos altos de carbonato en la solucion (CO3/PO4 = 0,67) limitan la incorporacion de SiO4 en la
estructura de la HA. Bajo estas condiciones, el carbonato por si mismo muestra un rendimiento de sustitucion
limitado (12 %), pero, aplicando una proporcion molar de CO3/PO4 = 0,15 entre la solucion de reactivo, es posible
obtener en la hidroxiapatita sintética multisustituida rendimientos de incorporacién de hasta un 50 % para silicato y
de hasta un 90 % para carbonato, con un contenido en % en peso de carbonato en el polvo final de un 4,5-5 %.

El efecto de los iones sustituyentes en la reduccion de la pureza de la hidroxiapatita es bastante evidente, asi como
la cristalinidad del polvo y el tamafio cristalino promedio, debido al caracter de cristalinidad habitualmente baja de la
hidroxiapatita multisustituida resultante.

Mientras que la apatita SiMgCHA obtenida usando un contenido inicial alto de carbonato en la solucion (CO3/PQO4
molar = 0,67) contiene aproximadamente un 7 % de calcita, al reducir el contenido de carbonato relativo a 0,15, se
obtiene apatita sin fases secundarias y estable hasta a 1000 °C, cuando empiezan a aparecer trazas de BTCP.

También se obtuvo un efecto positivo al incrementar la concentracion de Ca®* y de PO,* (y, por consiguiente, de
todos los demas reactivos para mantener las mismas condiciones iniciales en lo que respecta a las proporciones
molares) en las soluciones de reactivo. De hecho, se ven afectadas la cristalinidad del polvo y la eficacia de la
sustitucion por iones externos. Por ejemplo, al cambiar desde 20 g de Ca(OH), (0,27 moles de Ca**) en un volumen
total de aproximadamente 1000 ml de solucién (concentracion de Ca(OH), de 20 g/l) a 100 g (1,28 moles de Ca®")
en un volumen total de aproximadamente 1200 ml (concentracion de Ca(OH), de 83 g/l), y desde 16,63 g de H3PO4
(0,14 moles de PO4) en 200 ml (concentracion de HzPO, de 83,15 g/l) a 83,159 (0,72 moles de PO4) en 300 ml
(concentracion de HiPO4 de 277,17 g/l) (SiIMgCHA-2 y SiMgCHA-3), mientras que el contenido de SiO4 en las
apatitas sintéticas correspondientes, HA sustituidas, es similar, se incrementa el grado de carbonacién y el contenido
de Mg2+ es practicamente la mitad.

Se observo que Mg2+ consigue penetrar en estas HA multisustituidas en una cantidad de aproximadamente un 2,5-
3 % en peso, con respecto al peso del polvo sintético, con un contenido de carbonato por encima de un 4 % en peso
con respecto al peso del polvo sintético, y con un contenido de Si de aproximadamente un 0,4 % en peso con
respecto al peso del polvo sintético. Aqui, de nuevo, la sustitucion simultanea de iones SiO4 y carbonato fue posible
si la cantidad de carbonato introducido como reactivo es de un 15 % de los moles de fosfato.
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La cristalinidad y estequiometria de la HA sustituida en polvo afectan fuertemente a su estabilidad térmica: por
ejemplo, SiMgCHA-2 y SiMgCHA-1 se descomponen termlcamente a 1000 °C, mientras que la SiMgCHA-3 es
bastante estable hasta 1400 °C. Hidroxiapatita sustituida con iones Sr**, Mg®* y carbonato (SrMgCHA).

La evaluacion de la eflca0|a deI ion Sr** como estabilizador de la apatita MgHA fue posible con la preparacion de
SrMgCHA. Se sabe que Mg®* penetra con dificultad como sustltuyente de Ca”" en la celda de h|dr0X|apat|ta debido
a la gran diferencia de tamafo entre los dos iones (radlo ionico de Ca?* = 1 00 A, radio iénico de Mg® = 0,72 A). La
introduccion de un catién bivalente con tamario mas grande, tal como Sr** (radio idnico de Sr** = 1,12 A), que esta
presente de todos modos en la apatita fisioldgica, demostré poder contrarrestar el efecto desestabilizante de Mg
La comparacion de las propledades quimico-fisicas de la apatita en polvo obtenlda mediante sintesis con
concentraciones variables de Mg en la solucion de partida, en presenma o ausencia de Sr** (los demas parametros
del procedimiento permanecen iguales), posibilité observar que Sr? puede incrementar la incorporacién de Mg en
la apatita. Por eJempIo aI usar en la solucién de partida una proporcién molar en porcentaje de Mg/Ca de un 15 %,
una integracion de Mg** de un 4,3 % en mol (expresada como % de Mg/Ca) y un 0,87 % en peso en la apatita en
polvo en ausencia de estroncio, en comparacion con los valores de un 6 1% en mol y un 1,48 % en peso,
respectivamente, obtenidos llevando a cabo la sintesis en presencia de Sr** (tablas | y II: SrMgHA-1 y MgHA en
polvo).

Las HA cosustituidas con Sr** y Mg2+ son resistentes al tratamiento con calor en aire hasta aproximadamente
1000 °C sin generar fases secundarias, a diferencia de la hidroxiapatita sustituida unicamente con Mg, que tiende a
convertirse en hidroxiapatita estequiométrica que disocia Mg en la fase de fosfato tricalcico. La posibilidad de
cosustituir las SrMgHA con iones carbonato las hace sintetizables bajo condiciones adecuadas especificas
(atmésfera de dioxido de carbono, ciclo térmico optimizado) a temperaturas relativamente bajas con respecto a la HA
estequiométrica, obteniendo de esta manera una buena densificacion. De esta manera, es posible explotar como
sinergia la capacidad peculiar de S y el efecto inducido por una buena densificacién a fin de potenciar las
propiedades mecanicas de la apatita (lo que es importante, por ejemplo, para la produccion de sustitutos éseos
porosos).

Hidroxiapatita sustituida con iones silicato, Sr**, Mg?", carbonato (SiSrMgCHA).

En un modo de realizacién preferente de la invencion, se llevd a cabo la sintesis de apatita a la que se hace
referencia anteriormente, multisustituida con contenidos de iones sustituyentes dentro del intervalo bioldgico, usando
preferentemente concentraciones de los reactivos en la solucion de tal manera que se obtuvieran las siguientes
proporciones molares: SiO4/PO4 = 0,05; CO3/PO4 = 0,15; Mg/Ca = 0,15; Sr/Ca = 0,20.

El polvo final (HA sustituida) obtenido esta caracterizado por valores de proporciones molares en porcentaje de
Si04/PO4 = 1,4 %; CO3/PO4 = 9,8 %; Mg/Ca = 9,3 %; Sr/Ca = 8 %, correspondlentes a un contenido en peso de un
0,20 % de silicato, un 3,70 % de COs, un 2,03 % de Mg2+ y un 6,64 % de Sr**

Con un propésito meramente indicativo, la hidroxiapatita no estequiométrica multisustituida de acuerdo con la
presente invencion puede estar representada en promedio por la siguiente férmula:

Ca1o.x/z.z.wMgZSrw(PO4)5.X.y(CO3)X(SiO4)y(OH)z.y

Mediante un mero modo de ejemplo y sin ninguna intencién limitativa, a continuaciéon se divulga un ejemplo de
preparacion de una hidroxiapatita multisustituida particularmente preferente de acuerdo con la presente invencion.

Preparacion de SrSiMgCHA (multisustitucion con cuatro tipos de iones sustituyentes).

Todo el procedimiento se lleva a cabo a temperatura ambiente (25 °C).

Se prepara una suspension de hidroxido de calcio en un matraz (capacidad de 2 litros) dispersando 20 g de Ca(OH);
al 95 % en 600 ml de H,O. Se mantiene la suspension resultante bajo agitacién a aproximadamente 300 rpm por
medio de un agitador de palas mecanico. Por separado, se preparan las siguientes soluciones y se afiaden
consecutivamente a la suspension de hidréxido de calcio:

- 1,94 g de tetraacetato de Si (pureza de un 98 %) en 200 ml de H20;

- 7,86 g de MgCl»-6 H2O (pureza de un 99 %) en 200 ml de H20;

- 8,22 g de Sr(NOs3)2 (pureza de un 99 %) en 200 ml de HO. Por separado, se preparan las siguientes
soluciones:

- 16,63 g de H3PO4 (pureza de un 85 %) en 200 ml de H.0;
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- 1,82 g de NaHCO3 en 200 ml de H2O.

Estas dos soluciones se afiaden gota a gota a la suspension de Ca(OH),, preparada previamente, en
aproximadamente 3 horas, simultaneamente, pero con alimentadores separados. Una vez que se ha completado el
goteo, el sistema se mantiene bajo agitacion durante 1 hora, entonces, se deja reposar durante una noche.

Entonces, el licor sobrenadante se retira mediante centrifugacion y se llevan a cabo tres ciclos de lavado y
centrifugacion, cada uno con 1 1 H2O. Entonces, se seca el producto obtenido de esta manera en un horno ventilado
(40 °C) (o mediante liofilizacién) y, finalmente, se tamiza a 150 micrometros.

Como se menciond anteriormente, en todas las HA multisustituidas sintetizadas de acuerdo con la presente
invencion no existia carbonacion en el sitio A (hidroxilo), confirmando de esta manera la eficacia del procedimiento
de sintesis de acuerdo con la presente invencion en la maximizacion de la carbonacion de tipo B (sito de fosfato).

Todos los polvos de HA multisustituidas tienen un tamafio nanométrico; el tamafo de particula promedio tiende a
disminuir con el incremento en el ndmero de cosustitucion. A modo de ejemplo, para la HA multisustituida
SiSrMgCHA se observaron tamafios promedio de 20-25 nm.

Los analisis por difractometria de rayos X (XRD) mostraron que todas las apatitas sintetizadas son puras (es decir,
sin fases secundarias) y estan caracterizadas por un bajo grado de cristalinidad, como consecuencia de las
condiciones especificas optimas del procedimiento (reactivos, temperatura, envejecimiento). Los espectros de XRD
son muy similares al espectro de la fase inorganica fisiolégica.

Mas en este punto, las hidroxiapatitas multisustituidas con al menos tres iones sustituyentes demostraron ser
particularmente preferentes en lo que respecta a la biomimética y capacidad de reabsorcion, es decir, la mejor
similitud con el comportamiento biolégico de la fase de apatita del tejido 6éseo natural.

Las hidroxiapatitas multisustituidas con cuatro iones sustituyentes, como se describe anteriormente, han demostrado
ser todavia mas preferentes.

Cuantas mas cosustituciones se lleven a cabo, los valores de la densidad de los polvos de la HA multisustituida
disminuyen desde un valor de 3,16 g/cm3, lo que caracteriza la hidroxiapatita estequiométrica, de acuerdo con el
incremento de los defectos estructurales y la desviacion de la estequiometria relacionados con la misma.

Se evalud indirectamente el efecto de la multisustitucién iénica en la HA sobre su solubilidad y, por lo tanto, sobre su
capacidad de reabsorcion in vivo midiendo la conductividad de las suspensiones acuosas de los polvos de dicha HA
multisustituida como una funcién del pH. Dichos analisis sefialaron, como se muestra en la FIG. 1 adjunta, que la
solubilidad varia de acuerdo con la secuencia SiHA<SICHA, SiMgHA<SIMgCHA<SrSiMgCHA. La conductividad se
incrementa, partiendo de valores de pH mas basicos, de acuerdo con la secuencia anterior y, en particular, se puede
observar que, de todos modos, para todas las apatitas, a pH 7,4 fisioldgico, la curva de conductividad ha ascendido
desde el valor meseta, a diferencia de lo se produce con una hidroxiapatita estequiométrica, que es practicamente
insoluble (Kps de aproximadamente 10°°). Ademas, los valores de conductividad absoluta de SiMgCHA y
SrSiIMgCHA son mas altos que los de otras apatitas comparadas, lo que las hace potencialmente mas
bioreabsorbibles que las ultimas.

Las pruebas directas de solubilidad de hidroxiapatitas multisustituidas en un fluido fisiolégico sintético (solucion
equilibrada de Hank) confirman basicamente la secuencia anterior, asi como la consiguiente mejora in vivo.

Esto confirma lo que se ha sefialado previamente sobre las ventajas relacionadas con hidroxiapatitas sintéticas
multisustituidas con al menos tres iones sustituyentes (preferentemente cuatro) en lo que respecta a su biomimética
y capacidad de reabsorcion.

Las HA multisustituidas de acuerdo con la presente invencién han demostrado ser extremadamente similares tanto
estructural como biolégicamente a la HA fisioldgica presente en los tejidos éseos del organismo.

Como consecuencia, representan el sustituto sintético ideal de la HA fisiologica en la preparacion de un
sustituto 6seo completamente biocompatible y biomimético.

Con este propdsito, en un modo de realizaciéon particularmente preferente de la presente invencion, se lleva a cabo
el procedimiento para preparar HA multisustituida de acuerdo con la presente invencién en presencia de una
cantidad conveniente de un polimero natural y/o sintético adecuado; preferentemente, en presencia de fibrillas de
colageno, simultaneamente al proceso de autoensamblaje de dichas fibrillas. De esta manera, es posible obtener un
material compuesto biohibrido que tenga una alta biomimética composicional, morfoldgica y estructural, puesto que
dicho material compuesto se produce simulando el proceso de osteogénesis.
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Por lo tanto, un objetivo particularmente preferente de la presente invencion es el material compuesto biohibrido al
que se hace referencia anteriormente, es decir, una hidroxiapatita sustituida, como se describe anteriormente,
comprendiendo adicionalmente dicha hidroxiapatita una cantidad eficaz de un polimero biocompatible, natural o
sintético (tal como, poli(acido lactico)). Dicho polimero se elige preferentemente entre los polimeros naturales de
origen proteico o polisacaridos: gelatinas, albuminas, alginatos, goma gellan, almidones, quitosanos, celulosas,
colageno y asi sucesivamente. Mas preferentemente, dicho polimero natural es colageno, en particular, fibrillas de
colageno de autoensamblaje.

Dicho colageno esta presente en tal cantidad que la proporcion en peso mutua (p/p) de la fase inorganica de apatita
final, nucleada en el interior y sobre las fibrillas de colageno, con respecto a colageno, SubstHA/Coll, es de
aproximadamente 85 a 15; preferentemente, dicha proporcion es de 80 a 20; mas preferentemente de 75 a 25.

Es todavia mas preferente una proporcion de SubstHA/Coll de aproximadamente 70/30 p/p, que sea cercana a la
proporcion peso/peso de componente organico/apatita bioldgica del tejido 6seo.

De acuerdo con un procedimiento preferente, la cantidad deseada de colageno se mezcla con la solucion de acido
ortofosférico. La solucion resultante se hace gotear, si se desea, simultaneamente en una solucién de bicarbonato
de sodio (u otra fuente de iones bicarbonato), en una suspension acuosa de hidréxido de calcio, que contenga
cantidades convenientes de iones Sr** e iones Mg2+ y opcionalmente iones silicato, estando presentes dichos iones
en las proporciones descritas anteriormente en la seccién relativa a la preparacion de la HA multisustituida en polvo
de acuerdo con la presente invencion. Dichos iones sustituyentes mencionados anteriormente estan presentes como
sales solubles en agua; preferentemente, como tetraacetato de silicio, nitrato de estroncio, cloruro de magnesio u
otras sales similares.

Al final del goteo, que se llevd a cabo usando el mismo procedimiento que se describe previamente, se forma la
hidroxiapatita (nucleada) en el interior y sobre las fibrillas de colageno de autoensamblaje.

El material compuesto biohibrido obtenido de esta manera se lava varias veces con agua y se liofiliza.

La biomimética del procedimiento de preparacion descrito anteriormente, y, por lo tanto, del producto biohibrido
obtenido, se puede optimizar si dicha preparacion se lleva a cabo bajo condiciones fisiolégicas de temperatura
(37 °C) y pH (7,4) del agente de dispersién acuoso.

En un modo de realizacién particularmente preferente, se lleva a cabo la sintesis usando como disolvente para el
componente basico, no agua pura, sino fluido fisiologico sintético (FFS) que contiene los mismos iones que estan
presentes en el plasma humano, y que tiene un pH = 7,4 (pH fisiologico). Las condiciones de dilucion son criticas
para obtener, como fase inorganica, hidroxiapatita sustituida pura (es decir, no contaminada por otras fases). Dichas
condiciones para una diluciéon éptima se encontraran experimentalmente cada vez, dependiendo de la cantidad y
calidad de la sustitucién deseada (aqui, de nuevo, se usa un procedimiento iterativo como el descrito anteriormente).

Lo siguiente contiene, mediante un mero modo de ejemplo no limitativo, los procedimientos de sintesis preferentes
de dos materiales compuestos HA multisustituida/colageno en una proporcién de 70/30 peso/peso.

Ejemplo 1 (no de la invencion)

Preparacion del material compuesto: SiMgCHA/Coll 70/30_FFS Condiciones iniciales (soluciéon de reactivo), las
proporciones molares iniciales son las siguientes:

proporcion molar de Mg/Ca = 0,15;

proporcion molar de SiO4/POg = 0,05;

proporcion molar de CO3/PO4 = 0,15.
Procedimiento de funcionamiento:
Se prepara una solucion acuosa A), que contiene: 120 g de gel de coldgeno en acético al 1% en peso
(correspondiente a 1,2 g de colageno) afiadidos a una solucién al 85 % de H3PO4 (0,0157 moles, correspondientes a

1,809 g) en 250 ml de agua.

Se prepara una solucién acuosa B), que contiene: NaHCO3 (0,00141 moles, correspondientes a 0,1184 g) en 100 ml
de agua.

Se prepara una suspension acuosa C), que contiene la cantidad necesaria de reactivos para la nucleacion in situ, en
el interior y sobre fibras de colageno, de 2,8 g de HA multisustituida, es decir:
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un 95 % de Ca(OH), (0,0279 moles, correspondientes a 2,176 g) en 35 ml de FFS + 700 ml de H20;
MgCl»-6H20 (0,00487 moles, correspondientes a 0,990 g) en 100 ml de H;0;
un 98 % de Si(CH3COO)4 (0,000785 moles, correspondientes a 0,218 g) en 100 ml de H20.

Se hacen gotear simultdneamente las dos soluciones A) y B) (preferentemente, por separado) en la suspension C),
se mantiene bajo agitacion a 37 °C, en aproximadamente 30-60 minutos.

Al final de la adicion, la mezcla se deja reposar durante 1 h.

Se retira el licor sobrenadante por filtracion (o centrifugacion).

Se lava 3 veces el material compuesto, cada vez con 300 ml de agua.
Se filtra y liofiliza el producto.

El producto obtenido de esta manera tiene la siguiente composicion:
Mg/Ca molar = 0,052; CO3/PO4 molar = 0,135; SiO4/PO4 molar = 0,005
Ejemplo 2 (de la invencion)

Preparacion del material compuesto SrSiMgCHA/Coll 70/30_FFS Condiciones iniciales (solucion de reactivo), las
proporciones molares iniciales son las siguientes:

proporcion molar de Mg/Ca = 0,15;

proporcion molar de SiO4/PO4 = 0,05;

proporciéon molar de CO3/PO4 = 0,15;

proporcion molar de Sr/Ca = 0,20.
Procedimiento de funcionamiento:
Se prepara una solucion acuosa A), que contiene: 120 g de gel de coldgeno en acético al 1% en peso
(correspondiente a 1,2 g de colageno) afiadidos a una solucién al 85 % de H3PO4 (0,0157 moles, correspondientes a

1,809 g) en 250 ml de agua.

Se prepara una solucién acuosa B), que contiene: NaHCO3 (0,00141 moles, correspondientes a 0,1184 g) en 100 ml
de agua.

Se prepara una suspension acuosa C), que contiene la cantidad necesaria de reactivos para la nucleacion in situ, en
el interior y sobre fibras de colageno, de 2,8 g de HA multisustituida, es decir:

un 95 % de Ca(OH), (0,0279 moles, correspondientes a 2,176 g) en 35 ml de FFS + 700 ml de H20;
MgCl»-6H20 (0,00487 moles, correspondientes a 0,990 g) en 100 ml de H;0;

Sr(NO3)2 (0,0058 moles, correspondientes a 1,1807 g) en 100 ml de H»0;

un 98 % de Si(CH3COO)4 (0,000785 moles, correspondientes a 0,218 g) en 100 ml de H2O.

Se hacen gotear simultdneamente las dos soluciones A) y B) (preferentemente, por separado) en la suspension C),
se mantiene bajo agitacion a 37 °C, en aproximadamente 30-60 minutos.

Al final de la adicion, la mezcla se deja reposar durante 1 h. Se retira el licor sobrenadante por filtracion (o
centrifugacion).

Se lava 3 veces el material compuesto, cada vez con 300 ml de agua.
Se filtra y liofiliza el producto.

El producto obtenido de esta manera tiene la siguiente composicion:
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Mg/Ca molar = 0,067; Sr/Ca molar = 0,177; CO3/PO4 molar = 0,139, SiO4/PO4 molar = 0,006.

La composicion del FFS usado en los ejemplos 1 y 2 es la siguiente:

Reactivos Moles/litro de FFS
NaCl 0,112
NaHCO3 0,027
KCI 0,005
Na;HPO4:2H,0 0,0010
MgCl2-:6H20 0,0015
CaClz-2H,0 0,0025
Na;SO4 0,0005
(CH20H)3CNH2 0,0501
HCI 0,0400

De manera similar, se prepararon los materiales compuestos SiMgHA/Coll 70/30 y SrSiMgHA/Coll 70/30 siguiendo el
mismo procedimiento experimental, eliminando la adicién deliberada de iones carbonato y el uso del FFS.

Se obtuvieron las siguientes proporciones molares, respectivamente:
- SiMgHA/Coll 70/30: Mg/Ca molar = 0,066; CO3/PO4 molar = 0,05; SiO4/PO4 molar = 0,011.

- SrSiMgHA/Coll 70/30: Mg/Ca molar = 0,069; Sr/Ca molar = 0,177; CO3/PO4 molar = 0,06; SiO4/PO4 molar =
0,011.

Ademas, se cambiaron las condiciones iniciales de los reactivos (sustituyentes en proporciones molares de iones)
para obtener materiales compuestos que tuvieran diferentes caracteristicas de biomimética y capacidad de
reabsorcion, que se iban a usar para diferentes propositos en diferentes campos de regeneracion.

La tabla IV contiene, a modo de ejemplo, los datos de los analisis quimicos sobre algunos de los materiales
compuestos sintetizados.

Tabla IV

Mg/Ca Si04/PO4

% en peso de CO3; en
molar | Sr/Ca molar molar N p 3

hidroxiapatita sustituida

SiMgCHA/Coll 70/30 (no forma parte| 0,044 ) 0-0,015 |> 4 de introd. deliberada

de la invencion) -0,052
SrSiMgCHA/Coll 70/30 9992 | 0,1490,187 | 00015 |>4 deintrod. deliberada

SiMgHA/Coll 70/30 (no forma parte 0,054 ) 0,011-0,05 |2-3 espontanea

de la invencion) -0,066
, 0,064 .
SrSiMgHA/Coll 70/30 -0.069 0,128-0,144 | 0,011-0,05 |2-3 espontanea

Se analizaron los materiales compuestos sintetizados desde los puntos de vista composicional, quimico, fisico,
morfolégico, estructural usando las diversas técnicas de analisis conocidas en el campo (por ejemplo: ESEM
(microscopia electrénica de barrido ambiental), TEM (microscopia electronica de transmision), DRX (difraccion de
rayos X), FTIR (espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier), STA (andlisis térmico simultaneo); EDS
(espectroscopia de energia dispersiva, como se muestra a modo de ejemplo en las figuras adjuntas 1-6).

En términos generales, se pueden hacer las siguientes observaciones.

- La introduccién de iones carbonato en la sintesis limita la introduccién de iones silicato en la HA sustituida.
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En la preparacion del material compuesto HA multisustituida/colageno, fue posible sintetizar una apatita sustituida
con iones silicato (en la posicion de fosfato, sitio B) limitando el contenido de iones carbonato que se pueden
convertir en competidores.

De hecho, al considerar los materiales compuestos SiMgHA/Coll 70/30 y SrSiMgHA/Coll 70/30 preparados sin la
adicion deliberada de iones carbonato, como se divulga previamente, se observd que, a pesar de que se produce
espontaneamente una carbonacion parcial de la fase inorganica que constituye el material compuesto biohibrido en
el sitio B (como se sefiala por los picos especificos en FTIR) con valores en porcentaje en el intervalo de
carbonacion bioldgica, se puede obtener la introduccion de iones silicato en estas condiciones (tabla 1V). Por lo
tanto, es preferente usar cantidades iniciales bajas de carbonato (como ya se ha sefalado anteriormente, para la
preparacion de HA sustituidas no nucleadas en colageno).

- Se confirma la capacidad del ion sr* para promover una introducciéon mas alta de iones Mg2+ en la estructura,
es decir, para incrementar el rendimiento de incorporacion de MgZ+.

La presencia de iones Sr** junto con el ion Mg2+ durante la sintesis posibilita incrementar la estabilidad de la fase de
apatita, es decir, contrarrestar el efecto desestabilizante inducido de por si por MgZ+, y al mismo tiempo, incrementar
el contenido de MgZ+, que se puede introducir en la fase inorganica, como ya se ha sefialado en la sintesis de la fase
inorganica unicamente.

El desarrollo de apatitas multisustituidas sintéticas de acuerdo con la presente invencion, con un nivel controlado y
completo de sustituciones idnicas en la estructura de la HA, ha demostrado ser altamente importante, puesto que,
como se sefala anteriormente, el comportamiento del material sintético obtenido de esta manera fue éptimamente
similar al del hueso natural.

Dicho comportamiento, en particular, desde el punto de vista de reactividad, solubilidad, integracion del implante de
apatita, no solo se debia a la presencia de sustituyentes idnicos/elemento de dopaje especifico en el material (y a su
cantidad mutua), sino también al mayor numero de defectos en la celda cristalina de la HA multisustituida,
induciéndose estos defectos exactamente por la propia presencia de los iones sustituyentes.

El solicitante ha descubierto ventajosamente que la velocidad de disolucion mas alta de la hidroxiapatita
multisustituida de acuerdo con la presente invencidén esta relacionada con una remodelacién ésea mas rapida
alrededor del implante, con respecto a la hidroxiapatita estequiométrica. La reactividad incrementada con el hueso
preexistente ha dado como resultado una estabilidad mas alta en el sitio del implante gracias a la formacién de un
fuerte vinculo mecanico entre el implante y el area circundante. De esta manera, se reduce el tiempo de
rehabilitaciéon para el paciente.

Ademas, al llevar a cabo la nucleacién de HA multisustituidas de acuerdo con la presente invencién sobre materiales
de molde organicos, naturales o sintéticos, de autoensamblaje (tales como, por ejemplo, fibrillas de colageno de
autoensamblaje), fue posible obtener tejidos 6seos sintéticos, es decir, materiales compuestos biohibridos que
tienen las mismas propiedades de los tejidos dseos naturales. Dicha biomimética fue garantizada mediante la
profunda interaccion que se produce entre la fase organica e inorganica durante la sintesis de la fase inorganica
gracias a un procedimiento que simula el proceso de osteogénesis in vivo.

La hidroxiapatita multisustituida y el material compuesto biohibrido correspondiente de la misma con colageno de
polimeros naturales o sintéticos adecuados, de acuerdo con la presente invencion, por lo tanto, han demostrado ser
particularmente ventajosos en la preparacion de un sustituto 6seo completamente reabsorbible, biocompatible y
biomimético.

Por lo tanto, un objetivo de la presente invencion también es el uso de los mismos para preparar dicho sustituto
6seo, asi como el sustituto dseo que los incluye.
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REIVINDICACIONES
Una hidroxiapatita multisustituida con especies iénicas, en la que dicha hidroxiapatita comprende:

iones Sr** en una proporcién molar de Sr/Ca de desde 0,002 a 0,35, correspondiente a una proporcién molar
en porcentaje de Sr/Ca de un 0,2 % aun 35%, e

iones Mg2+ en una proporcion molar de Mg/Ca de desde 0,01 a 0,30, correspondiente a una proporcién molar
en porcentaje de Mg/Ca de un 1 % a un 30 %.

La hidroxiapatita de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que dicha proporcién de Sr/Ca es de desde 0,02 a
0,30, correspondiente a una proporcion molar en porcentaje de Sr/Ca de un 2 % a un 30 %; preferentemente
dicha proporcion de Sr/Ca es de desde 0,03 a 0,25, correspondiente a una proporcion molar en porcentaje de
Sr/Ca de un 3 % a un 25 %.

La hidroxiapatita de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en la que dicha proporcion de Mg/Ca es desde 0,03
a 0,20, correspondiente a una proporcion molar en porcentaje de Mg/Ca de un 3 % a un 20 %.

La hidroxiapatita de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 3, que comprende adicionalmente
iones silicato en una proporcién molar de iones silicato con respecto a iones fosfato de desde 0,001 a 0,25,
correspondiente a una proporcion molar en porcentaje de SiO4/PO4 de un 0,1 % a un 25 %.

La hidroxiapatita de acuerdo con la reivindicacién 4, en la que dicha proporciéon de silicato con respecto a
fosfato es de desde 0,005 a 0,20, correspondiente a una proporcién molar en porcentaje de SiO4/PO4 de desde
un 0,5 % a un 20 %; preferentemente dicha proporcion de silicato con respecto a fosfato es de desde 0,01 a
0,10, correspondiente a proporcién molar en porcentaje de SiO4/PO4 de desde un 1 % a un 10 %.

La hidroxiapatita de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende adicionalmente
iones carbonato en una proporcion molar de carbonato con respecto a fosfato de desde 0,01 a 0,80,
correspondiente a una proporcion molar en porcentaje de CaCO3/PO, de desde un 1% a un 80 %;
preferentemente de desde 0,05 a 0,30, correspondiente a una proporcién molar en porcentaje de desde un 5 %
a un 30 %.

La hidroxiapatita de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, comprendiendo adicionalmente
dicha hidroxiapatita una cantidad eficaz de un polimero natural o sintético seleccionado de: gelatinas,
albuminas, alginatos, goma gellan, almidones, quitosanos, celulosas, colageno, poli(acido lactico);
preferentemente dicho polimero es colageno.

Un procedimiento para preparar una hidroxiapatita multisustituida de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, que incluye neutralizar una suspension acuosa basica a) de Ca(OH),, que
comprende una cantidad de iones Sr2+, mediante adicion de una soluciéon acuosa b) de HzPO., en el que, en
dic[‘]? reaccion de neutralizacién, dicha suspension acuosa a) comprende adicionalmente una cantidad de iones
Mg~

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que la suspension acuosa basica a) de Ca(OH)
comprende adicionalmente una cantidad de silicato.

El procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 8 0 9, en el que la adicién de dicha solucién b) se lleva a
cabo simultaneamente a la adicion de una solucién acuosa de iones bicarbonato.

El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en el que dicha solucién b)
comprende adicionalmente una cantidad eficaz de un polimero natural o sintético seleccionado de: gelatinas,
albuminas, alginatos, goma gellan, almidones, quitosanos, celulosas, colageno, poli(acido lactico).

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que dicha suspension a) comprende adicionalmente
una cantidad eficaz de fluido fisiolégico sintético, FFS.

Uso de una hidroxiapatita de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para preparar un
sustituto dseo.

Un sustituto 6seo que comprende una hidroxiapatita de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de
1a7.
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COMPARACION DE CONDUCTIVIDADES
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Fig. 3/6
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