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Matrices tridimensionales de monetita porosa estructurada para ingenieria tisular y regeneracion 6sea, y método de
preparacion de las mismas
DESCRIPCION

Campo de la invencion

La presente invencion se enmarca dentro de la ingenieria tisular y, en concreto dentro de la regeneracion 6sea. La
invencion se refiere a una matriz tridimensional porosa de monetita biocompatible, de porosidad estructurada,
predefinida y reabsorbible, asi como al método de sintesis capaz de producir dicho material y a sus aplicaciones.
Estas matrices constituyen una base perfecta para la colonizacién y proliferacion celular permitiendo su aplicacion
en ingenieria tisular y regeneracion ésea gracias a sus ventajosas propiedades de biocompatibilidad, reabsorcién,
osteoinduccion, revascularizacion, etc.

Antecedentes de la invencion

La pérdida de masa y calidad 6sea es un grave problema de salud que resulta ain mas frecuente en pacientes de
edad avanzada.

El éxito en la regeneracion de un defecto 6seo utilizando materiales tridimensionales, que inicialmente son
colonizados por células progenitoras in vitro, depende en gran medida de las caractéristicas y estructura del
material.

Desde hace casi un siglo se utilizan biomateriales para reparar o reemplazar segmentos 6seos del sistema
musculoesquelético.

El uso de injertos de hueso autégeno, es decir del propio individuo, es un método muy utilizado para rellenar
cavidades 6seas y para reconstrucciones quirirgicas. Sin embargo, existe un suministro limitado de hueso y ademas
se somete al paciente a un trauma adicional para obtener el injerto. Otra opcién la constituyen los aloinjertos de
donantes, que también presentan inconvenientes, como una velocidad de neoformacién ésea mas lenta, inferior
capacidad osteogénica, velocidad de reabsorcién, menor revascularizaciéon asi como un mayor riesgo de respuesta
inmunogénica y transmision de agentes patdgenos.

Lo ideal es obtener un material similar al hueso, que sea biocompatible, no presente reacciones bioldgicas adversas,
sea reabsorbible y se degrade de forma paulatina a medida que se forma el nuevo tejido, transfiriendo asi las cargas
de forma progresiva al nuevo hueso, evitando una segunda intervencién quirdrgica para la extraccion del implante.
Lo ideal también es un material cuyos productos de degradacion sean de facil eliminacion y no téxicos, que sea
osteoinductivo e induzca la formacion de tejido 6seo.

En el organismo, la degradacién y reabsorcion del hueso la llevan a cabo los osteoclastos. Estas son unas células
derivadas de los monocitos que se fijan a la superficie del hueso. Una vez fijadas, empiezan a liberar protones al
exterior, con el fin de reducir el pH del medio externo. Con este ambiente acido se consiguen solubilizar los cristales
de hidroxiapatita que forman parte del componente mineral del hueso. La hidroxiapatita del hueso se solubiliza en
particulas amorfas de fosfato de calcio, que son eliminadas por los macréfagos, o en iones de Ca® y POs* que se
acumulan en el liquido extracelular. Estos iones se esparcen hacia los capilares sanguineos entrando en la
circulacion sistémica para ser eliminados por la orina a través del rifion. Estos iones liberados también pueden ser
reutilizados por los osteoblastos para formar hueso nuevo. Los osteoclastos son los encargados también de la
degradacion de la fase organica del hueso mediante procesos enziméaticos.

La investigacion en nuevos biomateriales para reparacion 6sea trata de reducir al maximo la necesidad del injerto
6seo, buscando un sustituto artificial que con el tiempo se reabsorba y/o integre al hueso adyacente y, ademas, sirva
de fijacion en fracturas osteopordticas. Las propiedades mecanicas del sustituto 6seo deben ser lo mas parecidas
posibles a las del hueso esponjoso. El material debe ademas ayudar a la estabilidad de la fractura y ser
suficientemente resistente para disminuir el tiempo necesario de inmovilizacién o soporte externo. Dicho material
debe ser reabsorbible, biocompatible y osteoinductivo, es decir debe atraer células mesenquimatosas y otros tipos
celulares situados cerca del implante y favorecer su diferenciacién en osteoblastos, y también osteoconductor, es
decir debe actuar como molde para la formacién de nuevo hueso.

Buscando una similitud con lo que sucede en el organismo, se estan sustituyendo los materiales no reabsorbibles
utilizados hasta ahora en los implantes 6seos por los reabsorbibles. Estos biomateriales no interfieren en el
desarrollo y crecimiento del hueso nuevo formado, ya que son reemplazados de forma gradual por tejido del
hospedador. Ademas, presentan una mayor biocompatibilidad, participan de una manera natural en la
reconstruccién ésea y no se necesita eliminarlos, mediante cirugia, tras la regeneracion del hueso. Estos materiales
tienen que mantenerse el tiempo suficiente para que se de la correcta regeneracion del hueso y desintegrarse
gradualmente sin producir dafios al paciente y sin intervenir en el correcto desarrollo y crecimiento del hueso.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2676 070 T3

Los biomateriales que fraguan formando un fosfato calcico mineral tienen especial interés en la regeneracion dsea
ya que se asemejan a la fase mineral del hueso natural y son susceptibles de remodelado 6seo y de reabsorcion
debido a su estructura cristalina metaestable.

Entre los materiales reabsorbibles que se estan empleando como sustitutos 6seos destacan los fosfatos de calcio;
hidroxiapatita (HAP), fosfato tricalcico (B-TCP) y el fosfato dicalcico dihidratado (DCPD) (Stubbs et al., 2004;
Schnettler et al., 2004). Estos materiales poseen una excelente biocompatibilidad por su parecido quimico y
cristalino con el componente mineral del hueso, pero presentan diferencias en cuanto a la solubilidad y capacidad de
reabsorcion in vivo.

La hidroxiapatita (HAP) ha sido uno de los que mas interés ha generado. Este material, es per se la fase inorganica
de la que estan formados los huesos y es por ello por lo que ha sido ampliamente utilizado en regeneracion ésea.
Ejemplo de ello son algunos productos comerciales como Interpore 200® Interpore 500®, Cerasorb® y Collagraft®.
Sin embargo, y debido a que presenta una de las estructuras cristalinas mas estables, el material adolece de una
lenta reabsorcién.

La HAP es el material que presenta mayor biocompatibilidad, por ser el mas parecido a los cristales formados por el
hueso, pero no es reabsorbible in vivo. La degradacion de este material se produce por contacto con soluciones con
un pH bajo y por fagocitosis. Mediante la disolucion se liberan particulas de fosfato calcico amorfo que pueden ser
eliminados por los macréfagos por fagocitosis o quedar embebidos en el nuevo hueso formado. Los macréfagos
pueden disolver estas particulas y restaurar el Ca y P al pool del organismo (Frayssinet et al., 1999; Benahmed et
al., 1996). Sin embargo, no se ha observado que estas particulas den lugar a activacion osteoclastica (Frayssinet et
al., 1999).

Todos los estudios realizados corroboran la resistencia de este material a la degradacion una vez esta implantado
en el organismo, debido a su escasa solubilidad a pH fisioloégicos. Implantes de este tipo en animales, se reabsorben
un 5,4 % en 6 meses frente a diferencia de los basados en B-TCP, que lo hacen en un 85 %. (Eggli et al., 1988).

En humanos, los implantes realizados con Bio-Oss (HAP) se consideran como no reabsorbibles, ya que los estudios
llevados a cabo demuestran que se necesita entre 3-6 afios para que se reabsorban debido a la actividad
osteoclastica (Taylor et al., 2002). La presencia de este material en el organismo durante tanto tiempo puede
interferir en el proceso de remodelado 6seo, asi como en la capacidad de osteointegracion (Affe et al.,, 2005; De
Boever 2005).

A causa de esto, este material ha sido tradicionalmente empleado en mezclas con material organico como polimeros
para aumentar su reabsorcion. Ejemplos de estas aplicaciones estan descritos en US5866155, donde se describe la
incorporaciéon de hidroxiapatita en matrices de polilactico o en US-A5741329 que es una variacién de US5866155
donde se pretende corregir algunos defectos derivados de la acidificacion local del medio tras la incorporacion de los
cementos en el organismo.

Por ello, con el fin de mejorar la capacidad de reabsorcion de los fosfatos calcicos e incrementar su capacidad
osteconductora, en los ultimos afios se han utilizado fases cristalinas de fosfato calcico menos estables que la
hidroxiapatita 6. como el B-TCP y DCPD (brushita) que presentan mejor solubilidad y reabsorcion in vivo.

ElI B-TCP presenta mas osteoconductividad y una mejor reabsorcion que la HAP (Franco et al., 2006). Se considera
como un material moderadamente reabsorbible, en estudios in vivo se ha observado que se necesita al menos un
afio para su reabsorcion en animales y de 6 a 8 meses en humanos (Wiltfang et al., 2003; Suba et al., 2004). Su
degradaciéon aumenta los depésitos de calcio y esto esta asociado a una mayor actividad fosfatasa alcalina, enzima
que interviene en la formacion de hueso (Trisi et al., 2003; Sugawara et al,. 2004).

El DCPD es también biocompatible, osteoconductivo y el mas reabsorbible por ser el mas soluble a pH fisioldgicos.
Esto permite que se forme hueso nuevo de forma mas rapida. Se biodegrada en ambientes fisiolégicos y es
reabsorbido por las células adyacentes (Tris et al. 2003). Esta comprobado que se reabsorbe in vivo, hasta tres
veces mas rapido que la HAP y el B-TCP (Herron et al., 2003; Chow et al., 2003; Tas & Bhaduri 2004; Tamini et al.,
2006;).

Algunos estudios sugieren que parte del material DPDC puede convertirse en HAP despues de su implante, esto
puede retrasar varias semanas la eliminacion del implante por parte de los osteoclastos (Constanz et al., 1998). Esta
conversion puede hacer que las células acidifiquen el medio y disminuya la biocompatibilidad del material junto con
una reduccion en su reabsorcion. La adicion de sales de Mg y de Ca (carbonato calcico) o su combinacién con B-
TCP pueden evitar esta conversion.

Usando este material se observa de manera equilibrada se produce la generacion de hueso y la eliminacion del
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material a partir de la 42 semana (Fallet et al., 2006) y la 8% semana postintervencién (Constanz et al., 1998). Esto es
importante ya que si la degradacion fuera mayor que la sintesis se produciria inestabilidad y reacciones
inflamatorias.

Asi, entre estos fosfatos calcicos, la brushita (DPCD) es uno de los materiales de mayor interés en la regeneracion
6sea. Debido a sus interesantes propiedades existen en al actualidad cementos de brushita disefiados para el
fraguado in situ. Asi por ejemplo en las patentes US6733582 y US2006213398 son reivindicados cementos de
brushita de fraguado in situ siendo Chronoss Inject® un producto de este tipo ya comercializado. Sin embargo este
material tiene un gran problema a la hora de ser esterilizado ya que se descompone cuando se calienta lo que
dificulta su apropiada esterilizacion.

El estado de la técnica contempla diferentes publicaciones relativas a la esterilizaciéon de cementos que pueden ser
empleados como sucedaneos de material 6seo, asi como sobre los métodos empleados para realizar dichas
matrices y su esterilizacion. Sin embargo, tal y como refleja la solicitud de patente JP2004018459, cuando dichos
cementos son esterilizados por autoclave, las caracteristicas de dichos cementos se ven alteradas traduciéndose en
la obtencién de sucedaneos de mineral éseo que no reunen las caracteristicas necesarias para su empleo en
regeneracion 6sea en cuanto a reabsorcion, estabilidad y colonizacion y demas propiedades esenciales.

Como sucede con el DPCD, la monetita se reabsorbe in vivo en tiempo y modo similar. Se disuelve a pH fisiolégicos,
de manera gradual en los tejidos extracelulares que envuelven el implante y las propias células que lo colonizan,
(células endoteliales, osteoclastos, osteoblastos, macrofagos...) serian los responsables de su eliminacion o
reutilizacion como sucede en el hueso. Los documentos como US20060263443 presentan monetita, fosfato dicalcico
anhidro (DCPA), obtenido por deshidratacion de brushita, en combinacién con otros biomateriales de fosfato calcico.
Debido a la combinacion, los resultados de esterilizacion no han sido aceptables para la utilizacion de estos
materiales en implantes y regeneracion ésea. Adicionalmente, estos materiales constituyen intermediarios de
reaccion y no estructuras con capacidad propia para ser empleadas en el campo técnico de la regeneracion dsea.

Adicionalmente, para una correcta regeneracion 6sea, es necesario que el biomaterial presente una porosidad
adecuada que permita la colonizacién y proliferacion celular, vascularizacion, aumento de la superficie de contacto y
por tanto aumento de la superficie de interaccion con el tejido hospedador que permita la aceleracion de la
regeneracién Osea. Estas caracteristicas deben ir acompafiadas de una correcta tasa de reabsorcion que
proporcione a las células el tiempo necesario para la regeneracion.

Asi, Gbureck, Uwe et al., 2007, se refieren a implantes de brusita y monetita preparados mediante la técnica de
impresion tridimensional. Para conseguir dichos implantes, en primer lugar se obtienen matrices de Brusita que son
deshidratadas hidrotérmicamente tansformandose en monetita. Sin embargo, en la tabla 2 de dicho articulo se
muestra que el material de fosfato de calcio definido como monetita en dicho articulo, Unicamente presenta un
contenido del 63 % en monetita, no especificando ni el tamafio ni la distribucion de su porosidad, presentado una
porosidad desestructurada. Asi, dichas estructuras no son validas a los efectos de la presente invencion.

El documento US6905516 presenta sustitutos de hueso con forma anatémica controlada que se ajustan de forma
exacta a la morfologia de la lesién. Dichos sustitutos estdn compuestos por materiales de cementos de fosfato
calcico quimicamente consolidados. La invencion también se refiere a moldes y fases porogénicas que permitan
obtener fosfatos calcicos con geometrias externas y arquitecturas macroporosas mediante el uso de dichos moldes.
Sin embargo, en sus realizaciones particulares, la invencion presenta materiales de Brusita, no presentando
materiales de monetita y no siendo tampoco las estructuras macroporosas en él presentadas validas al objeto de la
presente invencion.Asi, la presente invencién proporciona matrices de monetita (fase metaestable de fosfato calcico
de monetita), con una elevada estabilidad térmica que permite la esterilizacién del material mediante autoclavado,
simplificando asi los procesos de esterilizacién y que ademas, por su disposicion especifica estructural de poros,
disposicién que se obtienen gracias a un disefio especifico del material, supone una mejora de la capacidad
osteoinductiva de materiales propuestos por el estado de la técnica ya que es sintetizada en forma de bloque poroso
con unas caracteristicas de macroporosidad estructurada definidas incrementando la superficie especifica, asi como
la zona de contacto con los osteoblastos y facilitando los procesos de transporte de nutrientes para las células,
factor crucial para la osteogeneraciéon. Todo ello junto con su elevada capacidad de reabsorcion en el periodo de
tiempo adecuado para que las células adyacentes colonicen el material y puedan reemplazar el material reabsorbido
por matriz ésea fisioldgica.

La degradacion in vitro de las matrices de la invencion no afecta a la proliferacion celular y ademas son bioactivas,
no citotoxicas, no mutagénicas y hemocompatibles.

Descripcion de la invencion

Para que un biomaterial pueda dar lugar a una regeneracién 6sea estable, las células de la zona del implante,
osteoblastos del hueso adyacente, células madre mesenquimatosas de la médula 6sea y células endoteliales de la
circulacion sistémica, deben ser capaces de colonizar de forma simultanea y homogénea el biomaterial. Esto
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permitira la formacién de una nueva matriz 6sea fisiolégica a medida que se va reabsorbiendo el biomaterial y el
desarrollo de un nuevo sistema vascular, que sera el que suministre el aporte sanguineo necesario para la
supervivencia del nuevo tejido.

Una propiedad importante a tener en cuenta en relacién a este aspecto es la estructura porosa, porque influye tanto
en la biodegradabilidad, a mayor grado de porosidad mejor es la reabsorcién, como en la colonizacion celular. Los
materiales deben poseer tamafios de poros e interconexiones que permitan la colonizacién tanto de células
endoteliales (para la formacion de nuevos vasos sanguineos) como de las células 6seas. Ademas, el caracter
microporoso e interconectado, que permite la difusidon de nutrientes y gases y también de los metabolitos propios de
la actividad celular. EI hueso no es un material compacto sino que posee porosidades diferentes que se
intercomunican. Sistemas de poros interconectados comunican el hueso macizo (cortical) con el esponjoso
(trabecular) (Figura 16). Estas porosidades van desde los 100-150 um en el hueso cortical a 500-600 um en el
€sponjoso.

La presente invencion presenta un nuevo sistema de ingenieria tisular, destinado a regenerar la estructura dsea
abordando una estrategia curativa en vez de meramente reparadora. Dicha regeneracion tiene aplicacion frente a la
osteoporosis.

La ingenieria tisular se plantea como una disciplina que mejora, mantiene y repara patologias en érganos y en
tejidos. La creacion de un sistema basado en la ingenieria tisular implica la integraciéon de células viables, un
material biocompatible disefiado especialmente para una aplicacién biomédica y moléculas de sefalizacion que
regulan las actividades celulares que se requieren en cada momento del tratamiento.

Asi, la presente invencion proporciona matrices con geometria de porosidad no aleatoria, es decir, ordenada o
predefinida, compuestas de de monetita, en cuyo disefio se han tenido en cuenta las porosidades del hueso, para
que se de la neovascularizacion y la colonizaciéon celular. Dicho material se presenta esterilizado, listo para su uso y
gracias a su disefio especifico, consigue una disposicion especifica estructural de poros, es decir, una distribucion
espacial y configuracién espacial de porosidad ordenada inducida y previamente establecida, que supone una
mejora de la capacidad osteoinductiva frente a otros fosfatos de calcio, incluidos otras combinaciones de fosfato de
calcio que incluyan monetita.

Dichas matrices son obtenidas en forma de bloque poroso con unas caracteristicas de macro, meso y
microporosidad definidas que incrementan la superficie especifica, asi como la zona de contacto con los
osteoblastos, facilitando los procesos de transporte de nutrientes para las células, factor crucial para la
osteogeneracion.

El disefio de estas matrices de monetita de la invencion ha tenido en cuenta las porosidades caracteristicas del
hueso natural, porosidades que permiten la neovascularizacién y la colonizacién celular.

Las nuevas matrices de la invencion estan compuestas por el biomaterial monetita, un DPCD deshidratado (DPC),
ideal para la regeneracion 6sea. Dichas matrices estan constituidas al menos por un 95 % + 5 % de monetita,
preferiblemente por un 95 % de monetita y mas preferiblemente por un 100 % de monetita. Las trazas de material
corresponden a fosfato tetracélcico beta. La degradacion in vitro de este material no afecta a la proliferacién celular y
ademas es bioactivo, no citotdxico, no mutagénico y hemocompatible como se demuetra en el ejemplo 4.

Gracias a su disefio y composicion, las matrices de la invencion se reabsorben en el periodo de tiempo adecuado
para que las células adyacentes colonicen el material y puedan reemplazar el material reabsorbido por matriz 6sea
fisiolégica.

"Matriz" se refiere a cualquier estructura tridimensional de utilidad en regeneracién 6sea que permita el crecimiento y
proliferacion celular de las células que la invadan.

Como "células" se entiende:

- células madre mesequimales adultas obtenidas preferentemente del tejido adiposo, pero también pueden ser de
médula ésea o cualquier otra localizacidon que se haya demostrado que puede ser fuente de estas células. Estas
células pueden utilizarse diferenciadas hacia la estirpe osteoblastica o endotelial.

- Osteoblastos obtenidos de fragmentos de hueso.

- Células endoteliales.

- Combinaciones de células madre mesenquimatosas adultas no diferenciadas o diferenciadas hacia la estirpe
osteoblastica o endotelial, osteoblastos, osteoclastos, osteocitos de hueso y células endoteliales.
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Macroporos: cuando los poros presentan diametros mayores o iguales a 100 micras.
Mesoporos: cuando los poros presentan diametros menores de 100 micras pero mayores o iguales a 10 micras.
Microporos: Cuando los poros presentan un diametro menor de 10 micras.

Matriz amorfa: Aquella que, presenta una geometria de porosidad aleatoria, no ordenada ni predefinida, que no
sigue una distribucion espacial y configuracion espacial de porosidad ordenada y previamente establecida,
independientemente de que dicha porosidad sea natural (intrinseca al material) o inducida.

Matriz estructurada o de porosidad estructurada: Aquella que presenta una geometria de porosidad no aleatoria,
ordenada o predefinida, presentando una distribuciéon espacial y configuracion espacial de porosidad ordenada
inducida y previamente establecida.l. Las matrices de la presente invenciéon son matrices de porosidad estructurada
con una porosidad predefinida que les confiere una serie de propiedades ideales para su uso en regeneraciéon osea.

Osteoinduccion: neoformacion dsea por aposicion hasta el material, formando un armazén para la proliferacion
celular con actividad osteoblastica, formando hueso nuevo. Es el acto o proceso de estimular la osteogénesis.

Osteogénesis: generacion o desarrollo de tejido 6seo, a través de la diferenciacion de las células mesenquimaticas
hacia osteoblastos.

Regeneracion dsea: formacion de hueso nuevo que, tras un proceso de remodelado, sea idéntico al preexistente. En
la regeneracion dsea origina una respuesta en la que estan involucrados los vasos sanguineos, las células y la
matriz extracelular. El biomaterial de la invenciéon encuentra aplicacion en la ingenieria tisular y regeneracion 6sea y,
por tanto, puede emplearse en el tratamiento de las siguientes patologias 6seas:

Pseudoartrosis hipertréfica y no hipertrofica

Osteonecrosis

Osteoporosis

Defectos 6seos producidos tras la retirada de una prétesis, extirpacion de un tumor, por desérdenes bioquimicos
y metabdlicos o enfermedades congénitas

Tratamiento de lesiones y traumatismos

Tratamiento de fracturas éseas

Cualquier patologia en la que sea necesaria la reparacion del tejido éseo

Tratamiento de defectos 6seos maxilofaciales

Aumento éseo previa a la aplicacion de implantes dentales

Colonizacién celular: capacidad de expansion de las células sobre el biomaterial, siendo capaces de proliferar y
aumentar la poblacion celular hasta invadir toda la matriz. Una medida de la capacidad de colonizacion de una
matriz es el analisis del numero de células sobre el biomaterial a lo largo del tiempo (datos de la grafica de
proliferacion).

Adhesién celular: capacidad que presentan las células de unirse a otras células o a una matriz. La adhesion se
puede producir por interacciones especificas como las fuerzas eletrostaticas y esta regulada por proteinas
especificas denominadas moléculas de adhesion. La capacidad de adhesion a un biomaterial puede analizarse
mediante la visualizacién al microscopio de las células dispuesta sobre el biomaterial. La superficie de contacto entre
las células y biomaterial, sera una medida representativa de la afinidad que presenten las células por ese
biomaterial.

En un primer aspecto, la presente invencion hace referencia a matrices tridimensionales biocompatibles, de
porosidad estructurada compuestas por monetita porosa, en adelante matrices de la invencién, que comprende
matrices tridimensionales de monetita de porosidad estructurada, correspondiente a macroporos cilindricos de entre
350-650 um de diametro, separados uniformemente entre 0,4-0,6 mm entre si. Dicha monetita presenta la porosidad
intrinseca del material, sobre la que se induce la macroporosidad estructurada indicada.

En las matrices de la invenciéon, dicha porosidad estructurada se distribuye en el area maxima de la matriz que
permita que dicha matriz mantenga su estabilidad mecanica de forma estable. En una realizacién particular, dicha
area maxima es la restante de eliminar la zona perimetral exterior de la matriz, que oscila entre 0,1 y 0,9 mm de
anchura, preferiblemente 0,5 mm de anchura.

Asi, los materiales que se emplean en osteogénesis deben imitar la morfologia, estructura y funcién del hueso para
conseguir una correcta integracion en el tejido del hospedador.
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Esta comprobado que la estructura determinada por la porosidad y el diametro de poro de los materiales usados en
regeneracion o6sea influye en la formacién del hueso tanto in vitro como in vivo. Los poros son necesarios para que
se dé la formacion de tejido 6seo, ya que permiten la migracion y la proliferacion de los osteoblastos y células
mesenquimatosas y también la vascularizacion. Asi, el material de la invencién proporciona las condiciones
necesarias para conseguir la correcta regeneracion del hueso gracias a sus caracteristicas de porosidad que
permiten la colonizacioén y proliferacion de los tipos celulares necesarios para tal efecto.

Los resultados in vitro llevados a cabo con matrices de otros materiales muestran que, una baja porosidad estimula
la osteogénesis ya que se produce agregacion celular lo que suprime la proliferacion estimulando la osteogénesis.
Estos mismos experimentos muestran que una elevada porosidad no afecta a la adhesion celular pero si aumenta la
proliferacién ya que hay un aumento de la superficie de contacto y también se facilita el transporte de oxigeno y
nutrientes (Takahashi et al., 2004). Segun estos resultados, la osteogénesis no se ve afectada por el tamafo de poro
pero si aumenta con un numero bajo de poros.

Por otro lado, in vivo, se requiere una integracién y penetracion de las células en el material asi como la
vascularizaciéon del mismo, para que se incorpore al tejido del individuo. Una elevada porosidad y tamafio de poro,
como la proporcionada por las matrices de la invencion facilita estos requisitos.

Inicialmente, segun primeros estudios el diametro minimo requerido para la formacion de hueso se consideraba en
torno a 100 um, para que pudieran llevarse a cabo los procesos de migracion y transporte celular. Sin embargo, en
la actualidad, se proponen diametros superiores a 300 um ya que la presencia de estos macroporos aumenta la
formacion de hueso debido a que permiten la formaciéon de capilares en su interior. La vascularizacion afecta al
desarrollo de la osteogénesis. Los poros con diametros pequefios favorecen condiciones de hipoxia y no inducen
osteogénesis sino condrogénesis.

Asi, los poros largos y grandes en forma de tunel de la matriz de la invenciéon permiten su vascularizacién y el
desarrollo de la osteogénesis.

Ademas, los poros con diametros elevados aumentan la superficie de contacto, lo que aumenta también la superficie
de interaccion con el tejido hospedador, lo que va a acelerar la degradacion que realizan los macréfagos.

En el caso de matrices amorfas, que presentan una geometria de porosidad aleatoria, la red vascular que se pueda
llegar a formar es irregular en la estructura del biomaterial y no podra conectar con la red vascular del hueso, de
manera que el implante no podra integrarse de forma eficaz con el tejido del receptor.

Sin embargo, la estructura de porosidad adoptada por las matrices de la presente invencién tiene en cuenta la
incorporacion de poros con el tamafio adecuado para que convivan las especies celulares requeridas y se pueda
formar un entramado 6seo y vascular en todo el implante y ademas se permita la conexion con la zona receptora,
para que se pueda dar lugar la integracion tisular.

El nuevo disefio incorpora macroporos de 350 um-650 um en forma cilindrica (en forma de tunel), que atraviesan
totalmente la estructura del material, para una colonizacién celular adecuada (en cuanto a diferentes tipos celulares
y a numero suficiente de cada tipo) de las células de los tejidos adyacentes, asi como una integracién con el tejido
receptor. Ademas, en toda la estructura contiene una red de microporos, para una suficiente difusién de nutrientes,
gases y productos de desecho del metabolismo celular.

Tal y como se observa en las figura 13 la ventaja en cuanto a la colonizacion celular de las matrices de la invencion
puede verse reflejada en estudios directos de visualizaciéon celular al microscopio electronico de barrido. Sin
embargo, tal y como se muestra en la figura 14, los biomateriales amorfos, que muestran una distribucién de
macroporos desestructurada y no predefinida, producidos en el proceso de obtenciéon del cemento de la presente
invencioén, presentan poros que no conectan la estructura interna. Es decir, el nimero de macroporos es insuficiente
y su distribucién inapropiada para que se pueda dar una colonizacién adecuada de las células, quedando estas
relegadas en su mayoria a la superficie del material.

El éxito en el proceso de formacién de un nuevo hueso esta directamente relacionado con la cantidad de células
formadoras de hueso que intervengan en el proceso, asi como en la formacion de una consistente red vascular por
todo el biomaterial. Asi, tal y como se muestra en la figura 14 las matrices de material de porosidad estructurada de
la invencién, que presentan una distribucién espacial y configuracién espacial de macroporos ordenada, inducida y
previamente establecida, permiten una amplia colonizacién celular por todo el biomaterial, una mayor difusiéon de
nutrientes y de moléculas de sefializaciéon que van a determinar el comportamiento celular.

Por lo tanto, las matrices de la invencion, con un porcentaje elevado de porosidad, especialmente de
macroporosidad, en el que hay poros con didmetros elevados (>300 um, en concreto entre 350 y 650 um, y
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preferentemente 500 + 60 um) y en forma de tuneles continuos, aumentara la osteointegracion del implante después
de la cirugia.

En un segundo aspecto, la presente invencion hace referencia al método de sintesis de las matrices de la invencion,
que comprende la formacion de una matriz de monetita de porosidad estructurada que comprende:

- Formacién de una fase sodlida, correspondiente a una matriz porosa de brushita mediante la utilizacion
combinada de pordgenos, retardante y métodos mecanicos durante la reaccion de fraguado entre un fosfato
célcico acido y un fosfato célcico basico.

- Mezcla de la fase sdlida con agua destilada para dar lugar a la fase liquida.

- Aplicacién en el cemento obtenido en la etapa 2, de uno o mas moldes, uno de ellos con punzones cilindricos,
que presentan un diametro de entre 350 y 650 um, y mas preferentemente 500 pum £ 60 um, durante el fraguado
para generar en las matrices poros cilindricos verticales de entre 350 y 650 um, y mas preferentemente
500 um £ 60 um de diametro separados entre 0,4-06 mm y mas preferentemente separados por
0,5 mm £ 60 um de distancia.

- Esterilizacion de la brushita porosa y transformacion térmica a monetita porosa.

En concreto, en el método de sintesis empleado, el producto obtenido en la etapa 1, da lugar a una fase sélida que
se mezcla con agua destilada para dar lugar a una fase liquida. Como realizacion preferente, la invencion propone el
uso de fosfato tricalcico—beta como fosfato célcico basico, y monofostato calcico como fosfato acido.

Segun la invencion, para llevar a cabo la mezcla, la relaciéon molar de fosfato basico/fosfato acido es de 1,6-1,8
durante un tiempo de aproximadamente 10 minutos, la concentracion de porégeno 1-20 % en peso y la de
retardante entre 0,4-0,6 % en peso; preferentemente relacion molar de fosfato basico/fosfato acido de 1,785,
concentracion de porégenos 3-10 % en peso y la de retardante es 0,54 % en peso.

La relacion molar de fosfato basico/fosfato acido para llevar a cabo la mezcla es de 1,6-1,8; preferentemente 1,785;
durante un tiempo de aproximadamente 10 minutos. El carbonato calcico se afiade en concentraciones entre 1-20 %
en peso, preferiblemente entre 3-10 %. Como retardante de la reaccion de fraguado la invencion propone el empleo
de pirofosfatosodico en una proporcion del 0,4-0,6 %en peso, siendo 0,54 % la opcion preferencial.

Esta fase sdlida asi obtenida es mezclada con la fase liquida (agua destilada), en una relacion (P/L) de 3.

Con respecto a fosfatos calcicos acidos y basicos, porégenos y retardantes a emplear en la invencion, el experto en
la materia conoce los distintos posibles compuestos y combinaciones a emplear.

Con la pasta obtenida se rellenan moldes que permiten obtener las matrices de la invencidén, que presentan la
distribucion de poros estructurada anteriormente indicada.

El molde de la invencién, empleado para el desarrollo del biomaterial se refiere a cualquier molde que presente
punzones cilindricos, cuya base presente un diametro de entre 350 y 650 um, y que estén separados entre si entre
0,4 y 0,6 mm. Dicho molde puede estar construido en silicona, metal, material plastico resistente o cualquier tipo de
material que le permita ser aplicado en su uso.

El molde puede presentar cualquier forma deseada, en funcién de la forma y tamafio de biomaterial que se requiera
para reparar un defecto 6seo particular para cada paciente, manteniendo siempre el biomaterial obtenido las
caracteristicas de porosidad caracteristicas del biomaterial de la invencién, es decir macroporos cilindricos de
didmetro de entre 350 y 650 um, mas preferentemente 500 um £ 60 um de diametro, separados uniformemente
entre si entre 0,4 y 0,6 mm, mas preferiblemente 0,5 mm +60 um, ademas de la porosidad intrinseca del
biomaterial.

Dichos moldes permiten la obtencién de las matrices de la invencion, en las que la porosidad estructurada se
distribuye en el area maxima de la matriz que permita que dicha matriz mantenga su estabilidad mecanica de forma
estable.

En una realizacion particular, dichos moldes permiten la obtencién de matrices en las que el area maxima en la que
se distribuye la porosidad estructurada es el area restante de eliminar la zona perimetral exterior de la matriz, de
entre 0,1 y 0,9 mm de anchura, preferiblemente 0,5 mm de anchura.

La invencion también contempla el uso de mas de un molde:

- Un primer molde que permita la obtencion de las matrices de monetita, en la forma deseada pero sin la porosidad
estructurada
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- Un segundo molde que, en una superficie plana presenta punzones cilindricos, de didmetro de entre 350 y
650 um, preferentemente 500 um + 60 um, y que estén separados entre si entre 0,4 y 0,6 mm, preferentemente
500 um = 60 um. Dicho segundo molde, debe ser aplicado, tras retirar el primer molde, introduciendo en él las
piezas obtenidas con el primer molde. El segundo molde es tapado con una tapa segun se muestra en la figura
1c.

Asi, el biomaterial de la invencién puede presentarse en forma de pastillas, laminas, cilindros, etc., y cualquier otra
forma que sea util para reparar un defecto 6seo particular de un paciente.

En un aspecto preferente de la invencion, el molde presenta la forma de una pastilla o cilindro de diametro entre 2 y
50 mm, preferiblemente entre 2 y 15 mm y de altura entre 1 y 50 mm, preferiblemente entre 1 y 5 mm, y mas
preferiblemente:

- de diametro 10 mm y altura de 3 a 5 mm, preferiblemente 3 0 5 mm, que presenta 64 punzones, o

- de diametro 8 mm y altura de 3 a 5 mm, preferiblemente 3 0 5 mm, que presenta 39 punzones, o

- de didmetro 7 mm y altura de 3 a 5 mm, preferiblemente 3 0 5 mm, que presenta 28 punzones, o

- de didametro 5 mm y altura 3 mm, que presenta 12 punzones.

En todos los casos, los punzones son cilindricos de diametro 500 um + 60 um, separados 500 um + 60 um entre si,
y distribuidos respetando una zona perimetral de 5 mm (tomado desde el borde de la pastilla) sin punzones.

Un minuto después de iniciar el fraguado del cemento, este se dispone durante aproximadamente 30 minutos en el
molde, antes de que finalice su solidificacion, y se retira, habiéndose formado los poros determinados por el molde.
Una vez ha fraguado totalmente, la matriz de brushita formada se somete a autoclavado entre 120 y 130 °C durante
24-25 minutos, produciéndose su conversion a monetita, completamente esterilizada y apta para su uso.

En otro aspecto preferente de la invencién, un primer molde es de silicona y presenta huecos cilindricos para
pastillas o cilindros del tamafio de las matrices de la invencién que se desea fabricar. En una realizacion particular
de la invencién, dichos huecos presentan diametro entre 2 y 50 mm, preferiblemente entre 2 y 15 mm y altura entre
1y 50 mm, preferiblemente entre 1 y 5 mm, y mas preferiblemente:

- diametro 10 mm y altura de 3 a 5 mm, preferiblemente 3 0 5 mm,
- diametro 8 mm y altura de 3 a 5 mm, preferiblemente 3 0 5 mm,
- diametro 7 mm y altura de 3 a 5 mm, preferiblemente 3 0 5 mm,
- diametro 5 mm y altura 3 mm.

Dichos moldes no intervienen en la formacion de los macroporos.

En este aspecto de la invencidn, el segundo molde es metalico, presenta la dimension de cada una de las piezas
anteriores, y en su base, distribuidos uniformemente, presenta punzones cilindricos de 500 micras + 60 pm,
separados entre si 500 micras £ 60 um, que dan lugar al componente macroporoso de las matrices de monetita,
distibuidos respetando una zona perimetral minima de 0,5 mm (tomado desde el borde de la pastilla) sin punzones.
En una realizacién particular, dichos moldes metalicos presentan diametro entre 2 y 50 mm, preferiblemente entre 2
y 15 mm y altura entre 1 y 50 mm, preferiblemente entre 1 y 5 mm, y mas preferiblemente:

- diametro 10 mm y altura de 3 a 5 mm, preferiblemente 3 0 5 mm, y 64 punzones o
- diametro 8 mm y altura de 3 a 5 mm, preferiblemente 3 0 5 mm, y 39 punzones o
- diametro 7 mm y altura de 3 a 5 mm, preferiblemente 3 0 5 mm, y 28 punzones o
- diametro 5 mm y altura 3 mm, y 12 punzones.

En todos los casos respetando una zona perimetral minima de 0,5 mm (tomado desde el borde del cilindro) sin
punzones.

En este caso, el procedimiento es igual que el anterior, con la diferencia de que inmediatamente después de realizar
la mezcla de la fase sdlida y la liquida, se rellena el primer molde de silicona. Antes de que el biomaterial finalice su
fraguado, se retiran las piezas del molde de silicona. Posteriormente se introducen las piezas en el molde metalico
con punzones (tapandose con la tapa metalica segun la figura 1c), hasta que finaliza el fraguado en un bafio de
agua a 37 °C durante 30 minutos. Una vez solidificado, se retiran del molde metalico obteniendo las piezas
cilindricas con la porosidad determinada. Las matrices formadas se someten a autoclavado entre 120 y 130 °C
durante 24-25 minutos, produciéndose su conversion a monetita, completamente esterilizada y apta para su uso. El
empleo de estos moldes da lugar a pastillas de monetita de porosidad estructurada. En una realizacién particular,
dichas pastillas presentan diametro entre 2 y 50 mm, preferiblemente entre 2 y 15 mm vy altura entre 1 y 50 mm,
preferiblemente entre 1 y 5 mm, y mas preferiblemente:
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- diametro 10 mm y altura de 3 a 5 mm preferentemente 3 mm o 5 mm, que presentan una distribuciéon uniforme
de 64 macroporos de diametro 500 um + 60 um, separados 500 um = 60 um entre si.

- diametro 8 mm y altura de 3 a 5 mm, preferiblemente 3 mm o 5 mm, que presenta 39 macroporos de diametro
500um * 60 um, separados 500um + 60 um entre si.

- diametro 7 mm y altura de 3 a 5 mm preferentemente 3 mm o 5 mm que presenta 28 macroporos de diametro
500um + 60 um, separados 500um £ 60 pm entre si.

- diametro 5mm vy altura 0,3 mm que presenta 12 macroporos de diametro 500 pm + 60 um, separados
500 pm £ 60 um entre si.

En todos los casos, las pastillas de monetita presentan una zona perimetral minima de 0,5 mm (tomado desde el
borde de la pastilla) sin macroporos que les permite mantener las condiciones de estabilidad mecanica y fortaleza
necesarias para ser empleadas en sus aplicaciones.

Asi, la distribucion final de macroporos en dichas pastillas respeta tanto la zona perimetral minima de 0,5 mm sin
macroporos, asi como el tamafio y distancia entre poros (segun lo descrito anteriormente).

Los productos de la presente invencién encuentran aplicacién en el campo de la ingenieria tisular, y regeneracion
Osea. Asi las matrices de monetita de la invencion, obtenidas a través de los moldes definidos son de aplicacion
para el soporte y crecimiento de células y las aplicaciones anteriormente definidas.

En una realizaciéon particular, las pastillas de la invencién son aplicadas en forma de varias unidades (como un
conjunto de piezas), disponiéndose de manera que se adaptan completamente al espacio del defecto 6seo,
facilitando la entrada homogenea de nutrientes, gases y células en toda la zona a reparar, facilitando su
recuperacion gracias a dicha disposicion y evitando que se den zonas necroticas.

En un aspecto preferido la invencién hace referencia al uso de las matrices de la invencién como soporte de
crecimiento para células mesenquimatosas de distintos origenes, incluido origen adiposo, osteoblastos, células
endoteliales y combinaciones de células madre mesenquimatosas adultas no diferenciadas o diferenciadas hacia la
estirpe osteoblastica o endotelial, osteoblastos, osteoclastos, osteocitos de hueso y células endoteliales, para su
empleo en regeneracion dsea.

Las matrices de monetita de porosidad estructurada de la invencion, se reabsorben in vivo en mayor tiempo y modo
similar que el DCPD, evitando el inconveniente de su transformacion en HA (como muestra el ejemplo 10 donde se
comparan las matrices de porosidad estructurada de la invencién frente a matrices de brushita realizadas con la
porosidad estructurada de las matrices de la presente invencion). Asi, dichas matrices se disolveran a pH
fisioldégicos, de manera gradual en los tejidos extracelulares que envuelven el implante y las propias células que lo
colonizan, (células endoteliales, osteoclastos, osteoblastos, macréfagos...) seran los responsables de su eliminacion
o reutilizacion como sucede en el hueso. Ademas, su combinacién con Carbonato Calcico, en el proceso de su
obtencion, evita su transformacion a HAP.

Tal y como sucede con el DPCD, su reabsorcidon comienza entre la 42 y 8 semana, periodo de tiempo que es
adecuado para que las células adyacentes colonicen el material y puedan reemplazar el material reabsorbido por
matriz 6sea fisioldgica. Esta biodegradabilidad esta ajustada a lo que ocurre en el organismo, en donde el
crecimiento 6seo en los defectos puede tener lugar en un periodo de tiempo comprendido entre 2 y 6 meses,
dependiendo del tipo de hueso y del tamafio del defecto (Francone V. 2004).

Ademas de la biodegradabilidad, otras propiedades como la rugosidad y textura del material de la invencién se han
tenido en cuenta en el estudio de las matrices. Asi, segun las pruebas biolégicas realizadas a las matrices de
monetita porosa con macroporosidad estructurada de la invencién, se demuestra una adhesion al material superior
al 95 %, donde las células no cambian su morfologia en contacto con el material, y colonizan toda la superficie
comunicandose entre ellas como en cualquier tejido funcional.

Hay que tener en cuenta que la monetita puede mostrar resistencia y elasticidad muy baja con respecto a la del
hueso trabecular (elasticidad 50-100 MPa y compresion 5-10 MPa). Sin embargo, seria casi imposible igualar las
propiedades mecanicas del hueso. Y, se ha demostrado que es suficiente con que el material alcance propiedades
mecanicas suficientes para soportar el crecimiento celular, ya que las células, al invadir el material formaran la fase
organica del implante y mejoraran las propiedades mecanicas. Las matrices de monetita porosa de la invencién,
cumplen con este requisito.

El material monetita es reabsorbible, reabsorbible, bioactivo, presenta caracteristicas similares al hueso. Este
material permite el crecimiento celular tanto en su superficie como en su interior, una vez en el defecto dseo,
permitira que las células (endoteliales, osteoblastos, osteoclastos...) formen el andamio necesario que se conectara
al hueso sano. Posteriormente la monetita se ira eliminando poco a poco, sin sufrir transformacién a Hidroxi apatito,
por accion de los osteoclastos, y los osteoblastos iran sintetizando la nueva fase mineral que ira sustituyendo la
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monetita, eliminando por completo el defecto inicial.

Asi, un primer objeto de invencién se refiere a una matriz tridimensional de monetita de porosidad estructurada
caracterizada por presentar en su estructura macroporos cilindricos verticales de entre 350 y 650 um de diametro,
que atraviesan longitudinalmente la matriz de un extremo a otro, existiendo una separacién de entre 0,4-0,6 mm
entre cada macroporo. En una realizacién particular el diametro de los macroporos es de preferentemente
500 um £ 60 um. En otra realizacion particular, la separacion entre macroporos es de preferentemente
500 um £ 60 pm.

Otro objeto de invencién se refiere a la matriz de monetita de porosidad estructurada cuyo contenido en monetita es
al menos del 90 %, preferentemente 95 % y mas preferentemente 100 %.

Un siguiente objeto de invencion lo constituyen las matrices de monetita de porosidad estructurada caracterizadas
por ser obtenidas por transformacién térmica de un material precursor. En una realizacién particular, dicho material
precursor que es transformado térmicamente a monetita consite en una mezcla de una fase soélida compuesta por
fosfatos célcicos basicos, fosfatos calcicos acidos, un porégeno y un retardante que es fraguada por adicion de agua
destilada. En otra realizacién particular, la relacién molar de fosfato basico/ fosfato acido es de 1,6-1,8, la
concentracién de porogenoes 1-20 % en peso, la de retardante entre 0,4-0,6 % en peso y la proporcion (P/L) es de
3. En otra realizacién particular, la relacion molar de fosfato basico/ fosfato acido es de 1,785, la concentraciéon de
porégenoes 3-10 % en peso y la de retardante es 0,54 % en peso. En otra realizacion particular el fosfato calcico
acido es monofosfato calcico, el fosfato calcico basico es fosfato tricalcico beta, el agente porégeno carbonato
calcico y el retardante es pirofosfato sodico. En otra realizacion particular el material precursor es brushita.

Otro objeto de invencion lo constituyen las matrices tridimensionales de monetita de porosidad estructurada segun
reivindicaciones anteriores caracterizada porque pueden adoptar cualquier tipo de forma requerida para la
reparacion de un defecto dseo o tisular particular. En una realizacion particular, dicha matriz consiste en un cilindro
con diametro de base entre 2 y 50 mm, y de altura entre 1 y 50 mm. En otra realizacion particular dicho cilindro
presenta diametro de base entre 2 y 15 mm, y altura entre 1 y 5 mm. En otra realizacion particular, dicho cilindro
presenta una zona perimetral minima de 0,5 mm sin macroporos. En ofras realizaciones particulares, el cilindro
presenta:

- diametro 10 mm, altura de 5 mm, y 64 macroporos cilindricos con diametro de 500 um + 60 um, uniformemente
separados 500um * 60 um entre si que atraviesan longitudinalmente la matriz.

- diametro 10 mm, altura de 3 mm, y 64 macroporos cilindricos con diametro de 500 um + 60 um, uniformemente
separados 500 um £ 60 um entre si que atraviesan longitudinalmente la matriz.

- diametro 8 mm, altura de 5mm, y 39 macroporos cilindricos con diametro 500 um * 60 um, separados
500 um = 60 um entre si que atraviesan longitudinalmente la matriz.

- diametro 8 mm, altura de 3 mm, y 39 macroporos de diametro 500 um + 60 um, separados 500 pm * 60 um entre
si que atraviesan longitudinalmente la matriz.

- diametro 7 mm, altura de 5 mm, y 28 macroporos de diametro 500 uym + 60 um, separados 500 pm * 60 um entre
si que atraviesan longitudinalmente la matriz.

- diametro 7 mm, altura de 3 mm, y 28 macroporos de diametro 500 um + 60 um, separados 500 pm + 60 um entre
si que atraviesan longitudinalmente la matriz.

- diametro 5 mm, altura 3 mm, y 12 macroporos de didmetro 500 um + 60 um, separados 500 ym + 60 um entre si
que atraviesan longitudinalmente la matriz.

En todos ellos respetando una zona perimetral de 0,5 mm desde el borde de dicho cilindro hacia el centro del
mismo, que queda sin macroporos. El molde para la preparaciéon de una matriz tridimensional segun los objetos de
invencion anteriores se caracteriza por presentar una distribucion homogénea de punzones de 350-650 um de
diametro separados uniformemente entre 0,4-0,6 mm entre si. Dicho molde puede estar compuesto por silicona,
metal, plastico resistente o cualquier otro material que permita su aplicacién, pudiendo adoptar cualquier tipo de
forma requerida.

En una realizacion particular, el molde presenta forma cilindro con diametro de base entre 2 y 50 mm y de altura
entre 1 y 50 mm. En otra realizacién particular dicho cilindro presenta diametro de base entre 2 y 15 mm y de altura
entre 1 y 5 mm. En otras realizaciones particulares, dicho cilindro presenta:

- diametro 10 mm, altura de 5mm, y 64 punzones cilindricos con diametro de base de 500 um % 60 um,
uniformemente separados 0,5 mm + 60 um entre si.

- diametro 10 mm, altura de 3 mm, y 64 punzones cilindricos con diametro de base de 500 um +60 pum,
uniformemente separados 0,5 mm + 60 um entre si.

- diametro 8 mm, altura de 5mm, y 39 punzones cilindricos con diametro de base de 500 um + 60 pum,
uniformemente separados 0,5 mm + 60 um entre si.
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- diametro 8 mm, altura de 3 mm, y 39 punzones cilindricos con diametro de base de 500 um + 60 pm,
uniformemente separados 0,5 mm + 60 um entre si.

- diametro 7 mm, altura de 5mm, y 28 punzones cilindricos con diametro de base de 500 um + 60 pm,
uniformemente separados 0,5 mm + 60 um entre si.

- diametro 7 mm, altura de 3 mm, y 28 punzones cilindricos con diametro de base de 500 um + 60 pm,
uniformemente separados 0,5 mm + 60 um entre si.

- diametro 5 mm, altura 3 mm, y 12 punzones cilindricos con diametro de base de 500 pum + 60 um, uniformemente
separados 0,5 mm £ 60 um entre si.

Distribuidos en todos ellos respetando un area perimetral de 0,5 mm de ancho sin punzones, tomado desde el borde

hacia el interior del cilindro.

Un siguiente objeto de invencién se refiere al método de sintesis de las matrices tridimensionales de monetita de
porosidad estructurada caracterizado por comprender las etapas de:

1) mezcla de una fase soélida compuesta por fosfatos calcicos basicos, fosfatos calcicos acidos, un porégeno y un
retardante. Que es fraguado por adiciéon de agua destilada, dando lugar a la fase liquida,

2) aplicacion de al menos un molde en el cemento durante el fraguado para generar macroporos cilindricos
verticales de entre 350 y 650 um de diametro, separados uniformemente 0,4-0,6 mm entre si,

3) esterilizacion del material precursor formado y transformacién térmica a monetita.

En una realizacién particular, en la etapa 1 del método, la relacién molar de fosfato basico/ fosfato acido es de 1,6-
1,8, la concentracion de porégeno es 1-20 % en peso, la de retardante entre 0,4-0,6 % en peso y la proporcion (P/L)
es de 3. En otra realizacion particular, la relacion molar de fosfato basico/ fosfato acido es de 1,785, la concentracion
de porogenoes 3-10 % en peso y la de retardante es 0,54 % en peso. En otra realizacion particular, el fosfato calcico
acido es monofosfato calcico, el fosfato calcico basico es fosfato tricalcico beta, el agente porégeno carbonato
calcico y el retardante es pirofosfato sodico. En otra realizacion particular, el producto de la fase 1 es brushita.

En otra realizacion particular, en la etapa 3 del método, la esterilizacion térmica se lleva a cabo por autoclavado.
En otra realizacion particular, dicho autoclavado se lleva a cabo a 120-130 °C y durante 24-25 minutos.

En otra realizacion particular, en la etapa 2 del método, el molde empleado es el molde descrito en los objetos de
invencion anteriores. En ofra realizacion particular, previo al empleo de dichos moldes, se emplea un molde de
silicona que presenta forma de cilindro con diametro de base entre 2 y 50 mm, y de altura entre 1 y 50 mm. En otra
realizacion particular, dicho molde de silicona presenta diametro de base entre 2 y 15 mm y altura entre 1 y 5 mm.

Otro objeto de invencion lo constituye el uso del molde descrito en los objetos de invencién anteriores, para la
obtencion de fosfatos calcicos que adopten su forma. En una realizacion particular, dicho fosfato de calcio consiste
en monetita.

Otro objeto de invencion se refiere a las matrices tridimensionales de monetita de porosidad estructurada
caracterizadas porque adicionalmente comprenden células. En una realizacion particular, dichas dichas células son
células mesenquimatosas, osteoblastos, osteoclastos, osteocitos, células endoteliales o combinaciones de ellas.

Otro objeto de invencion se refiere al uso de las matrices tridimensionales de monetita de porosidad estructurada
con o sin células, para la preparacion de un agente terapéutico para la regeneraciéon de estructura 6sea. En una
realizacion particular, dicha regeneracion de estructura 6sea se lleva a cabo para combatir la osteoporosis.

Descripcion de los dibujos

Figura 1: a) Piezas de metal fijadas en una placa de cristal del mismo tamafio que los cilindros de monetita que
se quieren sintetizar b) Moldes de silicona obtenidos a partir de las piezas de la figura 1a), con los huecos del
tamafio de las piezas que se van fabricar, sin tener en cuenta por ahora la formacién de los macroporos c) Molde
de metalico con punzones metalicos que van a dar lugar a una macroporosidad controlada y homogénea en la
matriz de monetita.
Figura 2: Disefio de un ejemplo de molde utilizado para la obtencién de la matriz de monetita, con una
distribuciéon homogénea de poros verticales de 500 + 60 mm, de diametro, regularmente espaciados y de forma
reproducible.
Figura 3: Fotografia de una de las formas de matriz de monetita porosa vista de alzado (a) y de perfil (b). En esta
imagen se pueden apreciar los poros cilindricos de igual tamafo, distribuidos de forma regular por la estructura
de la matriz y cdmo estos poros atraviesan completamente la estructura.
Figura 4: Realizaciones particulares de los monémeros/pastillas de la invencién y sus dimensiones a) pastilla de
5 mm de diametro (¢) y 3 mm de altura (h) con un total de 12 macroporos de 0,5 mm de diameto distanciados
(¢.m) entre si por 0,5 mm (d.m) b) pastilla de 10 mm de diametro (¢) y 3 0 5 mm de altura (h), con un total de 64
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macroporos de 0,5 mm de diameto (¢.m) distanciados entre si por 0,5 mm (d.m) c) pastilla de 8 mm de diametro
(¢) y 3 0 5 mm de altura (h) con un total de 39 macroporos de 0,5 mm de diameto (¢.m) distanciados entre si por
0,5 mm (d.m) y d) pastilla de 7 mm de diametro (¢) y 3 0 5 mm de altura (h) con un total de 28 macroporos de
0,5 mm de diameto (¢.m) distanciados entre si por 0,5 mm (d.m). Todas ellas respetan la zona perimetral de
0,5 mm de ancho sin macroporos.

Figura 5: Difraccion de rayos X de la brushita porosa precursora (antes del tratamiento térmico) y monetita
porosa (después del tratamiento térmico) obtenida tras el proceso de transformacion y esterilizacion del material.
Los 3 picos mas altos que aparecen en el grafico de difraccion de rayos X, definen en el caso del grafico superior
(a) a la brushita y en el grafico inferior (b) son caracteristicos de la monetita. El andlisis estructural de las
muestras (analisis de Rietvel) después de la esterilizacion con autoclave muestra que el material consta
principalmente de monetita 95+ 5 % y el resto es fosfato tricalcico B (también denominado B-TCP). Para
establecer la composicién del material el diagrama de difraccion del biomaterial se comparé con diagramas
modelo de brushita (ICSD 016132) y de monetita (ICSD 38128).

Figura 6: Imagenes frontal (a) y lateral (b) de la matriz de monetita amorfa, es decir, sin la porosidad
estructurada. La porosidad que se aprecia es inherente al proceso de obtencién, la mayoria de la porosidad del
biomaterial lo componen microporos, en los que no puede llevarse a cabo la colonizacion celular. (¢) Imagen del
disefio de la matriz de monetita de la invencion con los poros de tamafio definido en torno a los 500 um,
distribuidos en la estructura del biomaterial.

Figura 7: Imagenes de microscopia electronica de barrido a diferentes aumentos, del biomaterial de monetita sin
porosidad controlada. En estas imagenes se aprecia un biomaterial fundamentalmente microporoso (c) y con la
presencia minima de algunos macroporos (b) dispuestos de forma aleatoria, a modo de oquedades, que en
ningun caso llegan a atravesar la matriz (a, b).

Figura 8: Imagen de microscopia electronica de barrido en la que se observa el biomaterial de monetita de la
invencion con poros de 500 um distribuidos por la matriz.

Figura 9: Grafica del estudio de citotoxicidad del biomaterial monetita de la invencion en las células L929. Del
ensayo MTT se observa que no existen diferencias significativas en la proliferacion de las células L929 entre
aquellas que han estado en contacto con la monetita y las que no, lo que permite concluir que la monetita de
porosidad estructurada de la invencién no es citotoxica.

Figuras 10: Imagenes de microscopia invertida de contraste de fases obtenidas del ensayo “Mouse Lymphoma
assay”. Como resultado del ensayo se muestran imagenes representativas de pocillos considerados como (a) y
(b) positivos (células mutantes, crecimiento de colonias) o (c) y (d) como negativas (células no mutantes,
ausencia de colonias).

Figura 11: Histograma de las frecuencias de mutacion de la monetita de porosidad estructurada de la invencion
en presencia (monetita + S9) y ausencia (monetita) de activacién metabdlica. Dichas frecuencias comparadas
con los controles negativos y positivos empleados en presencia y ausencia de activacion metabodlica nos permite
concluir que la monetita de porosidad estructurada de la invencién no es un biomaterial mutagénico.

Figura 12: Determinacién de la hemocompatibilidad del biomaterial de monetita de la invencién. Los medios de
cultivos de osteoblastos y AMSC que estuvieron durante 24 h en contacto con la monetita de la invencion fueron
empleados para determinar el porcentaje de hemolisis frente a controles positivos y negativos. A partir de la
grafica se puede concluir que la monetita de la invencién es un biomaterial hemocompatible.

Figura 13: Imagenes de microscopia electronica de barrido a distintos aumentos de una matriz de monetita de
macroporosidad estructurada segun la invencion. Los macroporos permiten a las células madre
mesenquimatosas colonizar la superficie del biomaterial (a) e introducirse por dichos macroporos (b, d). En (c)
observamos el corte longitudinal de un macroporo. (c) Las células interaccionan entre ellas emitiendo
prolongaciones citoplasmaticas, al igual que ocurre en un tejido a nivel fisiolégico.

Figura 14: Imagenes de microscopia electrénica de barrido de las células madre mesenquimatosas dispuestas
en el biomaterial de monetita de porosidad no controlada. Se puede apreciar que las células se disponen en la
superficie de la matriz, sin posibilidad de colonizar su interior, puesto que tienen un tamafo significativamente
mayor que la microporosidad que caracteriza al biomaterial.

Figura 15: Proliferacion de las células madre mesenquimatosas dispuestas sobre el material de monetita con
porosidad no controlada (gris) frente a las dispuestas sobre el biomaterial de monetita de porosidad estructurada
de la invencion (negro).

Figura 16: Esquema morfoldgico del tejido 6seo: 1.Hueso cortical. 2. Hueso trabecular. 3 Sistema de havers. 4
Vaso sanguineo. 5 Canal de Havers. 6 Canal de Volkmann. 7 Periostio. 8 Revestimiento 6seo. 9 Vasos del
periostio. 10 Osteoclastos. 11 Osteoblasto. 12 Osteocitos.

Figuras 17 y 18: Imagenes de SEM en la que se puede observar a x40 aumentos y a x80 aumentos como
diferentes concentraciones de AMSC prediferenciadas hacia hueso se disponen sobre una misma superficie del
biomaterial de la invencién. Las figuras 17a y b hacen referencia al biomaterial sin células, las figuras 17 c-h son
relativas a las distintas concentraciones celulares empleadas desde 0,5x10° hasta 2x10° células. Las figuras 18
a-h hacen referencia a las concentraciones celulares empleadas desde 3x10° hasta 6x10° células.

Figura 19: Imagenes de microscopia confocal de las células sobre (a) la superficie del biomaterial de monetita de
porosidad estructurada de la invencion y (b) en el interior de los canales del macroporo de dicho biomaterial tras
varios dias en cultivo. En las imagenes de (b) se observan los nicleos de AMSC prediferenciadas en el interior
de los poros del biomaterial (la reconstruccion del poro en su totalidad se realiza mediante el montaje de
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imagenes seriadas). A partir de estas imagenes se observa como se produce un aumento de células en la
superficie del biomaterial asi como las paredes de los macroporos a medida que el tiempo de cultivo aumenta.
Figuras 20 y 21: Imagenes cenitales de SEM a distintos aumentos de las células AMSC prediferenciadas en el
biomaterial a distintos tiempos de asociacion (1, 4, 7, 10 y 15 dias en la superficie del biomaterial (figuras 20 a-e
respectivamente) y en el interior de los canales de los macroporos del biomaterial (figuras 21 a-e
respectivamente).

Figura 22 y 23: Analisis de la expresion de los genes implicados en la osteogénesis en AMSC como osteonectina
(OTN), osteocalcina (OCA), osteopontina (OPN), colageno tipo 1 (COL-1), TGF-B1 y fosfatasa alcalina (FA),
mediante RT-PCR en células AMSC sin diferenciar (figura 22) y prediferenciadas (figura 23) solas y asociadas al
biomaterial durante 4, 7, 10 y 15 dias. A la vista de los geles se puede concluir que tanto las células
indiferenciadas como prediferenciadas no ven modificadas la expresion de los genes implicados en la
osteogénesis y que por lo tanto, mantienen su estado funcional orientado hacia la formacién de células 6seas,
capaces de sintetizar matriz extracelular que sustituya el biomaterial que se va degradando para regenerar el
defecto 6seo.

Figura 24: Imagenes de microscopia confocal del imnunomarcaje. La figura 24 indica las observaciones que
deben realizarse en la lectura de cada una de las siguientes figuras 25 a 31. Asi, tal y como se observa, la figura
24 se encuentra dividida en 4 cuadrantes: el cuadrante superior izquierdo (i) hace referencia a la tincion de los
nucleos de las células, el cuadrante superior derecho (ii) se refiere a al marcaje de solo la proteina, el cuadrante
inferior izquierdo (iii) hace referencia a la doble tincion de nucleos celulares + proteina y el cuadrante inferior
derecho (iv) se refiere a la triple tinciéon en la que se observan los nucleos celulares + proteina + biomaterial. En
las figuras 25-31, cada una de las figuras a-f también estdn subdivididas con los cuadrantes mencionados,
debiendo interpretarse en cada uno de ellos la informacién indicada.

Figuras 25- 26: Imagen de microscopia confocal del imnunomarcaje del COL-1 de las AMSC prediferenciadas en
la superficie (topview, figura 25) y en el interior de los canales (sideview, figura 26) del biomaterial a distintos
tiempos de cultivo.

Figura 27-28: Imagen de microscopia confocal del imnunomarcaje del Osteocalcina en las AMSC
prediferenciadas en la superficie (topview, figura 27) y en el interior de los canales (sideview, figura 28) del
biomaterial a distintos tiempos de cultivo.

Figuras 29-30: Imagen de microscopia confocal del imnunomarcaje del osteopontina en las AMSC
prediferenciadas en la superficie (topview, figura 29) y en el interior de los canales (sideview, figura 30) del
biomaterial a distintos tiempos de cultivo.

Figura 31: Imagen de microscopia confocal del imnunomarcaje de colageno tipo-1, osteocalcina y osteopontina
en las AMSC prediferenciadas, creciendo sobre la superficie del biomaterial (topview figura 31 a-c) y en el interior
de los canales (sideview, figura 31 d-f) durante 4 dias. Estos resultados indican que las MSC prediferenciadas
que se encuentran en el biomaterial son capaces de sintetizar y secretar proteinas relacionadas con la sintesis
Osea.

Figuras 32 y 33: Andlisis de elementos fundamentales por SEM-EDX del biomaterial y las AMSC asociadas a la
monetita de porosidad estructurada de la invencion durante 4 y 7 dias (figura 32) y 10 y 15 dias (figura 33). Las
imagenes de la columna izquierda se refieren a las zonas puntuales en el centro de los canales a partir de los
cuales se han realizado los analisis de los elementos presentes en las células (imagenes de la columna
derecha). Los graficos indican una distribucion de elementos distinta a la encontrada en el biomaterial. Asi se
produce un aumento de la sintesis de las particulas (Calcio, fésforo y silicio) por parte de las células a lo largo del
tiempo en asociacion con el biomaterial de porosidad estructurada de la invencidn. Se concluye por tanto, que se
dan las condiciones adecuadas para la formacién de las sales de calcio necesarias para que se forme la fase
mineral del hueso.

Figura 34: Imagen de SEM-EDX en la que se muestra la distribucion de los elementos basicos en un area en la
que solo se encuentran AMSC. En las imagenes del Calcio y Foésforo, se pueden apreciar las particulas
electrodensas, formadas por los dos elementos (se encuentran en la misma localizacién del area).

Figura 35: Secrecion de TGF-B1 (pg/ml), obtenida de diferentes concentraciones de células prediferenciadas
creciendo sin monetita durante 7 dias en cultivo. Se observa un aumento gradual en la concentracion de TGF- 31
(pg/ml) para concentraciones celulares inferiores y un ligero descenso o desestabilizacion para concentraciones
celulares superiores debido al mecanismo de autorregulacién negativa del TGF- 1.

Figura 36: Secrecion de TGF-B1 (pg/ml) obtenida de las células prediferenciadas a lo largo del tiempo en cultivo.
Se sembraron 2x10° células sobre una superficie de 6cm?, se analiza la secrecion a diferentes tiempos en
cultivo, observadndose un comportamiento tipico de mecanismos de autorregulacion, que consiste en un aumento
de la sintesis y secrecion del mecanismo seguido de un descenso de la secrecion hasta que se inicia un nuevo
aumento en la secrecion.

Figura 37: Secrecion de TGF-B1 (pg/ml), obtenida de diferentes concentraciones de células prediferenciadas
creciendo sobre el biomaterial durante 7 dias en cultivo. A partir de esta grafica se puede observar como la
presencia del factor en el medio se correlaciona con el incremento del numero de células en el biomaterial.
Figura 38: Secrecion de TGF-B1 (pg/ml) obtenida de las células prediferenciadas creciendo sobre el biomaterial a
lo largo del tiempo en cultivo. Se sembraron 2x10° células sobre los biomateriales, se analiza la secrecién a
diferentes tiempos en cultivo. De la grafica se desprende como hay un aumento de la secrecion desde el dia 1
hasta el dia 10 de cultivo, momento a partir del cual empieza a estabilizarse y descender moderadamente.
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Ejemplos
Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar pero no limitan la presente invencién.
Ejemplo 1: Método de sintesis de las matrices de la invencion

Para llevar a cabo la sintesis de las matrices de la invencion se procedié a mezclar con agua bidestilada (fase
liquida) una fase sélida.

La fase solida comprende pero no se limita a un fosfato calcico acido, un fosfato calcico basico, un agente porégeno
como carbonato célcico y un retardante del fraguado como el pirofosfato sédico.

1.1. Preparacion de la fase sélida

La fase solida del cemento calcico consta de un fosfato calcico basico y fosfato calcico acido. El fosfato calcico
basico es fosfato tricalcico-beta (B-TCP) y el fosfato calcico acido es monofosfato calcico. Se mezclan los dos
componentes en una relacion molar de 1,785 en mortero con mano durante 10 minutos. Se afade el carbonato
calcico en concentraciones entre 1-20 % (peso/peso) preferiblemente entre 3-10 %. Se emplea el pirofosfato sédico
0,54 % (peso/peso) como retardante de la reaccién de fraguado.

En concreto, para la preparacion de fosfato tricalcico-beta (3-TCP) se mezclan 34,42 g de DCPD y 10,01 g CC (en
relacién molar 2:1) en un mortero de cristal y se homogeniza con mano durante 15 minutos. Se calienta la mezcla en
horno (Veckstar) a 900 °C durante 14 horas. La sintesis del 3-TCP ocurre segun la reaccion:

2CaHPO4 2H,0 + CaCO3 — Caz(POs4)2 + 5H20 + CO2

A continuacién, se tamiza el polvo y se utiliza el polvo que tiene tamafio de particula menor de 322 ym.

1.2. Preparacion de la fase liquida y sintesis de esponjas de monetita

La fase liquida esta constituida por agua destilada o bidestilada.

Se pesa la fase sélida formado por 0,8 g de monofosfato calcico anhidro, 1,4 g de fosfato tricalcico beta, 12 mg de
pirofosfato sédico y 110 mg de carbonato y se mezcla 0,77 ml de la fase liquida en una relacién polvo liquido (P/L)
de 3 en una placa de vidrio durante 30 s.

1.3. Proceso de fraguado

Se fragua el cemento durante 30 minutos en bafio de agua a 37 °C. La reaccién de fraguado se produce segun la
reaccion:

Ca3(POy), + Ca(H2PO4)2 + 8H20 — 4CaHPO4.2H,0

Durante la reaccién de fraguado el bicarbonato reacciona con los hidrogeniones del medio descomponiéndose en
diéxido de carbono formando unos huecos y generando asi una matriz esponjosa de brushita.

1.4. Proceso de lavado

A continuacion, el biomaterial se lava varias veces en agua destilada para eliminar restos de acidos en el medio
hasta llegar a un pH cercano a 7, lo cual resulta éptimo para el crecimiento celular que se llevara a cabo en etapas
posteriores.

1.5. Proceso de transformacion de brushita a monetita

Una vez se obtiene el material fraguado mediante el proceso descrito en anteriormente, se procede a la
esterilizaciéon del mismo. El proceso empleado para dicha esterilizacién comprende autoclavar el material fraguado
en un rango de temperatura 120-130 °C durante 24-25 minutos. Durante este proceso la brushita se transforma en
monetita.

Proceso de transformacién de brushita a monetita:

CaHPO4.2H20 —120°C — CaHPO4 + 2H20 (gas)
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1.6. Método de sintesis de la matriz de monetita porosa amorfa

Una vez hecha la mezcla de los compuestos, tal y como se describe anteriormente (ejemplo 1.1 a 1.2), el cemento
resultante, brushita, se dispone sobre una superficie con forma de interés para su fraguado y su posterior
esterilizacion, obteniéndose asi, una matriz amorfa, con escasa presencia de macroporos y distribucion irregular de
los mismos, tal y como se puede observar en las figuras 6 a y b.

1.7. Método de sintesis de la matriz de monetita de porosidad estructurada

Tras la obtencién del cemento mediante el proceso descrito en los ejemplo 1.1 a 1.2, un minuto después de iniciar el
fraguado se aplico al cemento durante 30 segundos el molde de silicona que se muestra en la figura 2. Una vez el
material ha fraguado se procede a su esterilizacion tal y como se describe anteriormente (ejemplo 1.5).

El empleo de diferentes moldes permite obtener materiales que presentan poros cilindricos con un tamafio medio de
500 + 60 um y que permiten conectar los micro y macroporos generados por el porégeno.

La figura 3 muestra un ejemplo de matriz de porosidad estructurada de monetita producida mediante el proceso
descrito en la invencion. Como resultado de la generacion de didxido de carbono durante la reaccién de fraguado asi
como la aplicacion del molde descrito anteriormente, el material resultante muestra un aspecto esponjoso con una
distribucion de poros dada. Obteniendo de esta forma un biomaterial estéril de monetita, con porosidad estructurada
que puede ser utilizado sin mas tratamientos como matriz para crecimiento celular.

La figura 5 muestra el diagrama de difraccion de las muestras antes y después del tratamiento térmico en el
autoclave. Se puede observar en la figura 4 que el tratamiento térmico ademas de esterilizar el material provoca la
transformacion cristalina de la estructura de brushita a monetita.

Ejemplo 2: Realizacion concreta de pastillas de monetita concretas con porosidad estructurada

A modo de ejemplo y con el fin de obtener cementos con caracteristicas éptimas el componente en polvo formado
por 0,8 g de monofosfato calcico anhidro, 1,4 g de fosfato tricalcico beta, 12 mg de pirofosfato sddico y 110 mg de
carbonato calcico se mezcld durante 30 segundos con 0,77 ml de agua. Un minuto después de iniciar el fraguado se
aplico al cemento durante 30 segundos los moldes que se describen a continuacion.

2.1. Utilizacién de un solo molde en el proceso de obtencién de matrices cilindricas de monetita de porosidad
estructurada

Para la realizacion concreta de este ejemplo se emplearon moldes de silicona con las siguientes dimensiones y
numero de punzones:

a) 1 cm de diametro, 5 mm o 3 mm de altura y 64 punzones
b) 0,8 cm de diametro, 5 mm o 3 mm de altura y 39 punzones
¢) 0,7 cm de diametro, 5 mm o 3 mm de altura y 28 punzones
d) 0,5 cm de diametro 3 mm de altura y 12 punzones

En todos los moldes, los punzones son cilindricos, con un diametro comprendido entre 500 um + 60 um, separados
500 um * 60 um entre si, y distribuidos respetando un perimetro de 0,5 mm (tomado desde el borde hacia el interior
del mode) sin punzones. La estructura de dichos punzones es la de los respresentados en la figura 2.

Durante la reacciéon de fraguado, tal y como se describe en el ejemplo 1.7, el bicarbonato reacciona con los
hidrogeniones del medio descomponiéndose en diéxido de carbono formando unos huecos y generando asi una
matriz esponjosa de brushita.

A continuacion, el biomaterial se lava varias veces en agua destilada para eliminar restos de acidos en el medio
hasta llegar a un pH cercano a 7, que es el éptimo para el crecimiento celular.

Posteriormente, el material se esteriliza. En el proceso de esterilizaciéon en autoclave a 130 °C durante 24 minutos la
brushita se transforma en monetita obteniéndose asi un biomaterial estéril de monetita que puede ser utilizado sin
mas tratamientos como matriz para crecimiento celular.

Asi, el material resultante consiste en las pastillas cilindricas esponjosas especificadas, constituidas por la biomatriz
de porosidad estructurada de la invencion, de las dimensiones indicadas en cada caso, con macroporos distribuidos
de forma homogénea en dichas pastillas.

El empleo de cada uno de los moldes indicados permitié obtener las siguientes matrices con poros cilindricos
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homogéneamente distribuidos, con un tamafio medio de poro de 500 um + 60 um, separados 0,5 mm + 60 um entre
si, que permiten conectar los micro y macroporos generados por el porégeno:

a) pastillas cilindricas de 1 cm de diametro, 0,5 cm o 0,3 cm de altura y con 64 macroporos (figura 4b)
b) pastillas cilindricas de 0,8 cm de diametro, 0,5 cm 0 0,3 cm de altura y con 39 macroporos (figura 4c)
c) pastillas cilindricas de 0,7 cm de diametro, 0,5 cm o 0,3 cm de altura y con 28 macroporos (figura 4d)
d) pastillas cilindricas de 0,5 cm de diametro, 0,3 cm de altura y con 12 macroporos (figura 4a)

Tal y como se muestra en la figura 4, estas pastillas de monetita de la invencion obtenidas, presentan un perimetro
de 0,5 mm (tomado desde el borde de la pastilla hacia el interior de la misma) sin macroporos, permitiéndoles
mantener las condiciones de estabilidad mecanica y fortaleza necesarias para ser empleadas en sus aplicaciones.

2.2. Utilizacion de dos moldes en el proceso de obtencidon de matrices cilindricas de monetita de porosidad
estructurada

Para la realizacién concreta de este ejemplo, se emplearon dos tipos de molde, uno de silicona (figura 1b) y otro de
metal (figura 1c).

El molde de silicona se utiliza para la obtencion de los cilindros de monetita de tamafio adecuado (sin intervenir en
esta fase en la formacion de la mcaroporosidad).

Para la sintesis del molde de silicona, en primer lugar se dispusieron fijadas en una placa de cristal, unas piezas
cilindricas con el mismo tamafio que las piezas de monetita que se deseaba obtener (figura 1a).

A continuacién, se afadio siliciona liquida sobre la placa de cristal con las piezas metdlicas, y se esperé a que
polimerizara. Una vez polimerizado, se sacd de la placa de cristal. Los moldes de silicona obtenidos, presentan
huecos cilindricos del tamafio de las unidades de monetita que se desea fabricar (figura 1b). Dichos moldes de
silicona con los huecos del tamafio de las piezas que se van a fabricar no presentan punzones vy, por lo tanto, no
contemplan todavia la formacién de los macroporos.

Se obtuvieron 7 moldes de silicona diferentes, que presentaban huecos cilindricos de las siguientes dimensiones:

- diametro 10 mm vy altura 5 mm o 3 mm,
- diametro 8 mmy altura 5 mm o 3 mm,
- diametro 7 mmy altura 3 0 5 mm,

- diametro 5 mm y altura 3 mm.

Por otro lado, se fabricaron moldes metalicos con la dimensién de cada pieza de monetita obtenida con cada uno de
los moldes de siliciona indicados. Dichos moldes metalicos constan de dos partes, una primera que presenta los
punzones que dan lugar al componente macroporoso reproducible y una tapa (figura 1c). En concreto, las
dimensiones de los moldes metalicos fabricados fue la siguiente:

a) 1 cm de diametro, 0,5 cm 0 0,3 cm de altura y 64 punzones
b) 0,8 cm de diametro, 0,5 cm o 0,3 cm de altura y 39 punzones
c) 0,7 cm de diametro, 0,5 cm o0 0,3 cm de altura y 28 punzones
d) 0,5 cm de diametro, 0,3 cm de altura y 12 punzones

En todos los moldes, los punzones son cilindricos, con un diametro comprendido entre 500 um + 60 um, separados
500 um % 60 um entre si, y distribuidos respetando un perimetro de 0,5 mm (tomado desde el borde hacia el interior
del molde) sin punzones.

Una vez fabricados los moldes, la creacion de las piezas de monetita siguio el siguiente proceso:

- En primer lugar se rellenaron los moldes de silicona con el producto inmediatamente resultante de realizar la
mezcla de la fase sdlida y la fase liquida.

- En segundo lugar, antes de que el biomaterial finalice su fraguado, se retiraron las piezas del molde de silicona.
El proceso es sencillo ya que el molde es como una goma muy flexible.

- En tercer lugar se introdujeron las piezas en el molde metalico con los punzones, y se taparon. Dicho molde es
introducido en un bafo de agua a 37 °C durante 30 minutos hasta que finaliza el fraguado.

- Un vez que solidificaron totalmente, se retiraron del molde metalico obteniendo piezas cilindricas con la
porosidad deseada.

Las matrices formadas se someten a autoclavado entre 120 y 130 °C durante 24-25 minutos, produciéndose su
conversion a monetita, completamente esterilizada y apta para su uso.
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Las piezas obtenidas presentaron la misma porosidad y dimensiones que las piezas obtenidas en el ejemplo 1a
(figura 4).

Ejemplo 3: Estudios comparativos entre las matrices de monetita de porosidad estructurada y monetita
amorfa

3.1. Estudio microscopico

A continuacion, se llevo a cabo un ensayo comparativo de estructura microscépica de las matrices amorfas y de las
de porosidad estructurada de la invencion. Para llevar a cabo dicho ensayo se emplearon técnicas de microscopia
electrénica de barrido mediante procedimientos conocidos para un experto en la materia.

Estructura microscopica de la matriz de monetita porosa amorfa

El biomaterial dispuesto en forma de matriz amorfa (figuras 6 a, b), obtiene una porosidad no controlada. Es decir,
muestran una distribucion de macroporos irregular, producida durante el proceso de obtenciéon del cemento, descrito
en los ejemplos 1.1 a 1-6. Los macroporos de la matriz amorfa son huecos en el biomaterial y no conectan la
estructura interna (figura 7).

En cuanto al numero y distribucion de macroporos, se observa la escasez de los mismos. La presencia de
macroporos es minima y estan dispuestos de forma aleatoria (figura 7).

Asi, estas estructuras no favoreceran una correcta regeneracion ésea al no proporcionar las condiciones necesarias
para la correcta colonizacion y proliferacion celular.

Estructura microscépica de la matriz de monetita porosa estructurada

Las figuras 6¢ y 8, por lo contrario, muestra una matriz de monetita con macroporos estructurados. En la imagen de
microscopia de barrido (figura 8) se puede apreciar la distribucién homogénea de los macroporos.

Al contrario que la estructura anterior, la matriz de monetita de porosidad estructurada favorecera una correcta
regeneracion osea al proporcionar las condiciones adecuadas para la correcta colonizacion y proliferacién celular.

3.2. Estudio comparativo in vivo

Uno de los aspectos mas relevantes a la hora de disefiar un biomaterial para promover la regeneracion 6sea es
desarrollar una estructura que cuente con una porosidad adecuada para la colonizacién celular y la difusiéon de
gases y nutrientes. De forma particular, los macroporos (de 100 a 500 um) permiten un medio 6ptimo para la
colonizacion integral de las células aportadas en la matriz, asi como la neovascularizacion y migracién de
osteoblastos y oateoclastos de la zona del implante y la formacion de nuevo hueso de forma homogénea en toda la
estructura proporcionada.

El biomaterial de porosidad estructurada desarrollado en la presente invencién cuenta con una estructura
macroporosa caracteristica, que va a permitir una completa y homogénea distribucion de las células osteogénicas
proporcionadas en la matriz y ademas la entrada de células del tejido receptor, que van a colonizar e integrar la
nueva estructura, para iniciar su proceso de reabsorcién asi como formar nueva matriz é6sea que se ira depositando
sobre el implante para dar lugar a nuevo hueso, con unas caracteristicas mecanicas y fisiolégicas muy similares al
tejido original.

Para determinar la ventaja que constituye el disefio desarrollado en este trabajo, con respecto a una porosidad no
estructurada en macroporos, se realizd un estudio comparativo de la capacidad de regeneracion désea entre
biomateriales de monetita sin estructuracion de macroporos y con estructuracion de la macroporosidad.

Para ello, se utilizaron ovejas a las que se realizé un defecto critico en la tibia y una estabilizaciéon por técnicas de
osteosintesis. En el defecto creado, se aplicé en 3 de ellas el biomaterial de monetita no estructurado y en otras 3 el
estructurado, dejando en todas ellas la pata adyacente como control (con formacién del defecto critico y
estabilizacion de la fractura pero sin relleno de biomaterial). Previamente a la implantacion de los biomateriales,
estos fueron sembrados con un nimero igual de células madre mesenquimatosas del tejido adiposo obtenido de las
ovejas.

Para determinar la formacién de nuevo hueso, se realizd un control radiografico continuo y un estudio histoldgico a
los 3 y 6 meses de la implantacion. Los resultados muestran una clara ventaja del biomaterial con macroporosidad,
con respecto al que no lo tiene. A partir de los 3 meses de la implantacion se puede observar una mayor
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colonizaciéon de los osteblastos y osteoclastos del hueso en toda la estructura del biomaterial macroporoso, y la
formacion de nuevo hueso de forma homogénea. A los 6 meses, se observa una total integracion del material
macroporoso con el disefio de la invencién, con formacion de una nueva vascularizacién, que va a permitir la
generacién de un hueso estable, con difusion de nutrientes y oxigeno en toda su integridad y sin formacién de zonas
necréticas. Sin embargo, cuando el biomaterial no presenta una estructuracion de macroporos, se observa la
formacion de nuevo tejido 6seo restringida a la zona periférica al implante, quedando el resto de la matriz sin
colonizacién celular, ni por parte de las células previamente sembradas, ni por las del tejido receptor, y ademas no
se induce la formacion de una nueva vascularizacion.

Estos resultados permiten concluir que la monetita macroporosa presenta evidentes ventajas con respecto a la
formacion de hueso nuevo, debido a la colonizacion de toda la estructura de la matriz por parte de las células de la
zona de implantacion, para dar lugar a una reabsorcion, formacién de matriz 6sea e inducciéon de una nueva
vascularizacién de manera homogénea.

Ejemplo 4: Estudios in vitro de biocompatibilidad

Antes de combinar el material de monetita de porosidad estructurada de la invencion con células, es necesario
demostrar que dicho material es biocompatible.

Los ensayos in vitro realizados se refirieron a citotoxicidad, genotoxicidad (mutagenecidad) y hemocompatibilidad,
teniendo en cuenta que el biomaterial de monetita de porosidad estructurada de la invencién puede ser considerado
como un producto implantable que va a estar en contacto permanente con el hueso, siendo la duracién del contacto
superior a 30 dias.

4.1. Citotoxicidad

Utilizando técnicas de cultivo celular, estos ensayos determinan la lisis celular (muerte de las células), la inhibicion
del crecimiento celular y otros efectos sobre las células causados por los productos sanitarios, las materiales y/o sus
extractos.

Mediante este ensayo se determina si el material en estudio, monetita de porosidad estructurada, es téxico para las
células, afecta a su proliferacion y viabilidad.

El material analizado fue la matriz de monetita de porosidad estructurada obtenido en el ejemplo 1, de dimensiones
1cm de diametro, 5 mm de altura y 64 macroporos, empleando como control Positivo: PVC, y como Control
Negativo: polietileno de alta densidad.

En cuanto a las condiciones de extraccion, al ser el espesor de los materiales >0.5 mm, 3 cm? del material tienen se
pusieron en contacto con 1 ml del medio de cultivo que actua como agente extractor.

La linea celular empleada, para testar la citotoxicidad del material, fue la linea fibroblastica de raton L929 cultivada
en medio de cultivo DMEM con el 10 % de suero fetal bovino.

Se determiné la citotoxicidad y proliferacion de la monetita de porosidad estructurada mediante el ensayo de MTT.
Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del MTT por el enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa en
un compuesto coloreado (formazan) y determina la funcionabilidad mitocondrial de las células que han estado en
contacto con la monetita de la invencién, en funcién de controles positivos y negativos establecidos. De esta
manera, la cantidad de células vivas en el cultivo es proporcional a la cantidad de formazan producido y por lo tanto
a la cantidad de absorbancia registrada mediante un espectrofotometro.

Como control positivo se utilizé un biomaterial estandar citotdxico comercial, y como controles negativos se utilizaron
el vicryl y polietileno de alta densidad, también comerciales. La representacion grafica de las curvas de proliferacion
obtenidas para las células L929 en cada uno de los casos se observa en la figura 9.

Los resultados obtenidos no muestran diferencias significativas entre la proliferacion de las células L929 en monetita
estructurada de la invencion y en el control negativo, demostrando que la matriz de monetita de porosidad
estructurada de la invencion no es un biomaterial citotoxico.

4.2. Mutagenicidad

En los ensayos de genotoxicidad, se utilizan cultivos celulares de mamiferos o no mamiferos u otras técnicas, para
determinar las mutaciones genéticas, los cambios en la estructura o en el nimero de cromosomas y otras
alteraciones del ADN o de los genes causadas por la toxicidad de los productos sanitarios los materiales y/o sus
extractos.
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Se determiné el potencial mutagénico in vitro de la monetita de porosidad estructurada de la invencion mediante el
ensayo denominado “Mouse Lymphoma Assay”. Dicho ensayo est4 basado en la cuantificacion de mutaciones en el
gen timidina kinasa en las células de linfoma de raton L5178TK+/-, inducidas o no tras el tratamiento de estas
células con el biomaterial monetita de porosidad estructurada. Las células deficientes en el gen Timidina Kinasa (TK)
a causa de la mutacién TK-/- son resistentes a los efectos citotoxicos de la trifluorotimidina (TFT). Las células
capaces de producir TK son sensibles a la TFT, que inhibe el metabolismo y detiene la division celular. Asi pues, las
células mutantes son capaces de proliferar en presencia de TFT, mientras que las células normales que contienen al
menos un alelo del gen TK no lo son. El ensayo se realizé en placas de 96 pocillos y el resultado final se obtuvo tras
contar visualmente los pocillos positivos (figuras 10 a y b), en donde se observa el crecimiento de una colonia de
células) y los negativos (figuras 10 ¢ y d, donde no se observa crecimiento alguno). Una vez contados los pocillos
positivos y negativos de cada placa de 96, se aplican una serie de formulas establecidas para el ensayo y los
resultados se expresan en términos de frecuencias de mutacion.

Para llevar a cabo el ensayo, las células se expusieron al producto a testar en presencia y ausencia de un sistema
adecuado de activacion metabdlica, dado que en ocasiones puede ocurrir que un producto a testar no sea
mutagénico, pero que si lo sean los metabolitos generados in vivo a partir de ese producto.

El sistema mas cominmente empleado para simular in vitro el metabolismo hepatico es una fraccion
postmitocondrial denominada S9 a la que se afiaden cofactores y que se obtiene de higados de rata tratados con
inductores enzimaticos como el Aroclor 1254. De esta manera, previamente al tratamiento celular, el producto a
testar se trata durante 2 h con la mezcla denominada S9, y transcurrido ese tiempo se tratan las células con el
sobrenadante obtenido de esta mezcla tras la centrifugacion de la misma.

Para el tratamiento de las células se utilizaron los siguientes productos:
- Como controles positivos:
» Metilmetanosulfonato (MMS) en ausencia de activacion metabdlica.
= 3-Metilclorantreno (3-MCA) en presencia de activaciéon metabdlica.
- Como controles negativos:

»= Medio de células L5178YTK+/- incubado durante 24 h.
= Medio de células L5178YTK+/- en presencia de activacion metabdlica incubado durante 24 h.

- Como producto a testar:

»= Medio de células L5178YTK+/- incubado durante 24 h con el biomaterial monetita.
= Medio de células L5178YTK+/- incubado durante 24 h con el biomaterial monetita en presencia de activacion
metabdlica.

Los resultados obtenidos (representados en la figura 11) muestran que tanto en presencia como en ausencia de
activacion metabdlica se observa que los controles negativos utilizados en el experimento inducen una frecuencia de
mutacion baja y parecida a la que presentan las células que se han cultivado en presencia de la monetita de
porosidad estructurada. La existencia de células mutadas cultivadas con su medio de cultivo se debe a la alta tasa
espontanea de mutacidn que poseen estas células, de esta manera, esta frecuencia de mutacién se establece como
background. En cuanto a los controles positivos, la frecuencia de mutacién inducida en las células L5178YTK+/- es
claramente superior (unas 7 veces mas en ambos casos) al que inducen la monetita o el medio de cultivo. Estos
resultados demuestran que la monetita no es un biomaterial mutagénico.

4.3. Hemocompatibilidad

Estos ensayos evaluan los efectos producidos en la sangre o sus componentes por productos sanitarios o materiales
que entran en contacto con la sangre, utilizando un modelo o sistema apropiado. Los ensayos de hemodlisis
determinan el grado de lisis de los hematies y la liberacion de hemoglobina causadas por los productos sanitarios,
materiales y/o sus extrastos in vitro.

Se determiné la hemocompatibilidad de la monetita de porosidad estructurada de la invencién mediante un ensayo
colorimétrico de determinacion de hemoglobina en sangre total y de hemoglobina liberada al plasma cuando la
sangre se expone a la monetita. Dado que el biomaterial se encuentra en fase sdlida, se testaron medios de cultivo
de células (osteoblastos y AMSC) que estuvieron en contacto durante 24 horas con la monetita. Los resultados
muestran que el coeficiente de variacion de las rectas de calibraciéon, muestras y controles de calidad ( % CV)
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es <20 % en todos los casos (excepto en el caso del calibrador 6) y 2/3 de los valores de la recta de control de
calidad presentan un porcentaje de diferencia frente al tedérico ( % PVDF) <20 %, por lo que los resultados del
ensayo se encuentran dentro de los criterios de aceptacién establecidos.

Los porcentajes de hemolisis de los compuestos utilizados fueron los siguientes, considerando como 100 % de
hemolisis el valor de concentracién de hemoglobina de 10,19 mg/ml que presenta la sangre utilizada:

Compuesto Porcentaje de Hemolisis
Control positivo: Tritén X-100 1 % 94

Control negativo: Polietilenglicol 40 % 1,27

Medio de hueso 0

Medio AMSC 0

Medio de hueso + monetita estructurada 0

Medio de AMSC + monetita estructurada 0

Estos resultados, representados en la figura 12 permiten concluir que la monetita de porosidad estructurada de la
invencién, es un biomaterial hemocompatible.

Ejemplo 5: Estudio comparativo de bioactividad entre la matriz de monetita porosa amorfa y la matriz de
monetita de porosidad estructurada

La bioactividad de un material va a depender tanto de su composicién quimico-fisica como de su estructura.

Asi, en el presente ejemplo se lleva a un estudio para determinar el efecto que tiene el empleo de la matriz amorfa o
de la matriz de porosidad estructurada indicadas sobre la capacidad de proliferacion de células madre
mesenquimatosas, una de las estirpes celulares implicadas en el proceso de regeneracidon 6sea junto con los
osteoblastos del tejido receptor.

Una vez obtenida la biomatriz porosa, tal y como se ha descrito anteriormente, se procedié a su lavado con medio
de cultivo de pH 7,4 durante una o dos horas para hidratar y neutralizar el pH (cambiando el medio de cultivo 2 0 3
veces). Posteriormente, células madre mesenquimatosas adultas de tejido adiposo (ATMC) fueron sembradas
directamente sobre el material, a una concentracion de 0,5,106-6,106 células por cm?. Trascurridas dos horas de la
siembra, se adicion6 medio de cultivo hasta cubrir todo el material, renovandolo cada dos o tres dias.

Las células se cultivaron en el biomaterial durante 7 dias, tras lo cual, se procedi6é a analizar la biomatriz en cuya
superficie se habian adherido las células por microscopia electrénica de barrido (SEM), para observar la capacidad
de adhesion y colonizacion de dichas células sobre el biomaterial de monetita porosa.

Las imagenes obtenidas por SEM (ver figura 13 a y b), demuestran que las células madre mesenquimatosas son
capaces de adherirse perfectamente al biomaterial, adoptando una morfologia adecuada y que ademas establecen
contactos intercelulares, como ocurre en un tejido a nivel fisiolégico (figura 13 c y d). Como puede observarse en las
figuras 13 c y d las células se expanden perfectamente con el biomaterial, interaccionando de forma maxima con el
mismo y emitiendo prolongaciones citoplasmaticas (filipodios), que aumentan la superficie de contacto e
incrementan el nivel de contacto intercelular.

El biomaterial de porosidad estructurada proporciona una mayor superficie en la que las células se pueden adherir,
proliferar e iniciar a realizar sus funciones en el proceso de regeneraciéon 6sea. Es decir, pueden iniciar la creacion
de nueva matriz 6sea que va a sustituir al biomaterial y expresar moléculas de sefalizacién que potenciaran y
dirigiran el remodelado 6seo y la neovascularizacion.

Por el contrario, el empleo de la matriz amorfa como soporte para el crecimiento celular, muestra que la distribucion
aleatoria de poros no es adecuada para que se pueda dar lugar a una colonizacion eficiente de las células (figura 14
a y b), quedando estas relegadas en su mayoria a la superficie de la matriz puesto que tienen un tamafo
significativamente mayor que la microporosidad que caracteriza al biomaterial.

Los resultados, tal y como se muestran en la figura 15, demuestran que en la matriz de monetita de porosidad
estructurada se cuantifican un mayor niumero de células. A las 24 de cultivo las células en la matriz de monetita de
porosidad estructura proliferan 1.5 veces mas con respecto a las que se encuentran en la matriz de monetita amorfa,
llegando a ser la proliferacion 1,8 veces superior a las 48 horas de cultivo.

En la matriz de la monetita amorfa, las células a lo largo del tiempo dan valores de proliferacién inferiores al niumero
de células dispuestas en el tiempo 0 horas. Estas células no tienen sitio para distribuirse y se compactan en los
macroporos sin continuidad de la superficie, inhibiendo su proliferacién y localizandose solamente en la superficie
del material sin posibilidad de colonizar su interior, solamente podrian introducirse en los escasos macroporos
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dispuestos de forma aleatoria. Estos macroporos se encuentran a modo de oquedades que, en ningun caso
penetran por toda la estructura, lo que dificultaria su interaccidon con el tejido circundante in vivo y la llegada de
nutrientes y oxigeno a todas las células. Estas células solo pueden distribuirse por la superficie del biomaterial.
Estas células se compactan por falta de espacio, inhibiendo su proliferacién y localizandose la mayoria de ellas tan
solo en la superficie del material.

Sin embargo, las células dispuestas en la matriz de monetita con porosidad estructurada se distribuyen por todos los
poros, en el interior de estos y por la superficie del material dando valores de crecimiento superiores al tiempo 0
horas. Estas células no se compactan al tener mayor superficie de contacto con el material y por tanto no inhiben su
crecimiento.

Ejemplo 6: Determinaciéon del nimero de células a implantar por superficie de matriz

No existen estudios que permitan estandarizar o conocer el nimero de células 6ptimo en este tipo de bimateriales,
por lo que los distintos investigadores llevan a cabo de forma especifica sus adaptaciones para conseguir el maximo
resultado clinico.

Para que la regeneracion ésea tenga éxito el implante tiene que integrarse en la estructura ésea del organismo. Para
ello, las células del paciente, (endoteliales, osteoblastos, osteoclastos, macréfagos, etc) tienen que interaccionar con
el producto y colonizarlo, junto con las células aportadas. Por otro lado, es necesaria una cantidad de células en el
producto suficiente para que se cree un efecto tréfico potente, que active la zona y desencadene el proceso
regenerativo.

Para que pueda producirse la convivencia entre las células del paciente y las del producto, un potente efecto tréfico
del producto y una homogénea distribucion celular y difusion de nutrientes, gases y productos de desecho del
metabolismo, el biomaterial debe aportar un numero alto de células, pero sin que dichas células lleguen a obturar la
estructura porosa del biomaterial.

Ademas, el aporte celular debe ser importante puesto que a medida que se vaya degradando el biomaterial, este
tiene que ser reemplazado por matriz sintetizada por las propias células.

En conclusion, la cantidad idonea de células es aquella que ocupe practicamente la totalidad de la superficie del

biomaterial pero que no produzca la obturacion de la estructura porosa, por los siguientes motivos:

- Conseguir el efecto tréfico suficiente para activar el proceso de regeneracion ésea.

- Sintetizar suficiente matriz extracelular para reemplazar al biomaterial.

- Permitir la llegada y asentamiento de células del paciente implicadas en la regeneracion dsea, entre las que se
encuentran las células endoteliales encargadas de la neovascularizacion.

Para determinar el numero de células a implantar por superficie de biomaterial, se realizé la siembra de
concentraciones crecientes de células en el biomaterial y se observé al SEM, el grado de colonizacién de la
estructura. Este estudio también permite determinar si la forma de siembra empleada es adecuada para que la
distribucion de las células sea homogénea.

El procedimiento empleado consistié en sembrar discos de monetita de 1cm de didmetro, 0,5 cm de altura, y 64
macroporos con un diametro de 500 uym, con concentrac;lones ceIuIares crementes que abarcan desde medio millén
de células hasta 6 millones por biomaterial (O, 5x10°-1x10°-2x10°-3x10°-4x10°-5x10°-6x10° ). Las células se
mantienen durante 8 dias en contacto con el biomaterial, para permitir su adaptacion y asentamiento. Los resultados
se analizan por SEM.

Las imagenes (Figuras 17 y 18) indican que a medida que aumenta la concentracion celular se incrementa el grado
de colonizacién del biomaterial de monetita de porosidad estructurada de la invencion, puesto que la capacidad de
adhesién al biomaterial es cercano al 100 %. Cuando se aplica la dosis inferior, la superficie del biomaterial Jo
muestra una invasion completa, sino que este fendmeno comienza a visualizarse a partir de las dosis de 2x10° y
3x10° de células. Sin embargo los poros de 500 um comienzan a obturarse a partir de la siembra de 4x10 células y
a las dosis de 5x10° y 6x10° se encuentran totalmente obturados. Ademas, a partir de la dosis de 1x10° células ya
se observa ocupacion del interior de los poros del biomaterial, aumentando dicha ocupacién con la dosis celular.

Segun los resultados obtenldos para los biomateriales utilizados que tienen una superficie de contacto total de
aproximadamente 6 cm?, una buena cantidad de células estaria comprendida entre 2 y 3 millones de células, lo que
resulta entre 300.000 y 500 000 células por cm?.

Ejemplo 7: Analisis de la evolucion de las células en la matriz. Analisis del estado celular en la matriz a
diferentes tiempos
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Una vez seleccionado el rango de dosis celular adecuado para su disposicidon en el biomaterial, a continuaciéon se
estudié la evolucion de las células en el biomaterial de porosidad estructurada a lo largo del tiempo. Para ello, se
llevd a cabo un analisis del comportamiento celular in vitro a distintos tiempos.

7.1. Observacién de las células prediferenciadas en la matriz de porosidad estructurada a lo largo del tiempo:

Para poder observar de forma adecuada a las células en el biomaterial de porosidad estructurada, se realizé una
observacion directa por microscopia electrénica de barrido (SEM) y ademas una visualizacidon de las células con
tinciéon nuclear de Hoechts por microscopia confocal. La visualizacion por SEM proporciona datos sobre la afinidad y
capacidad de interaccion de las células con el biomaterial, a través de la observacion de la superficie de contacto.
Sin embargo, es posible que el procesado de las muestras para SEM elimine células del biomaterial, que pueden ser
visualizadas mediante técnicas fluorescentes.

El procedimiento llevado a cabo fue el siguiente:

e Siembra de 300.000 AMSC prediferenciadas por cm? de biomaterial.

e Realizacion del procesado para SEM o la tincidon nuclear de Hoechts y visualizacion por microscopia confocal.

e Andlisis de la distribucion y grado de interaccién de las células en el biomaterial transcurridos 1, 4, 7, 10 y 15
dias de asociacion.

Las imagenes de los resultados de observacion por microscopia confocal muestran de forma muy especifica y con
un minimo ruido de fondo los nucleos celulares tefidos con Hoechts. Se obtuvieron imagenes de las células en la
superficie de biomaterial (TOPVIEW) y en el interior de los canales de los macroporos (SIDEVIEW), previa fractura
controlada del biomaterial.

En la imagen TOPVIEW (Figura 19a), se observa que a medida que transcurre el tiempo de cultivo se da un
aumento en el nimero de células en la superficie del biomaterial, que van cubriendo las paredes de los macroporos
y obturando la superficie de todos a partir de los 10 dias de cultivo.

La imagen SIDEVIEW (Figura 19b) es un montaje de varias imagenes seriadas para poder observar las células en
toda la longitud del macroporo. Las células colonizan el interior de los canales desde el dia 1 de asociaciéon. A
medida que transcurre el tiempo, se observan un mayor tapizado celular y grandes agregados a los 10 y 15 dias de
cultivo.

Las imagenes de los resultados de observacion por SEM muestran también imagenes de la superficie del
biomaterial (TOPVIEW) y del interior del poro en su totalidad (SIDEVIEW).

En las imagenes TOPVIEW (Figura 20), se observa el aumento del grado de colonizacion a medida que transcurre el
tiempo de cultivo. Se observa una obturacién de los poros a partir del 7° dia de cultivo, llegandose a obturar
practicamente la totalidad de los poros a los 15 dias.

En las imagenes SIDEVIEW (Figura 21), observamos un menor nimero de células, incluso en los tiempos largos,
debido a pérdidas producidas en el procesamiento de las muestras. Sin embargo, nos ofrece un analisis claro de la
naturaleza de la interaccion de las células con el biomaterial utilizando criterios morfolégicos. Las células muestran
una gran superficie en contacto con el biomaterial observando un gran numero de extensiones citoplasmaticas, y
ademas son capaces incluso de introducirse en su estructura interna.

Una vez analizadas las imagenes de Hoesch y SEM, se puede concluir que, en torno a los 4 dias, las AMSC
interaccionan de forma adecuada y homogénea con el biomaterial de monetita de porosidad estructurada de la
invencion, se invade la mayoria de su superficie, sin producirse la obturacién de poros, lo que permitird el paso de
nutrientes y de células hospedadoras que acudiran a la llamada tréfica de las AMSC.

7.2. Determinacién del efecto osteoinductor del material de monetita de porosidad estructurada

Analisis _de expresién _génica de células mesenquimatosas adultas obtenidas del tejido adiposo (ATMC) sin
diferenciar, por comparaciéon de la estructura de matriz de monetita con porosidad estructurada frente a monetita
amorfa

El biomaterial de monetita de porosidad estructurada tiene una distribucion macroporosa que favorece la distribucion
homogénea de las células por toda la matriz. Ademas esta disposicion porosa permite mejor la llegada de nutrientes,
gases y las moléculas de sefalizacion producidas por las mismas células. Todo ello determina que las células se
encuentren en mejores condiciones y que puedan intercomunicarse de forma mas efectiva para expresar su fenotipo
osteogénico. Por este motivo, es posible que la nueva estructura del biomaterial potencie el efecto osteoinductivo de
la naturaleza de la matriz (derivado del fosfato calcico, al igual que el hueso), e induzca la expresion de genes
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relacionados con la diferenciacion osteogénica.

Para determinar este efecto inductor de la osteogénesis debido a la nueva estructura macroporosa, se realizan
analisis de la expresion de genes relacionados con la diferenciacién ésea, mediante RT-PCR, comparando la
estructura de la matriz de monetita amorfa con respecto a la porosa estructurada.

Para ello se va lleva a cabo el siguiente experimento:

1.- Disposicion de células madre mesenquimatosas adultas obtenidas del tejido adiposo y osteoblastos de hueso
humano, sobre las matrices porosas de monetita amorfa y de monetita con porosidad estructurada, a una
concentracion de 10° células/cm?®.

2.- Mantenimiento en cultivo durante 7 dias sobre los biomateriales, para permitir que la estructura del
biomaterial actie sobre el comportamiento celular.

3.- Extraccion del RNA de las células que se encuentran sobre los biomateriales y analisis de la expresion de los
siguientes genes mediante RT-PCR: fosfatasa alcalina, osteopontina, osteonectina y osteocalcina. Estos genes
se encuentran directamente relacionados con el proceso de diferenciacion dsea y se activan a medida que las
células madre mesenquimatosas y los osteoblastos llevan a cabo su proceso diferenciacion hacia hueso.

Los resultados indican una induccién de la expresion de genes osteoinductores en las células que se encuentran en
el biomaterial de monetita de porosidad estructurada con respecto a la amorfa.

En las células madre mesenquimatosas se produce una induccién en los genes de diferenciacion temprana
osteopontina y osteonectina y en menor medida de los genes de diferenciacién tardia fosfatasa alcalina y
osteocalcina, con respecto a las células dispuestas en la monetita amorfa.

Con respecto a los osteoblastos, se observa una induccién de la expresion de genes de diferenciacion tardia como
la fosfatasa alcalina y la osteoclacina.

Estos resultados demuestran que la estructura del biomaterial tiene una influencia directa en el comportamiento
celular. La distribucion macroporosa homogénea y con poros capaces de atravesar la estructura en su totalidad,
dandose una mayor interconexion porosa, permite una mayor comunicacion intercelular y un mejor estado celular
por el acceso a los nutrientes y los gases. Esta situacion permite expresar de forma mas efectiva el fenotipo celular y
potencia el efecto osteoinductor producido por la composiciéon del biomaterial.

Este efecto se vera multiplicado cuando el biomaterial sea incorporado al defecto éseo in vivo, en donde las senales
osteogénicas se multiplicaran en el entorno del defecto 6seo, para que pueda darse una reparacion tisular. Estas
sefiales reclutaran osteoblastos del hueso y células madre mesenquimatosas de la médula 6sea, que podran invadir
el biomaterial de forma homogénea, y producir nueva matriz 6sea que ira sustituyendo al biomaterial que se va
reabsorbiendo, para producir una reparacion estable.

Estudio del mantenimiento del estado de diferenciacién de las células dispuestas en el biomaterial de monetita de
porosidad estructurada a lo largo del tiempo (comparaciéon del comportamiento de ATMC prediferenciadas y sin

diferenciar)

Como se indicaba anteriormente, ademas de su disposicion y distribucion, es importante averiguar el estado
funcional de las células en el biomaterial de porosidad estructurada a lo largo del tiempo, para determinar el
mantenimiento del estado de diferenciacion osteogénica, es decir, si se mantiene la orientacién hacia la formacion
de células 6seas, capaces de sintetizar matriz extracelular que sustituya el biomaterial que se va degradando, para
regenerar el defecto éseo.

En este estudio se analizé el mantenimiento de la expresion de genes implicados en la osteogénesis en AMSC
prediferenciadas dispuestas en el biomaterial. Con este objetivo, se analizé la expresion de los siguientes genes
implicados en el proceso de osteogénesis mediante RT-PCR: osteopontina (OPN), osteocalcina (OCA), osteonectina
(OTN), TGF-B1, fosfatasa alcalina (FA) y colageno tipo | (COL-1) (figura 22). El procedimiento llevado a cabo fue el
siguiente:

- Disposicion de 300.000 células AMSC sin diferenciar y prediferenciadas por cm2 del biomaterial.

- Analisis de la expresion de la fosfatasa alcalina, osteocalcina, osteopontina, colageno tipo-1 y el TGF-1, a los
tiempos de 1, 4, 7, 10 y 15 dias en cultivo de asociacion con el biomaterial.

En cuanto a los resultados con AMSC sin diferenciar, como se puede observar en la figura 22, las células AMSC
expresan todos los genes estudiados, osteonectina, osteocalcina, osteopontina colageno tipo 1, TGF-f1 y la enzima
fosfatasa alcalina.
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Esta expresion no se modifica cuando se cultivan sobre el biomaterial de porosidad estructurada en los tiempos
analizados. En concreto, osteonectina, osteocalcina, colageno tipo 1 y TGF-B1 mantienen su expresion a los 4, 7, 10
y 15 dias del cultivo sobre el biomaterial. La expresién de osteopontina aparece disminuida a los 4 y 7 dias, pero se
recupera y mantiene a los 10 y 15 dias de cultivo en el biomaterial. Sin embargo, la expresion de la enzima fosfatasa
alcalina es muy ligera en las AMSC, se pierde durante el cultivo en el biomaterial e inicia su expresién a partir de los
15 dias de cultivo.

El colageno tipo 1, la osteopontina y la osteonectina se expresan de forma temprana en las células
osteoprogenitoras. La osteocalcina aparece cuando se inicia la mineralizacién. En este caso, las AMSC expresan
tanto proteinas implicadas en el inicio de la diferenciacion osteoblastica como en la fase final de dicha diferenciacién.
Ademas, son capaces de sintetizar colageno, que forma parte del componente organico de la matriz del hueso.
Estas proteinas una vez sintetizadas pueden ser adsorbidas y quedar atrapadas en la nueva matriz que se forme.

La fosfatasa alcalina es una enzima que libera fosforo inorganico a partir de esteres fosféricos, necesarios para la
mineralizacion, es decir, participa en la mineralizaciéon del hueso y en la maduracién de la matriz osteoide y por lo
tanto su expresion es muy tardia en el proceso de diferenciacién celular.

El TGF-B1 es un potente estimulador de la formacion 6sea, potencia la diferenciacion osteoblastica y la sintesis de
matriz 6sea e inhibe la sintesis de proteasas que degradan la matriz. De hecho, esta siendo utilizado como marcador
seroldgico prondstico de la capacidad de consolidacion en el proceso de evolucion de la pseudoartrosis.

En cuanto a los resultados con AMSC prediferenciadas, cuando las células se prediferencian hacia hueso durante 8
dias y se disponen en cultivo sobre la monetita de porosidad estructurada de la invencion (figura 23), no se producen
variaciones en el perfil de expresion génica.

Las células prediferenciadas muestran todavia el mismo patron de expresion de los genes relacionados con la
regeneracion 6sea que las AMSC sin diferenciar. Cuando las AMSC prediferenciadas se disponen en el biomaterial,
se mantiene la expresion de estos genes, no evidenciandose signos de interaccion que disminuyan la expresiéon de
genes implicados en la regeneracién 6sea (Figura 23).

La baja expresion de la enzima fosfatasa alcalina puede ser debida a que en las fases iniciales de la formacién de la
matriz osteoide no interviene este enzima de forma preferente. En el inicio de la formacion del hueso en primer lugar
se da la sintesis y excrecion de proteinas a la matriz, estas forman una estructura ordenada en la que se
depositaran las sales de calcio. La fosfatasa alcalina interviene al final del proceso cuando se produce la
mineralizacion. Este enzima genera iones fosfato (que en este caso ya los esta proporcionando el biomaterial) y el
aumento de la concentracion de estos iones en la matriz crea centros de nucleacién para el depdsito de sales
minerales.

Asi, como conclusion final cabe indicar que el biomaterial de monetita estructurada de la invencién, a diferencia del
de monetita amorfa, permite una colonizaciéon completa tanto de su estructura externa como interna por parte de las
células, la llegada de nutrientes y gases a toda su estructura para mantener unos altos perfiles de viabilidad y una
induccion de la proliferaciéon, asi como una meyor expresion de los genes relacionados con la osteosintesis y
generacion de nueva matriz dsea.

Ejemplo 8: Analisis de la secrecion de matriz extracelular en el biomaterial de porosidad estructurada por
parte de las células a lo largo del tiempo. Potencia

8.1. Estudio de la expresion de las proteinas implicadas en la formacién de la matriz _extracelular a lo largo del
tiempo (OPN, OCA, colageno tipo 1)

El hueso es un tejido conjuntivo mineralizado muy vascularizado que contiene células especializadas, matriz
organica formada por proteinas y fase mineral compuesta por sales de calcio. La matriz proteica le permite ser
flexible y tolerar la tensién, mientras que las sales de calcio le dan firmeza y resistencia a la presién. En el proceso
de formacién del hueso, primero se sintetizan los componentes de la matriz proteica, conformando una estructura
ordenada en la que posteriormente se depositaran las sales de calcio.

La matriz proteica representa un tercio del peso éseo. Esta formada por proteinas como el colageno tipo-I (>95 %) y
otras que intervienen en la fijacion del calcio, como la osteocalcina (OCA-15 %) y osteopontina (OPN). El colageno-I
y OPN se expresan de forma temprana en las células osteoprogenitoras. La OCA aparece cuando se inicia la
mineralizacion y es un marcador util para estadios finales de diferenciacion osteoblastica. Las células
prediferenciadas sintetizan en su citoplasma el colageno tipo 1, osteopontina y osteocalcina como sucede en las
células de hueso. También se ha demostrado que las células prediferenciadas expresan los genes de OPN, OCA y
colageno tipo 1 cuando estéan dispuestas sobre las matrices de monetita de porosidad estructurada de la invencién.
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Por ello, es importante determinar si estas células, ademas de expresar sus genes, son capaces de sintetizar estas
proteinas y excretarlas para formar la estructura ordenada en la matriz, imprescindible para el depdsito de las sales
de calcio en la formacion del nuevo hueso.

El procedimiento llevado a cabo fue el siguiente:

- Disposicion de 300.000 AMSC prediferenciadas por cm? del biomaterial.
- Inmunodeteccion de las proteinas de matriz extra celular 6sea OPN, OCA y COL-1 en el biomaterial.
- Analisis mediante microscopia confocal a los tiempos 1, 4, 7, 10 y 15 dias de asociacion con el biomaterial.

Como en ocasiones anteriores, se presentan imagenes TOPVIEW (figuras 25, 27, 29 y 31a) de la superficie del
biomaterial, e imagenes SIDEVIEW (figuras 26, 28, 30 y 31b), correspondientes a reconstrucciones cortes
longitudinales del interior del poro.

La interpretacion de las imagenes de inmunomarcaje (Figuras 25 y 26), indican la formacion y secrecién de colageno
| desde el primer dia de asociacioén, lo que va aumentando a medida que transcurre el tiempo. También se observa
un aumento del nimero de células en el biomaterial desde el dia 1 hasta el 15, lo que corrobora la capacidad de
colonizaciéon del biomaterial de porosidad structurada por las AMSC, como se ha determinado en experimentos
previos.

En las imagenes SIDEVIEW (figura 26), no se aprecia marcaje de colageno a partir del dia 7 de asociacion, lo que
es debido a la obturaciéon que se produce en los poros, como se ha observado en las imagenes de SEM (figuras 17-
18 y 20-21), que impide la difusién del anticuerpo al interior del biomaterial. Este fenédmeno ocurre en todos los
inmunomarcajes realizados, a partir del dia 7 de asociacion.

En cuanto a la osteocalcina, las AMSC prediferenciadas producen y secretan OCA en el biomaterial de forma
creciente a medida que avanza el tiempo de asociacion. Las imagenes de la zona interna de los poros solo muestran
marcaje hasta los 7 dias, de nuevo por la obturacién de los poros y la dificultad en la difusiéon del anticuerpo. Sin
embargo estas imagenes nos permiten observar una gran colonizacién de los nucleos a medida que avanza el
tiempo de cultivo en el biomaterial, en toda la longitud del poro (Figuras 27 y 28).

En el caso de la osteopontina (OPN) (figuras 29 y 30) también se observa una sintesis y excrecion de la proteina en
el biomaterial, desde el dia 1 al 15 de asociacion. De nuevo, las imagenes del interior de los poros (figura 30) son
mas pobres por la dificultad en la difusion del anticuerpo.

Para corroborar que la falta de sefial en el interior longitudinal de los poros a lo largo del tiempo se debe a la
dificultad en la difusién del anticuerpo, se llevdé a cabo el inmunomarcaje de las proteinas previa fractura del
biomaterial de forma que queda al descubierto la pared del poro interno en su totalidad, de esta forma se tiene
acceso directo a toda la superficie interior de los poros (figuras 26, 28, 30 y 31b).

Como se puede observar en la figura 31, a los 4 dias, tiempo posible de asociacién del biomaterial de la invencion
previo a la realizacién del implante en el paciente, se observa una marca contundente de todas las proteinas
analizadas tanto en la superficie del biomaterial de la invencion, como en toda la longitud de la superficie interna de
los poros. Estos resultados indican que las MSC prediferenciadas que se encuentran en el biomaterial de porosidad
estructurada son capaces de sintetizar y secretar proteinas relacionadas con la sintesis 6sea como el colageno tipo
I, osteopontina y osteocalcina.

8.2. Analisis del calcio sintetizado por las células sobre el biomaterial a lo largo del tiempo mediante EDX

Se ha comprobado que las AMSC prediferenciadas en el biomaterial, son capaces de iniciar la sintesis de proteinas
para formacion de nuevo hueso, pero para que se pueda producir una matriz 6sea estable es necesario que se
produzca, ademas, un proceso de mineralizacion.

Para determinar este hecho, se analiza si las AMSC son capaces de sintetizar depdsitos de calcio para formar la
fase mineral del hueso.

En el organismo, los osteoblastos participan en la mineralizacion de la matriz organica, produciendo vesiculas de
matriz de 100 nm rodeadas de membrana, en la que se acumula Ca’+ y PO,%, ricas en fosfatasa alcalina y
pirofosfatasa, enzimas capaces de generar iones PO,*. El aumento de estos iones hace que se formen centros de
nucleacioén, necesarios para que se depositen las sales minerales.

Una de las proteinas de union al calcio es la osteocalcina, que segun los resultados obtenidos, se encuentra
formando parte de la matriz organica que sintetizan las células prediferenciadas sobre el biomaterial. La alta
expresion de esta proteina, sugiere que las células pueden secretar depdsitos de calcio para formar el mineral del
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nuevo hueso. Por ello, es interesante estudiar si estas células pueden liberar depdsitos de calcio al medio
extracelular. Este calcio podria formar parte de la nueva matriz, bien formando cristales de hidroxiapatita o
uniéndose a las proteinas y quedando absorbido en la matriz como sucede en el organismo.

El procedimiento llevado a cabo fue el siguiente:

- Disposicion de AMSC prediferenciadas sobre el biomaterial a la misma concentracion que en las experiencias
anteriores.

- Mantenimiento en asociacion durante 4, 7, 10, y 15 dias.

- Analisis del calcio mediante SEM asociado a EDX (dispersion de la energia mediante rayos X). Esta técnica
permite analizar y discernir los elementos quimicos que se encuentran en una muestra.

Las imagenes de los resultados obtenidos muestran zonas puntuales en las que se ha analizado la distribucion de
elementos quimicos elementales mediante SEM-EDX (figuras 32 y 33). Esta técnica permite determinar qué
elementos y su proporciéon en una muestra utilizando una alta definicién. En este caso permite determinar si las
células estan produciendo elementos relacionados con la mineralizacion de la matriz 6sea.

En primer lugar, se analizaron los elementos que aparecen en el biomaterial solo y se busca una forma de
distinguirlos de la matriz ésea producida por las células, ya que los elementos implicados son los mismos (Ca y P).

En el andlisis del biomaterial de porosidad estructurada de la invencién sin AMSC se distinguen los siguientes
elementos:

- 3 picos de calcio que emiten energia en tres lineas a, B y A, dependiendo de hasta qué nivel energético penetren
los electrones incidentes. La linea A se solapa con la del carbono y es mas dificil de discernir.

- Oxigeno

- Fésforo

- Carbono

Analisis de las AMSC en el biomaterial de porosidad estructurada de la invencion

Para poder determinar los elementos presentes en las células, sin interferencia de los del biomaterial, se han
tomado como referencia, puntos en el centro de los canales, alejados de las paredes del biomaterial, por lo que las
medidas y los elementos detectados corresponden exclusivamente a las células. Se han realizado medidas a los 4,
7, 10 y 15 dias de asociacion.

Los graficos de las figuras 32 y 33 indican una distribucion de elementos diferente de la encontrada en el
biomaterial. Aparece una distribucién completamente diferente de elementos, entre los que se encuentra como
novedad el silicio, elemento distintivo procedente de las células, que no aparece en ninguna muestra tomada en el
biomaterial y un aumento muy significativo del carbono. Es decir, en las células se pueden distinguir:

- Calcio en sus 3 lineas de energia
- Oxigeno

- Fosforo

- Silicio

- Carbono

A los 4 dias de asociacién, todavia no se observan particulas electrodensas procedentes de las células. La
distribucion de los elementos nos muestra un patrén diferente al de la monetita, los picos del calcio son muy bajos y
aparecen otros picos como el del silicio y otros elementos que forman parte de las células (figuras 32b y c).

A los 7 dias, se observan en las células particulas mas electrodensas, y la distribucion de sus elementos es algo
diferente. Sobre todo en lo referente a los picos del calcio, los cuales aparecen mas intensos en las particulas
(figuras 32d y e).

A los 10 y 15 dias de cultivo se observan las células ocupando completamente el centro del poro y, sobre ellas,
claramente particulas electrodensas, con picos muy intensos en calcio y fésforo. Cuando analizamos la composicion
quimica de las células, esta proporciona un patrén de lineas de calcio bastante mas bajas que cuando analizamos la
composicion de las particulas electrodensas, tanto a los 10 como a los 15 dias del cultivo (figuras 33 a-b y c-d).

Segun los resultados obtenidos a lo largo del tiempo de asociacion, aparecen particulas electrodensas de forma
creciente cuya composicion quimica principal es fésforo y calcio (figura 34).

Estas particulas electrodensas de calcio y fésforo son sintetizadas y excretadas por las células, ya que aparecen
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asociadas al silicio (exclusivo de las células) y los puntos de medida se han tomado en una zona sin biomategial.
Estas particulas pueden ser vesiculas de matriz que se encuentran en el organismo, en las que se acumulan Ca*" y
PO.Z. Estos elementos son los que inician la formacion de la nueva matriz 6sea mineralizada.

El hecho de que aparezca silicio formado por las células es muy relevante como indicador de formaciéon de nueva
matriz y de la capacidad de regeneracion ésea. En el organismo, el silicio se concentra en los osteoblastos e
interviene en la produccién de la matriz y en el depdsito de las sales minerales.

Ciertos estudios llevados a cabo por Schwarz y Carliste demuestran un papel importante del silicio en la
osteogénesis. Segun estos autores, el silicio se presenta en tasas elevadas en sitios de calcificacion. Demuestran
que en lugares en los que se produce un proceso intenso de calcificaciéon, como es el caso de las fracturas, se
encuentran importantes concentraciones de silicio.

El silicio actua como elemento que permite enlaces longitudinales entre las proteinas y los polisacéridos o bien entre
los polisacaridos. Interviene en la formacion de la estructura proteica ordenada en la matriz, para que se lleve a cabo
la correcta mineralizacion del hueso.

En conclusion, el aumento de la sintesis de las particulas a lo largo del tiempo, en asociacién con el biomaterial de
monetita de porosidad estructurada, compuestas por calcio, fésforo y silicio, indica que se dan las condiciones
adecuadas para la formacién de las sales de calcio necesarias para que se forme la fase mineral del hueso.

Ejemplo 9: Analisis de la capacidad de secrecidon autocrina de factores de crecimiento relacionados con la
regeneracion 6sea por parte de las células cuando estan dispuestas en el biomaterial de monetita de
porosidad estructurada. Potencia

Los factores de crecimiento son proteinas producidas por las células dseas que actian como moduladores de las
funciones celulares. Esta descrito en la bibliografia que el TGF-B1 es un factor importante en el remodelado éseo ya
que es sintetizado por los osteoblastos potenciando su diferenciacion y favoreciendo la sintesis de matriz osteoide
(Riancho et al., 2003). EI TGF-B1 tiene efectos quimiotacticos sobre los precursores de los osteoblastos,
estimulando su proliferacion y la sintesis de colageno (Fernandez-Tresguerres et al., 2006).

Es tanta su implicacion en la regeneracion ésea, que esta siendo utilizado como marcador prondstico en serologia
para determinar la capacidad que puede tener un individuo de curar una fractura complicada (Zimmermann, 2005).

Para determinar la capacidad que tienen las AMSC prediferenciadas de secretar este factor de crecimiento con o sin
biomaterial de monetita de porosidad estructurada, se lleva a cabo la cuantificacion del factor soluble en los medios
de cultivo. Estos medios proceden del cultivo de células prediferenciadas solas o de células prediferenciadas en
contacto con el biomaterial. El procedimiento llevado a cabo fue el siguiente:

- Disposicion de diferentes concentraciones celulares: 0,5-1-2-3-4-5 millones de células prediferenciadas en 6 cm?
de superficie y en un volumen de 1,5 ml de medio. Cultivo durante 7 dias.

- Disposicion de 2x10° células prediferenciadas en 6 cm?® de superficie en un volumen de 1,5 ml de medio de
cultivo durante 1, 4, 7, 10 y 15 dias de cultivo.

- Analisis por ELISA de la cantidad de TGF-31 soluble.

Los resultados muestran que en todos los casos se observa una presencia relevante del factor en el medio (figuras
35-38). Las concentraciones detectadas varian dependiendo del momento del metabolismo celular y del uso que se
esté produciendo del factor en la célula.

Cuando las células crecen sin el biomaterial de porosidad estructurada, se observa un aumento gradual en la
concentracion de TGF-B1 en las concentraciones celulares inferiores, proporcional al nimero de células por
superficie (Figura 35). En las concentraciones superiores se aprecia un ligero descenso o estabilizacidon, que puede
ser debido a que el factor esté ejerciendo su funcién unido al receptor, a que haya ya cumplido su funcién y
comience a degradarse, a que la concentracion elevada esté inhibiendo su propia sintesis por un mecanismo de
autorregulacion.

En la figura 36 se representa la secrecion del factor de crecimiento por parte de las células prediferenciadas a lo
largo del tiempo en cultivo. Se observa un pico en la sintesis y secrecion al medio a los 4 dias del cultivo,
posteriormente un descenso hasta el dia 10, a partir del cual, inicia un nuevo aumento en la secrecion.

Este comportamiento es tipico de los factores de crecimiento que actian segun un mecanismo autorregulacion:

1°: se da la sintesis y secrecion al medio.
- 2% se une a su receptor especifico en la superficie de la célula receptora para ejercer su funcién, momento en el
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que se puede observar una disminucion de su presencia en el medio de cultivo.
- 3% si sigue siendo necesario para la activacion de determinados procesos celulares, comienza de nuevo su
sintesis y secrecion al medio para mantener su efecto hasta que la célula determine la inhibicién de su sintesis.

Cuando las células se encuentran dispuestas en el biomaterial, los resultados demuestran que también son capaces
de sintetizar y secretar al medio de cultivo el factor TGF-31 (Figura 37).

La presencia del factor en el medio se correlaciona con el incremento del niumero de células en el biomaterial, hasta
que se produce de nuevo una estabilizacién de la secrecion, que puede ser debida a que no se necesite incrementar
los niveles para su actuacion.

Asimismo, una misma concentraciéon celular dispuesta sobre monetita de porosidad estructurada a lo largo del
tiempo en cultivo, aumenta la secrecion del factor, lo que puede ir relacionado con el incremento celular a lo largo
del tiempo (figura 38). En concreto los resultados muestran que hay un aumento de la secrecion desde el dia 1 hasta
el 10 de cultivo, momento a partir del cual empieza a estabilizarse y descender moderadamente.

Este incremento también puede no estar relacionado con un aumento en el nimero de células, sino deberse a una
induccion para potenciar la sintesis de matriz extracelular. A partir del dia 10 de asociacién, desciende su sintesis o
bien el factor se encuentra en su mayoria unido a receptores ejerciendo su funcién, no observandose de forma libre
en el medio de cultivo.

En este caso, el mecanismo de autorregulacion del factor se regula algo diferente al que se observa cuando las
células no crecen sobre la matriz de monetita de porosidad estructurada de la invenciéon, de manera que el
incremento en la secrecidon se mantiene hasta el dia 10, descendiendo a partir de este dia.

En conclusidn, las células prediferenciadas que crecen sobre el biomaterial de monetita de porosidad estructurada
son capaces de sintetizar y secretar al medio exterior el factor TGF-B1. Como se ha demostrado en el estudio de la
expresion génica de este factor, en las células prediferenciadas creciendo en el biomaterial, la expresion del factor
se mantiene constante a lo largo del tiempo en cultivo a excepcién del dia 7 en el que se observaba una ligera
menor expresién. Ademas, la expresion en las células prediferenciadas creciendo con y sin biomaterial es similar.
Por ello, cabe suponer que la diferente cuantificacion del factor en ambos casos sea debida a una diferencia en la
velocidad de unidn al receptor y de transmision de la sefal al interior. O también puede que tengan mas receptores
las células que crecen sobre el biomaterial y el factor se encuentre en su mayoria unido a ellos, lo que supondria
una potenciacion del proceso de regeneracion 6sea, por ello la deteccion del factor soluble en estos casos es menor.

En resumen, las células prediferenciadas, creciendo sobre el biomaterial de monetita de porosidad estructurada de
la invencién sintetizan y secretan al medio de cultivo TGF-B1. Este factor puede favorecer la sintesis de matriz
osteoide.

Ejemplo 10: Comparacion in vivo de las matrices de monetita de porosidad estructurada de la invencién
frente a matrices de porosidad estructurada de brushita

El biomaterial de monetita estructurada de la presente invencién presenta ventajas frente a la brushita, puesto que
es mas estable y presenta una tasa de reabsorcion mas adecuada y adaptada al remodelado 6seo.

Se realizé6 un estudio para determinar la tasa de reabsorcidon de los biomateriales de monetita de porosidad
estructurada y de biomateriales de brushita con la misma estructura de porosidad que los de la presente invencién,
mediante la utilizacién de un modelo de defecto critico en hueso calvario de conejos. Se incluyeron 6 conejos de la
variedad New Zeland en el estudio, utilizando 3 animales para el analisis de la capacidad de reabsorcion de cada
biomaterial. Para ello, la exposicion al craneo del conejo se llevd a cabo mediante una incision sagital del cuero
cabelludo. A continuacion, se disecciond cuidadosamente el periostio, se prepararon defectos bicorticales de 1 cm
de diametro. En cada animal se dispusieron los biomateriales en uno de los defectos, dejando el contralateral como
control. Se irrigd generosamente la zona de la cirugia y se suturd el periostio, los tejidos subcutédneos y el cuero
cabelludo utilizando las técnicas quirurgicas adecuadas.

Transcurridas 4, 8 y 12 semanas desde la implantacién, se procedio al sacrificio de los animales y se llevé a cabo la
recoleccidon de las piezas implantadas, para su analisis histomorfométrico. El tiempo mas adecuado para la total
reabsorcion de un biomaterial utilizado para inducir la regeneraciéon ésea en humanos, se estima entre los 6 a 18
meses. Esta tasa de reabsorcion es importante puesto que si el biomaterial es muy soluble y la degradacion
demasiado rapida, los osteoblastos pierden el andamiaje que les va a permitir mantenerse e ir produciendo y
disponiendo nueva matriz 6sea, sin embargo, si el biomaterial utilizado es demasiado estable, los osteoclastos no
podran producir una degradacion sincronizada con la formacién de nuevo hueso por parte de los osteoblastos. Por
este motivo es necesario aplicar un biomaterial cuya degradacion permita el remodelado 6seo y que ademas los
iones y productos de degradacion no produzcan alteraciones significativas en el pH del entorno y en las células
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osteogénicas. En este caso, los resultados mostraron que la zona de implantacidon no mostré signos de inflamacion
con ninguno de los biomateriales utilizados. Con ambos biomateriales, el estudio histologico evidencid la formacion
de nuevo hueso ya desde la semana 4, asi como los primeros signos de reabsorcion (perforaciones en los
biomateriales, zonas de agrupacién de osteoclastos). Sin embargo, si bien se observa que la brushita ha sido
mayoritariamente reabsorbida a las 12 semanas de la implantacion, todavia se puede observar material de monetita,
lo que proporciona mas estabilidad al proceso de regeneracioén 6sea y mas acoplamiento con la fase de remodelado
0seo. El aumento del tiempo de reabsorcion del biomaterial de monetita de la invencion, va a dar lugar a la
formacion de mayor masa 6sea, puesto que los osteoblastos van a contar con mas tiempo para la formacioén y el
depésito de nueva matriz 6sea mineralizada.

Asi, se puede concluir que la tasa de reabsorcion de la monetita se encuentra mas ajustada al remodelado 6seo,
manteniendo durante méas tiempo el andamiaje adecuado para la colonizacion de los osteoblastos y para la sintesis
de nueva matriz 6sea, sin riesgo de formacion a hidroxiapatita, debido a una tasa de reabsorcién demasiado alta,
como puede ocurrir en el caso de la brushita.

Ejemplo 11: Comparacion de una realizacion particular de la matriz de monetita de porosidad estructurada
de la invencion frente a una matriz de monetita con diferente estructura de porosidad

El biomaterial desarrollado en la presente invencion presenta caracteristicas que son de especial relevancia para
conseguir una efectiva regeneracion 6sea, entre las que se encuentran una microporosidad y macroporosidad
homogéneamente distribuida, y su aplicacién en forma de conjunto de piezas, lo que va a permitir una mejor
adaptacion al defecto 6seo, una entrada homogénea de los nutrientes, gases y células en toda la zona a reparar, de
forma que no se de lugar a zonas necréticas.

Para estudiar la ventaja del biomaterial de la invencién y su forma de aplicacion, se comparé la capacidad
regenerativa de las pastillas de la invencién de 5 mm de diametro, 3 mm de alto y 12 macroporos de 0,5 mm de
diametro separadas 0,5 mm entre si con respecto a un biomaterial de monetita que presenta la estructura de
porosidad del ejemplo 1 de la solicitud de patente US6905516. Dicha matriz, corresponde a un cilindro de 10 mm de
didametro por 10 mm de alto, que presenta un canal central de 2 mm de diametro y una red hexagonal de poros
cilindricos de 0,5 mm de didmetro, paralelos al macroporo central de 2 mm, y separados por una distancia de 1 mm
entre si. Asi, dicha matriz no presenta un control de diametro de poros homogéneo, y debe ser aplicada en una
Unica pieza, de forma que el tamafio completo se ajuste al defecto éseo.

Se llevo a cabo un andlisis de la formacion de nuevo hueso y vascularizacion en la zona de la implantacion de los
dos tipos de biomateriales. Para la experimentacion in vivo, se utilizaron 6 ovejas a las que se realizé un defecto
critico en la tibia y una estabilizacién por técnicas de osteosintesis. En el defecto creado, se aplicé en 3 de ellas un
conjunto de piezas del biomaterial de monetita de porosidad estructurada de la invencién y en otras 3 una pieza
Unica de biomaterial ajustada al tamafio del defecto, dejando en todas ellas la pata adyacente como control (con
formacion del defecto critico y estabilizacion de la fractura pero sin relleno de biomaterial). Previamente a la
implantacién de los biomateriales, estos fueron sembrados con un ndmero igual de células madre mesenquimatosas
del tejido adiposo obtenido de las ovejas.

El analisis del nuevo tejido dseo formado y de la reabsorcidon de ambos tipos de biomateriales se realizé mediante un
control radiogréfico continuo y un estudio histolégico a los 3 y 6 meses de la implantacién. Las radiografias seriadas
permiten observar una completa integracién del biomaterial de porosidad estructurada de la invencién en la zona del
implante, asi como una reabsorcién activa de dicho biomaterial, que todavia persiste a los 6 meses, ya que su tasa
de degradacién se encuentra ajustada al remodelado 6seo con este disefio. A nivel radiografico no se observan
cambios en el biomaterial dispuesto como bloque Unico en la zona implantada. El analisis histomorfométrico permitio
confirmar a los 3 meses de la implantacién una colonizacién de los osteblastos y osteoclastos del hueso en toda la
estructura del biomaterial de monetita de porosidad estructurada de la invencion, y la formacion de nuevo hueso de
forma homogénea, con una total integracion del mismo a los 6 meses con una incipiente red vascular que va a
permitir la supervivencia del nuevo tejido formado sin formaciéon de zonas necréticas. Sin embargo, en el interior del
bloque unico, practicamente la totalidad del nuevo tejido formado se restringe a la zona periférica al implante,
quedando su zona interior con una significativa inferior colonizacion de las células del tejido adyacente y sin signos
de formacién de nuevos vasos sanguineos. La distribucion homogénea de los poros con un diametro de 500 um y
una separacion entre ellos también de 500 um en el biomaterial, produce una gran superficie de contacto tanto en la
zona superficial como en el interior del biomaterial de la invencion, lo que mejora la capacidad de interaccion con el
tejido de la zona dafiada, produciéndose zonas de actividad en cuanto a la generacién de nuevo hueso en todas las
zonas del biomaterial de forma simultanea.

Estos resultados permiten concluir que el tejido receptor de la implantacion interacciona de forma significativamente
mas adecuada con el biomaterial de la invencidn, para dar lugar a la formacion de nuevo tejido éseo vascularizado
de forma homogénea. Sin embargo, la utilizacion de un bloque Unico de monetita del ejemplo 1 de la solicitud de
patente US6905516, dificulta la interrelacion e integracion en la zona del defecto 6seo. La formacién de nuevo hueso
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y la colonizacién celular en su interior es significativamente menor incluso a los 6 meses de la implantacion.

Por otro lado, en la mayoria de las ocasiones los defectos 6seos en los pacientes no forman formas perfectas, como
ocurre cuando estos defectos se crean en las ovejas como parte de un estudio experimental. Los defectos dseos
son muy dispares y los bordes de la fractura, en numerosas ocasiones, son muy irregulares. En algunos casos, el
espacio que constituye el defecto 6seo es muy limitado, como ocurre por ejemplo en la pseudoartrosis hipertrofica,
por lo que introducir un bloque unico preformado que se acople en la zona es muy complicado y no es capaz de
amoldarse a una zona deformada. La utilizacion del disefio de la invencion, un conjunto de piezas de biomaterial de
monetita de pequefio tamafio con una estructuracion homogénea de macroporos, permite su adaptacion a defectos
06seos complicados y de diferentes formas y dimensiones, de manera que la zona afectada queda totalmente
expuesta al biomaterial y a las células aportadas para activar el proceso de curacion.
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REIVINDICACIONES

1. Biomaterial en forma de conjunto de piezas, en el que cada parte es una matriz de monetita de porosidad
estructurada caracterizada por presentar en su estructura macroporos cilindricos verticales de entre 350 y 650 um
de diametro, que atraviesan longitudinalmente la matriz de un extremo a otro, existiendo una separaciéon de entre
0,4-0,6 mm entre cada macroporo.

2. El biomaterial segun la reivindicacion 1, caracterizado porque dichos macroporos presentan un diametro de
500 pm £ 60 pm.

3. El biomaterial segun la reivindicacion 2, caracterizado porque la distancia entre macroporos es de
0,5 mm £ 60 um entre si.

4. El biomaterial segun las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el contenido en monetita de la matriz
es al menos del 90 %.

5. El biomaterial segun la reivindicacién 4, caracterizado porque el contenido en monetita de la matriz es del 95 %.

6. El biomaterial segun las reivindicaciones 4 y 5, caracterizado porque el contenido en monetita de la matriz es del
100 %.

7. El biomaterial segun las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque la matriz tridimensional puede
obtenerse por transformacién térmica de un material precursor.

8. El biomaterial segun la reivindicacion 7, caracterizado porque el material precursor que es transformado
térmicamente a monetita consite en una mezcla de una fase solida compuesta por fosfatos calcicos basicos, fosfatos
célcicos acidos, un porégeno y un retardante, que se fragua por la adiciéon de agua destilada.

9. El biomaterial segun la reivindicacion 8, caracterizado porque la relacion molar de fosfato basico/fosfato acido es
de 1,6-1,8, la concentracion de porégenoes es de 1-20 % en peso, la de retardante es de entre 0,4-0,6 % en peso y
la proporcion (P/L) es de 3.

10. El biomaterial segun la reivindicacion 9, caracterizado porque la relacion molar de fosfato basico/fosfato acido
es de 1,785, la concentracion de porogeno es de 3-10 % en peso y la de retardante es de 0,54 % en peso.

11. El biomaterial segun las reivindicaciones 7 a 10, caracterizado porque el fosfato calcico acido es monofosfato
calcico, el fosfato calcico basico es fosfato tricalcico beta, el agente porégeno carbonato calcico y el retardante es
pirofosfato sodico.

12. El biomaterial segun las reivindicaciones 7 a 11, caracterizado porque el material precursor es brushita.

13. El biomaterial segun las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque la matriz tridimensional de monetita
de porosidad estructurada esta presente en forma de pastillas, laminas o cilindros.

14. El biomaterial segun la reivindicacion 13, caracterizado porque la matriz tridimensional biocompatible de
monetita de porosidad estructurada consiste en un cilindro con un diametro de base de entre 2 y 50 mm y con una
altura de entre 1 y 50 mm.

15. El biomaterial segun la reivindicacion 14, caracterizado porque dicho cilindro presenta un didmetro de base
entre 2 y 15 mm y una altura de entre 1y 5 mm.

16. El biomaterial segun las reivindicaciones 14 o 15, caracterizado porque la matriz tridimensional biocompatible
de monetita de porosidad estructurada presenta una zona perimetral minima de 0,5 mm sin macroporos.

17. El biomaterial segun la reivindicacion 16, caracterizado porque dicho cilindro presenta un diametro de base de
10 mm, una altura de 5 mm, y 64 macroporos cilindricos con un diametro de 500 um £ 60 um, uniformemente
separados 0,5 mm + 60 um entre si, que atraviesan longitudinalmente la matriz, respetando una zona perimetral de
0,5 mm desde el borde de dicho cilindro hacia el centro del mismo que queda sin macroporos.

18. El biomaterial segun la reivindicacion 16, caracterizado porque dicho cilindro presenta un didmetro de base de
10 mm, una altura de 3 mm, y 64 macroporos cilindricos con un diametro de 500 um * 60 um, uniformemente
separados 0,5 mm + 60 um entre si, que atraviesan longitudinalmente la matriz, respetando una zona perimetral de
0,5 mm desde el borde de dicho cilindro hacia el centro del mismo que queda sin macroporos.
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19. El biomaterial segun la reivindicacion 16, caracterizada porque dicho cilindro presenta un diametro de base de
8 mm, una altura de 5 mm, y 39 macroporos cilindricos con un didmetro de 500 pm + 60 um, uniformemente
separados 0,5 mm + 60 um entre si, que atraviesan longitudinalmente la matriz respetando una zona perimetral de
0,5 mm desde el borde de dicho cilindro hacia el centro del mismo que queda sin macroporos.

20. El biomaterial segun la reivindicacion 16, caracterizado porque dicho cilindro presenta un didmetro de base de
8 mm, una altura de 3 mm, y 39 macroporos cilindricos con un diametro de 500 um 60 um, uniformemente
separados 0,5 mm + 60 um entre si, que atraviesan longitudinalmente la matriz respetando una zona perimetral de
0,5 mm desde el borde de dicho cilindro hacia el centro del mismo que queda sin macroporos.

21. El biomaterial segun la reivindicacion 16, caracterizada porque dicho cilindro presenta un diametro de base de
7 mm, una altura de 5 mm, y 28 macroporos cilindricos con diametro de 500 um * 60 um, uniformemente separados
0,5 mm £ 60 um entre si, que atraviesan longitudinalmente la matriz respetando una zona perimetral de 0,5 mm
desde el borde de dicho cilindro hacia el centro del mismo que queda sin macroporos.

22. El biomaterial segun reivindicacion 16, caracterizado porque dicho cilindro presenta un diametro de base de
7 mm, una altura de 3 mm, y 28 macroporos cilindricos con un didmetro de 500 pm + 60 um, uniformemente
separados 0,5 mm + 60 um entre si, que atraviesan longitudinalmente la matriz respetando una zona perimetral de
0,5 mm desde el borde de dicho cilindro hacia el centro del mismo que queda sin macroporos.

23. El biomaterial segun la reivindicacion 16, caracterizado porque dicho cilindro presenta un diametro de base de
5 mm, una altura de 3 mm, y 12 macroporos cilindricos con un didmetro de 500 pm + 60 um, uniformemente
separados 0,5 mm + 60 um entre si, que atraviesan longitudinalmente la matriz respetando una zona perimetral de
0,5 mm desde el borde de dicho cilindro hacia el centro del mismo que queda sin macroporos.

24. Un método de sintesis de una matriz tridimensional de monetita de porosidad estructurada del biomaterial segun
las reivindicaciones 1 a 23, caracterizado por comprender las etapas de:

1) Mezcla de una fase sélida compuesta por fosfatos calcicos basicos, fosfatos calcicos acidos, un porégeno y un
retardante, que se fragua por adicion de agua destilada, dando lugar a la fase liquida.

2) Aplicacién de al menos un molde en el cemento durante el fraguado para generar macroporos cilindricos
verticales de entre 350 y 650 um de diametro, separados uniformemente 0,4-0,6 mm entre si.

3) Esterilizacion del material precursor formado y transformacién térmica a monetita.

25. El método de sintesis segun la reivindicacion 24, caracterizado porque en la etapa 1 la relacion molar de
fosfato basico/fosfato acido es de 1,6-1,8, la concentracion de porégeno es 1-20 % en peso, la de retardante de
entre 0,4-0,6 % en peso y la proporcion (P/L) es de 3.

26. El método de sintesis segun la reivindicacion 25, caracterizado porque en la etapa 1 la relacion molar de
fosfato basico/fosfato acido es de 1,785, la concentracion de porégenoes de 3-10 % en peso y la de retardante es de
0,54 % en peso.

27. El método de sintesis segun las reivindicaciones 24-26, caracterizado porque en la etapa 1 el fosfato calcico
acido es monofosfato célcico, el fosfato calcico basico es fosfato tricalcico beta, el agente porégeno carbonato
célcico y el retardante es pirofosfato sédico.

28. El método de sintesis segun las reivindicaciones 24 a 27, caracterizado porque el producto de la fase 1 es
brushita.

29. El método de sintesis segun las reivindicaciones 24 a 28, caracterizado porque en la etapa 3, la esterilizacion
térmica se lleva a cabo por autoclavado.

30. El método de sintesis segun la reivindicacién 29, caracterizado porque dicho autoclavado se lleva a cabo a
120-130 °C y durante 24-25 minutos.

31. El método segun las reivindicaciones 24 a 30, caracterizado porque en la etapa 2 el molde empleado tiene una
distribucién homogénea de punzones de 350-650 um de diametro, separados uniformemente entre si a 0,4-0,6 mmy
que se forma con silicona, metal o plastico resistente.

32. El método segun la reivindicaciéon 31, caracterizado porque previo al empleo del molde segun la reivindicacion

31, se emplea un molde de silicona que presenta forma de cilindro con diametro de base entre 2 y 50 mm y de altura
entre 1 y 50 mm.
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33. El método segun la reivindicacion 32, caracterizado porque dicho molde de silicona presenta forma de cilindro
con diametro de base de entre 2 y 15 mm y con altura de entre 1y 5.

34. Biomaterial en forma de un conjunto de piezas, en el que cada parte es una matriz tridimensional compatible de
monetita de porosidad estructurada segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, caracterizadas porque
adicionalmente comprenden células.

35. Biomaterial segun la reivindicacién 34, caracterizado porque dichas células son células mesenquimatosas,
osteoblastos, osteoclastos, osteocitos, células endoteliales o combinaciones de ellas.

36. Biomaterial segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, 34 y 35 para su uso en la regeneracion de la
etructura dsea.

37. Biomaterial para su uso segun la reivindicacion 36, caracterizado porque dicha regeneracion de estructura
6sea se lleva a cabo para combatir la osteoporosis.
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Fig. 1

Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4

a) 12 macroporos b) 64 macroporos

¢) 39 macroporos d) 28 macroporos

¢ Smm b
h: 36 Smm d

38



ES 2676 070 T3

Fig. 5

anes @Utoclave

] | ‘5 |

|
| Lo ol s Be 5 g
I ot o U LA T L ~,.wmr"!mmr-x-'.L,J‘w_;m.,.,um....ummh ,,,,,,, o

Intensidad (a.u)

nespucs dUtoclave

T

i
]
1! I | LI i
pl LA u.n.-l.lln.- F 'fl-.lf""‘h-ll- A .l""'" -q.a""'-"." ') J"l's'hh”ﬂq‘gw.—ﬂ\,l._f'm.mhhﬂ_-m‘u

| \.
0 et _,w",. LU

20 40 60 80
20 Angulo (grados)

39



ES 2676070 T3

40



ES 2676 070 T3

41



ES 2676070 T3

Fig. 9
1.4« —ia— Control negativo
T o124 — Control positivo
e
s .1 — MONETTA
0. —e— VICRYL
e
z
1]
£
?
£
<

Fig. 10

Pocillos
positivos

Pocillos
negativos

42



Fig. 11

900

750

FRECUENCIA DE MUTACION
-
on
o

ES 2676 070 T3

ENSAYO DE MUTAGENICIDAD

@ -

3

B
o

.
o

Porcentaje de hemolisis (%)

o

Triton %100

FEG MedoHueso MedoHas MedoHueso + MedoFlas+
Monetita Monetita

43



ES 2676 070 T3

Fig. 13

44



ES 2676070 T3

Fig. 15
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Fig. 17
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Fig. 19
a) TOPVIEW
MONENTA+ calulas MOMNETA + células
MO NETTTA 1 dia en culfivo 4 diasen cultivo
MOMNETTA + células MOMNETITA + celulas MOMETA + celulas
7 dlasen cultivo 10 diasen cullivo 15 dlasen cultivo

b) SIDEVIEW

MOMNETITA + células MOMNETITA+ células
MO NETITA 1 dia en culiivo 4 diasen cultivo

MO NETITA + células MO NETTTA + células MOMNENTA+ celulas
7 dlas en cultivo 10 diasen cullivo 15 dias en cultivo

48



ES 2676070 T3

Fig. 20
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Fig. 21
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Fig. 24
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Fig. 26

COLAGENO TIPO-1 (SDBJABEW)

Monetita Moretita + c&lulas Monetita + culas
1 dia en culiivo 4 dias en culiivo

Monetita + cdulas Monetita + células Mongita + células
7 dias en cultivo 10 dias en cultivo 15 dias en cultivo
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Fig. 27
O CA (TOPVBEN)
Monedita + celulas Monsdtita + celulas
1 dia en cultivo 4 dias en cultivo

Monetita + cfulas Monetita + células Monetita+ céulas
T dias en cultivo 10 diasen cultivo 15 diasen cuftivo
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Fig. 28
O CA (SDBABEW)
Mondita Monedita + culas Mondita + culas
Control negativo 1 dia en cultivo 4 diasen cultivo

Monetita + céulas Monstita + cSulas Monetita + céulas
7 dias en cultivo 10 dias en cultivo 15 diasen culfivo
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Fig. 29

OPN (TOPVIEW)

Maonetita Monetita + células Monedita + céulas
Control negativo 1 dia en culfivo 4 dias en cultivo

Monetita + células Monelita + céilias  Mondita+ cSulas
7 dias en cultho 10 diasen cultivo 15 diasen cuitivo
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Fig. 30
OPN (SDBBEW)
Monetita Monetita + calulas Monetita + céulas
Control negativo 1 dia en cuftivo 4 dias en cultivo

Monetita + cdulas Monetita + calulas Monetita + c&ulas
7 dias en cultivo 10 diasen cultivo 15 diasen cultivo
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Fig. 31
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Fig. 32
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Fig. 33
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Fig. 34

Distribucion de elementos de AMSC-DIF en el centro de uno de los porosde monetita
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Fig. 35
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