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DESCRIPCION
Complejo poroso y material de regeneracién 6sea
Campo técnico

La presente invencién se refiere a un material compuesto poroso y a un material de regeneracién ésea que
comprende el material compuesto poroso.

Técnica anterior

Se conocen como materiales de regeneracion ésea de utilizacién convencional los fosfatos de calcio, tales como
la hidroxiapatita (HA) (ver, por ejemplo, la literatura de patente (PTL) 2, PTL 3, PTL 4y PTL 5).

En los dltimos afios se ha descubierto que el fosfato octacalcico (en adelante en la presente memoria denominado
"OCP"), que es un precursor de la HA, presenta una alta actividad de promocién de la regeneraciéon ésea y una
alta absorbibilidad in vivo en comparacidn con otros fosfatos de calcio, tales como la HA y el B-fosfato tricalcico (B-
TCP) (ver, por ejemplo, la Literatura de patente (PTL) 1). Por lo tanto, el OCP, entre los fosfatos de calcio, presenta,
en particular, unas propiedades excelentes como material de regeneracién dsea.

Sin embargo, el OCP, que es una sustancia inorganica, presenta propiedades deficientes en lo que respecta a la
imparticiéon de forma. Por lo tanto, es dificil aplicar OCP solo para, por ejemplo, regenerar una zona con defecto
6seo amplia. En vista de esta dificultad, se ha propuesto el uso de un material compuesto de OCP y coldgeno
como material de regeneracion ésea (ver, por ejemplo, el documento PTL 1).

La literatura no de patente (NPL) 1 y NPL 2 divulgan que un material compuesto de OCP y colageno es util como
material de regeneracion ésea en perros y seres humanos, respectivamente. En el estudio del material compuesto
de OCP y coldgeno como material de regeneracién ésea sélo se utilizaron particulas de OCP que presentaban un
tamafio de particula de 300 a 500 um.

La literatura no de patente (NPL) 3 divulga una comparaciéon de un material compuesto implantado in vivo de OCP
y colageno y un material poroso implantado /n vivo que consiste sélo en colageno en lo que respecta a la
regeneracién 6sea. El documento NPL 3 divulga que con un material poroso que consiste sélo en coladgeno no se
produce una regeneracién 6sea suficiente.

Listado de referencias

Literatura de patente

PTL 1: documento JP2006-167445A
PTL 2: documento JP2010-273847A
PTL 3: documento JP2003-260124A
PTL 4: documento JP2009-132601A
PTL 5: documento JP2005-279078A
PTL 6: documento JPH5-070113A

Literatura no de patente (NPL)

NPL 1: Clinical Implant Dentistry and Related Research, Vol. 13, N° 2, paginas 112 a 123, 2011
NPL 2: Tissue Engineering Part A, Vol. 20, N° 7 a 8, paginas 1336 a 1341, 2014
NPL 3: Tissue Engineering Part A, Vol. 15, N° 1, paginas 23 a 32, 2009

Sumario de la invencién
Problema técnico

Es conocido que el OCP, cuando se implanta in vivo, se convierte en una hidroxiapatita bioanalégica y muestra
una excelente osteoconduccién, es decir, promueve la formacién 6sea mediante la activacién de los osteoblastos
presentes en el tejido 6seo. Se ha informado de que el propio OCP implantado presenta realmente
bioabsorbibilidad in vivo y promueve la regeneracion ésea. Asimismo se ha informado de que el OCP posee una
mayor capacidad para promover la diferenciacién osteoblastica a partir de preosteoblastos que la HA. En un
material de regeneracién 6sea que comprende un material compuesto de OCP y colageno, el OCP asimismo
presenta bioabsorbibilidad y posee una excelente capacidad para promover la regeneracién dsea y la
diferenciacién osteoblastica tal como se ha descrito anteriormente. No obstante, la regeneracién 6sea precisa un
periodo de tiempo relativamente largo, es decir, de varias semanas a varios meses, aunque puede variar
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dependiendo del sitio, el tamafio, la forma, etc., del defecto 6seo. Para que muestre osteoconduccion a largo plazo,
se considera que es importante impartir propiedades de efecto mantenido al OCP.

En materiales compuestos porosos que comprenden OCP y coldgeno, hasta la fecha no se ha realizado ningln
analisis que se centre en la relacién entre particulas aglomeradas de OCP y una dispersién uniforme. En
consecuencia, un objetivo de la presente invencién es proporcionar un material compuesto poroso que comprenda
OCP y colageno en el que el OCP se dispersa uniformemente y a la vez el OCP se mantiene en forma de particulas
aglomeradas grandes. Otro objetivo es proporcionar un material de regeneracidén ésea que comprenda el material
compuesto poroso.

Solucién al problema

A partir del problema anterior, los presentes inventores llevaron a cabo una amplia investigacién y descubrieron
que puede obtenerse un material compuesto poroso que presenta una excelente dispersabilidad uniforme del OCP
y que comprende OCP y colageno en un estado suficientemente mezclado mediante el control del nivel de agitacién
dentro de un intervalo especifico cuando se realiza una etapa de mezclado de OCP y colageno en el proceso de
produccién de un material compuesto poroso que comprende OCP y coldgeno. Como resultado de investigaciones
y mejoras adicionales, los presentes inventores proporcionan invenciones representadas por lo siguiente.

Un material compuesto poroso que comprende fosfato octacélcico y colageno, caracterizado por que

en una imagen obtenida mediante una ampliacién de 15 veces de un intervalo de 5.0 mm x 5.0 mm de un plano
del material compuesto poroso con un microscopio electrénico de barrido (SEM),

las particulas aglomeradas de fosfato octacalcico presentan una dimensién fractal (D) igual o superior a 0.70;
y

el érea de las partes (c) que consisten en colageno representa 5% o menos del area total de unas partes (a)
que consisten en particulas aglomeradas de fosfato octacélcico, unas partes (b) que consisten en
microparticulas de fosfato octacélcico y colageno y las partes (¢) que consisten en colageno; y

el material compuesto se puede obtener mediante el control del nivel de agitacién dentro de un intervalo
especifico cuando se realiza una etapa de mezclado de fosfato octacalcico y colageno en el proceso de
produccién de un material compuesto poroso que comprende el fosfato octacalcico y el coldgeno mediante el
amasado de colageno y fosfato octacalcico utilizando un agitador con impulsor y realizando la agitaciéon a 100
a 300 rpm durante 15 a 300 segundos o utilizando un mezclador rotatorio y giratorio y realizando la agitacién a
500 a 1500 rpm durante 30 a 300 segundos.

Ademas, se proporciona un material de regeneracién 6sea que comprende el material compuesto poroso.

Efectos ventajosos de la invencién

De acuerdo con la presente invencién, las particulas aglomeradas de OCP, que presentan un tamafio de particula
grande, y las microparticulas de OCP, estan dispersadas uniformemente. Esto puede evitar fluctuaciones en la
osteoconduccién derivadas de la no uniformidad del material compuesto poroso, y puede esperarse que el OCP
ejerza un efecto excelente de promocién de la regeneracién 6sea a lo largo de un periodo de tiempo prolongado.
Ademas, debido a la dispersiéon uniforme del OCP, el material compuesto poroso obtenido puede presentar un
mébdulo de compresion (médulo de Young) mas elevado. Por lo tanto, se puede proporcionar un material compuesto
poroso que presente una excelente procesabilidad y que presente menos probabilidad de dafiarse. Asimismo, se
puede proporcionar un material de regeneracién ésea que comprenda el material compuesto poroso.

Breve descripcién de las figuras
La figura 1 es una imagen SEM para observacion del material compuesto poroso obtenido en el ejemplo 1.

La figura 2 es una imagen SEM para observacién del material compuesto poroso obtenido en el ejemplo
comparativo 3.

La figura 3 es una imagen de anélisis usada para calcular la dimensién fractal y la proporcién de particulas en
el ejemplo 1.

La figura 4 es una imagen de analisis utilizada para calcular la dimensién fractal y la proporcién de particulas
en el ejemplo comparativo 3.

La figura 5 es un gréafico que representa una curva de tensién-deformacién obtenida mediante la medicién del
médulo de compresién del material compuesto poroso obtenido en el ejemplo 1.
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La figura 6 es una ilustracién de una muestra histologica tefiida de un sitio con defecto 6seo tratado con el
material compuesto poroso obtenido en el ejemplo 1. El lado superior es el lado de la piel, y el lado inferior es
el lado de la duramadre.

La figura 7 es una ilustracién de una muestra histologica tefiida de un sitio con defecto 6seo tratado con el
material compuesto poroso obtenido en el ejemplo 2. El lado superior es el lado de la piel, mientras que el lado
inferior es el lado de la duramadre.

La figura 8 es una ilustracién de una muestra histolégica tefiida de un sitio de defecto 6seo tratado con el
material compuesto poroso obtenido en el ejemplo comparativo 3. El lado superior es el lado de la piel, mientras
que el lado inferior es el lado de la duramadre.

La figura 9 es una ilustracién de una muestra histolégica tefiida de un sitio de defecto 6seo tratado con el
material compuesto poroso obtenido en el ejemplo comparativo 3. El lado superior es el lado de la piel, mientras
que el lado inferior es el lado de la duramadre.
La figura 10 es una ilustracién de una muestra histolégica tefiida de un sitio de defecto 6seo tratado con el
material compuesto poroso obtenido en el ejemplo comparativo 4. El lado superior es el lado de la piel, mientras
que el lado inferior es el lado de la duramadre.

Descripcién de formas de realizacién

Material compuesto poroso

El material compuesto poroso de la presente invencidén es un material compuesto poroso que comprende OCP y
colageno (un material compuesto de OCP/coldgeno). Una forma de realizacién preferida del material compuesto
poroso de la presente invencién es un material compuesto poroso en el que el colageno presenta una estructura
tridimensional espongiforme y estan presentes particulas finas de OCP en la estructura espongiforme, aunque
haya presencia de particulas aglomeradas de OCP con un tamafio por lo menos igual a 100 um o superior. El
material de regeneracién 6sea que comprende el material compuesto poroso de la presente invencién, que
presenta una estructura porosa, permite que los osteoblastos migren al material compuesto poroso, formando asi
un hueso interno que promueve la formacién de hueso nuevo.

El OCP (CagHy(PO4)s*5H20) se puede preparar por medio de diversos procedimientos conocidos. Por ejemplo, el
OCP se puede preparar por medio del procedimiento de gota de LeGeros (LeGeros R.Z., Calcif Tissue Int 37: 194-
197, 1985) o el procedimiento que utiliza un aparato de sintesis (tuberia de tres vias) divulgado en el documento
PTL 6. Alternativamente, el OCP se puede preparar mediante un procedimiento de mezclado. Especificamente, el
OCP se puede obtener, por ejemplo, mezclando una solucién acuosa de dihidrogenofosfato de sodio y una solucién
acuosa de acetato de calcio en condiciones apropiadas y recogiendo el precipitado generado. Preferentemente, el
OCP obtenido a partir del precipitado se seca, se pulveriza utilizando un molino eléctrico o similar, y se usa en
forma de un polvo particulado. El tamafio de particula se encuentra preferentemente en el intervalo de 10 a 1000
Mm, més preferentemente de 100 a 500 um, y todavia mas preferentemente de 300 a 500 ym. El tamafio de
particula puede clasificarse, por ejemplo, mediante tamizado baséndose en el tamafio de las aberturas de los
tamices.

La fuente, propiedades, etc., del coladgeno no estan particularmente limitadas. Se pueden utilizar diversos
colagenos. Preferentemente se usa coladgeno solubilizado con enzimas que se obtiene mediante la solubilizacién
de coldgeno con una proteasa (por ejemplo, pepsina o pronasa) y del que se han eliminado telopéptidos. El tipo
de colageno es preferentemente coldgeno de tipo |, tipo Il tipo 1l o tipo IV, que son colagenos fibrosos. Se prefiere
particularmente el colageno de tipo |, que es abundante in vivo, o0 una mezcla de colageno de tipo | y coldgeno de
tipo Ill. La materia prima del colageno no esta particularmente limitada. Se puede utilizar preferentemente colageno
derivado de la piel, huesos, tendones o similares de cerdos o vacas, escamas de pescado, etc. El colageno, que
es un componente derivado de un organismo, presenta una caracteristica de alta seguridad. En particular, el
colageno solubilizado con enzimas es asimismo menos alergénico y, por lo tanto, es particularmente preferido.
Asimismo se puede usar colageno disponible comercialmente.

La relaciéon de mezcla de OCP con respecto a colageno en el material compuesto poroso de la presente invencidn
puede ajustarse apropiadamente segln las propiedades de imparticién de forma, operabilidad, biocompatibilidad,
etc., deseadas. Por ejemplo, la relaciéon de mezcla de fosfato de calcio con respecto a 1 parte en peso de colageno
es preferentemente de 0.5 a 35 partes en peso, mas preferentemente de 1 a 20 partes en peso, y todavia més
preferentemente de 2 a 10 partes en peso. Si la cantidad de OCP es inferior a 0.5 partes en peso por parte en
peso de colageno, el material compuesto obtenido puede presentar una funcién de regeneracion ésea deficiente.
Si la cantidad de OCP es superior a 35 partes en peso, pueden obtenerse como resultado propiedades de
imparticion de forma deficientes.
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Una caracteristica del material compuesto poroso de la presente invencién es que en una imagen obtenida
ampliando un intervalo de 5.0 mm x 5.0 mm de un plano del material compuesto poroso 15 veces con un
microscopio electrénico de barrido (SEM), las particulas aglomeradas de OCP presentan una dimensién fractal (D)
igual o superior a 0.70, y preferentemente igual o superior a 0.80. Una mayor dimensién fractal (D) indica un mejor
estado dispersado de las particulas aglomeradas de OCP.

Si la dimensién fractal (D) es inferior a 0.60, puede no producirse una osteoconduccién uniforme en el sitio en el
que se aplica el material compuesto poroso. Ademés, no puede esperarse un efecto mantenido del OCP. En
particular, para promover de forma continua la osteoconduccién a lo largo de un periodo de varias semanas a
varios meses requerido para la regeneracion ésea, la presencia uniforme de particulas aglomeradas grandes, que
evita que el OCP desaparezca pronto, se considera importante. EI OCP asimismo opera reforzando la resistencia
de la estructura esquelética del colageno en el material compuesto poroso. Tal como se describe a continuacion,
una dimensién fractal inferior de las particulas aglomeradas de OCP reduce el mddulo de compresién. Un médulo
de compresién bajo da como resultado una menor facilidad operativa para rellenar un sitio con defecto 6seo.
Cuando un sitio con defecto 6seo se rellena con el material compuesto poroso de la presente invenciédn, el colapso
del material compuesto poroso o el aplastamiento de los poros, si se produce, afectaria negativamente a la
regeneracién bsea posterior. Especificamente, la dimensién fractal (D) se calcula de la forma siguiente.

Imagen SEM del material compuesto poroso

Se toma una fotografia en seccién transversal del material compuesto poroso con un microscopio electrénico de
barrido (SEM) de tal manera que la fotografia incluya por lo menos un intervalo cuadrado de 5.0 mm x 5.0 mm que
es un plano del material compuesto poroso. Las condiciones de la fotografia son las siguientes:

voltaje de aceleracién: 15.0 kV,

vacio bajo (30 Pa),

deteccibn electrénica retrodispersada,
distancia de trabajo (WD): 40 mm,
aumento: x 15,

Cuando el material compuesto poroso presenta un plano de por lo menos 5.0 mm x 5.0 mm en su superficie
exterior, la superficie puede fotografiarse. El plano de 5.0 mm x 5.0 mm que se va a fotografiar puede ser una
seccidn transversal del material compuesto poroso. En este caso, se puede fotografiar una superficie de corte lisa
del material compuesto poroso. La superficie que se va a fotografiar es preferentemente una superficie sin
recubrimiento o similar. Por ejemplo, cuando la superficie exterior del material compuesto poroso presenta un
recubrimiento, se fotografia una seccién transversal obtenida realizando un corte de tal manera que el area que se
va a fotografiar no incluya la capa de recubrimiento. Las muestras son preferentemente de un espesor uniforme.
Para evitar la rotura de las muestras, las muestras poseen preferentemente un espesor por lo menos igual a 0.5
mm o superior. Cada muestra puede fotografiarse después de cortar el material compuesto poroso en un tamafio
de 5.0 mm x 5.0 mm. No obstante, preferentemente, cada muestra que presenta una dimensién que incluye un
intervalo cuadrado de 5.0 mm x 5.0 mm se prepara y se fotografia con un SEM, y después se puede designar un
intervalo de 5.0 mm x 5.0 mm en la imagen fotografiada.

Dimensién fractal (D)

La dimensién fractal (D) se calcula mediante el siguiente procedimiento. Todas las etapas de procesamiento de
imagenes mostradas a continuacion se realizan utilizando un programa informético de procesamiento de imagenes
ImagedJ (versién 1.48 o posterior).

(1) Capturar una imagen SEM en la que se designa un intervalo cuadrado de 5.0 mm x 5.0 mm (en adelante
en la presente memoria denominada "imagen de analisis" en este péarrafo) en ImageJ.

(2) Umbralizar la imagen de analisis para obtener una imagen binaria (valor umbral: 90 pixeles).
(3) Invertir los tonos de color.
(4) Dividir la imagen de andlisis en n? bloques (n =2, 3, 4, 5).

(5) Para cada bloque obtenido dividiendo la imagen de anélisis en n? calcular la fraccion de area del area
ocupada por particulas aglomeradas de OCP con respecto a la totalidad del area del bloque.

(6) Para la imagen de andlisis dividida en n? bloques, calcular la fraccion de area promedio (un) de todos los
bloques y la desviacién estandar (&n).

(7) Calcular D(n) mediante la formula siguiente.
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Din) :6D/Un

(8) Graficar D(n) y 1/n en un gréafico doble logaritmico para obtener la pendiente de una linea de aproximacién
(aproximacién de potencia).

(9) Determinar una dimension fractal (D) multiplicando la pendiente de la linea de aproximacién por -1.

La etapa (4) puede realizarse antes de la etapa (2). La etapa (4) puede realizarse mediante un programa
informético de procesamiento de imagenes distinto de ImageJ, tal como Windows Paint. Cuando la binarizacién de
la etapa (2) no se puede realizar debido a los tonos de color de la imagen SEM, o cuando las partes no ocupadas
por particulas aglomeradas de OCP se confunden con las partes ocupadas por particulas aglomeradas de OCP,
se pueden embadurnar en primer lugar de negro sélo las partes que contienen las particulas aglomeradas de OCP
y las otras partes pueden estar en color blanco, o se pueden embadurnar de blanco sélo las partes ocupadas por
particulas aglomeradas y las otras partes pueden estar en color negro. La imagen se captura entonces en ImagenJ
y se somete a la etapa (2) y etapas posteriores. Cuando se embadurna de negro sélo las particulas aglomeradas
de OCP y las otras partes estan en color blanco, la etapa (3) de inversidén de los tonos de color es innecesaria.

Proporcién de particulas aglomeradas de OCP

El material compuesto poroso de la presente invencién es tal que en una imagen obtenida mediante una ampliacién
de 15 veces de un intervalo de 5.0 mm x 5.0 mm de un plano del material compuesto poroso con un microscopio
electrénico de barrido (SEM), la fraccién de area del area ocupada por particulas aglomeradas de OCP con
respecto al area total, establecida en 1, es preferentemente igual o superior a 0.05 pero igual o inferior a 0.40, mas
preferentemente igual o superior a 0.10 pero igual o inferior a 0.30, y todavia mas preferentemente igual o superior
a 0.15 pero igual o inferior a 0.25. La fraccién de area de las particulas aglomeradas de OCP puede obtenerse a
partir de la fraccidén de area del area ocupada por las particulas aglomeradas de OCP con respecto al area de cada
bloque calculada en el proceso de célculo de la dimensién fractal (D).

Proporcién de particulas aglomeradas de 300 ym o mas

En la presente invencién, el area de las particulas aglomeradas de OCP que presentan una longitud igual o superior
a 300 pm representa preferentemente 75% o mas, més preferentemente 85% o més, y todavia maés
preferentemente 90% o mas, del area total de las particulas aglomeradas de OCP. La presencia de particulas
aglomeradas relativamente grandes de 300 um o més en una proporcién especifica o superior puede promover de
forma continua la osteoconduccién durante un largo periodo de tiempo, y asimismo desempefia un papel
importante en el refuerzo de la resistencia de la estructura esquelética del colageno del material compuesto poroso.
El area total de las particulas aglomeradas de OCP en la presente memoria se refiere al total de las areas ocupadas
por todas las particulas visualmente detectables en la imagen SEM anterior. Presentar una longitud igual o superior
a 300 um significa que, en la imagen SEM, la distancia entre una linea tangente al contorno de una particula
aglomerada y otra linea tangente dibujada de forma paralela a la primera linea tangente de modo que se obtenga
el intervalo mas largo entre las mismas es igual o superior a 300 um.

Especificamente, la proporcién de las particulas aglomeradas de 300 ym o mas se calcula mediante el siguiente
procedimiento.

(1) Capturar una imagen SEM en la que se designa un intervalo cuadrado de 5.0 mm x 5.0 mm (en adelante
en la presente memoria denominado "imagen de analisis" en este péarrafo) en ImageJ.

(2) Umbralizar la imagen de andélisis para obtener una imagen binaria (valor umbral: 90 pixeles).

(3) Invertir los tonos de color.

(4) Determinar el area total de particulas aglomeradas de OCP.

(5) Extraer particulas aglomeradas de OCP que presentan una longitud igual o superior a 300 pm.

(6) Calcular la proporcién de particulas aglomeradas de OCP que presentan una longitud de 300 um (Rq) a
partir del area total de particulas aglomeradas de OCP (Sy) y el area de particulas aglomeradas de OCP
que presentan una longitud de 300 um (Sq) segun la férmula siguiente.

Ra = 3a/5. x 100
Cuando la binarizacién en (2) no se puede realizar debido a los tonos de color de la imagen SEM, o cuando las
partes no ocupadas por particulas de OCP aglomeradas se confunden con las partes ocupadas por particulas de
OCP aglomeradas, se pueden embadurnar en primer lugar de negro sélo las partes ocupadas por particulas

aglomeradas de OCP y las otras partes estan en color blanco, o se pueden embadurnar en primer lugar de blanco
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sélo las partes ocupadas por particulas aglomeradas de OCP y las otras partes pueden estar en color negro. La
imagen resultante se captura entonces en ImagenJ y se somete a la etapa (2) y etapas posteriores. Cuando se
embadurnan de negro sélo las partes ocupadas por las particulas aglomeradas de OCP y las otras partes estan
en color blanco, la etapa (3) de inversién de los tonos de color es innecesaria.

Porcentaje de area de las partes que consisten en colageno

El material compuesto poroso de la presente invencién es tal que en una imagen obtenida ampliando un intervalo
de 5.0 mm x 5.0 mm de un plano del material compuesto poroso 15 veces con un microscopio electrénico de
barrido (SEM), el &rea de partes ¢) que consisten en colageno representa 5% o menos del 4rea total de partes a)
que consisten en particulas aglomeradas de fosfato octacélcico, partes b) que consisten en microparticulas de
fosfato octacalcico y colageno, y las partes ¢) que consisten en colageno.

El material compuesto poroso segun una forma de realizacién preferida de la presente invencién comprende partes
a) que consisten en particulas aglomeradas de OCP, partes b) que consisten en microparticulas de OCP y
colageno, y partes c) que consisten en colageno. Entre las mismas, las partes a) que consisten en particulas
aglomeradas de OCP se refieren a partes en las que puede confirmarse a simple vista la presencia de agregados
y particulas de fosfato de calcio en una imagen SEM ampliada 15 veces del material compuesto poroso. En la
imagen SEM, las partes a) se representan habitualmente en un color cercano al blanco. Cuando las partes a) se
someten a analisis elemental, se detectan grandes cantidades de calcio Ca y fésforo P. Las partes b) que consisten
en microparticulas de OCP y colageno se refieren a partes en las que particulas finas de OCP de menos de 100
MM o similares estén presentes en una estructura de colageno espongiforme, y es dificil confirmar a simple vista
la presencia de microparticulas de OCP en una imagen de SEM ampliada 15 veces. En la imagen SEM, las partes
b) que consisten en microparticulas de OCP y colageno son normalmente menos brillantes que las partes a) que
consisten en particulas aglomeradas de OCP y estan representadas en color gris a blanco. Cuando las partes b)
se someten a andlisis elemental, se detectan carbono C, calcio Ca y fésforo P. Las partes c¢) que consisten en
colageno se refieren a partes en las que s6lo estan presentes trazas de microparticulas de OCP o no hay presencia
de ninguna microparticula de OCP en una estructura de colageno espongiforme. En la imagen SEM, las partes c)
que consisten en coldgeno se representan en un color oscuro cercano al negro. Cuando las partes c) se someten
a anélisis elemental, se detecta carbono C y apenas se detectan calcio Ca y fésforo P.

El porcentaje de érea de las partes que consisten en colageno se determina mediante el siguiente procedimiento.

(1) Capturar una imagen SEM en la que se designa un intervalo cuadrado de 5.0 mm x 5.0 mm (en adelante
en la presente memoria denominado "imagen de analisis" en este péarrafo) en ImageJ.

(2) Binarizar la imagen de analisis (valor umbral: 90 pixeles).
(3) Extraer las partes que consisten en colageno.

(4) Calcular el area de las partes de colageno (S).

(5) Calcular el area de la imagen de analisis (Sa).

(6) Calcular el porcentaje de area de las partes que consisten en coldgeno (R¢) mediante la formula siguiente.

Rc = SC/SA x :I-OO
Cuando la binarizacién de la etapa (2) no se puede realizar debido a los tonos de color de la imagen SEM, o cuando
las partes que consisten en coldgeno se confunden con las partes distintas de las partes que consisten en
coladgeno, se pueden embadurnar en primer lugar de negro sélo las partes que consisten en colageno y las otras
partes pueden estar en color blanco, o se pueden embadurnar de blanco sélo las partes que consisten en colageno
y las otras partes pueden estar en color negro. La imagen resultante se captura entonces en ImagenJ y se somete
a la etapa (2) y etapas posteriores. Cuando se embadurnan de blanco sélo las partes que consisten en colageno
y las otras partes estan en color negro, la etapa de inversidn de los tonos de color es necesaria entre los procesos

(2)y Q).

El porcentaje de area de las partes que consisten en colageno es de 5% o inferior, preferentemente de 4% o
inferior, y todavia més preferentemente de 3% o inferior, con respecto al area total de la imagen de analisis. Cuando
las partes que consisten en coldgeno representan més de 5%, el material compuesto poroso presenta una
estructura no uniforme y puede presentar una osteoconduccién reducida. Ademés, cuando las partes que consisten
en colageno representan méas de 5%, el médulo de compresién se reduce significativamente.

En el material compuesto poroso de la presente invencién tal como se define en las reivindicaciones adjuntas, en
una imagen obtenida ampliando un intervalo de 5.0 mm x 5.0 mm de un plano del material compuesto poroso 15
veces con un microscopio electrénico de barrido (SEM),
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las particulas aglomeradas de OCP presentan una dimensién fractal (D) igual o superiora 0.70; y

la imagen incluye partes a) que consisten en particulas aglomeradas de fosfato octacalcico, partes b) que
consisten en microparticulas de fosfato octacélcico y colageno, y partes c) que consisten en colageno, y el area
de las partes ¢) que consisten en colageno representa 5% o menos de la imagen.

Se prefiere que el area de particulas aglomeradas que presentan una longitud igual o superior a 300 um represente
75% o mas del area total de las particulas aglomeradas de OCP.

Més preferentemente, el drea de particulas aglomeradas que presentan una longitud igual o superior a 300 um
representa 85% o més. De forma incluso mas preferida, la dimensién fractal (D) es igual o superior a 0.80 y el &rea
de particulas aglomeradas que presentan una longitud igual o superior a 300 pm representa 90% o mas.

Moédulo de compresién

El material compuesto poroso presenta preferentemente un médulo de compresién igual o superior a 0.05 MPa,
mas preferentemente de 0.08 a 0.30 MPa, y todavia mas preferentemente de 0.10 a 0.20 MPa. Cuando la
resistencia a la compresién es inferior a 0.05 MPa, la trabajabilidad del material compuesto poroso tiende a
reducirse. En otras palabras, cuando un sitio con defecto 6seo se rellena con el material compuesto poroso de la
presente invencién, el colapso del material compuesto poroso o el aplastamiento de los poros, si se produce,
afectaria negativamente a la regeneracién 6sea posterior. Aunque el limite superior del médulo de compresién no
se especifica particularmente, es preferentemente de 0.30 MPa o inferior en términos de facilidad operativa para
rellenar un sitio de defecto éseo.

El médulo de compresién en la presente invencién se mide mediante el procedimiento siguiente.

Una muestra cilindrica que presenta un didmetro de 8.5 mm y una longitud de 15 mm se sumerge en una solucidn
salina tamponada con fosfato (fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 0.14 M, pH 7.4) a una temperatura de
25 °C y una humedad del 65% durante 30 minutos. El agua presente sobre la superficie de la muestra se seca
después suavemente. Se aplica una carga uniaxial a la muestra utilizando un probador universal de precisién
(Autograph AGS-J, producido por Shimadzu Corporation, capacidad de celda de carga: 1 kN). Especificamente,
después de que una muestra se fije de tal manera que el lado largo de la muestra sea perpendicular a una platina
inferior (material: acero inoxidable, didmetro interno: 100 mm, espesor: 25 mm), se hace descender una platina
superior (material: acero inoxidable, diametro interno: 100 mm, espesor: 25 mm) a una velocidad de 10 mm/min.
Cuando la muestra se deforma en un 80%, se detiene el probador. El médulo de compresién se calcula a partir de
la pendiente de la parte lineal inicial de la curva de tensién-deformacién obtenida.

El material compuesto poroso de la presente invencién presenta preferentemente un tamafio de poro de 3 a 40
pum. Si el tamafio de poro es superior a 40 um, la resistencia del material compuesto poroso tiende a reducirse. Por
otra parte, si el tamafio de poro es inferior a 3 um, es dificil que las células metabdlicas 6seas, tales como los
osteoblastos, migren al material compuesto poroso, y puede reducirse el efecto de promocidn de la regeneracion
6sea. El material compuesto poroso de la presente invencién presenta méas preferentemente un tamafio de poro
de 5a20 pm.

El tamafio de poro se mide mediante medicién de la distribucién de poros utilizando un porosimetro de mercurio.
Especificamente, se mide mediante el procedimiento siguiente.

Medicién del tamafio de poro

Como pretratamiento, las muestras se secan a una temperatura constante de 120 °C durante 4 horas. Para cada
una de las muestras después del pretratamiento, la distribucién de poros de poros que presentan un didmetro de
0.0018 a 200 um se determina en las siguientes condiciones mediante el procedimiento de intrusién de mercurio
utilizando el dispositivo de medicién siguiente.

Dispositivo de medicion: AutoPore |V 9520 (producido por Micromeritics)
Condiciones de medicion:

Angulo de contacto entre el mercurio y la muestra: 140°
Tensién superficial del mercurio: 0.48 N/m (convertida por 1 dina = 105 N)

El tamafio de poro en la presente invencién se refiere a un valor de tamafio de microporo que muestra el valor
méaximo del pico que presenta el area mas grande en la curva de distribucién de poros obtenida a partir de la
presién medida mediante el procedimiento de intrusién de mercurio.
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La porosidad (relacidén de huecos) del material compuesto poroso es preferentemente de 80 a 99%, y mas
preferentemente de 85 a 98%. La porosidad se determina mediante la férmula siguiente a partir del volumen de
poros total medido mediante el procedimiento de intrusién de mercurio y la densidad aparente.

Porosidad (%) = volumen de poros total/ {(1/densidad aparente) + volumen de poros total} x 100

La forma del material compuesto poroso de la presente invenciéon es preferentemente un paralelepipedo
rectangular (cuerpo de bloque), un cilindro, un comprimido o un granulo. Cuando el material compuesto poroso es
un paralelepipedo rectangular, el material compuesto poroso presenta preferentemente un tamafio superior o igual
a5 mmx5mm x5 mm. En general, el limite superior se encuentra preferentemente en el intervalo de 100 mm x
100 mm x 100 mm. El paralelepipedo rectangular no esta limitado a un cubo. Cuando el material compuesto poroso
es cilindrico, el material compuesto poroso presenta preferentemente un diametro de 5 a 50 mm y una altura en el
intervalo de 1 a 50 mm. Cuando el material compuesto poroso es granular, la forma del granulo no se limita a
esferas, y puede ser indefinida; sin embargo, el material compuesto poroso presenta preferentemente un diametro
de 0.1 210 mm.

El material compuesto poroso de la presente invencidn se usa para rellenar un sitio de defecto 6seo con el material
compuesto poroso. Cuando hay suficiente sangre o fluido corporal presente en el sitio de defecto dseo, el sitio de
defecto 6seo puede rellenarse con el material compuesto poroso tal cual, o después de cortar el material
compuesto poroso en una forma apropiada. Cuando no hay presente suficiente sangre o similar en el sitio de
defecto 6seo, o cuando el material compuesto poroso no puede usarse en su forma original para rellenar el sitio
de defecto éseo con el mismo, el sitio de defecto éseo puede rellenarse con el material compuesto poroso después
de que el material compuesto poroso se sumerja en sangre, solucién salina fisiolégica o similar y se confirme que
el material compuesto poroso presenta una elasticidad similar a una esponja.

Procedimiento para producir un material compuesto poroso

El procedimiento para producir el material compuesto poroso de la presente invencién es un procedimiento de
produccién que comprende mezclar OCP con colageno. Por ejemplo, se puede usar el siguiente procedimiento de
produccién.

(1) En primer lugar, se afiade OCP a una solucién de colageno gelificado que presenta una concentracién de 0.1
a 5% en peso y un pH de 7 a 8, y se amasa para preparar una mezcla de OCP y colageno. (2) Posteriormente, la
mezcla se moldea en un molde adecuado, se congela y se liofiliza para obtener un material compuesto. (3) El
material compuesto obtenido se somete opcionalmente a un tratamiento de reticulacién por deshidrataciéon térmica,
y se esteriliza adicionalmente mediante un procedimiento de esterilizacién convencional (por ejemplo, irradiacién
de rayos y, irradiacién de haz de electrones, o gas de éxido de etileno).

Un conocimiento técnico comin de los expertos en la materia era que se precisaba un amasado completo en la
etapa de amasado de colageno y OCP. Sorprendentemente, sin embargo, los presentes inventores descubrieron
que el amasado completo reduce la dimensidn fractal o la proporcién de particulas de 300 ym o més. En la etapa
de amasado, se pueden usar agitadores con impulsor, tales como agitadores de tipo hélice con 2 a 4 palas o
agitadores de tipo paleta, o0 mezcladores rotatorios/giratorios. Cuando se usa un agitador con impulsor, la agitacién
se realiza preferentemente a 100 a 300 rpm durante 15 a 300 segundos, y mas preferentemente a 100 a 300 rpm
durante 30 a 120 segundos. Cuando se usa un mezclador rotatorio/giratorio, la agitacion se realiza preferentemente
a 500 a 1500 rpm durante 30 a 300 segundos, y mas preferentemente a 500 a 1500 rpm durante 45 a 120
segundos. La etapa de amasado del colageno y el OCP asimismo se puede realizar manualmente utilizando una
espatula o similar. Asimismo en este caso, la agitacién se realiza preferentemente a una velocidad constante
durante 30 a 120 segundos. Preferentemente, el tiempo de agitacién se ajusta apropiadamente de acuerdo con la
velocidad de rotacion.

El procedimiento para producir el material compuesto poroso de la presente invencién comprende preferentemente
una etapa de liofilizacién después de que un gel, sol o liquido que contiene OCP y colageno se congele
rapidamente por inmersiéon en un refrigerante liquido. El refrigerante liquido es un liquido que presenta una
temperatura inferior a la temperatura de congelacién del gel, sol o liquido que contiene OCP y colageno. Los
ejemplos de tales liquidos incluyen metanol, etanol, acetona, acetonitrilo y nitrégeno liquido. La temperatura del
refrigerante liquido es preferentemente igual o inferior a -20 °C, mas preferentemente igual o inferior a -40 °C, y
todavia més preferentemente igual o inferior a -80 °C.

Se considera que la congelacién rapida del gel, sol o liquido que contiene fosfato octacalcico y colageno por
inmersién en un refrigerante liquido reduce el tamafio de poro del material compuesto poroso resultante.

El material compuesto poroso de la presente invencién se somete preferentemente a tratamiento térmico o
tratamiento de reticulacién deshidrotérmica. El tratamiento térmico produce el colapso de una parte de la estructura
molecular del OCP, facilitando asi la migracidén de células osteogénicas y promoviendo la regeneracién 6sea, a la
vez que permite que el colageno se reticule para potenciar la retencién de la forma.
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La temperatura del tratamiento térmico es preferentemente de 50 a 200 °C, y mas preferentemente de 60 a 180 °C.
El tratamiento térmico se realiza preferentemente a presién reducida. La presion es preferentemente de 0 a 3000
Pa, y mas preferentemente de 0 a 300 Pa. El tiempo de tratamiento del tratamiento térmico es preferentemente de
2 horas a 10 dias, y mas preferentemente de 12 horas a 5 dias.

El material compuesto poroso de la presente invencién puede contener, ademas de OCP y colageno, por ejemplo,
citocina (por ejemplo, proteina morfogenética ésea 2, factor de crecimiento transformante B1, etc.) que presenta
capacidad de formacién 6sea. La presencia de dicha citocina puede aumentar la velocidad de regeneracién dsea.

El material compuesto poroso de la presente invencién puede contener ademas otros componentes que se usan
habitualmente en este campo. Los ejemplos de tales componentes incluyen polimeros bioabsorbibles (por ejemplo,
poli(dcido glicdlico), poli(acido lactico), copolimero de poli(acido lactico)-polietilenglicol, etc.), fosfatos de calcio
bioabsorbibles distintos de OCP (por ejemplo, B-TCP) y fosfatos de calcio no reabsorbibles (por ejemplo,
hidroxiapatita).

Material de regeneracién ésea

La presente invencién se refiere asimismo a un material de regeneracién 6sea que contiene el material compuesto
poroso. El material de regeneracién ésea puede usarse, por ejemplo, para la reparacién de defectos 6seos en el
sector de la cirugia oral dental y el sector de la cirugia ortopédica, y la reparacién de defectos 6seos después de
una craneotomia o una toracotomia. Por ejemplo, en el sector de la cirugia oral dental, cuando un defecto éseo
provocado por una enfermedad periodontal, una cavidad quistica, una cresta alveolar atréfica, una mandibula
hendida, una cavidad de extraccién dental o similares se rellena con un material de regeneracién ésea que
comprende el material compuesto poroso, se puede confirmar un excelente efecto de regeneracion ésea después
de varias semanas a varios meses. En el sector de la cirugia ortopédica, por ejemplo, en el caso de un defecto
6seo después de la reseccidn de un tumor éseo o un defecto éseo provocado por un traumatismo, tal como una
fractura ésea, el sitio del defecto éseo puede rellenarse con el material de regeneracién ésea de la presente
invencién para promover de este modo la regeneracion ésea.

Ejemplos

La presente invencién se describe con mayor detalle a continuacién haciendo referencia a los ejemplos. La
presente invencion, no obstante, no se limita a los mismos.

Ejemplo 1

(1) Preparacién de OCP

En primer lugar, se prepararon el liquido 1 y el liquido 2 para la preparaciéon de OCP de la manera siguiente.

Liquido 1: se disolvié dihidrogenofosfato de sodio dihidratado (31.2 g) en 2500 g de agua destilada para
preparar el liquido 1.

Liquido 2: se disolvié acetato de calcio monohidratado (35.2 g) en 2500 g de agua destilada para preparar el
liquido 2.

Posteriormente, el liquido 1 se dispuso en un matraz separable y se calenté a 70 °C utilizando un calentador de
manta. A continuacién, mientras el liquido 1 se agitaba a una velocidad de 250 rpm utilizando un agitador (MAZELA
Z, producido por Tokio Rikakikai Co., Ltd.) equipado con paletas de agitacién (diametro de paleta: 12 cm), se
afadié liquido 2 gota a gota al liquido 1 a una velocidad de aproximadamente 28 ml/min. Después de completar la
adicién gota a gota, la mezcla de liquido 1y liquido 2 se agit6 adicionalmente a 70 °C a 250 rpm durante 2 horas.

Posteriormente, el precipitado producido en la mezcla anterior se filtr6 a través de un filtro de membrana (tamafio
de poro: 3 um; A300A293C, producido por Advantec Toyo Kaisha, Ltd.) y se recogid. El precipitado recogido se
dispers6 en 1500 ml de agua destilada y se lavé mediante agitacién durante 15 minutos. Dichas etapas de filtrado
y lavado se repitieron adicionalmente 3 veces.

Posteriormente, el precipitado lavado se secé en un secador de temperatura constante a 30 °C durante 24 horas.
El precipitado seco se molié con un molino eléctrico y después se clasificé en un tamafio de particula de 300 a 500
MM mediante el uso de tamices, obteniendo asi un polvo. Finalmente, el polvo obtenido se someti6 a esterilizacidn
por calor seco a 120 °C durante 2 horas.

(2) Preparaciéon de material compuesto de OCP/colageno (material compuesto poroso)
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Una parte en peso de colageno derivado de dermis de cerdo que comprende colageno de tipo | y colageno de tipo
Il (NMP Collagen PS, producido por NH Foods Ltd.) se disolvié en 200 partes en peso de agua destilada enfriada
a 4 °C, obteniendo asi una solucién de coladgeno a una concentracién de aproximadamente 0.5% en peso. Mientras
la temperatura de la solucién se mantenia a 4 °C, se afiadi6é una solucién acuosa de hidréxido de sodio a la solucién
acuosa de colageno, y el pH se ajusté a aproximadamente 7.4 para obtener una suspensién de colageno.
Posteriormente, la suspensién de coladgeno se dispuso en un frasco de centrifuga y se centrifugé mediante un
separador centrifugo (GRX-250, producido por Tomy Seiko Co., Ltd.) a una fuerza centrifuga de 7.000 x g durante
20 minutos. El sobrenadante se retiré de modo que la suspensién de colageno resultante contuviera colageno en
una cantidad de 3% en peso, obteniendo asi un gel de colageno.

Posteriormente, después de afiadir OCP (tamafio de particula: 300 a 500 um) al gel de colageno en una cantidad
tal que la relacién en peso de OCP con respecto a coldgeno fuera de 77:23, la mezcla se agit6é a una velocidad de
rotacién de 300 rpm durante 60 segundos utilizando un agitador (MAZELA Z, producido por Tokio Rikakikai Co.,
Ltd.) equipado con palas de agitacién (producidas por Sogo Laboratory Glass Works Co., Ltd., 4 palas, diametro
de pala: 7 cm) para obtener un gel de material compuesto de OCP/colageno. El gel se colocé en un recipiente de
plastico que presentaba un espacio interior cilindrico (diametro interior: 8.5 mm, volumen: aproximadamente 3.0
cm®) y se centrifugd a una fuerza centrifuga de 230 x g durante 1 minuto y se desespumo.

El recipiente se sell6 herméticamente y se congeld rapidamente sumergiéndolo en un gran exceso de metanol
enfriado a -80 °C con respecto al volumen del producto que se iba a congelar. Después de abrir el recipiente, el
producto congelado se secd en un liofilizador (-10 °C, 48 horas) y se molde6. El producto moldeado se calenté
después a 150 °C a presién reducida durante 24 horas para la reticulacion deshidrotérmica. El producto cilindrico
obtenido se cort6é a un espesor de 1.5 mm o 15 mm con un cuchillo quirargico y finalmente se irradié con haces de
electrones (15 kGy) para su esterilizaciéon. Se obtuvo asi un material compuesto poroso del ejemplo 1.

Ejemplo 2

Se obtuvo un material compuesto poroso en el ejemplo 2 de la misma manera que en el ejemplo 1, excepto que
se mezclaron un gel de colageno y OCP a una velocidad de rotacién de 300 rpm durante 300 segundos utilizando
un agitador con palas.

Ejemplo 3

Se obtuvo un material compuesto poroso en el ejemplo 3 de la misma manera que en el ejemplo 1 excepto que se
mezclaron un gel de colageno y OCP a una velocidad de rotacién de 1000 rpm durante 60 segundos utilizando un
mezclador rotatorio/giratorio (Awateri Rentaro ARE-310, producido por Thinky Corporation).

Ejemplo comparativo 1

Se obtuvo un material compuesto poroso en el ejemplo comparativo 1 de la misma manera que en el ejemplo 1
excepto que se mezclaron un gel de coladgeno y OCP a una velocidad de rotacién de 100 rpm durante 15 segundos
utilizando un agitador con palas.

Ejemplo comparativo 2

Se obtuvo un material compuesto poroso en el ejemplo comparativo 2 de la misma manera que en el ejemplo 1
excepto que se mezclaron un gel de coldgeno y OCP a una velocidad de rotaciéon de 300 rpm durante 900 segundos
utilizando un agitador con palas.

Ejemplo comparativo 3

Se obtuvo un material compuesto poroso en el ejemplo comparativo 3 de la misma manera que en el ejemplo 1
excepto que se mezclaron un gel de coladgeno y OCP a una velocidad de rotacién de 300 rpm durante 15 segundos
utilizando un mezclador rotatorio/giratorio.

Ejemplo comparativo 4

Se obtuvo un material compuesto poroso en el ejemplo comparativo 4 de la misma manera que en el ejemplo 1
excepto que se mezclaron un gel de colageno y OCP a una velocidad de rotacién de 2000 rpm durante 900
segundos utilizando un mezclador rotatorio/giratorio.

Anélisis de imagenes

El anélisis de imagenes se realizd en imagenes SEM mediante observacién de una seccidn transversal de cada
muestra preparada cortando a un espesor de 1.5 mm en las condiciones siguientes. El intervalo de analisis se
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encontraba dentro de un area cuadrada de aproximadamente 5 mm libremente seleccionada a partir de la seccidén
transversal de la muestra (en adelante denominada imagen de analisis), que se utilizé para el analisis.

Aparato de medicion: SU1510, producido por Hitachi Ltd.

Condiciones de medicién: voltaje de aceleracién de 15 kV a vacio bajo (30 Pa)
Observacién por microscopia electrénica de reflexién

WD: 40 mm

Ampliacién: x 15

Dimensién fractal

La dimensién fractal (D) se utilizé para cuantificar el grado de dispersidn de las particulas de OCP en una matriz
de coladgeno. La dimensién fractal (D) se calculé mediante el procedimiento siguiente: Todas las etapas de
procesamiento de imagenes mostradas a continuacién se realizaron utilizando el programa informético de
procesamiento de imagenes Imaged.

Capturar una imagen de anélisis.

Binarizar la imagen de analisis (umbral: 90 pixeles).

Invertir los tonos de color.

Dividir la imagen de analisis en n? bloques (n =2, 3, 4, 5).

Para cada bloque, calcular la fraccién de area de la imagen que representa particulas de OCP.
En cada nivel de divisién, calcular la fraccién de area promedio (1) y la desviacién estandar (8y).
Calcular D(n) mediante la férmula siguiente:

NOoOOsWON =~

D) - 6n/Un

8. Graficar D(n) y 1/n en un gréafico doble logaritmico para obtener la pendiente de una linea de aproximacién.
9. Multiplicar la pendiente de la linea de aproximacién por -1 para obtener una dimensién fractal (D).

Proporcién de particulas de OCP de 300 um o més
La proporcién de particulas de OCP de 300 pm o mas se calcula mediante el procedimiento siguiente:

Capturar una imagen de anélisis.

Binarizar la imagen de analisis (umbral: 90 pixeles).

Invertir los tonos de color.

Determinar el tamafio de particula.

Extraer particulas de OCP de 300 pm o mas.

Calcular el érea total de particulas (Sw) y el &rea de particulas de OCP de 300 um o mas (Sq).
Calcular la proporcién de particulas de OCP de 300 um o mas (Rq) con la férmula siguiente:

NooMON=

Ra = 5a/5. x 100
El tamafio de particula en esta medicidén se define como la distancia entre una linea tangente al contorno de una
particula aglomerada y otra linea tangente dibujada de forma paralela a la primera linea tangente de modo que se
obtenga el intervalo mas largo entre las mismas, que es igual o superior a 300 um.

Proporcién de partes de colageno

Como indice para evaluar si el OCP y el gel de coldgeno se han mezclado suficientemente, se calcula la proporcién
de partes de colageno a partir de la imagen de analisis. La proporcién de partes de coladgeno se calculd mediante
el procedimiento siguiente:

Capturar una imagen de anélisis.

Binarizar la imagen de analisis (umbral: 90 pixeles).

Extraer las partes de colageno.

Calcular el érea de las partes de colageno (Sq).

Calcular el érea de la imagen de anélisis (Sp).

Calcular el porcentaje de area de las partes de colageno (R¢) con la férmula siguiente:

Sk wN=

Re = 54/52 x 100

Medicién del mddulo de compresién

Una muestra cilindrica que presentaba un didmetro de 8.5 mm y una altura de 15 mm se sumergié en una solucién
salina tamponada con fosfato (fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 0.14 M, pH 7.4) a una temperatura de
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25 °C y una humedad de 65% durante 30 minutos. El agua presente sobre la superficie de la muestra se seco
después suavemente. Se aplicd una carga uniaxial a la muestra utilizando un probador universal de precisién
(Autograph AGS-J, producido por Shimadzu Corporation, capacidad de celda de carga: 1 kN). Especificamente,
después de ajustar una muestra de tal manera que el lado largo de la muestra fuera perpendicular a una platina
inferior (material: acero inoxidable, didmetro interno: 100 mm, espesor: 25 mm), se hizo descender una platina
superior (material: acero inoxidable, didmetro interno: 100 mm y espesor: 25 mm) a una velocidad de 10 mm/min.
Cuando la muestra se deformé en un 80%, se detuvo el probador. El médulo de compresién se calculd a partir de
la pendiente de la parte lineal inicial de la curva de tensién-deformacién obtenida.

Medicién de la porosidad

Para cada una de las muestras cilindricas (con forma de comprimido) que presentan un diametro de 8.5 mmy un
espesor de 1.5 mm obtenidas en los ejemplos 1 a 3 y los ejemplos comparativos 1 a 4, la porosidad se midié de la
manera siguiente.
Como pretratamiento, las muestras se secaron a una temperatura constante de 120 °C durante 4 horas. Para cada
muestra después del pretratamiento se determiné la distribucién de poros de poros que presentaban un didmetro
de poro de 0.0036 a 200 um en las condiciones siguientes mediante el procedimiento de intrusién de mercurio
utilizando el dispositivo de medicién siguiente.

Dispositivo de medicion: AutoPore IV9520 (disponible de Micromeritics Japan)

Condiciones de medicion:

Angulo de contacto entre la muestra y el mercurio: 140°
Tensién superficial del mercurio: 0.48 N/m (convertida por 1 dina = 105 N)

La porosidad se determina mediante la férmula siguiente utilizando el volumen total de poros y la densidad aparente
medidos mediante el procedimiento de intrusién de mercurio:

Porosidad (%) = volumen de poros total/ {(1/densidad aparente) + volumen de poros total} x 100

La tabla 1 muestra los resultados de la medicién de la dimensién fractal (D), proporcién de particulas de OCP de
300 pm o més, proporcién de partes de colageno, porosidad y médulo de compresién.
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Tabla 1
Procedimiento de Velocidad de Tiempo Dimensién Proporcién de Proporcién de | Porosidad Médulo de
mezclado agitacién fractal particulas de 300 pmo partes de (%) compresién
mas (%) colageno (MPa)
(%)
Ejemplo Agitador, 100 rpm 15 segundos 0.78 96.3 11.6 95 0.064
comparativo 1 4 palas
Ejemplo 1 Agitador, 300 rpm 60 segundos 0.80 931 2.6 97 0.107
4 palas
Ejemplo 2 Agitador, 300 rpm 300 segundos 1.19 88.8 0 96 0.105
4 palas
Ejemplo Agitador, 300 rpm 900 segundos 0.56 88.2 0 97 0.045
comparativo 2 4 palas
Ejemplo Mezclador 300 rpm 15 segundos 0.53 90.1 452 97 0.034
comparativo 3 rotatorio/giratorio
Ejemplo 3 Mezclador 1000 rpm 60 segundos 0.97 91.6 0 98 0.101
rotatorio/giratorio
Ejemplo Mezclador 2000 rpm 900 segundos 0.68 74.0 0 97 0.058
comparativo 4 rotatorio/giratorio
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Los resultados de la tabla 1 muestran lo siguiente.

Todas las muestras (materiales compuestos porosos) obtenidas en los ejemplos 1 a 3 presentaban una dimensién
fractal igual o superior a 0.70. La proporcién de particulas de 300 um o més fue de 75% o superior. La proporcién
de partes de colageno fue de 3% o inferior. Las particulas de OCP se dispersaron uniformemente mientras se
mantenia el tamafio de particula predeterminado. Se logrdé un mezclado suficiente.

La muestra obtenida en el ejemplo comparativo 1 presentaba una dimensién fractal de 0.78. La proporcién de
particulas de 300 um o mas fue de 96%. Las particulas de OCP se dispersaron uniformemente mientras se
mantenia el tamafio de particula predeterminado. Sin embargo, debido a una agitacién ligeramente insuficiente, la
proporcidn de partes de colageno fue de 11% y no se logrd un mezclado suficiente.

La muestra obtenida en el ejemplo comparativo 2 era tal que la proporcidn de particulas de 300 ym o més era de
88% y no existia ninguna parte que consistiera Unicamente en coldgeno. Se logré un mezclado suficiente mientras
se mantenia el tamafio de particula predeterminado. Sorprendentemente, sin embargo, una agitacién excesiva dio
como resultado una presencia desproporcionada de particulas de OCP en la parte periférica del disco, y la muestra
del ejemplo comparativo 2 presentaba una dimension fractal baja igual o inferior a 0.56.

La muestra obtenida en el ejemplo comparativo 3 era tal que la proporcién de particulas de 300 ym o més era de
90% y se mantuvo el tamafio de particula predeterminado. Sin embargo, la dimensién fractal era de sélo 0.53 y las
partes de colageno representaban 45%, que es una proporcién muy alta. Estos resultados sugieren que se produjo
una agitacién claramente insuficiente en tales condiciones de agitacién.

La muestra obtenida en el ejemplo comparativo 4 presentaba una dimensién fractal de 0.68 y no existia ninguna
parte que consistiera solamente en colageno. Aunque se observé una dispersidén uniforme de particulas de OCP y
un mezclado suficiente, la proporcién de las particulas de 300 um o mas fue de 74% y el mantenimiento del tamafio
de particula predeterminado fue complicado. Esto se debe presumiblemente a que las particulas de OCP se
disgregaron mediante agitacién vigorosa a largo plazo y la proporcién de las particulas de 300 um o més disminuyd.

Las muestras obtenidas en los ejemplos 1 a 3 presentaban un médulo de compresién de aproximadamente 0.1
MPa, que es de 1.6 a 3.1 veces mas alto que el mdédulo de compresién de las muestras obtenidas en los ejemplos
comparativos 1 a 4. Esto se debe presumiblemente a que en los ejemplos 1 a 3, las particulas de OCP estaban
dispersadas uniformemente en todo el material compuesto y habia sélo una pequefia parte en la que el OCP y el
coladgeno estaban insuficientemente mezclados y, por lo tanto, el OCP funcionaba eficazmente como reforzador.

Ensayo de implante de material compuesto poroso

Se utilizaron ratas SD macho (de 12 semanas de edad) como animales de ensayo. Las ratas se anestesiaron por
via intraperitoneal, y se realizaron incisiones en la piel y el periostio en la regién de la béveda craneal de cada rata
para dejar al descubierto la béveda craneal. Se creé en cada rata un defecto éseo normalizado de espesor
completo (didmetro: aproximadamente 9 mm), para el que no se podia esperar una recuperaciéon espontdnea. Uno
de los materiales compuestos porosos con forma de disco producidos en el ejemplo 1, el ejemplo 2, el ejemplo
comparativo 3 y el ejemplo comparativo 4 se implanté en el defecto 6seo de cada rata. Se utiliz6 una rata cada vez
para el ensayo de implante de los materiales compuestos porosos producidos en los ejemplos 1y 2y el ejemplo
comparativo 4, mientras que se utilizaron dos ratas en el ensayo de implante del material compuesto poroso
producido en el ejemplo comparativo 3. Después de implantar cada muestra, se suturaron el periostio y la piel y se
completé la cirugia. El periodo de observacién después de la cirugia fue de 10 semanas para cada grupo.

Diez semanas después de la cirugia, las ratas se sacrificaron con una sobredosis de anestesia de pentobarbital.
Se recogieron la béveda craneal y los tejidos circundantes y se fijaron por inmersién en paraformaldehido al 4%
tamponado con fosfato 0.1 M (pH 7.4). Después de descalcificar la béveda craneal y los tejidos circundantes con
EDTA al 10% y de preparar muestras de parafina, se prepararon rodajas de tejido con un espesor de 6 um mediante
un corte en el plano frontal y se tifieron con hematoxilina-eosina (HE) para preparar muestras de tejido.

Las figuras 6 a 10 representan los resultados de cada grupo. En los ejemplos 1y 2, se puede confirmar la dispersion
uniforme de las particulas aglomeradas de OCP. En el espécimen en el que se implantd el material compuesto
poroso del ejemplo 1 se observé hueso nuevo en muchas partes dentro de la regién de defecto 6seo y asimismo
se observé que las otras partes estaban ocupadas por tejido conectivo asociado con la regeneracién 6sea. En la
muestra en la que se implant6 el material compuesto poroso del ejemplo 2, muchas partes dentro de la parte de
defecto 6seo completa estaban ocupadas por hueso nuevo. En particular, en la periferia del defecto, el limite entre
la parte del defecto y el lecho 6seo es borroso y se observa una regeneracion ésea activa. En cualquiera de las
muestras, a medida que progresa la regeneracién 6sea, el tamafio de las particulas aglomeradas de OCP se vuelve
mas pequefio. Ademas, asimismo se puede observar la migracién de nuevo tejido 6seo a las particulas
aglomeradas de OCP. Los resultados sugieren que el OCP ejerce efectos mantenidos y actia eficazmente durante
el periodo.
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Por el contrario, en las dos muestras preparadas utilizando el material compuesto poroso del ejemplo comparativo
3, las particulas aglomeradas de OCP estaban distribuidas de manera desigual o apenas estaban presentes. En
la muestra de tejido representada en la figura 8, se observa parcialmente hueso nuevo. Sin embargo, no se observa
una nueva formacién 6sea a lo largo de todo el defecto éseo. Ademas, las particulas aglomeradas de OCP
permanecieron casi iguales en tamafio, y tampoco se observé migracién de nuevo tejido 6seo a las particulas
aglomeradas. En la muestra de tejido representada en la figura 9, se observa claramente que no hay presencia de
hueso nuevo, y el material derivado del colageno permanece sin degradar. Los resultados mostrados en las figuras
8 y 9 sugieren ambos que la regeneracién 6sea no era tan activa en el ejemplo comparativo 3. En la muestra en la
que se implanté el material compuesto poroso del ejemplo comparativo 4, apenas habia presencia de particulas
aglomeradas de OCP, y se observdé muy poca formacién de hueso nuevo. Ademés, se observé que la estructura
de esponja derivada del colageno permanecia en la muestra. Estos resultados sugieren que la migracién celular
requerida para la regeneracién 6sea apenas progresoé.

Aplicabilidad industrial

El material compuesto poroso de la presente invencién y el material de regeneracién 6sea que comprende el
material compuesto poroso presentan una alta capacidad de regeneraciéon 6sea y una resistencia mecanica
apropiada. Por lo tanto, el material de regeneracién 6sea es util principalmente para la reparacién de defectos
6seos en el sector de la cirugia oral dental y el sector de la cirugia ortopédica.
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REIVINDICACIONES
1. Material compuesto poroso que comprende fosfato octacalcico y colageno, caracterizado por que

en una imagen obtenida ampliando un intervalo de 5.0 mm x 5.0 mm de un plano del material compuesto
poroso 15 veces con un microscopio electrénico de barrido (SEM),

las particulas aglomeradas de fosfato octacalcico presentan una dimensién fractal (D) de 0.70 o mas; y

el area de unas partes (¢) que consisten en colageno representa 5% o menos del area total de unas partes (a)
que consisten en particulas aglomeradas de fosfato octacélcico, unas partes (b) que consisten en
microparticulas de fosfato octacélcico y colageno y las partes (¢) que consisten en colageno; y

el material compuesto es obtenible controlando el nivel de agitacién dentro de un intervalo especifico cuando
se realiza una etapa de mezcla de fosfato octacélcico y colageno en el proceso de produccién de un material
compuesto poroso que comprende el fosfato octacalcico y el colageno amasando colageno y fosfato octacalcico
que utiliza un agitador con un impulsor y que realiza la agitacién a 100 a 300 rpm durante 15 a 300 segundos
o que utiliza un mezclador rotatorio y giratorio y que realiza la agitacién a 500 a 1500 rpm durante 30 a 300
segundos.

2. Material compuesto poroso segun la reivindicacién 1, en el que el area de particulas aglomeradas de fosfato
octacalcico que presentan una longitud de 300 um o mas representa 75% o més del érea total de las particulas
aglomeradas de fosfato octacalcico.

3. Material compuesto poroso segun la reivindicacion 1 0 2, en el que la dimensién fractal (D) es de 0.80 o0 mas.

4. Material compuesto poroso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el area de las partes
(c) que consisten en coldgeno representa 4% o menos sobre la base del &rea total de la imagen de analisis.

5. Material compuesto poroso seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el area de las partes
(c) que consisten en coldgeno representa 3% o menos sobre la base del érea total de la imagen de analisis.

6. Material compuesto poroso segun la reivindicacién 2, en el que el area de particulas aglomeradas de fosfato
octacalcico que presentan una longitud de 300 um o més representa 85% o més.

7. Material compuesto poroso segun la reivindicacion 2, en el que la dimensién fractal (D) es de 0.80 0o més y el
area de particulas aglomeradas de fosfato octacalcico que presentan una longitud de 300 pm o mas representa
90% o mas.

8. Material compuesto poroso seguln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la relacién de mezcla
de fosfato octacalcico con respecto a 1 parte en peso de coldgeno es de 0.5 a 35 partes en peso.

9. Material compuesto poroso seguln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la relacién de mezcla
de fosfato octacalcico con respecto a 1 parte en peso de coldgeno es de 1 a 20 partes en peso.

10. Material compuesto poroso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la relaciéon de mezcla
de fosfato octacalcico con respecto a 1 parte en peso de coldgeno es de 2 a 10 partes en peso.

11. Material compuesto poroso segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el material
compuesto poroso presenta un médulo de compresién de 0.08 MPa o mas.

12. Material de regeneracién 6sea que comprende el material compuesto poroso segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11.

13. Procedimiento para producir el material compuesto poroso seguln la reivindicacién 1, comprendiendo dicho
procedimiento una etapa de amasar coldgeno y fosfato octacalcico que utiliza un agitador con un impulsor y que
realiza la agitacién a 100 a 300 rpm durante 15 a 300 segundos o que utiliza un mezclador rotatorio y giratorio y
que realiza la agitacién a 500 a 1500 rpm durante 30 a 300 segundos.

14. Procedimiento segun la reivindicaciéon 13, en el que la etapa de amasar colageno y fosfato octacalcico utiliza
el agitador con un impulsor y la agitacion se realiza a 100 a 300 rpm durante 30 a 120 segundos 0 un mezclador
rotatorio y giratorio y la agitacién se realiza a 500 a 1500 rpm durante 45 a 120 segundos.

15. Procedimiento segun la reivindicacién 13 o 14, en el que el agitador con impulsor se selecciona de entre
agitadores de tipo hélice con 2 a 4 palas y agitadores de tipo paleta.
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