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DESCRIPCION

Andamios porosos 3D grandes hechos de hidroxiapatita activa obtenidos por transformacién biomérfica de estructuras
naturales y proceso para obtenerlos

La presente divulgacion se refiere a hidroxiapatita obtenida de madera porosa. En particular, la presente divulgacion
se refiere a un andamio biomorfico de hidroxiapatita obtenido de madera porosa para su uso como sustituto 6seo. La
descripciéon también se refiere a un proceso para convertir madera en un andamio de hidroxiapatita biomérfico que
puede usarse como sustituto éseo.

Antecedentes

El procesamiento y la ingenieria de ceramica actuales se basan en una secuencia de procesos bien establecida que
permite la produccion de grandes cuerpos 3D. Mas especificamente, las fases ceramicas innovadoras se pueden
sintetizar como polvos, donde las caracteristicas especificas como la estequiometria/sustituciones de iones, el tamafio
nanomeétrico y la actividad superficial, son responsables de funcionalidades especificas. El procesamiento ceramico
utilizado actualmente para obtener cuerpos ceramicos 3D macroscopicos con forma y porosidad adecuadas implica el
tratamiento térmico (sinterizacion) de los polvos ceramicos sintetizados adecuadamente formados en un cuerpo 3D
(para consolidar el cuerpo). Todos estos pasos son necesarios para obtener ceramicas 3D con propiedades
fisicoquimicas y mecanicas adecuadas, la mayoria de las cuales se degradan durante el proceso ceramico
mencionado anteriormente (particularmente el tratamiento de sinterizacion). Las serias limitaciones en el desarrollo de
material ceramico funcional, asociado con el proceso ceramico actual, impiden un mayor progreso en el campo. Hoy
en dia, con la evolucion de la sociedad moderna, los productos tecnolégicos estan asumiendo un papel cada vez
mayor en la vida y la productividad de las personas, por lo que existe una gran necesidad de herramientas inteligentes
capaces de proporcionar soluciones a demandas complejas y personalizadas, en diversos campos de aplicacién, por
ejemplo salud, medio ambiente, energia. Por lo tanto, existe un amplio consenso de que se necesitan nuevos enfoques
para la produccion repetible y masiva de dispositivos macroscopicos con una organizacion estructural compleja a
escala macro pero, al mismo tiempo, con una estructura compleja definida a nanoescala, e incluso a escala de cristal.
Tales macro y nanoestructuras son relevantes para inducir efectos funcionales no triviales, pero inteligentes.

Con respecto a los problemas mencionados anteriormente en relaciéon con los materiales ceramicos, se requiere un
cambio paradigmatico para desarrollar grandes ceramicas altamente activas con micro y macroestructuras complejas.

Los andamios 6seos, con un enfoque particular en la regeneracion de defectos déseos grandes que soportan carga,
pueden tomarse como un ejemplo representativo, ya que deben ser ceramicas tridimensionales porosas con alta
bioactividad, para poder ser colonizadas por las células y finalmente regenerado como defectos éseos grandes. De
hecho, hasta la fecha no se han encontrado soluciones adecuadas para resolver esta necesidad clinica.

Durante muchas décadas, la hidroxiapatita (Ca10(PO4)s(OH)2) ha sido reconocida como el material principal para el
andamiaje 6seo, ya que se parece mucho a la composicion del mineral éseo y ha demostrado una excelente
biocompatibilidad y osteoconductividad. Sin embargo, la biomimética de la hidroxiapatita esta relacionada con su
tamafo nanométrico y la presencia de iones multiples, reemplazando parcialmente el calcio y el fosfato en la red de
apatita, que son la fuente de la actividad bioldgica del hueso durante la formacion, remodelacion y reabsorcion de
nuevos tejidos.

La aplicacién del tratamiento de sinterizacién a los andamios de hidroxiapatita activa reacciones superficiales y
masivas en la interfaz entre los granos de hidroxiapatita adyacentes que producen el ordenamiento de los cristales,
con la expulsion de iones extrafos de la red de apatita y la coalescencia del grano hasta varios micrometros, con
reduccion de superficie especifica, hidrofilia y afinidad con proteinas y células.

La extensa coalescencia del grano activada por el proceso de sinterizacion produce la consolidacién de todo el cuerpo
de hidroxiapatita mediante la reduccién de la porosidad intergranular y, a su vez, del volumen total. Esto también
genera tensiones residuales que se encuentran entre las principales fuentes de defectos estructurales en los
materiales ceramicos. De hecho, la acomodacién de tensiones residuales en los materiales ceramicos es dificil debido
a su alta rigidez (en comparacion con los metales y polimeros), y se encuentra entre los factores mas significativos
que afectan el rendimiento mecanico de los materiales ceramicos, particularmente en el caso de piezas grandes
caracterizadas por formas complejas y estructuras porosas, donde las variaciones de volumen después de los ciclos
de calentamiento/enfriamiento provocan facilmente dafios estructurales criticos.

Por las razones anteriores, el proceso clasico de sintesis ceramica no permite la fabricacion de materiales ceramicos,
en particular hidroxiapatitas que tienen una composicién y estructura biomimética, alta bioactividad y reabsorbibilidad.
Esto es especialmente cierto cuando se sintetizan grandes ceramicas 3D porosas para la regeneracion de defectos
Oseos de tamano critico (es decir, 2 2 cm).

La composicion y estructura biomimética tienen una importancia fundamental para inducir la cascada regenerativa in
vivo que puede determinar y promover de manera Unica la regeneracion de partes 6seas grandes que soportan carga,
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como los huesos largos de las extremidades. Estos fendmenos, que estan estrechamente relacionados entre si y
deben producirse en sinergia para activar y mantener la regeneraciéon del hueso con todas sus funciones, son: i)
osteogénesis rapida, osteoconduccion y osteointegracion; ii) formacion extensa de vasos sanguineos; iii) capacidad
de biorresorcion progresiva.

La osteogénesis y la osteoconduccion rapidas permiten una extensa formacion y penetracion ésea en el andamio, lo
que da como resultado una estrecha interfaz hueso/andamio y una osteointegracion 6ptima. Para lograr estos efectos,
se requiere una composicion quimica similar a un hueso, asi como una porosidad abierta e interconectada, de modo
que ademas de la penetracion extensa del tejido éseo nuevo, se pueda lograr una formacién simultanea de una red
vascular que ayude a la formacion y maduracion del hueso nuevo.

La colonizacién incompleta del andamio puede dar lugar a la formacion de huecos, tejidos fibrosos o areas necréticas,
y reducird la fuerza general y el rendimiento biomecanico de la construccién de hueso/andamio.

Dentro de los tiempos compatibles con la formacion de hueso nuevo, el andamio debe reabsorberse progresivamente
para lograr una regeneracion optima del hueso después de un dafio o enfermedad. Todos los andamios dseos 3D
desarrollados hasta ahora se basan en fosfatos de calcio sinterizados que son materiales cristalinos que obstaculizan
la actividad de los osteoclastos, en comparacion con la apatita nanocristalina, nanodimensionada, sustituida con iones;
por lo tanto, a pesar de que los andamios de hidroxiapatita porosa de hueso pueden integrarse bien en el hueso
circundante mediante la adhesién de la superficie, la falta de biorresorcién no permite el proceso completo de
remodelacion, es decir, el reemplazo del andamio con el hueso nuevo. Esto da como resultado una recuperacion
incompleta de la capacidad funcional del hueso enfermo, particularmente en el caso de segmentos 6seos muy largos
que soportan carga.

Particularmente en el caso de huesos largos que soportan carga, el andamio también debe exhibir un rendimiento
mecanico adecuado, mientras mantiene una macroporosidad abierta, lo cual es un desafio considerando que estas
caracteristicas estan normalmente relacionadas inversamente (es decir, cuanto mayor es la porosidad, menor es la
resistencia mecanica) y que se requiere un alto grado de porosidad para proporcionar una adecuada colonizacion de
andamios y osteointegracion. Este es uno de los factores mas relevantes que limitan la aplicaciéon de los andamios
actuales en la regeneracién de porciones extensas de huesos largos que soportan carga. A este respecto, los
andamios con estructuras porosas organizadas jerarquicamente pueden exhibir un rendimiento mecanico superior en
comparaciéon con materiales con una porosidad similar, pero organizada al azar. A este respecto, solo los andamios
con una estructura tan organizada pueden activar eficientemente los procesos de mecanotransduccion a nivel celular,
desencadenando asi la regeneracion de hueso maduro, organizado y mecanicamente competente.

La innovacion propuesta se basa en un cambio paradigmatico del proceso clasico de sintesis ceramica a una nueva
forma de sinterizacion reactiva que permite la generacién de fases ceramicas con composicion quimica definida,
organizadas en un gran cuerpo 3D con morfologia compleja, estructura jerarquica y, al mismo tiempo, rendimiento
mecanico optimizado, a partir de estructuras naturales organizadas jerarquicamente. A este respecto, la
transformacion biomorfica es el punto de apoyo de este enfoque innovador que se puede aplicar a estructuras
naturales organizadas jerarquicamente (por ejemplo, madera, plantas, exoesqueletos).

Se intentd con éxito la transformacion biomérfica de estructuras lefiosas en ceramica que imita los huesos utilizando
maderas con estructuras porosas como el pino y el ratan, y maderas mas densas como el roble rojo y el sipo, como
plantillas para reproducir la estructura y el rendimiento mecanico del hueso esponjoso y cortical, respectivamente.

Anna Tampieri et al. Informaron sobre el uso de madera en la formacién de andamios de hidroxiapatita biomiméticos.
In the Journal of Material Chemistry, 2009, 19, 4973-4980. En esta publicacion, Tampieri et al. describe el proceso de
convertir piezas de 1 cm de largo (por lo tanto, una pieza pequefa, no adecuada para la regeneracion de defectos de
tamano critico) de madera de ratan y madera de pino en hidroxiapatita. El proceso implicé la pirdlisis de las muestras
de madera a una temperatura de 1000°C usando una velocidad de calentamiento lenta, seguida de una carburacion
en la que la plantilla de carbono se transformé en carburo de calcio. La carburacion se logré mediante infiltracion en
fase liquida o infiltraciéon en fase de vapor. La infiltracion de vapor se realizé a temperaturas superiores al punto de
ebulliciéon del calcio (1484°C). El proceso de carburacion consistié en calentar inicialmente la madera pirolizada a
800°C, luego calentar a 1100°C y finalmente a 1650°C durante 3 horas. Fue necesario calentar la madera pirolizada
a esta temperatura durante 3 horas para garantizar que la reaccién se completara. Después de la carburacion, el
andamio tridimensional de carburo de calcio se oxid6 para transformar el carburo de calcio en 6xido de calcio,
preservando la morfologia de la madera nativa. Después de la oxidacién, el andamio tridimensional de 6xido de calcio
fue carbonatado para transformar el andamio de 6xido de calcio en un andamio de carbonato de calcio. Se emplearon
valores de alta presion (2.2 MPa) para permitir la penetracion de CO2 a través de la escala de CaCO3 en formacion,
hasta el nucleo de la estructura de CaO. Finalmente, se realizé un paso de fosfatacion para transformar el andamio
de carbonato de calcio en andamio de hidroxiapatita con una morfologia anisotropica organizada jerarquicamente que
se asemeja a la de la madera nativa. Durante este paso, las plantillas de CaCO3 derivadas de la madera se remojaron
en una solucion acuosa de KH2PO4 a una temperatura de 200°C, a una presion de 1.2 MPa durante 24 horas.
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El proceso descrito anteriormente produjo andamios de ceramica de hidroxiapatita con la morfologia anisotrépica
organizada jerarquicamente de la madera nativa.

La resistencia a la compresion del andamio derivado de la madera de pino, medida en la direccion longitudinal vario
entre 2.5y 4 MPa, y en la direccion transversal, vario entre 0.5 y 1 MPa. Por lo tanto, solo los andamios de dimensién
limitada, tipicamente de menos de 1 cm, se pueden obtener mediante dicho proceso. Los bajos valores de resistencia
a la compresion, también en asociacion con un tamafio < 1 cm, hacen que estos andamios no sean relevantes para la
regeneracion 6sea, particularmente en el caso de los huesos que soportan carga. De hecho, se acepta que, para ser
critico, un defecto 6seo debe tener una longitud de 2-3 veces el diametro del hueso afectado. Por lo tanto, un andamio
de 1 cm de tamafio no puede considerarse Util a este respecto.

El paso de fosfatacién mencionado anteriormente en la conversién de madera a hidroxiapatita, fue informado con mas
detalle por Ruffini et al. in Chemical Engineering Journal 217 (2013) 150-158. En esta publicacion, se utilizaron
plantillas cilindricas de carbonato de calcio derivado de ratan que tenian didmetros de 8 mm y longitudes de 10 mm
como materiales de partida. El proceso de fosfatizaciéon se llevd a cabo utilizando soluciones acuosas de
hidrogenofosfato de diamonio, dihidrogenofosfato de amonio y amoniaco.

La solicitud de patente WO 2012/063201 publicada el 18 de mayo de 2012, describe un sustituto 6seo que comprende
un nucleo, basado en hidroxiapatita, obtenido de al menos una madera porosa, y una carcasa basada en hidroxiapatita
o carburo de silicio obtenido de al menos una madera que tiene una porosidad que la al menos una madera del nucleo.
La carcasa se preparé en una forma cilindrica hueca adecuada para acomodar el nucleo, que podria prepararse como
un cilindro sélido que se inserta en la cavidad de la carcasa. El proceso para obtener el sustituto 6seo de la madera
también se describe en la solicitud. El primer paso es la pirdlisis de una madera nativa como el ratan o el pino,
calentandola a una temperatura de entre 800 y 2000°C. De este proceso, se obtiene un material de carbono. En el
segundo paso, el material de carbono se transforma en carburo de calcio a una temperatura de entre 1500 y 1700°C.
A continuacion, el carburo de calcio se oxida a una temperatura entre 900 y 1000°C. Para convertir el material de 6xido
de calcio en carbonato de calcio, la carbonatacién se realiza en un autoclave a una temperatura de 400°C con una
presion de CO2 de 2.2 MPa durante 24 horas. El material de carbonato de calcio se transforma luego en hidroxiapatita
parcialmente sustituida con carbonato por fosfatacion. Los andamios de hidroxiapatita resultantes derivados del ratan,
tienen una resistencia a la compresion de entre 4 y 5 MPa en la direccidn longitudinal, y una resistencia a la compresion
de 1 MPa en la direccion transversal.

Aunque las publicaciones mencionadas anteriormente describen la transformacion exitosa de la madera como el ratan
y el pino en hidroxiapatita, al tiempo que reproducen de manera justa la morfologia tridimensional de la madera, no se
pudieron obtener andamios que exhiban caracteristicas adecuadas para la regeneracion de segmentos largos de
hueso con carga.

De hecho, todas las publicaciones mencionadas se refieren a andamios de hidroxiapatita obtenidos de madera, que
tienen dimensiones pequefias (es decir, un volumen de menos de 1 cm?3) que no pueden tener aplicaciones clinicas
reales, particularmente para la regeneracion de partes 6seas grandes que soportan carga. Los procesos descritos en
la técnica anterior no son adecuados para fabricar andamios de hidroxiapatita que tengan dimensiones que sean
convenientes para aplicaciones clinicas, tales como para la regeneracion de defectos 6seos que soportan cargas de
tamanio critico donde se necesitan andamios grandes, es decir, con un tamafo de al menos igual a 2 cm,.

Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad en la técnica de un andamio biomérfico, en particular un andamio 3D poroso,
con una composicion quimica biomimética que exhiba un rendimiento mecanico adecuado, una morfologia que sea
favorable para la colonizacién celular y el crecimiento vascular y, al mismo tiempo, que tiene dimensiones que son
adecuadas para aplicaciones clinicas.

Tal andamio biomérfico seria particularmente adecuado para la regeneracion ésea, en particular para la implantacion
en defectos 6seos que soportan carga, como huesos largos de las extremidades (por ejemplo, fémur, tibia, humero,
peroné, radio), pero también para la sustitucion y regeneracion de los huesos de la columna (p. €j. cuerpos vertebrales,
disco intervertebral), partes 6seas craneales o partes 6seas maxilofaciales.

La presente divulgacion satisface las necesidades anteriores proporcionando un andamio biomarfico, preferiblemente
un andamio de hidroxiapatita particularmente adecuado para la sustitucion y regeneracién 6sea, en particular para la
sustitucion y regeneracion de huesos largos que soportan carga.

La presente divulgacion también satisface las necesidades anteriores proporcionando un proceso para la fabricacion
de un andamio biomoérfico, preferiblemente un andamio biomorfico 3D. En particular, el andamio biomérfico es un
andamio de hidroxiapatita.

Resumen de la divulgacion

En general, la presente divulgacion describe un andamio de hidroxiapatita obtenido de una madera que tiene una
porosidad total de entre 60% y 95%, midiéndose dicha porosidad después de someter la madera a un paso de pirdlisis,
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teniendo el andamio una longitud, medida a lo largo de una direccién en la cual una dimensién del andamio es maxima,
mayor o igual a 2 cm.

Mas particularmente, la presente divulgacion describe un andamio biomoérfico de hidroxiapatita obtenido de una
madera que tiene una porosidad total de entre 60% y 95% (dicha porosidad se mide después de someter la madera a
un paso de pirdlisis), siendo caracterizada dicha hidroxiapatita por una estructura de poro organizado jerarquicamente
y una resistencia a la compresion superior a 5 MPa, preferiblemente entre 10 MPa y 20 MPa, medida en la direccion
a lo largo de los poros en forma de canal (direccion longitudinal). Preferiblemente, la hidroxiapatita de la descripcion
muestra una resistencia a la compresion a lo largo de la direccion perpendicular del eje largo de los canales (direccion
transversal) de hasta 10 MPa.

Preferiblemente, el andamio de hidroxiapatita biomoérfico obtenido de madera, tiene una estructura de poros
organizada jerarquicamente que se deriva de la estructura de poros organizada jerarquicamente de la madera de la
que se obtiene (madera nativa).

La presente divulgacion también se refiere a un andamio biomorfico de hidroxiapatita derivado de madera, en donde
la hidroxiapatita esta parcialmente sustituida (dopada) con uno o mas iones seleccionados del grupo que comprende
magnesio, estroncio, silicio, titanio, carbonato, sodio, potasio, galio, plata, cobre, hierro, zinc, manganeso, europio y
gadolinio.

La madera de la que se deriva la hidroxiapatita biomérfica tiene una porosidad total de entre 60% y 95%,
preferiblemente entre 65% y 85% (dicha porosidad se mide después de someter la madera a un paso de pirdlisis). Las
maderas que exhiben porosidad dentro de estos rangos incluyen ratan, pino, abachi, balsa, sipo, roble, palo de rosa,
kempas y madera de nogal. Preferiblemente, la hidroxiapatita biomérfica se obtiene de madera de ratan.

El andamio biomérfico de hidroxiapatita obtenido de la madera de la descripcion tiene cohesion estructural y
propiedades mecanicas que lo hacen particularmente adecuado para su uso como sustituto 6seo.

Por lo tanto, la presente divulgacion se refiere al uso del andamio biomérfico de hidroxiapatita como sustituto 6seo,
asi como a un sustituto 6seo que comprende dicho andamio biomérfico de hidroxiapatita. La divulgacion también se
refiere a un sustituto dseo que consiste en dicho andamio biomérfico de hidroxiapatita.

El andamio biomérfico de hidroxiapatita derivado de la madera puede usarse como un sustituto 6seo para regenerar
un hueso o una porcién de hueso, en particular huesos humanos y animales. Preferiblemente, el andamio biomérfico
de hidroxiapatita derivado de la madera puede usarse como un sustituto 6seo para huesos o porciones de hueso que
estan sujetas a cargas mecanicas. Mas preferiblemente, el hueso o las porciones de hueso son huesos largos de la
pierna y el brazo, tales como tibia, peroné, fémur, himero y radio.

El andamio biomorfico de hidroxiapatita derivado de la madera también se puede usar en la sustitucion y/o
reconstruccion de partes de huesos craneales, partes de huesos maxilofaciales y huesos de la columna vertebral (por
ejemplo, cuerpos vertebrales, disco intervertebral).

El andamio biomérfico de hidroxiapatita de la descripcion también se puede usar como filtro para liquidos o gases.

La presente divulgacion también describe un proceso para obtener un andamio de hidroxiapatita biomorfico derivado
de madera.

Mas particularmente, la presente divulgacion describe un proceso para producir un andamio de hidroxiapatita
biomérfico que tiene una longitud, medida a lo largo de una direccion en la que una dimension del andamio es maxima,
mayor o igual a 2 cm, que comprende los pasos de pirdlisis, carburacién, oxidacién, hidratacion, carbonatacion y
fosfatacion de una pieza de madera (madera nativa) que tiene una porosidad total de al menos 20%, preferiblemente
al menos 40%, mas preferiblemente comprendida entre 60% y 95%, en donde dicha porosidad se mide después de
someter la madera al paso de la pirdlisis. Ejemplos de madera nativa que puede someterse al proceso de la invencién
son: ratan, pino, abachi, balsa, sipo, roble, palo de rosa, kempas y nuez.

Si bien se describen multiples realizaciones, aun otras realizaciones seran evidentes para los expertos en la técnica a
partir de la siguiente descripcion detallada. Como sera evidente, ciertas realizaciones, como se divulga en el presente
documento, son capaces de modificaciones en diversos aspectos obvios, todo sin apartarse de la divulgacién. Por
consiguiente, los dibujos y la descripcidn detallada deben considerarse de naturaleza ilustrativa y no restrictiva.
Breve descripcion de las figuras.

Las siguientes figuras ilustran realizaciones preferidas de la materia descrita aqui. El tema reivindicado puede
entenderse por referencia a la siguiente descripcion tomada junto con las figuras adjuntas, en las cuales:

La Figura 1 muestra una realizacion particular del andamio biomérfico que presenta un canal central.
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La Figura 2 muestra fotografias que representan tejidos de ratones con explantes de calvaria después de 8 semanas.
Se logré una formacién y penetracion 6sea extensa de los poros del andamio en un grado similar cuando se implanté
solo o con células estromales osteogénicas, donde a) representa madera y no células, b) representa hidroxiapatita y
no células, c) representa madera y células, y d) representa hidroxiapatita y células. Las flechas en la Figura 2 f) apuntan
a los poros en forma de canal del andamio que imitan los sistemas Haversianos. Los sistemas Haversianos u osteones
son la unidad funcional del hueso compacto, en forma de cilindros hechos de laminas 6seas organizadas en capas
concéntricas. En el medio de las osteomas existe un canal que contiene el nervio 6seo y el suministro de sangre.

La Figura 3 muestra una curva de tensién-deformacion de un andamio biomorfico sometido a carga de compresion,
en donde y = tension (N) y x = deformacion (mm).

La Figura 4 muestra la distribuciéon del volumen de poro interno de la hidroxiapatita biomorfica de la presente
divulgacion en comparacion con el volumen de poro de la hidroxiapatita estructurada jerarquicamente obtenida con un
método conocido en la técnica.

La Figura 5 muestra un grafico que representa la viabilidad mejorada de las células madre mesenquimales cuando
estan en contacto con andamios que comprenden 2 y 5% en moles de Sr, en comparacion con un andamio libre de
estroncio (BC) después de 24 horas, 48 horas, 72 horas, 7 dias. y 14 dias. y =% respecto a BC.

La Figura 6 muestra gréaficos que representan la expresion de genes relevantes para la osteogénesis, como (a) RUNX2
y (b) ALP en andamios que contienen 2% en moles (Sr2%-BC) y 5% en moles (Sr5%-BC) de estroncio. y = expresion
de cambio de pliegue relativa a BC y x = dias.

La Figura 7 muestra un grafico que representa la viabilidad de los osteoblastos cuando esta en contacto con andamios
que comprenden 2 mol% (Sr2% BC) y 5 mol% (Sr5% BC) de Sr, en comparacion con un andamio libre de estroncio
(BC) después de 24 horas, 48 horas, 72 horas, 7 dias y 14 dias. y =% respecto a BC.

La Figura 8 muestra graficos que representan la expresion de genes relevantes para la osteogénesis, como (a) Osterix,
(b) BGlapyc) IBSP en andamios que contienen 2% en moles (Sr2%-BC) y 5% en moles (Sr5%-BC) de estroncio. y =
expresion de cambio de pliegue relativa a CT y x = dias.

La Figura 9 muestra graficos que representan la expresion de genes relevantes para osteoclastos, tales como (a)
Osacr, (b) CTSK y c) ItgB3 en andamios que contienen 2% en moles (Sr2%-BC) y 5% en moles (Sr5%-BC) de
estroncio. y = expresion de cambio de pliegue relativa a CT y x = dias. Se puede observar una disminucion significativa
de los genes involucrados en las principales vias moleculares de los osteoclastos con el tiempo; indicando asi que la
presencia de iones Sr?* en el andamio inhibe la formacion y actividad de osteoclastos; en la Figura a) los datos de 14
dias estaban por debajo del limite de deteccion.

La Figura 10 muestra una comparacion de la distribucion de poros de dos andamios de carburo de calcio obtenidos
después de la etapa de carburacion de la técnica anterior y la etapa de carburacién de la presente invencion, en
comparacioén adicional con la distribucion de poros de la madera pirolizada de partida. La superficie especifica de los
dos andamios de carburo de calcio también se informa en la figura;

Las Figuras 11, 12 y 13 de las dos imagenes superiores muestran imagenes SEM de dos andamios de carburo de
calcio obtenidos con el proceso de la invencién y el proceso de la técnica anterior, respectivamente;

Las dos imagenes inferiores de la Figura 13 muestran una comparacion de la dimensién de los granos de carburo de
calcio;

La Figura 14 muestra una comparacion de la fase cristalina de los dos andamios de carburo de calcio, medida con
rayos x-XRD, obtenida con el proceso de la invencion y el proceso de la técnica anterior, respectivamente.

La Figura 15 muestra imagenes SEM del andamio de 6xido de calcio obtenido después de la etapa de oxidacion de la
presente invencion y la etapa de oxidacion de la técnica anterior;

La Figura 16 representa la distribucidon de poros de los dos andamios de 6xido de calcio obtenidos después de la etapa
de oxidacion de la presente invencién y la etapa de oxidacion de la técnica anterior, respectivamente;

Las Figuras 17 y 18 muestran imagenes SEM del carbonato de calcio obtenido después de la etapa de carbonatacion
segun la presente invencion y la etapa de carbonatacién de la técnica anterior, respectivamente;

La Figura 19 muestra que la distribuciéon de poros de los dos andamios de carbonato de calcio obtenidos después de
la etapa de carbonatacion segun la presente invencidon y la etapa de carbonatacion de la técnica anterior,
respectivamente;
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La Figura 20 muestra la comparacion entre la distribucion de poros del andamio de hidroxiapatita biomorfico final
(después de la fosfatizacion) obtenido con el proceso de la divulgacion y el andamio de hidroxiapatita biomorfico final
de la técnica anterior;

La Figura 21 muestra el resultado obtenido después de someter una pieza de madera de ratan que tiene una longitud,
medida a lo largo de una direccion en la que la dimension del andamio es maxima, igual o mayor que 2 cm, a los pasos
del proceso de acuerdo con las condiciones descritas en la técnica anterior: incluso antes del paso de fosfatacion, el
andamio puede romperse;

La Figura 22 muestra el resultado obtenido después de someter una pieza de madera de ratan que tiene una longitud,
medida a lo largo de una direccién en la que la dimensién del andamio es maxima, igual o mayor que 2 cm, a los pasos
del proceso de acuerdo con las condiciones descritas en la técnica anterior: incluso si el andamio sobrevive, el proceso
avanza hacia la fosfatacion, después de la fosfatacion el andamio se rompe;

La Figura 23 muestra la cuantificacion relativa (2-22¢) de la expresion génica con respecto a la expresion del andamio
de la técnica anterior no dopado usado como calibrador, después de 14 dias de mMSCs 3D cultivadas en condicidn
dinamica con todas las muestras analizadas;

La Figura 24 muestra una realizaciéon del andamio biomérfico con forma de cuboide.

La Figura 25 muestra que la estructura en forma de canal del andamio de hidroxiapatita biomérfica obtenida con el
proceso de la presente divulgacion se caracteriza Unicamente por canales grandes permeables (100-300 micras de
diametro) (micro CT Escanear). Dichos canales son permisivos para la formacion de vasos sanguineos adecuados
que apoyan la regeneracion 6sea.

Descripcion detallada de la divulgacion

Como se usa en la presente descripcidon y en las reivindicaciones adjuntas, "estructura de poros jerarquica" o
"estructura de poros organizada jerarquicamente" indica un material que tiene una estructura de poros tridimensional
anisotrépica en la cual los poros en forma de canal estan interconectados a través de canales transversales y en
donde los micro y los nanoporos estan presentes en el area que rodea los poros en forma de canal.

Como se usa en la presente descripcion y en las reivindicaciones adjuntas, los valores de "resistencia a la compresién”
se obtienen con el método descrito en la siguiente descripcion ejerciendo fuerzas mecanicas a lo largo de las
direcciones longitudinales y direcciones transversales, con respecto a los poros en forma de canal.

Como se usa en la presente divulgacién y en las reivindicaciones adjuntas, "defecto 6seo" se refiere a una parte o
porcion faltante del hueso o al hueso completo que falta y necesita ser reemplazado totalmente por el andamiaje de
la divulgacion.

Como se usa en la presente descripcion, "hidroxiapatita biomorfica" se refiere a un material que: 1) consiste en
hidroxiapatita o 2) comprende hidroxiapatita o 3) es un material que comprende o consiste en hidroxiapatita y fosfato
tricalcico. En caso de que el material consista en hidroxiapatita y fosfato tricalcico, el material es un material bifasico.
En una realizacién de la invencién, cuando la "hidroxiapatita biomarfica" es un material que comprende o consiste en
hidroxiapatita y fosfato tricalcico, la hidroxiapatita se dopa con uno o mas iones elegidos en el grupo que consiste en
magnesio, estroncio, silicio, titanio, carbonato, potasio, sodio, plata, galio, cobre, hierro, zinc, manganeso, europio,
gadolinio y sus mezclas.

Los inventores de la presente solicitud de patente han encontrado sorprendentemente que es posible obtener un
andamio de hidroxiapatita biomérfico de madera que exhibe una composiciéon quimica biomimética, un rendimiento
mecanico adecuado, una morfologia que es favorable para la colonizacion celular y el crecimiento vascular y, al mismo
tiempo, tiene dimensiones que son adecuadas para aplicaciones clinicas.

En un primer aspecto, la presente divulgacién describe un andamio biomérfico de hidroxiapatita obtenido de una
madera que tiene una porosidad total de al menos 20%, preferiblemente al menos 40%, mas preferiblemente
comprendido entre 60% y 95%, en donde dicha porosidad se mide después de someter a la madera al paso de la
pirdlisis, el andamio tiene una longitud, medida a lo largo de una direccion en la que la dimension del andamio es
maxima, mayor o igual a 2 cm.

La porosidad total del andamio de hidroxiapatita biomérfica obtenida después del proceso de la divulgacion es la
misma que la porosidad total de la madera de partida medida después de someter la madera al paso de pirdlisis. En
particular, la porosidad total del andamio biomérfico de hidroxiapatita obtenido después del proceso de la divulgacion
es al menos 20%, preferiblemente al menos 40%, mas preferiblemente comprendido entre 60% y 95%.

Preferiblemente, el andamio tiene una longitud, medida a lo largo de una direccion en la que la dimension del andamio
es maxima, que es mayor o igual a 2 cm y alcanza un valor final que se determina de acuerdo con la aplicacion clinica.
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Por ejemplo, en el caso de la sustitucién 6sea de huesos largos, como tibia, fémur, peroné, humero, radio, la longitud
del andamio, medida a lo largo de una direccion en la que la dimension del andamio es maxima, puede estar
comprendida entre 2 y 20 centimetros.

Preferiblemente, el andamio de la descripcion tiene una resistencia a la compresion medida en la direccién longitudinal
de mas de 5 MPa, preferiblemente entre 10 MPa y 20 MPa.

Preferiblemente, el andamio de la descripcion muestra una resistencia a la compresion a lo largo de la direccion
transversal de hasta 10 MPa.

Preferiblemente, el andamio biomérfico de hidroxiapatita se caracteriza por una estructura de poros organizada
jerarquicamente.

La "estructura de poros jerarquica" o "estructura de poros organizada jerarquicamente" del andamio de hidroxiapatita
de la divulgacion deriva de la compleja estructura jerarquica tridimensional de la madera de partida de la que se obtiene
el andamio y, por lo tanto, tiene una gama de poros de diferentes tamafios. Los poros de diferentes tamafos en la
estructura jerarquica lo hacen deseable para su uso como sustituto éseo.

Por ejemplo, los poros que tienen un diametro = 200 um, preferiblemente entre 150-300 ym, mas preferiblemente 200-
300 pm permitiran la colonizacidn y proliferacion celular y la formacién de un arbol de vascularizacién apropiado. Poros
que tienen un didmetro < 10 ym, preferiblemente <1 ym, mas preferiblemente entre 0.01 y 0.1 ym (micro y nanoporos),
que interconectan parcialmente los poros en forma de canal, permiten el intercambio de fluidos nutritivos y la descarga
de los productos de desecho del metabolismo celular.

La preservacion de la estructura jerarquica de poros de la madera en la hidroxiapatita, proporciona andamios con
caracteristicas mecanicas éptimas y permite la descarga eficiente de cargas mecanicas.

Como la hidroxiapatita obtenida de la madera reproduce en detalle la estructura de un material natural, se puede
denominar biomorfica.

En particular, la estructura de poros organizada jerarquicamente del andamio de la divulgacion incluye entre 30% y
80% (de la porosidad total) de poros que tienen un diametro inferior a 150 ym, el recordatorio de que el 100% de la
porosidad total son poros que tienen un diametro mayor de 150 um.

En una realizacion, preferiblemente cuando la madera de partida es de ratan, entre el 30% y el 60% de la porosidad
total del andamio se debe a poros que tienen un diametro < 10 um.

En una realizacion, preferiblemente cuando la madera de partida es de ratan, al menos el 25% de la porosidad total,
preferiblemente entre el 25% y el 50% de la porosidad total del andamio de hidroxiapatita se debe a poros que tienen
un diametro <1 um, preferiblemente < 0.1 ym, en particular entre 0.01 y 0.1 pm.

En una realizacion, preferiblemente cuando la madera de partida es de ratan, al menos el 20% de la porosidad total
del andamio de hidroxiapatita se debe a poros que tienen un diametro = 150 ym.

Preferiblemente, el andamio de hidroxiapatita tiene un area superficial especifica (SSA) > 9 m?/g, preferiblemente de
9 a 20 m?/g.

La madera utilizada para obtener el andamio de hidroxiapatita puede ser cualquier madera que tenga una porosidad
total de al menos 20%, preferiblemente al menos 40%, mas preferiblemente comprendida entre 60% y 95%, incluso
mas preferiblemente una porosidad de entre 65% y 85% (dicha porosidad se mide después de someter la madera a
un paso de pirdlisis).

Ejemplos de maderas adecuadas utilizadas para obtener la hidroxiapatita incluyen ratan, pino, abachi, balsa, sipo,
roble, palo de rosa, kempas y madera de nogal, preferiblemente la madera utilizada es madera de ratan.

El andamio de hidroxiapatita obtenido de la madera puede comprender hidroxiapatita que esta parcialmente sustituida
con uno o mas iones. Ejemplos de tales iones son carbonato, magnesio, estroncio, silicio, titanio, sodio, potasio, plata,
galio, cobre, hierro, zinc, manganeso, europio y gadolinio. La introduccién de carbonato en el sitio de fosfato aumenta
la biosolubilidad y mejora la afinidad de la superficie a las células de osteoblastos.

La introducciéon de magnesio proporciona una mayor capacidad de nueva aposicion y formacion de hueso. La
introduccion del estroncio ayuda a restablecer la produccion 6sea, afectada por enfermedades metabdlicas como la
osteoporosis, de modo que su presencia puede mejorar la regeneracién 6sea.

La introduccion de plata, galio, cobre y zinc proporciona propiedades antibacterianas. Cuando el andamio de
hidroxiapatita obtenido de la madera comprende hidroxiapatita que esta parcialmente sustituida con uno o mas iones,
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el andamio es un material que comprende o consiste en hidroxiapatita dopada y fosfato tricalcico. Segun otra
realizacién, el andamio biomérfico de hidroxiapatita de la presente divulgacién puede comprender:

* 0-15% en peso de magnesio, preferiblemente 1-10% en peso; y/o

* 0-15% en peso de carbonato, preferiblemente 1-10% en peso; y/o

* 0-15% en peso de estroncio, preferiblemente 1-10% en peso; y/o

* 0-20% en peso de titanio, preferiblemente 1-10% en peso; y/o

* 0-15% en peso de potasio, preferiblemente 1-10% en peso; y/o

* 0-15% en peso de sodio, preferiblemente 1-10% en peso; y/o

* 0-15% en peso de silicio, preferiblemente 1-10% en peso y/o;

* 0-15% en peso de plata, preferiblemente 1-10% en peso y/o;

* 0-15% en peso de galio, preferiblemente 1-10% en peso y/o;

* 0-15% en peso de cobre, preferiblemente 1-10% en peso y/o;

* 0-30% en peso de hierro, preferiblemente 1-10% en peso; y/o

* 0-15% en peso de zinc, preferiblemente 1-10% en peso y/o;

* 0-15% en peso de manganeso, preferiblemente 1-10% en peso y/o;

* 0-15% en peso de europio, preferiblemente 1-10% en peso y/o;

* 0-15% en peso de gadolinio, preferiblemente 1-10% en peso y/o.

El andamio biomérfico de hidroxiapatita obtenido de la madera segun la presente divulgacion, tiene caracteristicas de
bioactividad y biorreabsorbibilidad combinadas con caracteristicas y dimensiones de resistencia mecanica que lo
hacen particularmente adecuado para uso clinico como sustituto éseo, en particular en humanos y animales. Tal
sustituto 6seo podria usarse para sustituir y/o reconstruir y/o regenerar hueso, porciones 6seas o defectos 6seos. Por
ejemplo, el sustituto 6seo podria usarse para sustituir o regenerar hueso o porciones de hueso que estan sujetas a
cargas mecanicas. Por ejemplo, el sustituto 6seo podria usarse para sustituir o regenerar huesos largos de brazos y
piernas. Dichos huesos largos pueden incluir tibia, fémur, peroné, hiumero, radio, etc.

El sustituto 6seo también podria usarse en la sustitucion y/o reconstruccién de partes dseas craneales, partes 6seas
maxilofaciales y huesos de la columna vertebral, por ejemplos cuerpos vertebrales, disco intervertebral) y en
procedimientos de cirugia de fusion espinal.

Cuando se usa como un sustituto éseo, el andamio biomarfico de hidroxiapatita puede tener una forma que se adapte
a la forma del defecto 6seo que necesita ser reconstruido de tal manera que llene sustancialmente la brecha ésea.
Por lo tanto, el andamio y el sustituto 6seo de la descripcion pueden tener cualquier forma que sea adecuada para el
proposito de reconstruir y regenerar defectos 6seos o para sustituir cualquier parte faltante del hueso.

Por ejemplo, el andamio o el sustituto éseo de la presente divulgacion puede tomar la forma de un cilindro, prisma
derecho, cuboide o cufias. En una realizacién, el andamio o el sustituto 6seo comprende un canal central con un
diametro de entre aproximadamente el 20% y aproximadamente el 60% del diametro del andamio o el sustituto éseo.

En particular, el andamio o el sustituto éseo tiene una forma tubular.

En una realizacion, la presente divulgacion se refiere ademas a un andamio o un sustituto 6seo que tiene una forma
cilindrica, prisma derecha, cuboide o tubular, que tiene una altura mayor o igual a 2 cm.

En una realizacion de la presente divulgacion, el andamio o el sustituto dseo pueden recubrirse con una capa delgada
basada en hidroxiapatita y/o colageno para aumentar la adhesion celular y la proliferacion, y por lo tanto la
osteointegracion en el tejido 6seo circundante. La capa puede comprender adicionalmente hidroxiapatita sustituida
con uno 0 mas iones relevantes para la estimulacion de la regeneracion 6sea tal como carbonato, magnesio, silicio,
potasio, sodio y estroncio, o con efecto antibacteriano como galio, plata, cobre o zinc.
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En una realizaciéon adicional de la presente divulgacion, el andamio o el sustituto éseo se pueden remojar en un
polimero natural (elegido entre el grupo que comprende gelatina, colageno, alginato, quitosano, gelano, celulosa) para
aumentar aun mas las propiedades mecanicas y promover aun mas la adhesion celular.

Para el andamio o las células de sustitucion ésea, se puede agregar plasma rico en plaquetas, anticuerpos, proteinas
de factores de crecimiento, fragmentos de ADN, ARNmi, ARNSsi para ayudar a la adhesion celular.

También se pueden agregar medicamentos, como antibiéticos o medicamentos contra el cancer, al andamio o al
sustituto oseo.

La descripciéon también se refiere a un método de reconstruccion y/o regeneraciéon de un hueso humano o animal que
tiene un defecto 6seo, que comprende los pasos de:

e proporcionar un sustituto éseo que comprende o consiste en el andamio biomérfico de hidroxiapatita de la
descripcién que tiene una forma que corresponde a la forma de un defecto dseo;

e implantar el sustituto éseo en el defecto 6seo del paciente.

Preferiblemente, el método de reconstruccion y/o regeneracion incluye los pasos de proporcionar un modelo 3D del
defecto 6seo y, basandose en el modelo 3D obtenido, impartir al andamio una forma correspondiente a la forma del
defecto 6seo. El paso de impartir una forma al andamio se puede aplicar a la pieza inicial de madera o al andamio de
hidroxiapatita obtenido al final del proceso de transformacion de la divulgacion o al andamio obtenido después de cada
paso del proceso (por ejemplo, después de paso de carbonatacion). Preferiblemente, el paso de impartir la forma se
aplica sobre la pieza inicial de madera.

El andamio de hidroxiapatita biomérfico de la descripcion y el andamio de hidroxiapatita biomérfico parcialmente
sustituido con uno o mas iones, se obtiene de un proceso de transformacion de multiples pasos que comprende los
siguientes pasos:

1) Pirdlisis: una madera nativa se calienta a una temperatura en el rango de 600°C a 1000°C bajo una atmdsfera inerte
para permitir la descomposicion y la eliminaciéon de todas las sustancias organicas. De este proceso, se obtiene una
plantilla de carbono.

2) Carburizacion: la plantilla de carbono se infiltra con calcio en estado de vapor a una temperatura en el rango de 900
a 1200°C, y a una presiéon < 1000 mbar, preferiblemente <600 mbar, mas preferiblemente en el rango de 0.05 a 100
mbar, transformando asi la plantilla de carbono en carburo de calcio (CaCz).

3) Oxidacion: la plantilla de carburo de calcio se calienta en aire a una temperatura en el rango de 750 a 1300°C,
preferiblemente 1000-1200°C, permitiendo asi la transformacion del carburo de calcio en éxido de calcio (CaO).

4) Hidratacion: la plantilla de éxido de calcio se expone al agua, permitiendo asi la absorcién de agua en una cantidad
de 1-25% en moles, preferiblemente 5-15% en peso.

5) Carbonatacion: la plantilla de éxido de calcio se transforma en carbonato de calcio mediante calentamiento a una
temperatura en el rango de 500 a 900°C, preferiblemente a una temperatura en el rango de 750 a 850°C bajo una
presion de COz2, o una mezcla de COz y una presion de gas inerte (por ejemplo, argén, nitrégeno). El rango de presion
es de 4 a 20 MPa.

6) Fosfatizacion: la plantilla de carbonato de calcio se trata con al menos una sal de fosfato.

En la etapa de pirdlisis 1) del proceso de multiples pasos, la madera nativa se selecciona preferiblemente entre ratan,
pino, abachi, balsa sipo, roble, palo de rosa, kempas y madera de nogal. Mas preferiblemente, la madera nativa es
madera de ratan.

La madera nativa tiene una porosidad total de al menos 20%, preferiblemente al menos 40%, mas preferiblemente
comprendida entre 60% y 95%, en donde dicha porosidad se mide después de someter la madera a la etapa de
pirdlisis.

Antes de la etapa de pirdlisis 1), la madera nativa de partida se puede secar opcionalmente a una temperatura entre
50°C y 90°C, preferiblemente a una temperatura entre 60°C y 80°C, mas preferiblemente a una temperatura entre
65°C y 75°C. La madera nativa puede secarse durante mas de 6 horas, preferiblemente durante mas de 12 horas,
preferiblemente durante mas de 18 horas, preferiblemente durante un tiempo comprendido entre 20 y 30 horas.

En la etapa de pirdlisis del proceso de etapas multiples, la atmoésfera inerte puede ser una atmésfera de un gas
seleccionado del grupo que comprende nitrégeno y argoén.
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En la etapa de pirdlisis del proceso de etapas multiples, la madera nativa se puede calentar a una temperatura de
entre 600°C a 1000°C, preferiblemente a una temperatura de entre 800°C y 1000°C. La etapa de pirdlisis puede durar
mas de 6 horas, preferiblemente mas de 12 horas, preferiblemente mas de 18 horas, preferiblemente dicha etapa
puede durar un tiempo comprendido entre 20 y 30 horas.

El ciclo térmico de la etapa de pirdlisis 1) puede llevarse a cabo calentando la madera nativa a una velocidad no
superior a 5°C/min, preferiblemente no superior a 3°C/min y enfriando a una velocidad no superior a 3°C/min,
preferiblemente no superior a 2°C/min, para evitar la formacién de grietas y fracturas internas del material.

Antes del paso 1) de pirdlisis, el método de varios pasos puede comprender adicionalmente un paso i) de seleccién y
preparacion de la madera nativa, en donde dicha madera nativa se puede cortar en una pieza que tenga una forma
que corresponda a la forma de un defecto éseo reconstruido. En particular, la madera nativa se forma en una pieza
de madera que tiene una longitud, medida a lo largo de una direccion en la que la dimensién de la madera es maxima,
que es mayor o igual a 2 cm. Preferiblemente, la dimensién de la madera alcanza un valor final que se determina de
acuerdo con la aplicacion clinica.

Por ejemplo, la madera nativa puede tener forma de cilindro, prisma derecho o cuboide. La madera nativa también
puede tener una forma tal que comprenda un canal central con un diametro de entre aproximadamente el 20% y
aproximadamente el 60% del diametro de la pieza de madera. En particular, la madera nativa se puede cortar en forma
tubular. Preferiblemente, el paso i) de seleccién y preparacion de la madera nativa, comprende los pasos de:
proporcionar un modelo 3D de un defecto 6seo y, basandose en el modelo 3D obtenido, impartir a la madera nativa
una forma correspondiente a la forma del hueso defecto. El paso de impartir una forma a la madera nativa se puede
aplicar a la madera nativa inicial o al andamio de hidroxiapatita obtenido al final del proceso de transformacion de
multiples pasos. Preferiblemente, la etapa de impartir la forma se aplica sobre la madera nativa de partida para evitar
dafos internos y externos (fractura) del andamio.

En la etapa de carburacion 2) del proceso de etapas multiples, la reaccién se lleva a cabo preferiblemente con una
relacion molar Ca/C (al comienzo de la reacciéon) en el rango de 1.10 a 2.50, preferiblemente en el rango de 1.50 a
2.00. La relacién molar Ca/C es importante porque las relaciones por debajo del rango conducen a reacciones
incompletas y las relaciones por encima del rango conducen a la obstruccion de los poros por los residuos de Ca.

En la etapa de carburacion del proceso de miiltiples etapas, la plantilla de carbén se calienta a una velocidad de
calentamiento en el rango de 1 a 10°C/min, preferiblemente a una velocidad de calentamiento en el rango de 1 a
7°C/min.

Los inventores de la presente solicitud de patente han encontrado sorprendentemente que llevar a cabo la etapa de
carburacion a una presion reducida como se describio anteriormente es una ventaja para la aplicacion exitosa de las
etapas posteriores del proceso, particularmente cuando se necesita producir un andamio biomérfico grande.

De hecho, al usar las condiciones de presion descritas anteriormente, la evaporacion del calcio puede ocurrir a
temperaturas que son aproximadamente 400-500°C mas bajas que el punto de ebullicién del calcio en la atmdsfera
ambiente (es decir, 1484°C), lo que produce, inesperadamente, la transformaciéon completa de la madera pirolizada
en carburo de calcio a una temperatura mucho mas baja que cualquier otro proceso conocido en la técnica. En
particular, el uso de presion en el rango de 50-60000 Pa (0.5-600 mbar), o preferiblemente 5-10000 Pa (0.05 a 100
mbar), da como resultado una transformacion sustancialmente completa de la madera pirolizada en carburo de calcio.

Una transformacion sustancialmente completa de la madera pirolizada en carburo de calcio dara como resultado una
ventaja para los rendimientos de las etapas de transformacion posteriores.

Las condiciones de carburacion de la presente divulgacion también mejoran la preservacion de los micro y nanoporos
que tienen diametros <1 um (preferiblemente de 0.01 a 0.1 ym) de la madera nativa tanto en el andamio después de
la carburacién como en el andamio biomérfico final, con respecto a los andamios conocidos obtenidos de la madera
utilizando procesos conocidos.

La fase de carburacion es un paso critico en el proceso porque una buena preservacion de la micro y nanoporosidad
después de este paso asegurara que el andamio biomérfico final exhiba una nano/micro porosidad similar. La
presencia de un alto porcentaje de microporos y nanoporos bien interconectados en el andamio biomérfico final permite
el intercambio de fluidos nutrientes y la descarga de los productos de desecho del metabolismo celular.

Ademas de mejorar la preservacion de los microporos y nanoporos con diametros <1 pm, las condiciones de
carburacion aqui descritas producen un andamio después de la cementacion (y también un andamio biomérfico final)
con un area superficial especifica (SSA) de 9 a 20 m?/g . Tal area superficial especifica es aproximadamente 2 veces
mayor que la SSA de un andamio obtenido con un proceso conocido en la técnica, que es de aproximadamente 5-6
m?/g (véase el ejemplo comparativo 4 y las figuras 10-13).
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Las condiciones de carburacion de la presente divulgacion también producen un andamio poroso de carburo de calcio
que contiene granos de carburo de calcio que son mas pequefios que los granos de un andamio obtenido con un
proceso conocido (véase el ejemplo comparativo 4 y las figuras de la Figura 13).

Los ejemplos comparativos muestran que las dimensiones de los granos de carburo de calcio en el andamio después
de la carburacion segun la presente divulgacion es de aproximadamente 5-15 uym (preferiblemente aproximadamente
10 pym), mientras que las dimensiones cristalinas del andamio después de la carburaciéon obtenida con procesos
conocidos son aproximadamente 100 um.

Los inventores de la presente solicitud de patente han descubierto sorprendentemente que el area superficial
especifica mas alta (SSA) y la dimensidon mas pequefia de los granos que se obtienen con las condiciones de
carburacion descritas anteriormente, y que no pueden obtenerse mediante los métodos descritos anteriormente, es
importante para garantizar alto rendimiento de transformacion de la madera nativa después de cada paso del proceso.

El ejemplo comparativo 4 y la figura 14 también muestran que el andamio después de la carburacion segun la presente
divulgacion contiene carburo de calcio con una mezcla de celosia de cristal tetragonal y cubico, mientras que el
andamio obtenido con procesos conocidos contiene carburo de calcio con una celosia de cristal tetragonal solamente.
Dado que el 6xido de calcio solo tiene una estructura de cristal cubico, la transformacién de un carburo de calcio, que
esta parcialmente en forma cubica, a 6xido de calcio, puede ocurrir con un menor riesgo de generar microfracturas en
el andamio. Esto es extremadamente ventajoso para la calidad del andamio biomérfico final.

Por lo tanto, las condiciones empleadas en la etapa de carburacion reducen en gran medida el numero de defectos
que se pueden observar en la estructura jerarquica de los poros del carburo de calcio.

Ademas, las bajas temperaturas empleadas en la presente divulgacion (es decir, muy por debajo de 1500°C) evitan la
coalescencia del grano y la consolidacion excesiva del carburo de calcio, lo que provoca una distorsion estructural y
desviaciones de la microestructura original de la madera de partida, lo que perjudica el resultado de los siguientes
pasos del proceso.

En el paso de oxidacion 3) del proceso de multiples pasos, la plantilla de carburo de calcio se puede calentar a una
temperatura final en el rango de 800 a 1300°C, preferiblemente a una temperatura final en el rango de 1000 a 1200°C.

En la etapa de oxidacion, la plantilla de carburo de calcio se puede calentar a una velocidad de calentamiento en el
rango de 1 a 15°C/min, preferiblemente a una velocidad de calentamiento en el rango de 1 a 7°C/min. La oxidacion
del carburo de calcio obtenido bajo presién de acuerdo con la etapa de carburacién descrita anteriormente conduce a
un andamio de 6xido de calcio con mayor area superficial especifica (SSA) y una porosidad con una mayor fraccion
de microporos y nanoporos con respecto a los andamios obtenibles con los procesos conocidos (véase ejemplo
comparativo 4 y Figura 16). El experimento comparativo muestra que la micro y nanoporosidad se conserva también
después del paso de oxidacion.

En la etapa de hidratacion 4) del proceso de multiples etapas, la plantilla de 6xido de calcio se expone al agua,
permitiendo asi la absorciéon de agua en una cantidad comprendida preferiblemente en el rango de 1-25% en moles,
mas preferiblemente comprendida en el rango de 5-15 moles %. Este paso conduce a la formacién de 6xido de calcio
hidratado que contiene hidréxido de calcio en una cantidad < 50% en peso de la estructura 3D, que cataliza la posterior
carbonataciéon de CaO. La cantidad de hidroxido de calcio (Ca(OH)2) como producto intermedio debe controlarse
estrictamente para evitar el colapso de la estructura 3D. Las condiciones de hidratacion aqui descritas permiten
mantener la cantidad de hidréxido de calcio < 50%.

En una realizacion preferida, la etapa de hidratacién se realiza al mismo tiempo que la etapa de carbonatacion, por
ejemplo usando COz2 enriquecido con agua.

En el paso de carbonatacion 5) del proceso de varios pasos, el uso de alta temperatura al tiempo que aumenta
progresivamente la presion de CO:2 en el sistema hasta los valores indicados anteriormente, sorprendentemente
permite la conversién sustancialmente completa de 6xido de calcio hidratado en una plantilla de carbonato de calcio
que exhibe sorprendentemente alta cohesion y resistencia mecanica.

El paso de carbonatacién del proceso de varios pasos se puede llevar a cabo de acuerdo con uno de los siguientes
ciclos térmicos:

e a una presion constante de CO2 de aproximadamente 10-15 MPa, aumentando lentamente la temperatura a un
valor en el rango de aproximadamente 750-850°C, preferiblemente a aproximadamente 800°C;

e a una temperatura constante de aproximadamente 750-850°C (o aproximadamente 700-800°C), preferiblemente
a aproximadamente 800°C, elevando la presion hasta aproximadamente 10-15 MPa;

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2758 357 T3

e mantener la presion a aproximadamente 4-6 MPa mientras se eleva la temperatura hasta aproximadamente 750-
850°C (o aproximadamente 700-800°C), preferiblemente hasta aproximadamente 800°C y posteriormente aumentar
la presion hasta aproximadamente 10-15 MPa.

El proceso de carbonatacion ocurre a través de la formacién de intermedios reactivos, tal como el hidréxido de calcio.
Esto conduce a un carbonato de calcio final caracterizado por una estructura de grano fino sustancialmente libre de
cualquier cristal cubico grande de carbonato de calcio (> 10 um), lo que podria comprometer la integridad estructural
de la estructura 3D. El ejemplo comparativo 4 y las Figuras 17-18 muestran que, gracias a la aplicacién de una etapa
de hidratacion, después de la etapa de carbonatacién se obtiene una estructura de grano mas fino, en comparacién
con la estructura 3D intermedia que se obtiene con los procesos conocidos en la técnica.

El paso de carbonatacion llevado a cabo en las condiciones descritas anteriormente da como resultado propiedades
mecanicas superiores del andamio de hidroxiapatita biomérfico que se puede obtener mediante el proceso de la
divulgacion en comparacién con procesos similares conocidos en la técnica, en donde el paso de carbonatacion se
lleva a cabo a alta temperatura y baja presion o a alta presién y baja temperatura.

Los inventores de la presente solicitud de patente han encontrado sorprendentemente que el logro de las
caracteristicas descritas anteriormente en el carbonato de calcio es una condicion importante para permitir la
transformacion completa de piezas grandes (es decir, = 2 cm) en un andamio biomérfico final que tiene la composicion
deseada y mantenimiento de la microestructura de madera original.

En el paso de fosfatacion 6) del proceso de multiples pasos, la al menos una sal de fosfato se puede seleccionar del
grupo que consiste en fosfato de amonio, fosfato de sodio y fosfato de potasio. El uso de fosfato de amonio permite
un mejor control del pH, por lo tanto, el proceso de conversion es mas eficiente y el cuerpo resultante tiene propiedades
mecanicas favorables y cohesién fisica.

En la etapa de fosfatacion del proceso de multiples etapas, la plantilla de carbonato de calcio puede sumergirse en
una solucion que comprende al menos una de dichas sales de fosfato. La solucion puede tener una concentracion de
0.1 a 5M, preferiblemente una concentracién de 0.5 a 2.0M.

La relacion inicial de PO4/COs en la etapa de fosfatacion del proceso de multiples etapas es preferiblemente de 1,5 a
5 veces el valor estequiométrico tedrico, preferiblemente de 2 a 4 veces el valor estequiométrico tedrico.

En la etapa de fosfatacion del proceso de varias etapas, la plantilla de carbonato de calcio sumergida en una solucion
rica en fosfato puede calentarse de 25°C a 300°C bajo una presion de vapor en el rango de 0.1 a 2.5 MPa (condiciones
hidrotérmicas).

La etapa de fosfatacion puede durar de aproximadamente 12 a aproximadamente 180 horas, preferiblemente de
aproximadamente 48 a aproximadamente 120 horas, mas preferiblemente de 24 a 72 horas.

El pH inicial de la solucion rica en fosfato en la etapa de fosfatizacion del método de etapas multiples esta
preferiblemente entre pH 7 y 12.

La sustitucion de la hidroxiapatita con otros iones se puede lograr mediante la introduccién de sales solubles
adecuadas que contienen los iones de interés durante o después de la finalizacion del proceso, preferiblemente
durante el proceso de fosfatacion. Los iones adecuados pueden incluir estroncio, magnesio, silicio, titanio, carbonato,
sodio, potasio, galio, plata, cobre, hierro, zinc, manganeso, europio, gadolinio, y mezclas de los mismos. Un ejemplo
de una solucién que contiene iones de magnesio es MgCl2*6H20, y un ejemplo de una solucion que contiene iones de
estroncio es SrCl>*6H20.

Como consecuencia del dopaje idnico, el andamio biomdrfico final comprende o consiste en un material que
comprende o consiste en hidroxiapatita dopada y fosfato tricalcico.

De acuerdo con una realizaciéon menos preferida, donde la madera nativa no se ha conformado en forma y dimensiones
adecuadas para usarse como sustituto éseo (es decir, si no se lleva a cabo el paso i), el andamio biomérfico de
hidroxiapatita obtenido del proceso de multiples pasos puede convenientemente conformarse en un andamio que
tenga la forma y conformacién requeridas por técnicas conocidas.

La divulgacién también se refiere al andamio biomérfico de hidroxiapatita obtenido (u obtenible) del proceso descrito
anteriormente, que tiene propiedades fisicas y mecanicas mejoradas en comparacion con las hidroxiapatitas
estructuradas jerarquicamente obtenidas por procesos similares conocidos en la técnica.

En particular, el andamio biomérfico de hidroxiapatita obtenido (u obtenible) del proceso de la presente divulgacion
posee todas las caracteristicas descritas anteriormente para el andamio o sustituto éseo de la divulgacion.
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En particular, con respecto a la técnica anterior, el andamio biomérfico final obtenido con el proceso aqui descrito
posee una porosidad que estd compuesta por un mayor porcentaje de microporos y nanoporos que los andamios
obtenidos por procesos similares conocidos en la técnica. En particular, al menos el 25% de la porosidad total,
preferiblemente entre el 25% y el 50% de la porosidad total del andamio de hidroxiapatita de la descripcién se debe a
poros que tienen un diametro < 1 ym, preferiblemente < 0.1 ym, en particular entre 0.01y 0.1 pm.

Este alto porcentaje de micro y nanoporosidad es extremadamente ventajoso desde un punto de vista clinico porque
los micro y nanoporos permiten el intercambio de fluidos nutrientes y la descarga de los productos de desecho del
metabolismo celular mejoran, mejorando asi la regeneracion ésea.

Ademas, el andamio biomérfico de la descripcién muestra un area superficial especifica mas alta (9 a 20 m?/g frente
a 5-6 m?/g) que un andamio obtenido con un proceso conocido en la técnica. Un area superficial mayor determina una
bioactividad superficial mejorada y una humectabilidad mejorada del andamio o sustituto 6seo, mejorando asi el
proceso de osteointegracion y biorreabsorcion.

Ademas, el andamio biomorfico de la descripcidn incluye granos de hidroxiapatita de aproximadamente 100-200 nm
(es decir, nanogranos), mucho mas pequefios que los presentes en hidroxiapatita sinterizada (es decir, tipicamente>
1 um). Los granos pequeiios muestran una ventaja clinica para la regeneracion ésea porque pueden ser reabsorbidos
mas facilmente por las células, permitiendo asi una mejor regeneracion 6sea con respecto al andamio conocido en la
técnica.

Ademas, el andamio biomdrfico de la descripcion exhibe una resistencia a la compresién superior a 5 MPa,
preferiblemente entre 10 MPa y 20 MPa, medida en la direccion a lo largo de los poros en forma de canal (direccion
longitudinal), y una resistencia a la compresion a lo largo de la direccion de los canales transversales (direccion
transversal) de hasta 10 MPa. Los inventores de la presente divulgacién encontraron sorprendentemente que estas
caracteristicas mecanicas hacen que el andamio de hidroxiapatita final sea un material independiente, por lo tanto, se
puede aplicar en procedimientos de regeneracion de partes éseas que soportan carga sin el uso de ninguna estructura
de refuerzo o soporte como conchas o barras.

En la naturaleza, la hidroxiapatita nanocristalina sustituida con iones es el componente principal presente en los tejidos
del cuerpo duro; de hecho, la fase mineral en el hueso es una fase nanoestructurada compuesta de plaquetas de
hidroxiapatita finamente dispersas de dimensiones inferiores a 100 nm que se organizan en una estructura porosa
organizada jerarquicamente en 3D que representa todo el tejido dseo.

A este respecto, los inventores de la presente divulgacién encontraron sorprendentemente que, en comparacién con
la técnica conocida anteriormente, la transformacién biomérfica de las estructuras de madera natural obtenida por el
proceso descrito anteriormente, puede dar lugar de forma Unica a andamios 6seos de hidroxiapatita finales que
exhiben simultaneamente composicion que imita los huesos, macro/micro/nanoporosidad alta abierta e interconectada
y resistencia mecanica superior, asociada con un tamafo relevante para la aplicacion en sitios de carga,
particularmente en huesos largos y segmentarios de las extremidades, o regiones maxilofaciales grandes, o en la
columna vertebral.

Todas estas caracteristicas, que nunca se ha demostrado que ocurran simultaneamente, son de suma importancia
para permitir la regeneracion ésea extensa en sitios de carga. Las diferencias en la estructura del andamio de
hidroxiapatita biomorfica que se puede obtener con el proceso de acuerdo con la presente divulgacion proporcionan
importantes ventajas clinicas que se muestran en el ejemplo comparativo 6. En particular, los andamios actuales
muestran un mayor poder inductivo sobre la expresion de genes relacionados con osteogénicos, con respecto a los
andamios de la técnica anterior, que se traducen en un mejor rendimiento clinico en términos de regeneracion 6sea.

La presente divulgacion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitativos.

Ejemplos

Métodos de medicion

Porosidad total de la madera sometida a una etapa de pirdlisis (madera pirolizada): se pesa un trozo de madera
pirolizada, con forma de prisma o cilindro, luego se obtiene el volumen midiendo el diametro y la altura. La densidad
absoluta (A.D.) de la madera pirolizada se obtiene por relacion peso/volumen; la densidad relativa (R.D.) se obtiene
dividiendo el A.D. de la madera pirolizada por la densidad tedrica del carbono (es decir, R.D.=A.D./2.25). La porosidad

total (%) se obtiene por (1-R.D)*100.

Porosidad total de un andamio obtenido después de cada paso del proceso y del andamio de hidroxiapatita biomaérfico
obtenido al final del proceso:

La porosidad se calcula aplicando el mismo método que el anterior utilizando valores apropiados para la densidad
tedrica de cada material obtenido después de cada paso (es decir, la densidad tedrica de CaC2, CaO, CaCOs, HA).
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Resistencia a la compresion: el andamio final o el sustituto dseo, con forma de prisma o cilindro, se somete a carga
mediante el uso de una maquina universal de prueba de tipo tornillo para obtener curvas de material independientes
y la carga de fractura. La resistencia a la compresién viene dada por la relacidon entre la carga de fractura y el area
sometida a compresion.

Diametro de poro: la distribucion del tamafio de poro y la morfologia de poro del andamio final o después de cada paso
del proceso se evallan mediante porosimetria de intrusién de mercurio y microscopia electrénica de barrido (SEM),
respectivamente. El analisis de porosimetria de intrusiéon de mercurio se basa en la medida de la intrusién de mercurio
en los poros de la muestra a diversas presiones.

Fases cristalinas: identificacion y cuantificacién: las fases cristalinas en los andamios se realizan mediante la técnica
de difraccién de rayos-X en polvo (DRX), evaluando el resultado de la incidencia de radiacién X en la muestra, con
angulos diferentes y continuos.

Area superficial especifica: el area superficial total de los materiales por unidad de volumen a granel (m2/g) se evalua
utilizando el método BET, estimado a partir de la cantidad de gas adsorbido en relacién con su presion.

Ejemplo 1

Preparacion de una hidroxiapatita derivada de madera utilizando el proceso de multiples pasos:

1. i) Una pieza de madera de ratan nativo tiene forma cilindrica y tiene las siguientes dimensiones: diametro = 2 cm;
altura =3 cm;

1) Pirdlisis de la Madera Nativa

La pieza de madera de partida se seca a 70°C durante 24 horas, luego se trata a 800°C durante mas de 30 minutos
bajo flujo de nitrégeno, transformandose asi en una plantilla de carbono puro. Ciclo térmico: calentamiento a 1°C/min
hasta 350°C y 2°C/min de 350° a 800°C. La muestra se mantiene a una temperatura de 800°C durante
aproximadamente al menos 30 min y posteriormente la plantilla se enfria a 1°C/min.

2) Carburacion

La plantilla de carbono se somete a calentamiento a 1000°C bajo atmodsfera de argén y calcio a 0.5 mbar,
transformandose asi en carburo de calcio. Tiempo de permanencia a 1000°C = 30 minutos.

3) Oxidacion

La plantilla de carburo de calcio se calienta en el aire hasta 1100°C después de una velocidad de calentamiento en el
rango de 1-7°C/min, lo que permite la transformacién completa en 6xido de calcio.

4) Hidratacion

El cuerpo de 6xido de calcio se activa por la exposicién al agua, lo que permite la absorcion de agua en cantidades de
aproximadamente 10% en moles.

5) Carbonatacion

El cuerpo hidratado preacondicionado se calienta a 800°C bajo una presion de CO2 progresivamente creciente de 0.5
a 10 MPa. Esto transforma el cuerpo de 6xido de calcio en carbonato de calcio.

6) Fosfatizacion
El cuerpo de carbonato de calcio se sumerge en una solucion de fosfato de amonio 0.5 M y una relacion inicial de POa4
a COs de 2 veces el valor estequiométrico tedrico, a temperaturas de 200°C bajo una presion de vapor de agua de 2

MPa.

La resistencia a la compresion del andamio se evalué ejerciendo fuerzas mecanicas a lo largo de la direccion
perpendicular y transversal, con respecto a la orientacion de los poros en forma de canal.

Al cargar a lo largo de la direccion del poro (que es la configuracion clinicamente mas reflexiva para imitar los estimulos
biomecanicos in vivo en el caso de huesos largos segmentarios), el andamio (desarrollado como un cilindro hueco con
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diametro externo = 15 mm; diametro interno = 6 mm de altura = 20 mm, y una extension de poro de 60-65% en
volumen) exhibié una resistencia a la compresion de hasta 16 MPa (es decir, 250 Kg de carga final (Figuras 1y 3). En
la direccidn transversal, el andamio mostrd una resistencia a la compresién de hasta 4 MPa.

El andamio también podria someterse a tratamiento térmico a una temperatura maxima de 1300°C, en una atmdsfera
controlada, para aumentar aun mas la resistencia mecanica del andamio.

Las caracteristicas microestructurales similares a los huesos del andamio biomoérfico permiten la entrega de
informacioén topoldgica a las células para construir nuevo tejido éseo con estructura organizada. Esto se confirmo
mediante pruebas in vivo en las que el andamio se implantd en fémures de conejo y calvaria de ratén.

El andamio no indujo reacciones adversas toxicas ni necrosis o infecciones después de la cirugia. El andamio produjo
una colonizacion extensa por el hueso recién formado después de 1 mes, similar al control que era un andamio de
apatita poroso comercial: EngiPore, Finceramica S.p.A., Italy.

Los tejidos explantados de calvaria de ratones mostraron una extensa formacion y penetracion 6sea en los poros del
andamio tanto cuando el andamio se implantd solo como también cuando se agregaron células estromales
osteogénicas al andamio implantado (Figura 2a-d). La porosidad en forma de canal del andamio indujo la formacién
de estructuras 6seas que imitan los sistemas Haversianos (como lo indican las flechas en la figura 2f). Ademas, los
poros en forma de canal del andamio indujeron una angiogénesis rapida para ayudar a la formacién y penetracion del
hueso nuevo. Este resultado confirma que una orientacidon adecuada de la porosidad en relacién con la orientacion de
la red vascular endégena puede ser eficaz para promover el desarrollo temprano de la angiogénesis extensa.

Ejemplo 2

Comparacion de la hidroxiapatita biomérfica de la descripcién y la hidroxiapatita estructurada jerarquicamente
conocida en la técnica

Se realizé una prueba de comparacion entre la distribucion del tamafio de poro de la hidroxiapatita biomérfica de la
presente divulgacion obtenida de madera nativa de ratan y la distribucidon del tamafio de poro de una hidroxiapatita
estructurada jerarquicamente obtenida de la misma madera nativa de acuerdo con las ensefianzas de Anna Tampieri
et al en Journal of Material Chemistry, 2009, 19, 4973-4980 utilizando la ensefianza de Ruffini et al. ien Chemical
Engineering Journal 217 (2013) 150-158 solo para el paso de fosfatizacién (Mezcla de NHsH2PO4-(NH4)2HPO4, pH=9,
Tmax=60°C, tiempo=80 horas).

Los resultados se muestran en la Figura 4, en la que las columnas negras se refieren a la hidroxiapatita biomérfica de
la descripcion y las columnas gris oscuro a la hidroxiapatita conocida en la técnica.

Es evidente el aumento en el numero de poros que tienen un diametro comprendido en el rango de 200-300 um en la
hidroxiapatita biomorfica de la presente divulgacion en comparacion con la hidroxiapatita organizada jerarquicamente
conocida, siendo dichos poros los que tienen las dimensiones mas apropiadas para promover una fisiologia
vascularizacién de la hidroxiapatita biomérfica cuando se implanta como sustituto éseo.

Ademas, la misma Figura 4 muestra un numero creciente de poros que tienen un didametro en el rango de 0.01-0.1
micras, lo que indica claramente que la microestructura de la madera nativa se conserva en el producto final.

Ejemplo 3

Preparacion de una hidroxiapatita derivada de madera dopada con Mg?* y/o Sr?*:

Se siguen los pasos 1 a 5 del método de multiples pasos como se describe en el ejemplo 1 para producir el cuerpo de
carbonato de calcio. El dopaje con iones Mg?* y/o Sr?* se ha logrado de acuerdo con cada uno de los siguientes
métodos:

Método 1

Se agrega una solucion de Sr?* (en forma de SrCl) a una solucion rica en fosfato 1.0 M. El cuerpo de carbonato de
calcio preparado de acuerdo con el método de multiples etapas se sumerge en la solucién combinada y se calienta a
una temperatura de 200°C bajo una presion de vapor de agua de 2 MPa. Esto produce una hidroxiapatita dopada con
Sr? con la morfologia de la pieza de madera inicial.

Método 2

El cuerpo de carbonato de calcio se sumerge en una solucién rica en fosfato 1.0 M. Mientras se calienta a una

temperatura de 25-90°C bajo una presion de vapor de agua de 0.1 MPa, se agrega progresivamente una solucion
Sr2*, Esto produce una hidroxiapatita dopada con Sr2 con la morfologia de la pieza de madera inicial.
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Método 3

El cuerpo de carbonato de calcio puro (o parcialmente convertido en hidroxiapatita por inmersién en solucion rica en
fosfato 1.5 M a temperatura ambiente o superior durante 24 horas) se sumerge en una solucidon acuosa u organica
que contiene iones Sr?* durante 24 horas. Luego se retira de la solucion y se sumerge en una solucion rica en fosfato
de 1.5 M. Mientras se calienta a una temperatura de 200°C bajo una presion de vapor de agua en el rango de 0.5-1.5
MPa. Esto produce una hidroxiapatita dopada con Sr? con la morfologia de la pieza de madera inicial.

Propiedades del andamio sustituido con estroncio

Se desarrollaron andamios de hidroxiapatita sustituidos con estroncio y se observé que exhibian una mayor viabilidad
de las células madre mesenquimales (MSC) en comparacion con los andamios libres de estroncio (Figura 5).

Los andamios de estroncio también mostraron una morfologia bien extendida y una mayor expresion de genes
relevantes para la osteogénesis, como RUNX2 y ALP (Figura 6), actuando asi como promotores de la diferenciacion
osteoblastica. En particular, cuando se compara con el andamio libre de Sr, se detecté un aumento significativo en el
nivel de ARNm de ambos genes (p <0.05). Este aumento fue particularmente alto para el andamio con 2% en moles
de Sr.

Se observé una proliferacion mejorada de preosteoblastos durante 14 dias de investigacion cuando se usaron
andamios de hidroxiapatita sustituidos con Sr (Figura 7). De hecho, un aumento de estroncio en el andamio produjo
una viabilidad celular mucho mayor a largo plazo. Estos resultados implican que la formacion de hueso nuevo podria
ser inducida y sostenida con éxito.

El andamio también demostré la posibilidad de mantener el fenotipo osteoblastico durante las dos semanas de la
investigacion (Figura 8).

El comportamiento de las células en contacto con el andamio sustituido con estroncio se investigé también observando
el comportamiento de los osteoclastos. Se realizé un analisis morfoldgico preliminar para confirmar y validar el modelo
de osteoclastogénesis. Los osteoclastos cultivados en la superficie del andamio exhiben su morfologia tipica.

Se evalué la expresidn genética relativa del marcador principal involucrado en la actividad y formacién de osteoclastos
(Oscar, Integrina B3 y Catepsina K) (Figura 9). El andlisis mostré una disminucion significativa en la expresion génica
con el tiempo de todos los genes involucrados en las principales vias moleculares de los osteoclastos, lo que indica
que la presencia de iones Sr?* en el andamio inhibe la formacion y actividad de los osteoclastos.

En conclusion, la sustitucion de hidroxiapatitas con iones Sr?* produjo un efecto bioldgico en las células oseas,
causando especificamente: i) un efecto inductivo significativo en los genes osteogénicos relacionados con MCS; ii) un
efecto inductivo sobre la proliferacion de osteoblastos vy iii) un efecto inhibidor sobre la actividad de los osteoclastos.

En el caso de la implantaciéon en un defecto 6seo segmentario, el nuevo andamio esta disefiado para presentar un
canal central que se extiende en direccion paralela a la porosidad unidireccional principal para exponerse a los
mufiones 6seos como guia para el desarrollo de una nueva médula dsea (Figura 1). El tamafio del canal se define en
funcién del defecto especifico; sin embargo, para mantener una resistencia adecuada, el canal tiene un diametro en
el rango del 20 al 60% con respecto al ancho total del andamio.

Ejemplo 4 - Comparacion de hidroxiapatita biomorfica de la divulgacion e hidroxiapatita estructurada jerarquicamente
conocida en la técnica

Se realiz6 una prueba de comparacién entre una hidroxiapatita biomérfica fabricada utilizando el proceso de la
divulgacion y un andamio de hidroxiapatita obtenido de la misma madera nativa (ratan) de acuerdo con las ensefianzas
de Anna Tampieri et al. en el Journal of Material Chemistry, 2009, 19, 4973-4980. La madera de ratan utilizada en el
proceso de divulgacion tiene una longitud, medida a lo largo de una direccion en la que la dimensién del andamio es
maxima, igual a 2 cm. La madera de ratan utilizada en el proceso de la técnica anterior tiene una longitud, medida a
lo largo de una direccién en la que la dimension del andamio es maxima, igual a 1 cm.

Después de cada paso de los dos procesos, se analizdé y comparoé el area superficial especifica (SSA) y la distribucion
de poros de los andamios intermedios y finales (véase Figuras 10, 16, 19 y 20). Ademas, después de la etapa de
carburacién, se compararon las dimensiones de los cristales de carburo de calcio de los dos andamios intermedios
(véase Figura 13 - imagenes inferiores).

La estructura reticular cristalina de los dos andamios de carburo de calcio se compar6 después de la etapa de
carburacion. La comparacion se muestra en la Figura 14.
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La Figura 10 muestra una comparacioén de la distribucién de poros de los dos andamios de carburo de calcio obtenidos
después de los pasos de carburacién respectivos, en comparacién con la distribucion de poros de la madera pirolizada
de partida. La superficie especifica de los dos andamios de carburo de calcio también se informa en la figura. Los
resultados muestran que solo el andamio de carburo de calcio obtenido después de la etapa de carburacién de la
descripcién conserva la distribucion de micro y nanoporos de la madera de ratan (dimension de poros <1 ym). Ademas,
la comparacion de las dos areas de superficie especificas muestra una mejora para el andamio segun la presente
divulgacion.

Las Figuras 11, 12 y 13 de las dos imagenes superiores muestran imagenes SEM de los dos andamios de carburo de
calcio desde los cuales se puede ver claramente la mejor preservacién de la micro y nanoporosidad de la madera
nativa.

La Figura 13, en la parte inferior de las dos imagenes, muestra una comparacion de la dimension de los cristales de
carburo de carbono. El carburo de calcio obtenido segun la presente divulgacién muestra granos con un tamafio
promedio de aproximadamente 10 um, mientras que los granos obtenidos con el proceso de la técnica anterior tienen
un tamano promedio de aproximadamente 100 pm.

La Figura 14 muestra una comparacion de la fase cristalina de los dos andamios de carburo de calcio, medida con
rayos X-DRX. Los resultados muestran que el carburo de calcio obtenido de acuerdo con la presente divulgacion tiene
una red cristalina tetragonal y cubica, mientras que el carburo de calcio de la técnica anterior tiene solo una red
tetragonal. El andamio de carburo de calcio de la descripcion contiene una mayor cantidad de Ca(OH)2 con respecto
al andamio de la técnica anterior.

La Figura 15 muestra imagenes de SEM del andamio de éxido de calcio obtenido después de los pasos de oxidacion
respectivos. Las imagenes correspondientes al andamio obtenido segun la presente divulgacion conservan una
microporosidad entre los granos de CaO, mientras que en el andamio de la técnica anterior la microporosidad se pierde
por completo.

La Figura 16 representa la distribucion de poros de los dos andamios de éxido de calcio. La comparacion muestra
claramente que la fraccidon de micro y nanoporosidad obtenida después de la etapa de oxidacién es mayor en el
andamio de acuerdo con la presente divulgacion, asi como el area superficial especifica.

Las Figuras 17 y 18 muestran imagenes SEM del carbonato de calcio obtenido después de la carbonatacion respectiva.
El material de acuerdo con la presente divulgacion muestra una estructura fina extendida, en comparacién con la
técnica anterior, donde grandes cristales de calcita (hasta aproximadamente 50 ym) caracterizan la estructura
completa. Los cristales grandes hacen que la estructura se rompa o colapse durante el paso de fosfatacion.

La Figura 19 muestra que la distribucion de poro de los dos andamios de carbonato de calcio se obtuvo después de
la etapa de carbonatacion. La comparacion de la distribucion de poros y el area superficial especifica muestra un
resultado similar al discutido anteriormente para el 6xido de calcio: la estructura de micro y nanoporos <ium se
mantiene con el presente proceso y se obtiene un SSA mas alto con respecto al estado de la técnica.

La Figura 20 muestra la comparacioén entre la distribucion de poros del andamio de hidroxiapatita biomérfico final
(después de la fosfatizacion) obtenido con el proceso de la divulgacion y el andamio de hidroxiapatita biomorfico final
de la técnica anterior. También se muestra una comparacion de los respectivos SSA.

Los resultados muestran que el andamio biomérfico de la descripcion posee una fraccion de micro y nanoporosidad
mas alta que el andamio de la técnica anterior, asi como un area superficial especifica mas alta.

Ejemplo 5: proceso de la técnica anterior aplicado a una pieza de madera de ratan que tiene una longitud, medida a
lo largo de una direccién en la que la dimension del andamio es maxima, igual a 2 cm.

Se realizdé una prueba para demostrar que el proceso de la técnica anterior (Anna Tampieri et al. en el Journal of
Material Chemistry, 2009, 19, 4973-4980) no permite fabricar andamios que tengan una longitud, medida a lo largo de
una direccién en la que una dimension de el andamio es maxima, igual o mayor a 2 cm, es decir, andamios de interés
clinico para la regeneracion dsea.

Para este propésito, una pieza de madera de ratan ha sido sometida a los pasos del proceso de acuerdo con las
condiciones descritas en Tampieri et al.

Las Figuras 21 muestran que incluso antes del paso de fosfatacion, el andamio puede romperse. La Figura 22 muestra

que incluso si el andamio sobrevive, el proceso avanza hacia la fosfatacion, después de la fosfatacion el andamio se
rompe.
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La prueba muestra claramente que la ampliacion de un producto ceramico a menudo no es una operacion sencilla; en
cambio, las condiciones del proceso deben cambiarse (a veces muy cambiadas) para preparar productos mas
grandes, incluso cuando se conoce en la técnica un proceso para fabricar productos ceramicos pequenios.

Ejemplo 6 - Prueba comparativa

Se realizé un estudio in vitro con células madre mesenquimales de raton (MMSC). Se analizé el perfil de expresion
génica para probar la sobreexpresion de genes especificos implicados en la diferenciacion osteogénica inducida por
un andamio de hidroxiapatita biomdrfica obtenida con el proceso de la presente divulgacion y un andamio de
hidroxiapatita biomérfica obtenida con el proceso de la técnica anterior.

Descripcion de la muestra

Los dos andamios probados se definen de la siguiente manera:

) Nimere | método de
Muestra Dimension de disco de esterilizacion
muestras
E CaP = | 1865
o s f‘% dopade Mg/C .64 @: 8.00 mm, 5 irradiacidn
EmE : ; Ca= .
Eals (divuigacion) | = L: 4.00 mm EtOH + UV
IS E SriCa = | 0,59
Nﬂ . § " &
dopado caP - |1.70 &: 8.00 mm, 5 irradiacidon
(divulgacisn) L: 4.00 mm EtOH + UV
gz ‘o radiacion
p= aopato CalP - 177 &: 8.00 mm, a rayos v 25 kGy
EZ {técnica =h . RadGamma)
8 s L: 4.00 mm (
<

Resultados

Los genes probados, relacionados tanto con el compromiso temprano (Runx2 y ALP) como con el compromiso de la
etapa tardia (OPN) de diferenciaciéon osteogénica, parecen estar regulados positivamente en las células cultivadas en
todos los andamios de divulgacion en comparacion con los andamios de la técnica anterior, con una diferencia
significativa para Runx2 y OPN (p<0.0001). No se observaron diferencias en la expresion del gen BMP2 y Col15 en
todas las muestras analizadas, probablemente porque BMP2, que es el regulador corriente arriba de la ruta de
diferenciacion, después de 14 dias de cultivo dinamico, ya ha llevado a cabo su funcion biolégica como lo sugiere la
regulacion al alza de Runx2, Alp y OPN [1]. Por el contrario, Col15 es un marcador muy tardio relacionado con la
produccién de matriz ésea mineralizada [2] y probablemente el tiempo de cultivo no fue suficiente para inducir su
expresion. No se observaron diferencias entre el efecto inductivo de los andamios de divulgacion dopados o no
dopados (véase Figura 23).

La Figura 23 muestra la cuantificacion relativa (2-22%!) de la expresion génica con respecto a la expresion del andamio
de la técnica anterior no dopado usado como calibrador, después de 14 dias de mMSCs 3D cultivadas en condicion
dinamica con todas las muestras analizadas. Se indicaron errores promedio y estandar de tres muestras. El analisis
estadistico se realizd6 mediante ANOVA de dos vias, seguido de la prueba post-hoc de Bonferroni y la diferencia
significativa se indica en el grafico: ****p<0.0001.

A partir de las pruebas anteriores, es posible afirmar que los andamios de divulgacidn muestran un mayor poder
inductivo sobre la expresion de genes osteogénicos relacionados, con respecto a los andamios de la técnica anterior.
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REIVINDICACIONES

1. Un andamio biomérfico de hidroxiapatita obtenido de una madera que tiene una porosidad total de al menos 20%,
preferiblemente al menos 40%, mas preferiblemente entre 60% y 95%, midiéndose dicha porosidad después de
someter la madera a un paso de pirdlisis, dicho andamio que tiene una longitud, medida a lo largo de una direccién en
la que la dimension del andamio es maxima, mayor o igual a 2 cm.

2. Un andamio biomorfico de hidroxiapatita de acuerdo con la reivindicacién 1, que tiene una resistencia a la
compresion, medida en la direccién longitudinal, mayor que 5 MPa, preferiblemente entre 10MPa y 40 MPa, mas
preferiblemente entre 10 MPa y 20 MPa.

3. El andamio biomdrfico de hidroxiapatita de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, que tiene una estructura de poros
organizada jerarquicamente, que se deriva de la estructura de poros organizada jerarquicamente de la madera de la
que se obtiene.

4. El andamio biomérfico de hidroxiapatita de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la
madera se selecciona entre ratan, pino, abachi, balsa, sipo, roble, palo de rosa, kempas y madera de nogal,
preferiblemente ratan.

5. El andamio biomérfico de hidroxiapatita de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la
estructura de poros organizada jerarquicamente incluye entre 30 y 80%, de la porosidad total, de poros que tienen un
diametro inferior a 150 um, siendo el resto hasta el 100% de la porosidad total poros que tienen un diametro superior
a 150um.

6. El andamio biomorfico de hidroxiapatita de acuerdo con la reivindicaciéon 5, en donde, preferiblemente cuando la
madera es de ratan, entre el 30% y el 60% de la porosidad total del andamio se debe a poros que tienen un diametro
<10 um.

7. El andamio biomorfico de hidroxiapatita de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde, preferiblemente cuando la
madera es de ratan, al menos el 25% de la porosidad total, preferiblemente entre el 25% y el 50% de la porosidad total
del andamio se debe a poros que tienen un didmetro <1 um, preferiblemente < 0.1 ym, mas preferiblemente entre 0.01
y 0.1 ym.

8. El andamio biomorfico de hidroxiapatita de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en donde,
preferiblemente cuando la madera es de ratan, al menos el 20% de la porosidad total del andamio se debe a poros
que tienen un diametro = 150 um.

9. El andamio biomérfico de hidroxiapatita de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, que tiene un area
superficial especifica (SSA) > 9 m?/g, preferiblemente de 9 a 20 m?/g.

10. El andamio biomérfico de hidroxiapatita de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde
dicha hidroxiapatita esta parcialmente sustituida con uno o mas iones seleccionados del grupo que comprende
magnesio, estroncio, silicio, titanio, carbonato, sodio, potasio, plata, galio, cobre, hierro, zinc, manganeso, europio y
gadolinio.

11. El andamio biomérfico de hidroxiapatita de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, para usar
en el campo médico, preferiblemente para usar como un sustituto 6seo, en donde preferiblemente el sustituto éseo
tiene una forma correspondiente a la forma de un defecto 6seo que va a ser reconstruido.

12. El andamio biomérfico de hidroxiapatita de acuerdo con la reivindicacion 11 para uso en la sustitucion o
regeneracion de un hueso o una porcion de hueso.

13. El andamio biomorfico de hidroxiapatita para uso de acuerdo con la reivindicacién 12, en donde dicho hueso o
porcion de hueso es un hueso o porcién de hueso sometida a cargas mecanicas, preferiblemente un hueso largo de
la pierna y el brazo, o dicha porcién de hueso o hueso es una parte de hueso craneal, una columna vertebral o una
parte del hueso maxilar facial.

14. El andamio biomarfico de hidroxiapatita para uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde dicho hueso largo
de la pierna y el brazo es tibia, metatarso, peroné, fémur, humero o radio.

15. Un sustituto 6seo que comprende el andamio biomdrfico de hidroxiapatita de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10.

16. Un proceso para producir un andamio de hidroxiapatita biomodrfico de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14 o el sustituto 6seo de acuerdo con la reivindicacién 15, que comprende los pasos de:
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1) Pirdlisis: una madera nativa, probablemente seleccionado entre ratan, pino, abachi, balsa, sipo, roble, palo de rosa,
kempas y nuez, mas preferiblemente una pieza de madera de ratan, se calienta a una temperatura en el rango de
600°C a 1000°C bajo una atmdsfera inerte para producir una plantilla de carbono;

2) Carburacién: la plantilla de carbono se infiltra con calcio en estado de vapor a una temperatura en el rango de 900
a 1200°C y a una presion de <100000 pa (<1000 mbar), preferiblemente < 60000 Pa (<600 mbar), mas preferiblemente
en el intervalo de 5 a 10000 Pa (0.05 a 100 mbar), para producir una plantilla de carburo de calcio;

3) Oxidacion: la plantilla de carburo de calcio (CaCz) se calienta en aire a una temperatura en el rango de 750 a
1300°C, preferiblemente 1000-1200°C, para producir una plantilla de 6xido de calcio;

4) Hidratacion: la plantilla de 6xido de calcio se expone al agua, preferiblemente a la humedad del agua, permitiendo
asi la absorcion de agua en una cantidad comprendida en el rango de 1-25% en moles, preferiblemente comprendida
en el rango de 5-15% en moles;

5) Carbonatacion: la plantilla de 6xido de calcio se transforma en carbonato de calcio calentando a una temperatura
en el rango de 500 a 900°C, preferiblemente a una temperatura en el rango de 750 a 850°C bajo una presién en el
rango de 4 a 20 MPa;

6) Fosfatizacion: la plantilla de carbonato de calcio se trata con al menos una sal de fosfato, preferiblemente
seleccionada del grupo que consiste en fosfato de amonio, fosfato de sodio, fosfato de potasio y mezclas de los
mismos, para producir el andamio biomarfico de hidroxiapatita.

17. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 16, en donde después del paso 1) la madera nativa tiene una porosidad
total de al menos 20%, preferiblemente al menos 40%, mas preferiblemente comprendida entre 60% y 95%.

18. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 16 o 17, en donde antes del paso 1) de pirdlisis, el proceso comprende
un paso i) de seleccion y preparacion de la madera nativa, en donde dicha madera nativa se corta en una pieza que
tiene una longitud, medida a lo largo de una direccion en la cual la dimension de la madera es maxima, que es mayor
o igual a 2 cm, en donde preferiblemente dicho paso i) comprende ademas los pasos de proporcionar un modelo 3D
de un defecto dseo y, basado en el modelo 3D obtenido , impartiendo a la madera nativa una forma correspondiente
a la forma del defecto dseo.

19. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, en donde el paso 2) de carburizacion es
llevado a cabo con una relacion molar Ca/C, al inicio de la reaccion, en el rango de 1.10 a 2.50 en el rango de 1.50 a
2.00.

20. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, en donde la etapa de carbonatacion 5) se
lleva a cabo de acuerdo con uno de los siguientes ciclos térmicos:

- a una presion constante de CO2 de 10 MPa, aumentando lentamente la temperatura a un valor en el rango de 750-
850°C, preferiblemente a 800°C;

- a una temperatura constante de 750-850°C, preferiblemente a 800°C, elevando la presién hasta 10 MPa;

- mantener la presion a 4-6 MPa mientras se eleva la temperatura hasta 750-850°C, preferiblemente hasta 800°C y
posteriormente aumentar la presién hasta 10 MPa.

21. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16 a 20, en donde en la etapa 6 de fosfatizacion) la
plantilla de carbonato de calcio se sumerge en una solucidon a base de agua que comprende al menos una sal de
fosfato, teniendo dicha solucién una concentracion de fosfato de 0.1 a 5 M, preferiblemente una concentracion de 0.5
a 2.0M.

22. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16 a 21, en donde la relacion de partida de PO4/CO3
en la etapa de fosfatacion 6) es de 1,5 a 5 veces el valor estequiométrico tedrico, preferiblemente de 2 a 4 veces el
valor estequiométrico teorico.

23. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16 a 22, en donde la etapa de fosfatacion 6)

se lleva a cabo en presencia de magnesio, estroncio, silicio, titanio, carbonato, sodio, potasio, plata, galio, cobre,
hierro, zinc, manganeso, europio, iones de gadolinio o mezclas de los mismos.
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FIG. 21
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FIG. 22
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FIG. 25
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