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Solicitud de patente a nombre de UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
OCCIDENTE

Yo, SILVANA MARTA LLOPEZ DIAZ, identificada como aparece al pie de mi
firma, obrando como apoderada sustituta de acuerdo con la sustitucion
presentada el 3 de septiembre de 2013 y domiciliada en la carrera 11 A No. 86-53,
piso 6, obrando como apoderada de la UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
OCCIDENTE domiciliada en Cali, Colombia, solicitante de la patente de la
referencia, en respuesta al oficio No. 10258 notificado por fijacién en lista el 18
de junio de 2013, me permito manifestar:

Con fundamento en la facultad que confiere el articulo 34 de la Decision 486 al
solicitante para modificar la solicitud de patente en cualquier momento del
trimite, presento junto con este memotial de nuevo el capitulo reivindicatorio
donde se realiz6 la siguiente modificacion:

Se elimind la expresién de la reivindicacién 1relacionada con el tiempo de
endurecimiento del material. '

En este sentido, atentamente manifestamos que la modificacion realizada no
implica de ninguna manera ampliacién del alcance originalmente presentado en la
solicitud en estudio.

No se presenta tasa por treivindicaciones adicionales toda vez que el nuevo pliego
retvindicatorio cottesponde al mismo inicialmente presentado y tiene menos de 10
clausulas.

2. Claridad

El sefior examinador indica que la reivindicacién 1 no es clara dado que la
expresion “con un endurecimiento de 7 a 15 minutos que estimulan la formacion
y el aumento de volumen 6seo” se considera como un resultado a alcanzar.

Sobre este particular es importante seflalar que el solicitante no se encuentra de
acuerdo con esta opinién dado que el tiempo de fraguado del Biocompuesto
ceramica de la invencidn es una caracteristica del comportamiento del material



reclamado en la presente invencidén. De hecho, la expresién objetada se
encuentra en el preambulo de la reivindicacién. No obstante lo anterior y en aras
de agilizar el proceso de patentamiento, el solicitante acepta eliminar dicha
expresion de la reivindicacién 1.

Nos permitimos decir que con el nuevo capitulo reivindicatorio se supera la unica
objecién de claridad indicada por el sefior examinador.

3. Nivel Inventivo

El sefior examinador indica que la presente invencion catreceria de altura
inventiva en vista de los documentos D1 (EP0329098) y D2 (US
2011/00004219).

Sobre este particular, en el concepto técnico se indica que estas dos
anterioridades son el estado del arte mas préximo a la presente invencion y que
existen diferencias entre la materia objeto y los dos documentos pero que no se
evidencia un efecto técnico en la presente solicitud dado que la soluciéon
propuesta por la invencién en estudio, de acuerdo con la opinién del sefior

examinador, posee las mismas caracteristicas de endurecimiento reportadas en
D1.

Zn este sentido, es importante sefialar que D1, como bien lo indica el sefior
examinador no indica ni sugiere la presencia de beta-fosfato tricilcico dentro de
la composicién ni mucho menos el rango de porcentajes tan especifico del 92%
al 96% en relacidén con el peso de la fase sélida total como si se indica en la
presente invencion.

De hecho, el -documento D1 ensefia que la composicién susceptible de
endurecimiento resulta de la combinacion de solucién acuosa acidulada de
quitosano junto con hidtoxiaparatia, 6xido de zinc y opcionalmente en presencia
de 6xido de magnesio (por favor véase lineas 24 y 25 de la pagina 2 de D1). No
obstante, D1 falla en ensefiar o sugerir la presencia de beta-fosfato tricilcico
como elemento fundamental de una mezcla de tres componentes como la
ensefiada en la presente invencidén que se mezcle luego con gel de quitosano.

Aunado a lo anterior, también es necesario sefalar que D1 no ensefia ni repotta
cual serfa la procedencia de la Hidroxiapatita. De hecho, esta anterioridad tan
solo indica que la Hidroxiapatita puede ser conseguida comercialmente; lo cual da
dos posibilidades, o su otigen es sintético lo que la hace no reabsorbible, o animal
lo que lleva a que no pueda ser comparable con el biocompuesto cerimico que es
totalmente sintético. De hecho, los desarrollos del producto reportado en D1,
Hardenable composition , llevaron a que el inventor y el solicitante de dicha patente




incorporaran como origen de la Hidroxiapatita el hueso de ternera, como es claro
en los documento (EP 0329098 B1) registrado en Japon, y los documentos
DEG68915020D1, DFE68915020T2, EP0329098A2, y EP0329098A3, vy
US6214048 Presentados en Europa y Estados Unidos, respectivamente.

En ese orden de ideas, es necesario hacer énfasis que el documento US6214048
se encuentra dirigido a una pasta endurecible, con los mismos components y usos
de la referencia D1, en donde la unica diferencia es que en la patente
Estadounidense ya se especifica que el origen de la Hidroxiapatita es a partir de
huesos de ternera (http://www.google.nl/patents /US6214048). Asi las cosas, si
una persona medianamente versada en la materia tuviera algin interés en el
documento D1 e hiciera el seguimiento de los documentos relacionados con

dicha patente, encontraria que la fuente de fosfato sugerida y reportada siempre
es de originen animal, lo cual evidentemente no es objeto de la presente
invencion. Por tanto, queda claro que D1 se aleja de las ensefianzas de la solicitud
en estudio.

Ahora bien, en gracia de discusidn, si una persona medianamente versada en la
materia técnica de alguna manera se viera motivada por D1- gue no enseria para
nada ni el reemplago de hidroxiapatita por beta-fosfato tricilcico- para incluir dentro de la
formulacidén de D1 propozrciones especificas de 6xido de zinc y 6xido de calcio
junto con quitosano, no encontraria nada en D2 para llegar de manera evidente al
Biocompuesto ceramico de la presente invencién, dado que D2 también hace
alusion a la participacién de composiciones que contienen hueso autélogo.

Asi las cosas, la combinacidon arbitraria de D1 con D2 daria como resultado un
material no reabsotbible (si presumimos que para el momento en que se
desarrollé el producto original de D1, este fuera sintético), y por lo tanto sin
ninguna capacidad para permitir regeneracion osea.

FEn este orden de ideas, es importante aclarar que las diferencias entre
Hidroxiapatita y el Fosfato tricilcico con relacién a la tasa de reabsorcion vy
formacion Gsea son muy claras en la literatura cientifica, y se deben a la muy poca
reabsorcion de la primera lo que hace que sea utilizada mas como relleno que
como substituto oseo: Lichte P. etal. 2011 (Anexo 1)

Aunado a lo antetior, es importante indicar que como aspectos adicionales de

la invencion el documento D2 ensefia que se pueden combinar las
composiciones 0seas con un composicién como por ejemplo composiciones en
gel que proporcionen una red de pasadizos en la composicién mediante los
cuales el oxigeno y otros nutrientes puedan alcanzar las particulas dseas presentes
en el intedor de la composicion. (véase por favor el parrafo 32 de D2). Es mis,
D2 indica y suglere que el quitosano y manitol constituyen estructuras



formadoras de redes, pero no indica que dichas redes puedan susceptibles de
formar o promover la formacién ésea.

En este orden de ideas, es importante hacer énfasis sobre el hecho que D2 no
indica o sugiere una relacién especifica de elementos de la mezcla sélida como la
proporcién reclamada en la presente invencién en donde fundamentalmente el
objetivo del diseno experimental fue llegar a una formulacién que permitiera
obtener un producto que cumpliera con unos requisitos fisicos, quimicos,
biolégicos y clinicos (pH, temperatura de fraguado, resistencia, porosidad,
degradabilidas, moldeabilidad, cohesién, etc.), que en conjunto no se
encontraban, ( ni se encuentran) en otros productos con composicién similar;
pero que ademds tuviera la caracteristica de ser osteopromotor, ya que todos los
fosfatos de calcio son solo osteoconductores como esta resefiado en la literatura
clentifica, ( Litcht et al. 2008, Tatay et al. 2008), y como mostramos mas adelante

a partir de la clasificacién propuesta por la asociacién americana de cirujanos

ortopedistas ( AAOS 2000).

Adicionalmente, el sefior examinador podra notar que la anterioridad (D1) se
encuentra dirigida a composiciones que emplean Hidroxiapatita, lo cual crea una
diferencia sustancial con respecto al biocompuesto ceramico de la composicion
de la presente invencidn que es totalmente reabsorbible. En este sentido, una

persona medianamente versada en la materia no encontrarfa motivacién alguna
en D2 para reemplazatr la hidroxiapatita con beta-fosfato tricalcico dentro de la
composicion de D1 ni mucho menos el rango de porcentajes tan especifico del
92% al 96% en relacién con el peso de la fase sélida total, dado que D2 ensefia
que se combinan los reactivos secos con una composicién 6sea autologa
(Autoinjertos) alli ensefiada con compuestos de origen sintético. De hecho,
dicha persona no esperarfa que con lo ensefado en D1 y D2 se lograra un
Biocompuesto osteopromotor como el material de la presente invencién, dado
que una combinacién de lo reportado en dichas anterioridades obtendria solo un
material que al no ser completamente reabsorbible solo se podria utilizar como
relleno y nunca como substituto 6seo.

Fn cuanto a la presencia de beta-fosfato tricalcico, resulta pertinente sefialar que
D2 menciona este compuesto dentro de una lista de varios compuestos como
fuentes de fosfato de calcio, sin hacer ningin hincapié en cuanto a que el
compuesto beta-fosfato tricalcico pudieta ser la mejor opcidn alli reportada. De
hecho, la ensefianza predominante en D2 no radica en las diferentes fuentes de
calcio, sino en la presencia de hueso autologo que como se sabia en la técnica

antetior es la opcion principal en materia de injertos. Aun mas, hay que sefialar
que los substitutos dseos nacen como alternativa a los injertos autologos debido a
los problemas de disponibilidad, costos y morbilidad del sitio donante, como se
puede cortoborar en el articulo de Tatay et al. 2008; Zarate & Reyes 2006.



En ese orden de ideas, respetuosamente nos permitimos decir que seria necesario
examinat el biocompuesto ceramico con productos similares en el estado del arte
y no con compuestos que tienen Hidroxiapatita ( D1), la cual presenta estructura
quimica diferente al fosfato tricalcico, y por ende propiedades fisicas y biologicas
diferentes, (entre cllas el no ser reabsorbible); y mucho menos con un compuesto
como el reportado en D2 que al tener hueso autologo no se considera un
substituto dseo sino un material de injerto; cuando de hecho la presente
invenciéon propone un biocompuesto (substituto éseo) como alternativa a este
tipo de materiales pot los problemas de disponibilidad y morbilidad que se
derivan del injerto dseo autologo.

Sobre este particulat, se dirige la atencién del sefior examinador sobre el hecho
que la American Academy of orthopaedic surgeons, en el aiio 2006, publicé una tabla
con los substitutos dseos mas utilizados, ( AAOS 2006), de la cual extractamos
los productos que se basan en fosfatos de calcio, y donde a manera de ejercicio
incluimos en la Ultima fila, el biocompuesto cetamico de la invencion. Esta tabla
esti mas relacionada con el estado del arte en el momento en que se diseiid el
biocompuesto ceramico (2007 — 2008), y con lo que existe actualmente.

La revision muestra que todos los productos originados a partir de fosfatos de
calcio son osteoconductores, y podrian volverse osteoinductores si se les agrega
factores de crecimiento, o medula dsea.

ILa cualidad de osteoinduccién es muy importante porque permite la regeneracion
6sea en defectos de tamario critico; los materiales osteoconductores funcionan
bien en defectos pequefios (no criticos) pero son incapaces de estimular la
cicatrizaciéon en defectos grandes a no ser que se les incorpore factores de
crecimiento( AAQOS, 20006; Lichte 2011).

El biocompuesto ceramico de la presente invencién ha mostrado capacidad para
estimular regeneracidén 6sea en defectos de tamaiio critico en dos Biomodelos -
diferentes, pero no decimos que tiene cualidad osteoinductora basicamente
porque potr convencién tomamos como materiales osteoinductores al hueso
autologo fresco y a los que se les incorporan factores de crecimiento (Lichte
2011; Tatay et al. 2008; Zarate & Reyes 2006), por esta tazon preferimos hablar
de osteopromocion.
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Adicionalmente, es deseo del solicitante poner en consideracién del serior
examinador un estudio realizado donde se muestra como el Biocompuesto
de la presente invencién muestra ventajas en relacién con la capacidad de
promocion ésea en defectos de dificil cicatrizacién en un modelo animal, en
donde se evidencia que con el Biocompuesto de la invencién aplicado en
defectos de tamario critico se logra una regeneracion ésea caracterizada por
presencia de fibra reticular ( coliageno tipo III), colagena tipo I,
restablecimiento de red vasculat, formacion de espiculas dseas, integracion
con hueso periférico y restablecimiento de periostio. ( ver anexo 2:
Evaluacion del efecto sobre la cicatrizacion endo-6sea de un biocompuesto ceramico
implantado en un defecto de tamario critico en el hueso parietal de ratas Wistar )

Asi las cosas, nos permitimos manifestar que la presente invencién cumple
a cabalidad con los requisitos de patentabilidad, principalmente con el de
altura inventiva dado que para una persona medianamente versada en la
materia técnica, correspondiente, no hubiera sido evidente llegar al
Biocompuesto ceramico de la invencién a partir de sus conocimientos
basicos en combinacién con las enseflanzas de D1 y D2, tomados bien sea
de manera independiente o en combinacién, dado que no seria evidente
para una persona medianamente versada en la materia que agregando
fosfato tricalcico al producto D1 se consiguiera tiempos de endurecimiento
y la moldeabilidad como los obtenidos con el producto de la presente
invenciéon. Aun mas, dicha petsona versada en la materia entenderia que la
presencia de la hidroxiapatita con una composicién quimica (Caio
(PO4)s(OH),) distinta a la del fosfato tricalcico (Cas(POs)2), producira
reacciones quimicas diferentes y por lo tanto, no tendria ninguna
expectativa de éxito si de alguna forma reemplazara el uno por el otro.

Sobre este particular, nos permitimos manifestar que el analisis de nivel
inventivo indicado en el concepto técnico es claramente el resultado de un
analisis del tipo “hindsight” o retrospectivo. De hecho, este tipo de analisis
no es permitido para desvirtuar el concepto de altura inventiva,

“n este tipo de andlisis, el examinador no enfoca su analisis en el momento
en el que el solicitante plantea un problema con el fin de solucionar fallas
técnicas existentes en los productos convencionales de un campo técnico
especifico, sino que se enfoca en la solucién dada al problema planteado y
en la busqueda de documentos con conceptos analogos. A este respecto
dirigimos la atencién del examinador al “Manual para Examen de Solicitudes de
Patentes de Invencion en las Oficinas de Propiedad Industrial de los Paises de la
Comunidad Andina, publicado en la pagina Web de la Comunidad Andina,
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donde se establece en la pigina 74 en cuanto al nivel inventivo “...gue la
biisqueda de anterioridades se efectsia a posteriori, tomando como punto de partida la
misma invencion,. . . el examinador debe realizar el esfuerzo intelectual de colocarse en la
situacion que ha tenido que afrontar el técnico con conocimentos medios en la materia en
un_momento_en_gue la_invencion no era _conocida, es decir antes de la invencion” (El
subrayado es nuestro) ,

En el presente caso, para el examinador puede resultar "obvio" que el
objeto de la presente solicitud se detive de la materia objeto de los
documentos citados sin dar mayor importancia al trabajo desplegado y a la
capacidad inventiva del solicitante para lograr llegar a la solucion del
problema planteado. Es decit, que el examinador no hace su anilisis
partiendo del problema mismo que existia en la técnica en el momento en
que el solicitante dirige todos sus esfuerzos para encontrar una
solucién, sino que enfoca su estudio _en el momento en que el
problema ya fue resuelto. Asi las cosas, solicitamos que sean retitadas las
objeciones planteadas en este aspecto.

in efecto, dado que en el momento de la fecha de presentacion de la
ptesente invencién existia la necesidad de un biocompuesto con
caracteristicas especificas desde el punto de vista fisico—quimica, biologico y
clinico (pH, tempetatura, tesistencia, cohesion, fluidez inicial,
moldeabilidad, estabilidad, etc.) que no estaban presentes en los productos
comerciales existentes en ese momento, lo que llevo a la necesidad de
plantear y realizar un disefio experimental que considerando estos
parametros permitieran alcanzar la formulacién adecuada luego de un arduo
trabajo de experimentacion en el laboratorio.

Habiendo atendido cabalmente las objeciones presentadas por ese
despacho, atentamente solicitamos se conceda el privilegio de patente de
invencién a la solicitud en estudio o si el sefior examinador considera que
subsisten razones para objetar la presente invencién, rogamos expedit otro
examen de fondo con los debidos motivos y razones que sustenten su
objecién con el fin de que nuestro mandante tenga la posibilidad de
exponer sus argumentos con base en la interpretacién de los articulos 45 de
la Decisién 486 -el cual otorga la facultad al examinador para emitir los
examenes de fondo-, 35 y 59 del Cédigo Contencioso Administrativo que
sefiala que: “babicndose dado oportunidad a los interesados para expresar sus
opiniones, y con base en las pruebas e informes disponibles, se tomara la decision que serd
motivada al menos en forma sumaria si afecta a particulares” y “(.) deberd proferirse la
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decision definitiva. Esta se motivard en sus aspectos de hecho y de derecho, y en los de
conveniencia si es el caso”, respectivamente (El subrayado es nuestro).

En consecuencia, solicitamos a ese despacho pronunciarse en relacion con
todos los argumentos presentados en este memorial dando estricta
aplicacién al principio del debido proceso consagrado en el articulo 29 de la
Constitucién Nacional |

Sefior Superintendente,

SIL MARIA LO %PAZ
C.C. 22468787 de Barrangy

T.P 147463 del C§]
notificaciones@clarkemodet.com.co
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Anexo 1
Lichte P. etal. 2011 (Anexo 1)
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Critical sized bone defects have to be filled with material to allow bone healing. The golden standard for
this treatment is autogenous bone grafting. Because of donor size morbidity, equivalent synthetic bone
scaffolds should be developed. Different materials, especially ceramics and polymers are in the focus of
research. Calcium phosphate ceramics show similar properties to bone and are degradable. Different
modifications can improve the bioactive features. This article gives an overview about the current
materials and their evidence of clinical use.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

There are several conditions in which injured bone may not be
capable of healing itself. In massive traumatic bone loss or primary
tumour resection the bone defect may exceed a critical size and
will not heal with the help of mechanical fixation alone, which may
result in a non-union. For such critical sized defects additional
material is necessary to fill the gap.

The current gold standard for the treatment of these critical-
sized defects is autogenous bone grafting. Autogenous bone grafts
fulfil three main attributes: they are osteogenic, osteoinductive
and osteoconductive. Osteogenic means that they contain living
cells which can differentiate into osteoblasts. Osteoinductive
describes the ability to stimulate local or added cells to
differentiate into osteoblasts and thereby increase bone healing.
Bone grafts also act as scaffolds: on their surface new bone material
can be generated (osteoconductive).

Independent of the harvesting site and the type of autogenous
hone, this method has a complication rate of up to 30%. Main
complications are donor site morbidity and pain, prolonged
hospitalisation, increased risk of deep infection and haematoma.
Additionally the availability of autogenous bone grafts is limited.
An alternative option is the use of cadaver bone or allograft.
Although orthopaedic allografts carry the risk of disease transmis-
sion and infection from donor to recipient they are widely used.

* Corresponding author. Tel.: +49 2418036811,
E-mail address: plichte@ukaachen.de (P, Lichte).
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Because of the above mentioned disadvantages of autogenous
and allogenic bone grafts there is an increased push to develop
synthetic bone scaffolds. Advantages of synthetic bone scaffolds
are their abundant availability, the diminished need for autoge-
nous bone harvesting procedure and the decreased risk for disease
transmission. Moreover, using cutting edge techniques, custom-
made scaffolds of tailored shape can be manufactured on the basis
of clinical computer tomography data taken from the individual
bone defect.

Synthetic scaffolds

The use of synthetic scaffolds for bone defects is not to
permanently replace the bone tissue by the synthetic material.
Instead. these scaffolds are used as ‘intermediate phase’ implants.
This means that the scaffold should work as a guide to stimulate
bone growth and attract newly formed bone tissue, before being
remodelled. Therefore, the ideal synthetic scaffold would present a
biomimetic surface, have an open porous microstructure for bony
ingrowth, and would be biodegradable with suitable degradation
kinetics. Therefore, the material composition as well as the
intrinsic architecture plays critical roles in the success of a scaffold.
Additionally, the ability to promote changes in the biological micro
environment to support cellular bone healing would be worth-
while.

The ideal scaffold for bone regeneration should have the
following properties:3®

o It should act as a three-dimensional template for bone
regeneration. |



570 P. Lichte et al./Injury, Int. J. Care Injured 42 (2011) 569-573

« Resorption kinetics should be equal to the bone repair rate to
facilitate load transfer to developing bone.

e The by products produced should be non-toxic and easily
excreted by the body.

o It should be biocompatible and promote cell adhesion (osteo-
conductive) and activity (osteoinductive).

« It should create a stable interface with the host bone without the
formation of scar tissue.

o It should offer mechanical properties similar to the host bone.

« It must tolerate sterilisation according to the required interna-
tional standards for clinical use.

o Optimally custom-fit shapes to fill defects would be produced.

There are different strategies to address the listed require-
ments. Different designs and materials have been developed.
Another goal is to increase the osteoinductive properties. Therefore
the surface could be coated or loaded with different bioactive
materials or activating agents. Especially, growth stimulating
proteins, peptides and growth factors, which could be added and
released in order to change the microenvironment.

Independent of the design and material of the scaffold, two
main strategies have to be differentiated:

« Implantation of acellular scaffolds. The idea of aceilular scaffolds
is an implant for the migration of native mesenchymal stem cells
(MSCs) and for their proliferation and differentiation.

« Before implantation the scaffold is prepared with MSC which
have been isolated from the patient.

Scaffold materials

Several materials with different characteristics have been
investigated including metals, ceramics, polymers and composite
materials, They can be divided into anorganic and organic groups.

Anorganic bone substitutes

Metals

Metals like stainless steel and titanium are biocompatible,
exhibit high strength, are easy to shape and relatively inexpensive.
The main disadvantages of stainless steel and titanium are they are
not biodegradability and they are stiff. The higher Young's modulus
of these metals induces stress shielding which can prevent the
native tissue from mechanical stimulation. Mechanical stimulation
is known to be an important initiator of osteoblastic differentiation
and activation. Due to these reasons metallic materials are only used
for scaffolds in limited indications, for example in spine surgery.

In the last years a new biodegradable scaffold material based on
magnesium alloy has been developed. It promotes increased bone
formation and a suitable degradation rate in a rabbit model.*® The
osteoinductive properties are likely based on the corrosion product
magnesium hydroxide which can temporarily enhance osteoblast
activity and decrease the number of osteoclasts.*®

Ceramics

Most common for scaffolds are calcium phosphate (CaP)
ceramics. Calcium phosphate ceramics are available in a variety
of products due to differing chemical composition (Ca/P-ratio) and
forms. Powder based CaP-materials undergo a sintering process.
Several different types have been investigated including hydroxy-
apatite (HAp), tricalcium phosphate (TCP) as well as composites
like biphasic calcium phosphates (BCP).

Calcium phosphate ceramics were introduced 40 years ago as
bone substitutes, Their physical properties including stability,
degradation rate and processability can be modified in a particular
range by using different compositions.

Natural bone consists of an organic fraction (1/3 of the mass,
mostly collagen) and an anorganic fraction. The anorganic fraction
amounts to 2/3 of the dry matter and mainly includes calcium
phosphate (85-90%), calcium carbonate (8-10%), magnesium
phosphate (1.5%) and calcium fluoride (0.3%). The minerals are
present as apatite crystals, primarily hydroxyapatite.

Calcium phosphate ceramics are known to have excellent
biocompatibility and are bioactive as they bind to bone and
enhance tissue formation. Alone they offer no osteogenic or
osteoinductive properties. The structure and the Ca/P-ratio of the
different ceramics (HAp 1,67, TCP 1,5) are similar to the above
mentioned minera!l phase of natural bone. Therefore ceramics
induce an interface mechanism which leads to a release of calcium
and phosphate ions. This results in an indefinable connexion
between the ceramic and the bone (bonding osteogenesis). Woven
bone accumulates directly on the ceramic surface without a
separating layer of connective tissue and is converted to lamellar
bone in the course.

Pore size is one of the most important characteristics of ceramic
scaffolds. Porosity should be similar to cancellous bone. Pore sizes
of 300-500 wm seem to be ideal for osseous ingrowth.?®
Additionally, the presence of interconnecting pores is essential
to prevent blind alleys with low oxygen tension which can prevent
the osteoblastic differentiation.>® Special manufacturing techni-
ques are necessary to ensure the presence of interconnecting pores
in ceramic materials.

Depletion of ceramics depends on two different mechanisms:
resorption and degradation. Resorption is an active cellular process
by osteoclasts with consecutive neoformation of bone. Degrada-
tion is a chemical process in a humid environment. The resorption
rate differs between the different types of calcium phosphate
ceramics and can. be affected by different composites and
manufacturing techniques. Porous TCP-ceramics is reported to
be eliminated similar to the velocity of osseous ingrowth, whereas
HAp-ceramics are more permanent.?'* Therefore HAp-ceramics
are most often are used as composites with other ceramics.

The most serious disadvantage of ceramic scaffolds for their
clinical use is their low mechanical strength and brittieness. If they
are produced in an adequate porous design they are insufficient as
a weight bearing component.

Bioglasses

Bioglasses are based on acidic oxides (e.g. phosphorus
pentoxide, silicon dioxide and aluminium oxide) and basic oxides
(e.g. calcium oxide, magnesium oxide, zinc oxide). After a melting
process the ingredients built a 3D network with connected
pores.'®24 They have a significantly higher mechanical strength
in comparison to most calcium phosphate ceramics.?’

Organic materials
Polymers

Polymers are biocompatible, degradable and have good
processability. Therefore, they have a great potential for scaffold
materials. Polymers include polyethylene glycol (PEG), polygly-
colid (PGA), poly-t-lactid and poly-p,.-lactid, polyurethanes and
composites. The most commonly researched polymers are
polyesters. Several FDA-approved polyesters are widely used as
biodegradable pins and screws as well as surgical suture materials
and surgical meshes.

Polymers degrade primary by chemical reactions like hydroly-
sis and only slightly by enzymatic and cellular pathways.
Therefore, degradation predictability can be modified through
copolymerisation ard changes in hydrophobicity and crystalline
structure. Degradation reaction is not only limited to the surface
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but takes place in the whole volume ( BULK-degredation) due to the
fast diffusion of water into the material. Hydrophobic polymers
only degrade from the surface (surface-degredation)*” Unfortu-
nately some of the degradation products like micro crystallites
may cause immunological reactions and foreign body reactions,
Erosion particles of biological inert polymers are able to activate
macrophages and cause osteolysis without additional chemical
reactions. It was shown in an in vivo study in rabbits that after
implantation of polymer screws, despite their complete degreda-
tion, the drill holes were not refilled with trabecular bone after 54
months.?

The mechanical characteristics of polymers show converse
attributes to ceramics. The elastomeric polymers like polyur-
ethanes exhibit an even lower elastic modulus in comparison to
native bone and therefore are too flexible for load bearing
solutions. Incorporation of high modulus micro- or nanoscale
ceramic constituents into the polymer can help to address this
problem.’® The most commonly researched polymer/ceramic
composite is polyester with HAp constituents. Besides hardness,
HAp provides osteogenic and biocompatible properties.?® Also,
other anorganic constituents including carbon-tubes and metals
have been researched to improve the mechanical properties of
polymer scaffolds.

Additional modifications
Rapid prototyping of scaffolds

The generative manufacturing, i.e. rapid prototyping techni-
ques hold great potential for bone scaffolds. Especially the 3D-
powderbed based printing (3D-P) and the Selective Laser Melting
(SLM) techniques are suitable to generate scaffolds of individual
shape (Fig. 1). The shape of the scaffold is generated by clinical
computer tomography data that is taken from a specific bone
defect.

For 3D-P calciumphosphates can be used as the base material.®
One thin layer of CaP granuals are smoothly dispersed on a platform.
A suitable binder is inprinted into the powderbed and binds the
respective particles together within the layer, Subsequently, a
following layer of granuals is dispersed on top of the first layer. The
printed binder binds the respective particles of the second layer and
to the previous bound layer. This way, an individually shaped
scaffold can be build up layer by layer (Fig. 2). A subsequent firing
process in a ceramic furnance remaves the binder out of the 3D
component and consolidates the ceramic scaffold.

As a promising alternative technique, SLM can be used to
generate scaffolds with an individual shape. In the 3D-P technique,
a powderbed is dispersed on a platform layer by layer. Using the
SLM technique a laser is used to bind the particles, not a binder.
Bone substitute scaffolds were successfully made using a degrad-
able composite out of calciumphosphate ceramics and polylac-
tides.?” Such scaffolds have three favourable characteristics: a bulk
material with micropores to improve cell attachment, an open
porous structure to enable bony ingrowth, and an individual shape
of the outer surface based on clinical CT data.

Coated scaffolds

Extracellular matrix (ECM) macromolecules are important
chemical effectors in cell signalling. They contain progenitor and
osteoblast integrin binding sites as well as growth factor binding
sites and are able to enhance osteogenic cell differentiation.****
Therefore ECM proteins are interesting in enhancing osteoinduc-
tivity of different scaffolds. Due to their lack of compressive

strength they have to be combined with other materials, Because of

their prevalence Type | collagen and glycosaminoglycans have

Fig. 1. 3D-printer to create tailored shape scaffolds using the powderbed-based 3D-
printing technique.

been investigated. In vitro and in vivo studies have shown an
enhanced osteogenic property in scaffolds combined with ECM
proteins,'>1637.43

Incorporation of growth factors

The incorporation of growth, adhesion and transcription factors
in synthetic scaffolds is a common strategy to enhance their

Fig. 2. Scaffold as mandible bane replacement made of tricalcium phosphate. The
scaffold was built up using the powderbed-based 3D-printing technique,

A
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osteogenic properties. In physiologic bone regeneration prolifera-
tion, migration and differentiation of osteoblastic cells is
controlled by growth and transcription factors in very low
concentrations. There are a variety of growth factors which have
been identified in vitro and in vivo as potential substances
including bone morphogenetic proteins (BMPs), platelet derived
growth factors (PDGFs), insulin like growth factors (1GF-1s and 2s),
tumour growth factors (TGFs) and fibroblast growth factors
(FGSs).** BMPs have been tested in preclinical and clinical settings
and FDA approved. Scaffolds which are release slow and
continuous BMPs (especially BMP-2) have shown osteoinductive
properties and are able to accelerate neoformation of bone **304!
Recent studies investigated the effect of plasmids encoding for
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF165) in order to heal
critical sized defects in animal models.*” Future studies will reveal
the effect of combination of scaffolds coated with growth factors.

In vivo gene therapy

Gene activated matrices, which are scaffolds impregnated with
c¢DNA plasmids, could be another route for exploiting the
osteoinductive properties of growth- and transcription-factors.
The concept is based on the release of plasmids to transfect the
local cell population which corresponds to a local bioreactor, The
scaffold localises the cDNA in the area of need and provides a
steady release dependent on their degredation rate and offers a
surface for cellular attachment. Several preclinical studies could
show that gene delivery can induce bone healing. Fang et al.'?
implanted collagen sponges loaded with cDNA encoding for BMP-4
or/and parathyreoid hormone into a rat femur osteotomy site. The
control animals which were treated only with a collagen sponge,
developed only fibrous tissue whereas the animals treated with
gene activated matrices showed osseous ingrowth,

Despite the promising results, transfection is still relatively
inefficient and levels of transgene expression are low. Gene
delivery concepts can also be applied with viral vectors which may
lead to higher transfection rates. Otherwise viral vectors carry the
risk of an immune response to the vector,

MSC seeded scaffolds

Bone marrow derived mesenchymal stem cells (MSC) are a very
small portion of pluripotent cells located in the bone marrow. The
MSC portion can be isolated from a mixture of bone marrow cells
on the basis of epitope expression antibody selection procedures.

The isolated MSC can differentiate into several different cell
types including the osteogenic lineage. Differentiation into the
osteoblastic phenotype is controlled by different chemicals, for
example dexamethason and ascorbic acid and growth factors like
BMPs, PDGF and TGF-b as mentioned above,

One of the main problems is the relative low concentration of
MSCs in the bone marrow. To receive relevant amounts of cells, the
cells have to be cultured and increased ex vivo, placing the patient
undo at least two operations, One operation for obtaining the
MSCs, and after an interval the implantation of the seeded scaffold.
During an extended ex vivo cultivation MSCs are known to lose
some of their phenotypic characteristics such as bone forming
capacity.”® Another problem is the difficulty of adequate
sterilisation of the cell-seeded scaffold before implantation,

It has been be shown in preclinical trials that scaffolds seeded
with MSCs have a better osteogenic capacity and show a faster
integration with native tissue than acellular scaffolds.'” The
osteoinductive and osteogenetic properties of MSCs could also be
demonstrated in different preclinical animal models. Critical sized
bone defects had been treated with MSC seeded matrices in
different animals,'*'?

Several preclinical studies also show that the scaffold materal
has a great impact on the properties of the inserted MSC. For
example MSCs on polycarbonates containing 0% or 3% PEG
upregulate the expression of osteogenic markers at different stages.
Cells on polycarbonates containing no PEG were characterised as
having early onset of cell spreading and osteogenic differentiation,
Cells on 3% PEG surfaces were delayed in cell spreading and
osteogenic differentiation, but had the highest motility.”

Clinical evidence

The usage of autogenous bone grafts is still the gold standard for
the treatment of bone defects even if it is not supported by good
clinical evidence. Surgeons have used autologous bone grafts
routinely since many decades with good success. Nevertheless in
our literature search we could not found any data which compared
the results of autograft application with that of no graft.

Calcium phosphate plays a major role in the field of scaffold
research, The ability to fill bone defects in ceramic or cement form
has been reported in several animal studies and some clinical case
series. Tricalciumphosphate was implanted in traumatic bony
defects in 43 patients.”® 90% of the fractures and 85% of the
nonunions healed after 12 months. There was a radiographic
resorption rate of 10% per month with complete resorption after 6=
14 months. Independent of the nonunions only 2 complications
had been observed (infections after open fractures).

Cameron has published a series of 20 cases in which a disc of
tricalciumphosphate was implanted into the cut surface of the tibia
at the time of total knee replacement.'' At six months the disc
could not be identified radiographically any more. After 2 years the
block seemed to be iargely incorporated and replaced by bone,

In 1997 a prospective, randomised multicenter study have been
undertaken and pubiished by Chapman et al.'? They compared the
efficacy and safety of autogenous bone graft versus a composite
material composed of purified bovine collagen, BCP and autoge-
nous marrow in the treatment of long bone fractures, There were
no significant differences between these groups with respect to
union and functional measures. Complication rates did not differ
except for deep infection, which was significantly more frequentin
the bone graft group.

Polymeric biodegradable osteosynthetic implants have been in
clinical use for many years. Therefore experience with their
biocompatibility in humans has been observed.” In PGA implants
significant inflammatory reactions were observed in 7.9% of the
patients. On average, the reaction occurs 11 weeks after
implantation.” The degree of severity ranges from erythema to
screw loosening. If slower degrading polymers are used the
complication rate is lower and the inflammatory signs can occur up
to 5 years after operation.

Actually several preclinical in vivo studies have been published.
Composites of polymers and calcium phosphates have shown good
results as scaffolds in bone tissue engineering.*®**47 In contrast to
calcium phosphates no clinical trials or case series have been
published to our knowledge.

The clinical application of MSCs has been described in a few
case series with a low number of patients. Non cultured MSC had
been used for the treatment of non-unions,'*?? intervertebral
fusion and bone defects.' In these indications prepared bone
marrow had been injected directly in the lesion. Industrial
produced allogenic bone grafts in combination with unexpanded
MSCs showed comparable results compared to autogenous
cancellous bone grafts in the treatment of different bone defects.*’
Expanded MSCs for bone defect healing have been described in 2
case series. Marcacci et al. published a case report of 4 patients
which showed good long term outcome for implantation of MSC
seeded HA scaffolds after the treatment of long bone defects.”!
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Summary and conclusion

Surgeons are interested in changing their operating procedures
toavoid the potential morbidity which is associated with the harvest
of autogenous bone grafts. The goal is to develop bone graft
substitutes which offer the most important properties of autogenous
grafts: Osteoconductivity, osteoinductivity and osteogenic abilities.

Porous ceramic materials offer the best evidence as a potential
graft substitute, They have demonstrated their ability to improve
bone healing in some clinical studies and case series. Improving
structural and chemical properties are important objectives.
Polymeric materials have been in clinical use for many years,
Preclinical studies show promising results for their use as a scaffold
for bone defects, especially as composites with other materials.

In the last few years several scalfolds have been developed to
establish osteoinductive and osteogenic properties. Preclinical
tests show advances for scaffolds with incorporated growth
factors, or ¢cDNA of growth factors. Coating with ECM proteins
seems to improve osteoinducitivity. Before these concepts can be
accepted in clinical use, problems with safety and cost efficiency
have to be resolved.

Another promising technique is to settle in vitro expanded MSC
on the scaffold. Preclinical studies show advantages in bone
healing as well. On the other hand a second operation is necessary
and actually there are some difficulties with sterility.

In conclusion autogenous bone grafting is still the gold standard
for filling bone voids. The closest options are ceramic scaffolds.
There is a lack of clinical studies to prove the safety and advantages
for these new concepts in comparison to autogenous bone grafts.
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Evaluacién del efecto sobre la cicatrizacion endo-6sea de un biocompuesto ceramico
implantado en un defecto de tamano critico en el hueso parietal de ratas wistar

1. Diseno experimental:

Tipo de investigacion : Experimental descriptivo

Lugar: Bioterio Universidad del Valle, Cali, Colombia
Supervisién ética: Comité de ética animal Universidad del valle
Biomodelos: 15 Ratas Wistar, machos de 3 meses de edad

Disefio experimental: Defecto bilateral de 5 mm en parietal.( tamafio critico), control con
defecto vacio

Material de injerto: Ceramica bioactiva

Tiempos de implantacién: 20, 40 y 60 dias

Grupos: Tres (20, 40, y 60 dias)

Fecha: 2012

2. Objetivo:

Evaluar capacidad osteopromotora en defectos de dificil cicatrizacion a 20, 40 y 60 dias
3. Materiales y métodos

3.1 Se crearon defectos bilaterales de S mm de diametro

3.2 Se injertaron los defectos del lado derecho con el biocompuesto cerdmico, los del
lado izquierdo se dejaron vacios ( control)

3.3 Se separaron los Biomodelos en tres grupos, segun sacrificio a los 20, 40 o 60 dias
de implantacion

3.4 A todos los grupos se les realizd tincion de rutina con hematoxilina eosina,
Tricromica de Masson ( colageno tipo I, Tricromica de Gomori ( Colageno tipo 1), e
inmuno - histoquimica con anticuerpos monoclonales para actina alfa de musculo
liso y fosfatasa acido tartrato resistente ( para osteoclastos)

3.5 Se realizaron los analisis respectivos

4. Resultados

H&E. 10X H&E. 40X

4.2. A los 40 dias se aprecia neo formacion de vasos sanguineos y presencia de células
multinucleadas similares a osteoclastos
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Angiogénesis Celulas multinucleadas TRAP +

Anticuerpo monoclonal anti-actina Anticuerpo monoclonal anti
alfa de musculo liso humano TRAP

4.3 A los 40 dias se observa formacion de fibra reticular (colageno tipo III) que esta
integrando al defecto , con el biomaterial injertado, con el hueso periférico ( color morado);
y colageno tipo I ( Color azul) , el cual ademas de integrar con el hueso periférico separa el
material en columnas ( septum)

4.4. A los 60 dias se aprecia integracion del defecto con la periferia a través de formacion
osea
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Lado izquierdo Lado Derecho

También se aprecia formacion de columnas de hueso nuevo en la periferia del defecto y en
medio del material

HRF 1NY

4.5 En los defectos no injertados no hubo evidencia de formacion 6sea, solo se aprecio un
tejido blando formado por colageno
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Detfecto control a 60 dias

&" ey

Imagen a 4X, sin evidencia de formacion osea

5. Conclusiones
5.1 el defecto se comportd como critico, y solo se formé hueso en el sitio implantado
5.2 El biocompuesto estimulo formacion dsea en un defecto de tamafio critico
5.3 Las imagenes muestran que el material es resorbido por células similares a
osteoclastos, y reemplazado por tejido 6seo normal, en un patron compatible con
formacion endocondral

Resultados:

Preparacion control permanece sin regenerar

Preparacion injertada muestra biointegracion por fibra reticular y coldgena tipo I,
angiogénesis, formacion de espiculas dseas, integracion con hueso periférico,
restablecimiento de periostio.
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BIOCOMPUESTO CERAMICO PARA REGENERACION OSEA

RESUMEN

Esta invencion se encuentra dirigida a un biocompuesto ceramico para regeneracion osea que
presenta un rango de pH de 6,5 a 8,5 con una plasticidad inicial que permite su facil moldeo “in situ”
y un endurecimiento después de 7 minutos, que hace posible que permanezca en el lugar indicado
mientras ocurre el proceso de cicatrizacion. Adicionalmente, el biocompuesto muestra capacidad de

estimular la formacion dsea en defectos de dificil cicatrizacion.

El material puede actuar solo 0 en combinacion con otros tipos de injerto 6seo ya sea autoinjertos,
homoinjertos o xenoinjertos que actiian como vehiculo, como material cementante de prétesis endo-

Oseas 0 como recubrimiento en protesis o implantes endo-0seos.
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BIOCOMPUESTO CERAMICO PARA REGENERACION OSEA
CAMPO TECNOLOGICO

La presente invencion hace referencia a un biocompuesto para uso en técnicas de regeneracion
0sea, en las cuales se busca tanto la estimulacion de la formacion como el aumento en el volumen

0seo.

El biocompuesto de la presente invencién tiene aplicacion en el area de la odontologia, en
situaciones en las que el hueso de los maxilares, debido al trauma sufrido o por el proceso fisiologico
normal de reabsorcion 6sea, no sea suficiente para la colocacion de los implantes dentales o para

mejorar |a estética y la funcion de una protesis dental.

El biocompuesto de la invencion también es util en traumatologia y ortopedia, cuando se hace
necesaria la utilizacion de injertos o substitutos 6seos debido a la pérdida considerable de tejido
6seo causada por un trauma. En cirugia dsea, en el tratamiento de las secuelas de procesos
patoldgicos o infecciosos como los efectos causados por tumores benignos y malignos, asi como la

osteomielitis, los cuales generan cavidades 6seas que dificilmente cicatrizan en forma espontanea.

El biocompuesto de la invencion, también denominado biocompuesto ceramico, presenta buenas
propiedades fisicas y quimicas que permiten una aplicacién segura y facilitan su manejo “in situ”, ya
que inicialmente permite ser moldeado y luego endurece (fraguado) en un tiempo corto pero
adecuado a las necesidades operatorias, adquiriendo una consistencia lo suficientemente rigida para

permanecer en el sitio sin ser disuelto por los fluidos tisulares.

El biomaterial es biocompatible, osteoconductor y ademas, estimula la formacion 6sea en sitios de
dificil o imposible cicatrizacion espontanea (defectos de “tamario critico”), debido a sus propiedades
osteopromotoras. Estas cualidades se evidenciaron en estudios experimentales realizados en
modelos animales a los cuales se les indujo defectos de “tamafio critico”, es decir, defectos que no

cicatrizarian espontaneamente en toda la vida del animal.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La bioingenieria se encuentra en una permanente busqueda de substitutos que sean capaces de

reemplazar al injerto 6seo autélogo.

s,
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En el desarrollo de este tipo de materiales es posible encontrar diferentes productos basados en
bioceramicas que tratan de imitar el hueso natural, por ejemplo el documento EP0329098 reporta un
material endurecible que comprende hidroxiapatita, dxido de zinc y/o 6xido de magnesio, el cual
endurece en un periodo de 2 a 19 minutos, y mantiene un pH en un rango de 6 a 8. Si bien este
rango de pH puede ser considerado fisiologico, el intervalo de endurecimiento es demasiado amplio,
toda vez que 2 minutos es muy poco tiempo para logar una correcta colocacion y un buen moldeo

del material y 19 minutos es demasiado tiempo para las necesidades operatorias en cirugia 6sea.

Adicionalmente, la hidroxiapatita, aunque es un material con adecuadas caracteristicas
osteoconductoras, presenta problemas de incorporacion debido a que su reabsorcion se lleva a cabo

de una manera muy lenta.

El documento EP0555807 ensefa un substituto que comprende apatitas de origen bovino
(Xenoinjerto), mezcladas con 6xido de calcio, 6xido de zinc, 6xido de magnesio y quitosano. Este
producto exhibe un pH en un rango de 6 a 8, intervalo que se puede considerar semejante al
fisiolégico, los tiempos de endurecimiento son prolongados. El producto se basa en el sistema de
apatita de origen bovino, la cual tiene excelentes propiedades osteoconductoras. Sin embargo, dada
la procedencia de la apatita, la misma no esta exenta de riesgos biolégicos y aumenta los costos del

producto debido a los altos valores asociados a su procesamiento.

La solicitud US5,618,339 ensefia un relleno 6seo que incorpora una sustancia osteoinductora. El
compuesto alli reportado esta formado por hidroxiapatita cristalizada e hidroxiapatita amorfa,
mezcladas con quitosano. La sustancia amorfa es obtenida a partir de tejido 6seo de origen animal
(bovinos), lo que hace que el proceso de obtencion de productos a partir de especies animales sea

dispendioso, costoso, y no exento de riesgo bioldgico.

Segun dicho documento, el compuesto presenta propiedades de endurecimiento y maneja un pH en
un rango fisiologico. El producto base es hidroxiapatita, la cual es reconocida por su excelente
osteoconductividad, pero como ya se mencioné anteriormente, su origen partir del tejido de otra
especie, (Xenoinjerto) hace que este producto exhiba las mismas desventajas que las de la

referencia anterior.

De acuerdo con el mismo documento, la cualidad osteoinductora se ensayd en defectos
experimentales creados en calota de ratas Sprague Dawley, hembras de 4 semanas de edad, en un
defecto craneal de 2 mm de diametro y una profundidad de 0,3 mm. Se compard con defectos

controles que contenian Unicamente hidroxiapatita, encontrando diferencias en la formacion dsea.
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Sin embargo, como esta suficientemente reportado en la literatura especializada, para probar
cualidades osteoinductivas u osteopromotoras los defectos deberian ser de 5 mm de diametro y 0,8

mm de profundidad para poder ser calificados como “Defectos de tamario critico”.

En este sentido, aun existe una necesidad no satisfecha en el estado de la técnica de un material
ceramico que presente caracteristicas fisicoquimicas adecuadas que permitan un facil moldeo y
fraquado del material con el fin de facilitar la aplicacion del mismo en cavidades oseas de dificil

cicatrizacion.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

El objeto de la presente invencion es un biocompuesto sintético basado en el sistema (-fosfato
tricalcico, que es un material con reconocida biocompatibilidad, osteoconduccion, bioactividad y

completa reabsorcion.

De acuerdo con la presente invencion, el compuesto p-fosfato tricélcico se combina con quitosano
que es un polimero natural, que exhibe cualidades osteopromotoras, y con otros productos
totalmente biocompatibles como el 6xido de zinc y el dxido de calcio, que permiten ajustar el pH en

todas las formulaciones a un valor que oscila entre 6,5 y 8,5, rango semejante al pH fisiologico.

El biocompuesto de la invencion puede ser aplicado en combinacion con otros tipos de injertos como
autoinjertos, homoinjertos, xenoinjertos y aloplasticos para producir un biomaterial ceramico que

también hace parte de esta invencion.

La invencion también tiene por objeto el biomaterial ceramico que comprende el biocompuesto antes
descrito, como vehiculo para otras sustancias de regeneracion osea tal como sustancias
osteopromotoras del tipo colageno, aspirado de médula ésea y plasma rico en plaquetas y
sustancias osteoinductoras, como por ejemplo, proteinas morfogenéticas entre las que se
encuentran factores de crecimiento trransformantes beta (TGF-B). Ademas, el biocompuesto puede

actuar como material cementante o de recubrimiento en protesis endo-0seas.

El biocompuesto de la invencion se mantiene a una temperatura de reaccion de 20 °C, con un rango
de endurecimiento de 7 a 15 minutos, obteniéndose de esta manera una plasticidad que permite su

maniobrabilidad “in situ" en tiempos de trabajo intra-operatorios muy convenientes para el cirujano.
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Las cualidades de biocompatibilidad y osteoconduccion fueron demostradas en una investigacion
con un modelo animal (Oryctolagus cuniculus) en un defecto de tamao “critico” en el hueso ilion, es
decir, en preparaciones quirirgicas de tamafio grande que no cicatrizan espontaneamente a través

del tiempo.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Muestra el diagrama de flujo de la metodologia utilizada para la obtencion del

biocompuesto.

Figura 2. Muestra los intervalos de pH para diferentes proporciones de formulaciones de (-fosfato
tricalcico, oxido de calcio, oxido de zinc, dxido de magnesio y quitosano de acuerdo con la presente

invencion. La invencion se enfoco en mezclas que estan dentro del rango de pH fisioldgico.

Figura 3. Muestra los contornos de los tres componentes de las diferentes mezclas para la fase

solida.

Figura 4. Microfotografia SEM que ilustra una muestra donde el defecto éseo lienado con el

biocompuesto de la invencion se encuentra casi en su totalidad cerrado por hueso neoformado.

Figura 5. Microfotografia SEM que ilustra una muestra control donde el defecto 6seo se encuentra

invadido por tejido fibroso.

Figura 6. Microfotografia SEM en donde se muestra que el centro del defecto experimental tratado
con el biocompuesto de la invencion tiene zonas pequefias en proceso de regeneracion. En una de

dicha zonas se aprecia un nucleolo de cicatrizacion (flecha).

Figura 7. Microfotografia SEM en donde se observa la no cicatrizacion 6sea, evidenciandose

Gnicamente la formacion parcial de lamina cortical media.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El biocompuesto se basa en la combinacion de una fase solida constituida por B-fosfato tricalcico,
oxido de calcio y 6xido de zinc que se combinan con una fase liquida compuesta de un polimero

natural que es el quitosano. Esta combinacion aporta cualidades osteopromotoras,
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Los compuestos que constituyen la fase sélida, de acuerdo con la presente invencion, se encuentran

en los siguientes rangos de porcentaje en peso en relacion con el peso total de dicha fase solida:

B-fosfato tricalcico 92% a 96%
Oxido de calcio 2.5% a 6.5%
T Oxido de Zinc 0.5% a 3.5%

El procedimiento de produccion del biocompuesto consiste en preparar diferentes formulaciones
variando el porcentaje de composicion de la fase solida y la fase liquida. Se pesan las cantidades de
los componentes de la fase solida: B-fosfato tricélcico, éxido de calcio y oxido de zinc, se mezclan
durante 5 minutos y se deshidratan en un horno microondas. Seguido, se agrega la cantidad

necesaria de quitosano y se continia mezclando hasta obtener una pasta fluida.

La fase sdlida es en su mayor proporcion B-fosfato tricélcico seco con una pureza mayor del 96 %,

los demas componentes utilizados en esta fase deben tener una pureza mayor al 98 %.

La fase liquida estd compuesta prendida por gel de quitosano polimero natural obtenido de la
cascara de crustaceos al 2%. El gel de quitosano es el elemento aglutinante del producto de la
presente invencion y es importante en las caracteristicas moldeables del material. Teéricamente se
puede utilizar quitosano neutro o acido. En esta invencion se utilizé quitosano disuelto en acido

aceético, que es la forma como normalmente se emplea.

En la figura 3 se muestran los contornos de la mezcla y se reportan las regiones para las cuales se
obtiene el valor de pH objetivo que es 7, asi como también las lineas y puntos negros de la region

descrita para las muestras experimentales, de acuerdo con la presente invencion

Estas pruebas se realizaron a una temperatura de 22 °C y una humedad relativa de 100%. Se midio
el valor de pH cuando se combiné la fase sélida y la fase liquida y se tomaron medidas de pH cada

minuto, durante 45 minutos a partir del momento en que se obtuvo la mezcla homogeénea.

Ejemplos

Se prepararon tres mezclas de acuerdo con la invencion cuyas proporciones para la fase solida son
las siguientes:



Mezcla B.C1 (ejemplo 1)

Mezcla B.C3 (ejemplo 2)

Mezcla B.C4 (ejemplo 3)

Fosfato Tricalcico = 96%

Fosfato Tricalcico = 93%

Fosfato Tricalcico = 93%

Oxido De Calcio= 2.5%

oxido de Calcio= 3.5%

oxido de Calcio= 4%

Oxido De Zinc=1.5%

oxido de Zinc= 3.5%

oxido de Zinc= 3%

En todas ellas se adicionaron 3 g de quitosano como fase liquida.
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El proceso para la preparacion del biocompuesto de la invencion segun los ejemplos anteriores

comprende las siguientes etapas:

1. Pesar las cantidades de ¢xido de zinc, 0xido de calcio y 3-fostato tricalcico;

2. Colocar en una mezcladora las cantidades pesadas anteriormente y mezclar durante un
periodo de 5 a 15 minutos hasta conseguir una combinacion homogenea de los
componentes;

3. Calentar en un horno microondas, la mezcla obtenida en la etapa 2, durante un minuto para
su deshidratacion;

4. Pesar la cantidad de gel de quitosano (fase liquida) y agregar a la mezcla de minerales
obtenida en el paso 3;

5. Mezclar de 2 a 5 minutos los productos de las etapas 3 y 4 en la mezcladora hasta obtener

la preparacion homogénea.

El calculo para las proporciones de los tres componentes de |a fase sdlida, se realizo mediante un
modelo cuadratico y se ilustra en la figura 3, donde se muestran los contornos de la mezcla y las
regiones para las cuales se obtiene los valores de pH requeridos para la solicitud. Se encontr6 de
manera sorprendente que las composiciones donde la relacion polvo/liquido es de 0.67 tienen
caracteristicas fisicoquimicas adecuadas que permiten su facil moldeo y un tiempo de fraguado

conveniente para la aplicacion del mismo en cavidades 6seas de dificil cicatrizacion.

El intervalo en el cual puede oscilar la relacion fase solida a fase liquida es de 0.5 hasta 0.9. De
mayor preferencia, la relacion fase solida a fase liquida corresponde a 0,67, que de acuerdo con los
ejemplos suministrados en la presente descripcion, equivale a 2 g de polvo (fase solida) por 3 g de

fase liquida.

Esta proporcién es fundamental porque proporciona la consistencia de aplicacion necesaria para que
el material se mantenga ‘in situ” permitiendo la moldeabilidad y la confrontacion de los tejidos sin
que se disperse el producto y sin ser afectado por los fluidos corporales. Adicionalmente, la
proporcion polvolliquido es importante porque garantiza la resistencia mecanica ideal para soportar
la carga realizada por las fuerzas compresivas y tensionales que se generan durante el proceso de

la cicatrizacion.
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PRUEBAS FISICOQUIMICAS PARA EL BIOCOMPUESTO:

Medicion del pH: EI pH inducido por las formulaciones de las mezclas se determiné con el pH
metro universal (un pH metro Accumetr Basic Ab15/15). Estas pruebas se realizaron a una
temperatura de 22°C y una humedad relativa de 100%. Antes de cada medicion, el pH metro fue

calibrado con disoluciones patrones de pH.

RESISTENCIA A LA COMPRESION

Se determind el valor maximo al cual el material se desintegra mediante el uso de probetas cuyas
dimensiones son de 9 mm de didmetro por 18 mm de largo, en donde las diferentes mezclas del
biocompuesto fueron colocadas y luego de su fraguado se aplico una velocidad de la maquina de 1
mm /min. Se registré que el biocompuesto con diferentes proporciones de acuerdo con la presente

invencion tiene una tensién de carga entre 2.100 g/em? (2.1x107 g/m?) y 6.700 g/em? (6.7x107 g/m?).

PRUEBAS BIOLOGICAS PARA EL BIOCOMPUESTO

Para el estudio se emplearon conejos New Zealand machos de 4 meses de edad y con un promedio
de peso de 4.200 gramos. Se distribuyeron 13 animales en dos grupos: el primero con 8 animales
para estudios histomorfométricos y el segundo grupo de 5 animales para la realizacion del analisis

con microscopia electronica.

En los animales se realizé una incision por la cara lateral de la prominencia derecha y se realizo un
defecto quirirgico de 6 mm de diametro por 3 mm de profundidad con una fresa trefina y
fisiodispenser Novoug para implantacion dsea. Se prepar6 el biocompuesto de la invencion, se
colocd in situ y se cerraron los tejidos por planos con material reabsorbible. Se procedio de la misma
forma en el lado izquierdo pero dejandose el defecto vacio. Se permitié la cicatrizacion por 60 dias

teniendo en cuenta que el proceso de remodelacion 6seo en conejos es de 45 dias.

Después de los 60 dias, los animales fueron sacrificados y se recolectaron las muestras mediante el
corte de los fragmentos de cadera donde estaban ubicadas las preparaciones quirlrgicas. Se
seleccionaron de manera aleatoria 8 muestras dobles (experimental y control) para los estudios

histomorfométricos y 5 muestras dobles para estudios de microscopia electronica.

Los estudios histomorfométricos mostraron diferencias significativas en la histodinamica de

formacion dsea entre los dos grupos, los resultados mostraron un llenado del 100 % en hueso
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maduro y remodelacion histologica después de sesenta dias en el grupo tratado con el
biocompuesto de la invencion, a diferencia del grupo control donde sélo hubo llenado parcial del

defecto en un 25 % de los casos y sin evidencia de remodelacion osea.

Por su parte, los estudios de microscopia electronica ratifican lo obtenido en el estudio de
histomorfometria, ya que evidencian la existencia de diferencias estadisticamente significativas en la
formacion de hueso entre el grupo experimental tratado con el biocompuesto de la invencion y el

grupo control.

En las figuras 4 y 6 se puede observar que la aplicacion del biocompuesto de la invencion ayuda a la
formacion 6sea en el defecto experimental creado, lo cual evidencia una propiedad osteopromotora
del biocompuesto de la invencion, a diferencia de lo mostrado en las figuras 5 y 7 correspondientes
al grupo control, donde se observa que el defecto es invadido por tejido fibroso sin la formacion de

hueso nuevo.
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REIVINDICACIONES

1. Un biocompuesto ceramico para re-generacion 6sea que estimula la formacion y el aumento
del volumen 6seo, caracterizado porque comprende:
a) una fase solida que comprende:
i) entre 92% a 96% de P-fosfato tricalcico en relacion con el peso de la fase
solida total,
ii) entre 2.5% a 6.5% de dxido de calcio en relacion con el peso total de la
fase solida; y
iii) entre 0.5% a 3.5% de oxido de zinc en relacion con el peso total de la
fase sdlida; y
b) una fase liquida que comprende quitosano;

en donde la relacion fase solida a fase liquida oscila desde 0.5 hasta 0.9

2 El biocompuesto ceramico de conformidad con la reivindicacion 1 caracterizado porque la

relacion fase solida a fase liquida es de 0.67.

3. Un biomaterial ceramico caracterizado porque comprende un biocompuesto de conformidad
con la reivindicacion 1 6 2 en combinacién con un injerto seleccionado del grupo que consiste de

autoinjertos, homoinjertos, xenoinjertos y aloplasticos.

4. Un biomaterial ceramico caracterizado porque comprende un biocompuesto de conformidad
con la reivindicacion 1 6 2 en combinacion con sustancias osteopromotoras tal como colageno,
aspirado de médula dsea y plasma rico en plaquetas o con sustancias osteoinductoras tal como
proteinas morfogenéticas.
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METODOLOGIA PARA LA MEZCLA DEL BIOCOMPUESTO
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Solida liquida
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Pasta plastica

l'/ Framiado mam Iy
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FIGURA 1
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