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DESCRIPCION
Nuevo procedimiento de fabricacion en una Unica etapa de biomateriales alveolares

Se describe un nuevo procedimiento de fabricacion en una Unica etapa de biomateriales alveolares. Tal
procedimiento se basa en la mezcla y en el espumado simultaneos de una fase pulverulenta y de una fase liquida
para producir una estructura macroporosa.

Campo técnico

La presente invencién versa acerca de procedimientos para la preparaciéon de biomateriales —en particular
espumas, matrices y estructuras soélidas— adecuados para una cirugia 6sea y odontologia, una regeneracion 0sea,
el relleno de defectos éseos, estabilizar fracturas de hueso, recubrimientos de prétesis o implantes, fijacién de
prétesis o implantes, sistemas de administracion de farmacos y matrices de ingenieria tisular y acerca de
biomateriales obtenidos de ese modo.

Antecedentes

La presente invencion esta enmarcada en el area de biomateriales para la regeneracion de tejido 6seo y, mas
especificamente, en el area de cementos de fosfato célcico. Desde 1985, cuando Brown y Chow presentaron la
primera patente de este tipo de materiales (documento US4518430), se han desarrollado distintas formulaciones de
cementos a base de fosfato calcico. Estos tipos de materiales estan basados en la mezcla de una o mas sales
célcicas con una disolucién acuosa para obtener un cemento que es capaz de fraguarse en condiciones fisiolégicas.
El producto de reaccion es un fosfato calcico con una composicion muy similar a la fase mineral que forma el tejido
6seo. Durante el fraguado, la pasta plastica forma una estructura sélida.

El fraguado del cemento es un resultado del procedimiento de disolucidn de los reactivos y la precipitacion de una
nueva fase, que se produce a temperatura ambiente o corporal. En la mayoria de los cementos desarrollados
durante los Ultimos afios, el producto de reaccion es una hidroxiapatita, que es muy similar a la biolégica: es
nanocristalina, no estequiométrica y puede incorporar distintos iones dependiendo de la composicién de los
reactivos y del medio.

El desarrollo de cementos, especialmente para tratar defectos 6seos, se asocia con dos ventajas importantes en
comparacion con el uso de fosfatos célcicos en granulos o bloques. Por una parte, la inyectabilidad permite la
implantacion del cemento mediante técnicas quirdrgicas minimamente invasivas. Por otra parte, el cemento se
adapta perfectamente a la geometria del defecto, incluso en los complicados, lo que garantiza una aposicion
perfecta del tejido 6seo y del material. Esto permite la estabilizacion del defecto y, por lo tanto, el procedimiento de
cicatrizacion es mas rapido.

Se pueden regular las propiedades del fraguado y del endurecimiento del cemento modificando distintos parametros
de procesamiento, tales como la composicion quimica de los reactivos, el tamafio de las particulas, la adicion de
materiales germinales, etc. Esto hace que los cementos de fosfato célcico sean materiales muy versatiles, dado que
pueden adaptarse a requisitos clinicos para distintas aplicaciones.

Distintos estudios han demostrado que los cementos de fosfato calcico son sumamente biocompatibles,
osteoconductores y que estimulan la regeneracion ésea. Sin embargo, ademas de ser osteoconductor, el cemento
ideal deberia ser capaz de ser resorbido con la misma velocidad a la que puede crecer el tejido 6seo, siendo
sustituido progresivamente por el tejido 6seo recién formado. Aunque la mayoria de los cementos desarrollados son
mas resorbibles que las apatitas sinterizadas a alta temperatura, presentan cinéticas sumamente bajas de resorcion
y, en muchos casos, el cemento permanece intacto en el tejido 6seo circundante durante afios.

En los cementos apatiticos, que se reabsorben principalmente mediante procedimientos activos de resorcion celular,
la macroporosidad desempefia un papel importante. Estos procedimientos activos de resorcion estan basados en el
hecho de que los osteoclastos (células 6seas) degradan el material capa a capa comenzando con la superficie de
contacto exterior hueso-cemento y yendo hacia el interior. Este procedimiento es muy lento cuando tiene que ver
con un material denso o uno microporoso. Ciertamente, distintos estudios establecieron que para que el
procedimiento de colonizacion del tejido 6seo sea posible, es necesario tener poros superiores a 70 um. Los
cementos convencionales de fosfato calcico, aunque son micro o nanoporosos después del fraguado, no contienen
macroporosidad en este intervalo que estimula el crecimiento 6seo. Esto obstruye su resorcion y su transformacion
en tejido 6seo en un periodo adecuado de tiempo. Al contrario, si se obtiene un material con una macroporosidad
interconectada, se permiten la angiogénesis y el crecimiento tisular en el interior del material. Si los macréfagos y los
osteoclastos pueden penetrar hacia el interior del material, la resorcion se producira en volumen y, por lo tanto, sera
mas rapida. Por otra parte, el recrecimiento tisular puede ser estimulado llenando los poros con factores
osteoinductores u osteoconductores, tales como las proteinas morfogenéticas del hueso (BMP). Estos factores son
bien conocidos por un experto en la técnica. También se pueden introducir otros agentes terapéuticos tales como
antibidticos u otros farmacos en el material, mezclandolos con la fase liquida o con la fase pulverulenta.
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Cuando fraguan los cementos de fosfato calcico, forman una malla de cristales de fosfato célcico, formados por
precipitacion a partir de la disolucion de reactivos. Esta estructura tiene una porosidad muy elevada, en el intervalo
micro o nanomeétrico, que puede alcanzar valores de hasta un 60%. No obstante, esta micro o nanoporosidad no es
suficiente para permitir ni el crecimiento del tejido 6seo hacia el interior del material, ni la angiogénesis, siendo este
aspecto crucial para obtener una regeneracion 6sea real. Esta regeneracion exige la colonizacion progresiva del
material por tejido recién formado, y la reabsorcidon simultdnea del material, mediante la accién de las células
osteoclasticas.

Las patentes EP 1150722 y US 6642285 dan a conocer implantes porosos basados en cementos de fosfato calcico,
que se obtienen en un procedimiento de dos etapas, obteniendo, en concreto, una pasta de cemento que contiene
calcio y mezclandola, subsiguientemente, con un liquido hidréfobo. Se divulga un agente tensioactivo como un
aditivo en la fase acuosa, con el fin de reducir la tensién superficial y facilitar, de esta manera, la formacién de la
emulsion entre las dos fases (la pasta de cemento y el liquido hidr6fobo). Al escoger el liquido hidréfobo y las
proporciones correspondientes de forma adecuada, el fraguado del cemento proporciona una estructura
macroporosa de hidroxiapatita.

La patente EP1117626 B2 da a conocer un procedimiento para producir ceramica alveolar utilizando un aglutinante
y/o uno 0 mas tensioactivos organicos en un procedimiento de dos etapas. En primer lugar, se espuma la cubierta
ceramica que incluye el aglutinante organico y, opcionalmente, el o los tensioactivos utilizando un molino de bolas.
Entonces, se calienta la espuma resultante para quemar el aglutinante organico y es sinterizada a alta temperatura
y, por lo tanto, no es adecuada para su inyeccién en un cuerpo de mamifero y un fraguado subsiguiente en el interior
del cuerpo de mamifero.

La patente US6340648 Bl da a conocer un procedimiento de tres etapas para producir sustitutos éseos
macroporosos. Se prepara una suspension espesa dispersando/disolviendo polvo de fosfato calcico, un polimero
organico y un agente espumante. Entonces, se espuma mecéanicamente dicha suspension espesa y es reticulada
para ser secada finalmente y sinterizada a alta temperatura.

La patente US6713420 B2 da a conocer un procedimiento para producir ceramica porosa, presentando al menos un
80% de los poros un didametro de al menos 5 um. El procedimiento consiste en espumar una mezcla de una resina
polimérica reticulable, polvo de hidroxiapatita y un tensioactivo. Entonces, se afiade un producto reticulante a la
misma, y se seca la suspension espesa espumada y se la sinteriza a alta temperatura, no siendo adecuada por lo
tanto, para su inyeccién en un cuerpo de mamifero y un fraguado subsiguiente en el interior del cuerpo de mamifero.
De forma similar, la patente US 6340648 B1 describe un procedimiento para producir un cuerpo sinterizado poroso
de fosfato célcico. El procedimiento comprende distintas etapas: preparar una suspension espesa dispersando y/o
disolviendo polvo de fosfato célcico y un material polimérico organico y un agente espumante; espumarla hasta un
volumen recomendado agitando y/o introduciendo gas; afiadir un agente reticulante y/o un iniciador de reticulacion a
la suspension espesa alveolar; mezclarla y endurecerla mediante una polimerizacion reticulante para formar un
cuerpo compacto; y secar el cuerpo compacto seguido de su sinterizacion. Por lo tanto, como en la patente descrita
anteriormente, la etapa final es un tratamiento térmico para obtener un cuerpo poroso sinterizado.

Zhou y otros, (Preparation of high open porosity ceramic foams via direct foaming molded and dried at room
temperature, J Eur Ceram Soc 2014: 1-10) dan a conocer un procedimiento de tres etapas utilizando a-TCP para
estabilizar la espuma producida antes de la sinterizacion.

La patente EP1787626 B1 da a conocer un procedimiento de dos etapas, en el que se espuma una fase liquida y es
mezclada, subsiguientemente, bien con la fase pulverulenta o bien con una pasta preparada anteriormente. De
forma similar, Montufar y otros, publicaron resultados de interés (Montufar, E. B. y otros, Foamed surfactant solution
as a template for self-setting injectable hydroxyapatite scaffolds for bone regeneration. Acta Biomater. 6, 876-885
(2010); Montufar, E. B., Traykova, T., Planell, J. A. y Ginebra, M. P. Comparison of a low molecular weight and a
macromolecular surfactant as foaming agents for injectable self-setting hydroxyapatite foams: Polysorbate 80 versus
gelatine. Mater. Sci. Eng. C 31, 1498-1504 (2011)) relacionados con la obtencidon de espumas autofraguables de
fosfato calcico. El procedimiento de fabricacion se basé en la preparacion de una espuma estable a base de agua
mediante un batido mecénico de una disoluciéon acuosa que contiene moléculas tensioactivas. En una segunda
etapa, esta espuma estable fue mezclada subsiguientemente con una fase pulverulenta de fosfato célcico. Se afirmo
que el liquido espumado actuaba como plantilla para la fabricacién de espuma solida.

La patente US 2014012271 Al da a conocer un procedimiento y un dispositivo para preparar una espuma de fosfato
célcico que comprende: mezclar a) una primera fase que comprende agua, propelente y un agente estabilizante y b)
una segunda fase que comprende una o mas fuentes de calcio y/o de fosfato, e iniciar un espumado durante la
mezcla de las fases primera y segunda. El propelente permite el espumado de la primera fase y de la segunda
cuando se mezclan las al menos dos fases y el agente estabilizante soporta las burbujas formadas durante el
espumado.

Kim y otros, (Self-setting wet foams to porous ceramics by direct foaming, Journal of Ceramics Processing Research
2013: 14-4) dan a conocer un procedimiento en el que se lleva a cabo un espumado mecéanico después de mezclar
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una suspension coloidal con Portland Cement. Ademas, el uso de sales de litio es perjudicial para la
biocompatibilidad.

Gauckler y otros, (Microstructural control of self-setting particle-stabilized ceramic foams, J.Am.Ceram.Soc. 2011: 94-
1) presentaron un protocolo similar cuando la adicién de polvo de cemento y de acelerante era seguida por una
dispersién y un espumado.

Aunque se demostrd que se obtenian cuerpos macroporosos mediante diversos procedimientos, la mayoria de ellos
no dio lugar a materiales inyectables. Cuando se considera el material utilizado como injerto dseo, la inyectabilidad
garantiza que el material rellena todo el defecto, incluso en un caso de geometria compleja. Ademas, se pueden
utilizar materiales inyectables en cirugias minimamente invasivas y, por lo tanto, reducen la morbididad de la
operacion.

La etapa de sinterizacién del cuerpo no tratado presente en diversos procedimientos para producir fosfatos calcicos
macroporosos requiere alcanzar temperaturas elevadas durante una cantidad adecuada de tiempo, generalmente
unas horas. Entonces, los procedimientos pueden llevar mucho tiempo y ser costosos.

Mdltiples etapas en el procedimiento de fabricacion pueden ser un obstaculo a un aumento de escala eficaz del
procedimiento. La aplicabilidad industrial y la rentabilidad de la implementacion de una preparacion de dos o tres
etapas de materiales macroporosos son bajas en comparacién con un procedimiento de una sola etapa. Un
procedimiento reproducible de una Unica etapa permite una industrializacion mas sencilla del procedimiento de
fabricacion.

Sumario de la invencion

La presente invencién versa acerca de un procedimiento para obtener espumas autofraguables de fosfato calcico
gue comprende la etapa de mezclar y de espumar simultdneamente una fase pulverulenta y una fase liquida,
comprendiendo la fase pulverulenta al menos una fuente de calcio y al menos una fuente de fosfato, y
comprendiendo la fase liquida una disolucién acuosa. Al menos una de las fases contiene al menos un aditivo
seleccionado del grupo constituido por agentes espumantes y tensioactivos. Especificamente, la presente invencion
describe la composicion el procedimiento adecuados para obtener n espumas autofraguables de fosfato calcico de
una forma reproducible y aplicable industrialmente. Debido a su capacidad autofraguable, no es necesario sinterizar
los materiales después del espumado. Se puede permitir que se fraglien estas espumas para proporcionar un
cuerpo sélido, por ejemplo mediante el uso de un molde que tiene la forma del defecto 6seo de interés. De forma
alternativa, se puede inyectar la espuma en un cuerpo de mamifero, preferentemente un cuerpo humano, y
fraguarse en el mismo, proporcionando una estructura solida macroporosa de fosfato calcico, con una
macroporosidad muy interconectada, producida durante el procedimiento de espumado. La macroporosidad se
superpone a la micro/nanoporosidad inherente de las paredes de fosfato célcico.

El procedimiento segun la invencion se define en la reivindicacion 1 y permite obtener estructuras solidas
macroporosas interconectadas de fosfato calcico facilmente reproducibles, que permiten el rapido recrecimiento
0seo y que tienen una tasa adecuada de resorcion. Esto hace que sea posible la sustitucién progresiva del material
por tejido 6seo recién formado.

Un procedimiento para la preparaciéon de una estructura soélida, adecuada para su uso en cirugia ésea y en
odontologia, en regeneracion ésea, en el relleno de defectos éseos, la estabilizacion de fracturas de hueso, el
recubrimiento de prétesis o de implantes, la fijacion de prétesis o de implantes, sistemas de administracion de
farmacos, y matrices de ingenieria tisular, puede comprender un procedimiento segun la invencién y una etapa
adicional de permitir que se fragle la espuma, bien después de la inyeccion en un cuerpo de mamifero, o bien fuera
de un cuerpo de mamifero.

Las espumas de fosfato calcico desarrolladas pueden ser utilizadas bien inyectdndolas directamente en el cuerpo,
como materiales de regeneracion 6sea, o bien fabricando estructuras sélidas fraguadas de antemano, que pueden
ser implantadas en un estado sélido o que pueden ser utilizadas como matrices o sustratos para la ingenieria tisular.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion aborda el procedimiento de produccion o de preparacién de una espuma macroporosa
autofraguable de fosfato calcico que puede ser inyectada y que se obtiene mezclando y espumando
simultaneamente una fase liquida y una fase pulverulenta que comprende al menos una fuente de calcio y al menos
una fuente de fosfato. La forma sugerida es mezclar y espumar simultaneamente la fase liquida y la fase
pulverulenta. La adicion de moléculas de tensioactivo o de un agente espumante al cemento, como una forma de
estabilizar las burbujas de aire en la pasta, permite obtener una espuma macroporosa interconectada. Se ha
verificado que el mezclado y el espumado simultaneos de la fase liquida y de la fase pulverulenta producen una
macroporosidad elevada con un grado elevado de interconexion entre los macroporos. No se necesita ningun
propelente para el procedimiento de espumado.
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En consecuencia, la invencién versa acerca de un procedimiento segun se define en la reivindicacion 1 para la
preparacion de una espuma autofraguable de fosfato célcico, caracterizado porque comprende la etapa de mezclar y
de espumar simultaneamente una fase pulverulenta y una fase liquida, comprendiendo la fase pulverulenta al menos
una fuente de calcio y al menos una fuente de fosfato, y comprendiendo la fase liquida una disolucion acuosa, y
comprendiendo al menos una de las fases uno o mas aditivos seleccionados del grupo que consiste en tensioactivos
y agentes espumantes. Es decir, la espuma puede obtenerse mediante un procedimiento de una Unica etapa. Esto
es claramente distinto de los procedimientos descritos anteriormente ((Montufar, E. B. y otros, Foamed surfactant
solution as a template for self-setting injectable hydroxyapatite scaffolds for bone regeneration. Acta Biomater. 6,
876-885 (2010); Montufar, E. B., Traykova, T., Planell, J. A. y Ginebra, M. P. Comparison of a low molecular weight
and a macromolecular surfactant as foaming agents for injectable self-setting hydroxyapatite foams: Polysorbate 80
versus gelatine. Mater. Sci. Eng. C 31, 1498-1504 (2011) y EP1787626 B1), que requieren obtener una espuma
liquida estable antes de mezclarla con una fase pulverulenta. La expresion “fase pulverulenta” hace referencia a uno
o diversos solidos, cada uno de ellos en forma de material particulado o de polvo, es decir con una distribucién
especifica de tamafio de particula y una composicion homogénea.

En el marco de la presente invencion, cuando se indica un tamafio de particula, el procedimiento de medicion
empleado es el procedimiento de difraccion laser.

Segun la invencién, el mezclado y el espumado simultaneos de las dos fases llevados a cabo mediante el
desplazamiento repetitivo de vaivén de las fases entre dos recipientes mediante una conexion estrecha entre los
mismos, conteniendo uno de los recipientes inicialmente la fase pulverulenta y el otro la fase liquida. Se prefiere el
desplazamiento repetitivo de vaivén de las fases entre dos jeringas conectadas por la punta.

En el marco de la presente invencién, la expresion “tensioactivos y agentes espumantes” comprende tanto
tensioactivos, que son compuestos que reducen la tension superficial (o la tension interfacial) entre dos liquidos o
entre un liquido y un sdlido, y pueden actuar como detergentes, agentes humectantes, emulsionantes, agentes
espumantes y dispersantes, y agentes espumantes, que son materiales que facilitan la formacion de espuma, y
pueden ser bien un tensioactivo o bien un agente esponjante.

Se prefieren los tensioactivos que tienen propiedades espumantes. Ejemplos preferentes de “tensioactivos y agentes
espumantes” son alquilbencenosulfonatos, sulfonatos de lignina, etoxilados de alcohol graso, alquilfenoletoxilados,
isocianato, bicarbonato sddico, hidruro de titanio o hidruro de circonio.

Se puede utilizar una gran variedad de moléculas como agentes tensioactivos, con un caracter anidnico, catiénico o
no ionico. Sin embargo, dado que el material disefiado deberia ser adecuado para ser inyectado en un cuerpo de
mamifero, preferentemente un cuerpo humano, y, con mas precision, en el tejido dseo, es conveniente, y por lo tanto
preferente, seleccionar un tensioactivo biocompatible. En este sentido, los tensioactivos no iénicos son de interés
especial, aunque se sugieren otros tipos de tensioactivos. Algunos ejemplos son los ésteres de sorbitano, tales
como monooleato de sorbitano o monopalmitato de sorbitano, ésteres de polioxisorbitano, tales como monooleato de
polioxietileno sorbitano (Tween 80, Polisorbato 80) y monolaurato de polioxietileno sorbitano (Tween 20). Todos ellos
estan autorizados para formulaciones de farmacos parenterales.

Los tensioactivos poliméricos, tales como los basados en polimeros de bloques de 6xido de etileno - éxido de
propileno (Poloxameros, también denominados Pluronics), son de interés para estas aplicaciones junto con algunos
fosfolipidos, como lecitinas o ésteres de sacarosa.

En una realizacion preferente, se selecciona el tensioactivo no iénico entre monooleato de sorbitano, monopalmitato
de sorbitano, monooleato de polioxietileno sorbitano, monolaurato de polioxietileno sorbitano, copolimeros de
polioxietileno-polioxipropileno, fosfatidilcolina (lecitina), fosfatidiletanolamida, fosfatidilserina, fosfatidilinositol,
lisofosfatidilcolina, lisofosfatidiletanolamina, esfingomielina, monolaurato de sacarosa, monooleato de sacarosa y
otros ésteres de sacarosa.

Segun una realizacién particular, el aditivo seleccionado del grupo que consiste en tensioactivos y en agentes
espumantes es un tensioactivo no ionico. Preferentemente, el tensioactivo es monooleato de polioxietileno sorbitano.

En una realizacion particular adicional, se afiade el monooleato de polioxietileno sorbitano en la fase liquida en un %
en peso entre 0,1 y 10%, con respecto a la fase liquida. Segun realizaciones particulares adicionales, se utiliza el
tensioactivo en un % en peso entre 0,5y 5.

En otra realizaciéon particular, se afiade, ademas, Poloxamero 407, un tensioactivo polimérico, en la fase
pulverulenta, en un % en peso entre 1 y 20% con respecto a la fase pulverulenta.

Preferentemente, la relacién entre el volumen, proporcionado en mL, de fase liquida, y el peso de la fase
pulverulenta, proporcionado en gramos (g), estda comprendida entre 0,35 mL (fase liquida)/g (fase pulverulenta) y
0,90 mL (fase liquida)/g (fase pulverulenta). Ain mas preferentemente, la relacion se encuentra entre 0,50 y 0,65
mL/g.
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La al menos una fuente de calcio se selecciona, preferentemente, del grupo que consiste en fosfato tetracélcico,
fosfato dicélcico anhidro, dihidrato de fosfato dicalcico, fosfato tricalcico alfa, fosfato tricalcico beta, monohidrato de
fosfato monocélcico, hidroxiapatita, hidroxiapatita deficiente en calcio, fluorapatita, fosfato calcico amorfo, fosfato
célcico, sodico y potasico, fosfato calcico y sédico, fosfato célcico y potasico, pirofosfato célcico, carbonato calcico,
sulfato célcico, hemihidrato de sulfato calcico, 6xido de calcio y hidréxido de calcio.

La al menos una fuente de fosfato se selecciona, preferentemente, del grupo que consiste en fosfato tetracalcico,
fosfato dicélcico anhidro, dihidrato de fosfato dicalcico, fosfato tricalcico alfa, fosfato tricalcico beta, monohidrato de
fosfato monocalcico, hidroxiapatita, hidroxiapatita deficiente en calcio, fluorapatita, fosfato calcico amorfo, fosfato
célcico, sédico y potasico, fosfato célcico y sddico, fosfato calcico y potéasico, pirofosfato calcico y acido fosférico.

Aun mas preferentemente, se utiliza una fuente comin como una fuente de calcio y una fuente de fosfato, por
ejemplo fosfato tetracélcico, fosfato dicalcico anhidro, dihidrato de fosfato dicélcico, fosfato tricalcico alfa, fosfato
tricalcico beta, monohidrato de fosfato monocélcico, hidroxiapatita, hidroxiapatita deficiente en calcio, fluorapatita,
fosfato célcico amorfo, fosfato célcico, sddico y potasico, fosfato calcico y sédico, fosfato calcico y potésico, y
pirofosfato calcico.

Segun una realizacién particular, la fase liquida comprende, ademas, entre 0,1 y 5% en peso de uno o mas de
Na,HPO4, NaH,PO4, KH2PO4 Yy KoHPO4.

Segun una realizacién particular adicional, la fase liquida comprende, ademas, entre 0,5 y 15% en peso, con
respecto al peso total de la fase liquida, de al menos un compuesto oligomérico o polimero. Preferentemente, el
compuesto oligomérico o polimero se selecciona del grupo que consiste en poloxamero, alginato de sodio,
hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, metilcelulosa, almidén de hidroxietilo, almidon
soluble, ciclodextrina, sulfato de dextrano, polivinilpirrolidona, quitosano y acido hialurénico.

La fase pulverulenta también puede contener aditivos para que actien como materiales germinales, tales como
fosfato tricalcico precipitado o hidroxiapatita precipitada, que facilitan la nucleacion de la fase precipitante en la
espuma. Por lo tanto, en otra realizacién particular, la fase pulverulenta comprende fosfato tricalcico alfa con un
tamafo medio de particula inferior a 100 micrometros. Preferentemente, el tamafio medio de particula del fosfato
tricalcico alfa es inferior a 15 micrometros.

Segun otra realizacién particular, la fase pulverulenta comprende fosfato tricalcico precipitado, en una cantidad
inferior a un 10% en peso con respecto al peso total de la fase pulverulenta.

En una realizacién particular adicional, al menos una de la fase liquida y de la fase pulverulenta comprende,
ademas, uno o mas agentes bioldgicamente activos. Preferentemente, se selecciona dicho agente biol6gicamente
activo del grupo que consiste en factores de crecimiento, sustancias anticancerigenas, antibiéticos, antiinflamatorios,
hormonas, proangiogénicos y antioxidantes.

El tamafio de los poros puede controlarse mediante distintos parametros, como la concentracién del tensioactivo
afiadido, el tamafio de la particula de la fase pulverulenta y el tipo y la concentracion de los aditivos. Este es un
aspecto clave para facilitar la angiogénesis y la colonizacién del material por hueso recién formado.

Para la preparacion de las espumas, es posible cualquier mezcla y composicién de fuente de calcio y de fosfato. El
producto final de la espuma fraguada puede variar entre dihidrato de fosfato dicélcico (Ca/P = 1), hidroxiapatita
deficiente en calcio (Ca/P entre 1,33 y 1,67), fosfato octacalcico (Ca/P = 1,33), hidroxiapatita estequiométrica (Ca/P
= 1,67) o carbonato de apatita (Ca/P = 1,7). Los reactivos principales para la fase pulverulenta incluyen una fuente
de calcio y una fuente de fosfato, que pueden estar presentes como un componente Unico o como dos 0 mas
componentes. Por lo tanto, un fosfato célcico Gnico puede ser el reactivo principal de la fase pulverulenta, como una
fuente de calcio y de fosfato. Como alternativa, puede haber presentes dos o mas componentes en la fase
pulverulenta y cada uno de ellos puede contener calcio, fosfato o calcio y fosfato. Se pueden seleccionar algunos de
los fosfatos célcicos de interés entre los siguientes: fosfato tetracélcico, fosfato dicalcico anhidro, dihidrato de fosfato
dicélcico, fosfato tricalcico alfa, fosfato tricdlcico beta, monohidrato de fosfato monocalcico, hidroxiapatita,
hidroxiapatita deficiente en calcio, fluorapatita, fosfato calcico amorfo, fosfato célcico, sédico y potésico, fosfato
célcico y sdédico, fosfato calcico y potasico, y pirofosfato calcico. Otros componentes de interés como fuentes de
calcio son los siguientes: carbonato calcico, sulfato célcico, hemihidrato de sulfato célcico, 6xido de calcio o
hidroxido de calcio. Entre las fuentes de fosfato, se pueden mencionar todos los fosfatos solubles y el &cido
fosforico. Los reactivos deberian fraguarse después de mezclarse con la fase liquida, que es una disolucién acuosa.
Esto requiere una seleccion precisa de los fosfatos célcicos, que forman parte de la fase pulverulenta, sus
proporciones y sus caracteristicas, segun se muestra, por ejemplo, en Chow y Takagi EP0721320 B1, y Constantz,
patentes US 4880610, 5820632 y 6375935, entre otros.

La fase liquida comprende una disoluciéon acuosa que puede incorporar uno o mas iones de fosfato, de carbonato o

de silicato en disolucién, que pueden actuar como acelerantes o retardantes de la reaccion de fraguado, y que
pueden obtenerse mediante una disolucién de distintos compuestos. Entre los acelerantes, se pueden mencionar
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Na;HPO4, NaH,PO4, KH2PO4, KoHPO4. Preferentemente, el acelerante de la reacciéon de fraguado es NaH;PO4 en
una concentracion entre 1y 5% en peso de la fase liquida.

La fase liquida también puede comprender uno o0 mas compuestos oligoméricos o polimeros bien disueltos o bien en
suspension en la fase liquida del cemento, tal como alginato de sodio, hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxietilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, celulosa de metilo, almidén de hidroxietilo, almidon soluble, ciclodextrina, sulfato de dextrano,
polivinilpirrolidona, quitosano y acido hialurénico, para aumentar la inyectabilidad y la cohesiéon de la pasta de
cemento, evitando la desintegracion de la misma segun es sumergida en el medio fisiol6gico, segin se menciona en
Driessens y otros, patente U.S. n° 6.206.957.

Se incluyen uno o mas aditivos seleccionados del grupo que consiste en tensioactivos y agentes espumantes al
menos en una de las dos fases, en concreto, la fase liquida y/o la fase pulverulenta.

Una vez espumada, la mezcla obtenida puede ser inyectada en un cuerpo de mamifero, preferentemente un cuerpo
humano, utilizando una jeringa con un diametro entre 0,2 y 15 mm, después de un tiempo inferior a 60 minutos
después de que ha finalizado el mezclado, preferentemente inferior a 15. De forma alternativa, puede introducirse en
un molde y permitir que fragiie, preferentemente en condiciones fisiolégicas hasta que se obtenga la estructura
sélida.

En consecuencia, la invenciéon también hace referencia, en un aspecto adicional, a un procedimiento para la
preparacion de una estructura sélida adecuada para su uso en cirugia 6sea y en odontologia, la regeneracion dsea,
el relleno de defectos 6seos, la estabilizacion de fracturas de hueso, el recubrimiento de prétesis o de implantes, la
fijacion de protesis o de implantes, los sistemas de administracién de farmacos, y las matrices de ingenieria tisular,
gue comprenden las etapas de a) obtener una espuma autofraguable de fosfato célcico segun el procedimiento
segun se ha definido anteriormente y en las reivindicaciones; y b) permitir que se fragle la espuma autofraguable de
fosfato calcico en el exterior de un cuerpo de mamifero.

Se obtiene una estructura sélida mediante este procedimiento.

Preferentemente, la estructura sélida tiene una porosidad total medida mediante porosimetria por inmersion en
mercurio comprendida entre un 25 y un 95% en volumen y una macroporosidad (porcentaje de poros introducidos
por el procedimiento) comprendida entre un 2 y un 80% en volumen.

Preferentemente, la estructura sélida comprende macroporos que tienen un diametro comprendido entre 5y 700 um
segun se determina mediante microscopia 6ptica y electrénica de barrido.

Es decir, la espuma autofraguable segun la presente invencion, tras fraguar, permite obtener una estructura sélida
de una porosidad total comprendida entre un 25 y un 95% en volumen y una macroporosidad comprendida entre un
2 y un 80% en volumen. Dicha estructura sélida comprende macroporos que tienen un didmetro comprendido entre
5 y 800 um segun se determina mediante microscopia Optica y electronica de barrido, preferentemente entre 50 y
700 um, que constituyen una macroporosidad superpuesta a la porosidad intrinseca del cemento fraguado, que se
encuentra en el nivel microscopico y/o hanoscoépico.

Descripcion de los dibujos

La Fig. 1. Como un ejemplo ilustrativo, se muestra una imagen FESEM de una seccion de la espuma de fosfato
calcico obtenido mediante un procedimiento que no es parte de la invencion. La espuma de fosfato célcico se
obtiene mediante la adicion de un 1% en peso de un tensioactivo no ionico biocompatible a la fase liquida de un
cemento de fosfato tricélcico alfa, utilizando una relacién de liquido a polvo de 0,55 ml/g y un 10% en peso de
Pluronic como aditivo en la fase pulverulenta. El mezclado y el espumado de las dos fases se llevaron a cabo
mediante un batido mecanico durante 30 s a 6000 rpm.

A continuacion, se ilustrard adicionalmente la invencion con ejemplos, aunque puede entenderse que no debe
interpretarse que los ejemplos restrinjan la invencion a las composiciones especificadas en los ejemplos.

Ejemplos
Los ejemplos 1-7 describen procedimientos que no son parte de la invencién. El ejemplo 8 es parte de la invencion.
Ejemplos 1-4

Para la preparacion de la espuma, se utilizd una fase liquida que comprendia un 1% en peso de Tween80®
(Polisorbato 80: monooleato de polioxietileno (20) sorbitano o mono-9-octadecenoato poli(oxi-1,2-etanodiilico) (x)-
sorbitano disuelto en agua destilada. Se utilizé una fase pulverulenta que comprende particulas de TCP alfa que
incluia un 2% en peso de hidroxiapatita precipitada como material germinal. Se escogié la relacién de liquido a polvo
entre 0,45 y 0,75 mL/g. Se prepararon las espumas mezclando y espumando simultdneamente las dos fases,
mediante un batido mecanico a 6000 rpm durante 30 s, y fueron moldeadas, entonces, mediante inyeccion en
moldes cilindricos y se permiti6 que fraguasen durante aproximadamente 24 horas, a una humedad relativa del
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100% y 37°C, seguido por 6 dias sumergidas en agua destilada a 37°C. Entonces, se evaluaron la resistencia a la
compresion, el diametro medio de interconexién y la porosidad total para cada una de las espumas.

Para todas las espumas que fueron preparadas, se observd que se obtuvo una pasta macroporosa interconectada.
Una vez sumergidas en agua destilada, las espumas de fosfato célcico tuvieron cohesion, proporcionando, después
del fraguado, espumas sélidas de hidroxiapatita con distintas propiedades. En la Tabla 1 se presenta la porosidad
total, la interconectividad y la resistencia a la compresion.

TABLA 1. Composicion, resistencia a la compresion, porosidad total y diametro medio de interconexion de las
distintas espumas preparadas. Se proporciona la desviacion estandar entre paréntesis (n=12).

Ejemplo n° Relacién L/P (mL/g) Resistencia a la Porosidad total (% + Diametro medio de
compresion (MPa + SD) interconexiones (um
SD) + SD)

1 0,45 1,85 (+ 0,34) 76,7 (+1,1) 123 +13

2 0,55 0,62 (+ 0,06) 83,9 (£ 0,3) 189 + 41

3 0,65 0,29 (+ 0,03) 86,8 (+ 0,6) 203 +17

4 0,75 0,11 (£ 0,02) 89,0 (£ 0,4) 177+ 19

Ejemplo comparativo | 0,55 (EP1787626B1) - 71,98 (£ 4,94) -

Se observo que, en todo el intervalo de relacién de liquido a polvo estudiado, se obtuvo un efecto sobre la
macroporosidad. En general, se obtuvieron espumas mas porosas cuando se utilizé una mayor relacion de liquido a
polvo. El aumento de la relacién de liquido a polvo redujo la resistencia a la compresion de las espumas, y también
produjo una variacién en el diametro medio de interconexion.

El coeficiente de variacidon de espumas con la misma composicién preparada mediante el protocolo descrito en el
documento EP 1787626 B1 dio lugar a una variacion de un 6,86% mientras que el protocolo descrito en la presente
memoria dio lugar a una variacion de un 0,32% en el valor de la porosidad total, segun se mide mediante inmersion
en mercurio y picnometria de helio.

Ejemplos 5-7

Para la preparacion de espuma, se utilizé una fase liquida que comprendia un 1% en peso de Tween 80® disuelto
en agua destilada. Se utilizé una fase pulverulenta que comprendia particulas de TCP alfa que incluian un 2% en
peso de hidroxiapatita precipitada como material germinal y un porcentaje variable de Pluronic F127 (Poloxamero
407), un tensioactivo polimérico a base de polimeros de bloques de 6xido de etileno - 6xido de propileno. Se fij6 la
relacion de liquido a polvo en 0,65 mL/g. Se preparé la espuma mezclando y espumando simultdneamente las dos
fases, mediante un batido mecéanico a 6000 rpm durante 25 s y fue moldeada, entonces, mediante inyeccién en
moldes cilindricos y se permiti6 que fraguase durante aproximadamente 24 horas con una humedad relativa de
100% y a 37 °C, seguido por 6 dias sumergida en agua destilada a 37 °C. Entonces, se evaluaron la resistencia a la
compresion, el diametro medio de interconexién y la porosidad total para cada espuma.

Tabla 2:
Ejemplo n° Pluronic (% en peso) Resistencia a la Porosidad total (%o+ Diametro medio de
compresion (MPa + SD) interconexiones (um
SD) +SD)

3 0 0,29 £ 0,03 86,8 £ 0,6 203 £ 17

5 5 0,22 £ 0,02 889+1,1 143 £ 13

6 10 0,76 £ 0,12 83,7+0,2 124 £ 21

7 15 0,86 + 0,07 84,72 +£1,25 97 £ 27
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La adicion de Pluronic F127 permitié controlar el diametro de las interconexiones entre los macroporos desde 203
um bajando hasta 97 um. Siendo la porosidad total superior a un 80%, este aditivo permite afinar el tamafio del poro
y las propiedades mecanicas.

Ejemplo 8

Para la preparacion de espuma, se utiliz6 la fase liquida que comprendia un 1% en peso de Pluronic F-127
(Poloxamero 407) y un 8% en peso de NaH;PO, como acelerante disuelto en agua destilada. Se utilizd una fase
pulverulenta que comprendia particulas de TCP alfa que incluian un 2% en peso de hidroxiapatita precipitada como
material germinal y un 9% en peso de Pluronic F127 (Poloxamero 407). Se fij6 la relacion de liquido a polvo en 0,55
mL/g.

Se coloc6 una fase pulverulenta en una jeringa de 3 mL mientras que se colocoé la fase liquida en una jeringa de 5
mL. Se conectaron las dos jeringas entre puntas utilizando un conector Luer-Lock hembra doble. Se llevaron a cabo
10 movimientos de vaivén para mezclar y espumar simultdneamente las dos fases, durante 15 s. Entonces, se
molded la espuma mediante inyeccién en moldes cilindricos y se permiti6 que fraguara durante 7 dias con una
humedad relativa del 100% y 37 °C.

En la Fig. 2 se documenta la distribucion del tamafio del poro de entrada segin se mide mediante porosimetria por
inmersion en mercurio. La porosidad total evaluada mediante porosimetria por inmersién en mercurio es de un
74,0%, siendo un 55,5% los poros superiores a 10 um.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparacion de una espuma autofraguable de fosfato célcico,

caracterizado porque comprende una Unica etapa de mezclado y de espumado simultaneo, una fase pulverulenta y
una fase liquida, en el que la fase pulverulenta comprende al menos una fuente de calcio y al menos una fuente de
fosfato, en el que la fase liquida es una disolucién acuosa, en el que la fase pulverulenta, la fase liquida o ambas
contienen al menos un aditivo seleccionado del grupo que consiste en tensioactivos y agentes espumantes, y en el
que el mezclado y el espumado simultaneos son llevados a cabo mediante movimientos de vaivén del material
mediante una conexion estrecha entre dos recipientes, conteniendo uno de ellos inicialmente la fase pulverulenta y
el otro la fase liquida.

2. Un procedimiento segun la reivindicaciéon 1, caracterizado porque el mezclado y el espumado simultaneos se
llevan a cabo mediante un batido mecénico a una velocidad de rotacion entre 1000 rpm y 15000 rpm.

3. Un procedimiento segln la reivindicacion 1, caracterizado porque los dos recipientes son dos jeringas y los
movimientos de vaivén son llevados a cabo mediante una conexion entre puntas entre las dos jeringas.

4. Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque al menos uno de los
aditivos es un tensioactivo no iénico y porque el tensioactivo es monooleato de polioxietileno sorbitano.

5. Un procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque se afiade
monooleato de polioxietileno sorbitano en la fase liquida con un % en peso con respecto a la fase liquida entre 0,1y
10%.

6. Un procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la relacion entre mL de fase
liquida y gramos de fase pulverulenta estd comprendida entre 0,35 mL/g y 0,90 mL/g.

7. Un procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que:

- se selecciona la al menos una fuente de calcio del grupo que consiste en fosfato tetracélcico, fosfato dicalcico
anhidro, dihidrato de fosfato dicalcico, fosfato tricalcico alfa, fosfato tricalcico beta, monohidrato de fosfato
monocalcico, hidroxiapatita, hidroxiapatita deficiente en calcio, fluorapatita, fosfato calcico amorfo, fosfato calcico,
sédico y potasico, fosfato calcico y sédico, fosfato calcico y potasico, pirofosfato calcico, carbonato célcico, sulfato
célcico, hemihidrato de sulfato calcico, 6xido de calcio e hidréxido de calcio; y

- se selecciona la al menos una fuente de fosfato del grupo que consiste en fosfato tetracalcico, fosfato dicalcico
anhidro, dihidrato de fosfato dicélcico, fosfato tricalcico alfa, fosfato tricalcico beta, monohidrato de fosfato
monocélcico, hidroxiapatita, hidroxiapatita deficiente en calcio, fluorapatita, fosfato célcico amorfo, fosfato calcico,
saédico y potasico, fosfato calcico y sddico, fosfato calcico y potasico, pirofosfato célcico y acido fosforico.

8. Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque la fase liquida
comprende entre 0,1 y 5% en peso de uno o mas de Na;HPO4, NaH,PO.4, KH2PO4 y KoHPOa.

9. Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque al menos una de las
fases comprende entre un 1 y un 20% en peso de al menos un compuesto oligomérico o polimero, en el que se
selecciona el compuesto oligomérico o polimero del grupo que consiste en poloxamero, alginato de sodio,
hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, metilcelulosa, almidén de hidroxietilo, almidon
soluble, ciclodextrina, sulfato de dextrano, polivinilpirrolidona, quitosano y acido hialurénico.

10. Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque la fase pulverulenta
comprende fosfato tricalcico alfa con un tamafio medio de particula inferior a 100 micrémetros, preferentemente
inferior a 15 micrometros.

11. Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque la fase pulverulenta
comprende fosfato tricalcico precipitado o hidroxiapatita precipitada, en una cantidad inferior a un 10% en peso con
respecto al peso total de la fase pulverulenta.

12. Un procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque al menos una de las
fases comprende, ademdas, uno o mas agentes biolégicamente activos, en el que se selecciona el agente
biolégicamente activo del grupo que consiste en factores de crecimiento, sustancias anticancerigenas, antibioticos y
antioxidantes.

13. Un procedimiento para la preparacion de una estructura sélida adecuada para su uso en la regeneracion 6sea o
la ingenieria tisular, que comprende las etapas de

a) obtener un fosfato célcico autofraguable segun el procedimiento segin se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12;y
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b) permitir que se fragiie, en el exterior de un cuerpo de mamifero, la espuma autofraguable de fosfato calcico.
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