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MATERIAIS DE REGENERAGAO OSSEA A BASE DE COMBINAGOES DE
MONETITA E OUTROS COMPOSTOS DE CALCIO E SILICIO BIOTATIVOS

CAMPO DA INVENGAO

A presente invenc¢3o refere-se ao campo de biomateriais,
mais especificamente ao campo de biomateriais de fosfato de
cdlcio que apresentam uma contribuigdo positiva para
regeneracdo Sssea. Os materiais a base de monetita sintéticos
da presente inveng3o podem ser aplicados a mdltiplos

tratamentos de regeneracdo &ssea na A&area de medicina e

veterinaria, em cirurgia em traumatologia, cirurgia
maxillofacial, cirurgia dental, cirurgia ortognatica,
endodontia, oftalmologia, neurocirurgia e/ou processos
osteopordticos, e outras indicagdes onde é necessaria

regeneragdo Ossea.

HISTORICO DA INVENGAO

A perda de massa 6ssea e qualidade &ssea é um sério
problema de salde que pode ser mais sério em pacientes de
idade avancgada. Apds intervencgdo em tratamentos
odontolégicos muitas vezes existe uma perda massa 6ssea que
resulta em complicagdes e patologias. Isso ocorre, por
exemplo, na ressorgdo 6ssea alveolar apds extracgdo dentaria e
em doenca periodontal. Por outro lado, em traumatologia e em
outras intervencdes cirtirgicas, a perda de massa &ssea € um
sério problema de salide que pode resultar até na morte do
paciente.

Biomateriais tem sido usados por quase um século para
reparar e substituir segmentos &6sseos do sistema muscular-
esquelético. Enxertos &sseos autblogos, isto é do préprio
paciente, normalmente sdo usados para preencher cavidades
ésseas e em reconstrugdes cirtrgicas. Porém, existe uma fonte
limitada de osso e esses procedimentos sujeitam os pacientes
a um trauma adicional para obter o enxerto. Outra opgdo é a
do aloenxertos de doador. Porém, esses apresentam uma
ressorcdo Ossea mais lenta e neoformagdo, vascularizagédo
reduzida e capacidade osteogénica, e uma maior resposta

imunolégica e 7risco de transmissdo de patdgenos. Uma
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alternativa s8o materiais feitos de osso bovino, tais como
BioOss®, GenOx Inorg® e Orthoss®, que normalmente sdo usados
na odontologia. Porém, o uso desses produtos baseados em
materiais bioldégicos apresenta o problema de possivel
contaminagdo com agentes infecciosos e requer controles de
qualidade rigorosos. Com o objetivo de evitar esses
problemas, foram desenvolvidas matrizes sintéticas. A
pesquisa de novos biomateriais sintéticos para reparo &sseo
destinou-se a reduzir a necessidade de enxertos &sseos a um
nivel minimo por meio de um equivalente artificial, que é
reabsorvido com o tempo e/ou que integra osso adjacente, e
também serve como suporte para fraturas osteopordticas. As
propriedades mecdnicas deste material &sseo artificial devem
ser o mais préximo possivel do osso esponjoso. O material
também deve contribuir para a estabilidade da fratura e ser
suficientemente resistente para reduzir o tempo exigido para
imobilizag¢do ou suporte externo. O material de substituigao
deve ser biodegradavel, biocompativel e osteoindutivo, isto
é, ele deve atrair células mesenquimais prdéximas ao implante
e favorecer sua diferenciagdo em osteoblastos, e também deve
ser osteocondutivo, isto &, agir como um gula para a formagao
de osso novo.

Fosfatos de célcio s3o de especial interesse em
regeneracdo Ossea, pois eles parecem a fase mineral de osso
natural e s3o susceptiveis & remodelagdo Ossea e ressorgao.
Os fosfatos de cédlcio mais frequentemente usados incluem
matrizes de hidroxiapatita, fosfato tricédlcio e brushita.
Esses materiais podem ser administrados na forma de
cimentagdo, pastas, s6lidos implantédveis ou formulacgdes
granulares ou em pod.

No desenvolvimento de matrizes de regeneragdo O&ssea,
devemos fazer uma mengdo especial aos produtos que
reivindicam regeneragdo ¢&ssea melhorada por meio de
incorporagdo de um determinado grau de porosidade|. A
introdugdo de porosidade no sistema aumenta consideravelmente
a area de superficie do material no sitio de implante e a
superficie que pode interagir com células dos tecidos

circundantes. Exemplos de hidroxiapatita porosa de origem
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coral incluem Interpore® e ProOsteon . Além disso, exemplos
de hidroxiapatita sintética incluem A.pafill—G® ou ENGIpore®.
Outras matrizes sintéticas granulares comerciais de fosfato
tricdlcio beta incluem chronOs’ e Cerasorb’. Este Gltimo &
comercializado como particulas com diferentes tamanhos entre
150 pum e 2000 pm, dependendo da necessidade, e que &
comumente usado na regenerag¢do alveolar apds mistura com o
sangue do paciente. Outro produto similar é o Bi-Ostetic™,
formado por particulas entre 1000 pm e 2000 um, composto por
uma mistura de hidroxiapatita e fosfato tricdlcio. Além
disso, Collagraft® € outro material granular a base de
hidroxiapatita e fosfato tricdlcio que também incorpora
coléageno. Outros materiais osteoindutivos sintéticos
incorporados em produtos comerciais tais como CalMatrix™
incluem sulfato de célcio.

Na 4&rea de materiais com interesse crescente em
regeneragao Ossea encontra-se o fosfato dicdlcico dihidrato
[CaHPO,4-2H;0], de nome mineraldgico "brushita", que pode ser
encontrado na natureza ou ser sinteticamente produzido por
meio de reag¢des acido-base de fosfatos de cdlcio (LeGeros et
al. 1982 J. Dental Res. 61 :343; Brown WE y Chow LC. 1983 J.
Dental Res. 62: 672). Na &rea do uso de brushita, foram
feitas recentes descrigdes de combinagdes de brushita e
fosfato tricdlcio resultantes de um processo de fabricacdo
com excesso de fosfato tricdlcico. Verificou-se que um
material granular composto de 87% em massa de brushita e 17%
em massa de fosfato beta-tricdlcico é mais degradavel e
resulta em uma formacdo éssea maior do que a hidroxiapatite
BioOss® bovina comercial (Tamimi F. et al. 2006 J. Clin.

Periodontal 33:922-928).

Fosfato dicdlcico [CaHPO4], de nome mineraldgico
"monetita", € um material consideravelmente diferente da
brushita gque pode ser encontrado como um mineral na

natureza, sintetizado diretamente, ou através de uma reagio
de decomposigdo de brushita. Existem poucos precedentes no
uso de monetita em regeneragdo Ossea, tais como descrigdes do
uso do mineral monetita natural misturado com sangue do
paciente (Getter L, et al. 1972 J. Oral Surg. 30:263-268) ou
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sua incorporacdo em solucdes de protéina (W098/58602) ou
polimeros biodegradaveis (US2005209704). A monetita vem sendo
analisada mais recentemente em modelos animais de regeneragao
6ssea (Tamimi F. et al. 2008 J. Biomed. Mater. Res. 87A:980-
988) . Porém, o uso de monetita em regeneragdo &ssea nao tem
sido explorado, considerada como um material que ndo é ideal
para uma regeneragdo Ossea devido a sua répida dissolugdo e
baixa resisténcia mecdnica. Um exemplo disso, pode-se
verificar na formulagdo de grdnulos de brushita (Tamimi F. et
al. 2007 J. Biomed. Mater. Res. 81A:93-102) onde elevadas
temperaturas que resultam na conversdo de brushita em

monetita, s3o intencionalmente evitadas.

SUMARIO DA INVENGAO

A presente invenc3o descreve matrizes de monetita
sintéticas que s3o melhoradas por meio da incorporagdo de
outros compostos de cdlcio biocativos que modulam o tempo de
degradagdo do material resultante, promovem a regeneragdo
6ssea, e melhoram sua osteoindutividade, osteocondutividade e
propriedades biomecéanicas.

A presente invengdo abrange novos materiais para

regeneragdo Ossea e reparo, método para sua fabricagdo, e

aplicagédo em cirurgia em traumatologia, cirurgia
maxilofacial, cirurgia dentéaria, cirurgia ortognatica,
endodontia, oftalmologia, neurocirurgia e/ou processos

osteopordticos, e outras indicagdes onde é necessaria a
regeneragdo Ossea.

Os materiais s3o baseados em combinag¢des de elementos
biocompativeis, biodegradaveis, osteocondutivos e
osteoindutivos. Particularmente, a presente invengdo abrange
materiais sintéticos com 20 % a 95 %, preferivelmente entre
40% e 90% em massa total de monetita [Ca;-xMxHPO, , onde 0 < X
< 0,05, e onde M pode ser ion metdlico divalente], e que em
sua composigdo final incorpora entre 0 % e 80 %,
preferivelmente entre 0 % e 60 %, em massa total de compostos
de cédlcio biotivos e entre 5% e 80 % em massa total de
compostos de silicio Dbiocativos. A incorporagdo desses

compostos de <cédlcio e/ou silicio bioativos permite a
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modulagdo da velocidade de degradacdo e a osteocondutividade,
osteoindutividade e resisténcia de matrizes de monetita. Os
compostos de célcio bicativos incluem fosfatos de calcio, e
os compostos de silicio biocativos incluem silicatos de
cidlcio, e/ou vidros de silica ou géis bioativos. Além disso,
os materiais da presente invengdo podem incorporar agentes
farmacolégicos e/ou agentes biocompativeis, e/ou agentes
protetores em solugdo, ou como particulas ou granulos dque
contribuem favoravelmente para a regeneracao Ossea,
apresentam uma atividade particularmente terapéutica, modulam
o tempo de degradagdo, ou contribuem para melhorar a
resisténcia mecdnica. Esses materiais podem ser feitos de
reagdes 4&cido-base que resultam em materiais contendo
brushita, e outros produtos de reagdo e que permanecem
reagentes. Conversdo da fragdo de brushita em monetita por
meio de tratamento térmico resulta nos materiais desejados.
Esses materiais podem ser manufaturados na forma de
pds, grédnulos ou estruturas de monotita com um formato e
tamanho determinados por um molde ou métodos de conformagdo
tridimensional, e seu formato final pode ser modificado por
escultura, erosdo ou pulverizagdo. Os materiais podem ser
feitos para conter agentes biocompativeis e/ou agentes
farmacolégicos que favorecem a regeneracdo dssea, e podem ser
obtidos com resisténcia mecénica diferente, grau de
porosidade, que podem ser interconectados ou n3o, e diferente

tamanho de poro.

DESCRIGCAO DETALHADA

A presente invengdo abrange novos materiais para
regeneragdo Ossea, métodos para sua fabricagdo, e sua
aplicagdo em salide de animais e seres humanos em cirurgia em
traumatologia, cirurgia maxilofacial, <cirurgia dentéria,
cirurgia ortogndtica, endodontia, oftalmologia, neurocirurgia
e/ou processos osteopordticos, e outras indicacdes onde a
regeneragdo Ossea & necessdria. Os materiais s3o baseados em
elementos biocompativeis, bioativos, osteocondutivos e
osteoindutivos. Na presente invengdo os materiais descritos

referem-se a seguinte fdérmula quimica e definigdes:
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Monetita: nome mineralégico para fosfato de célcio
[CaHPO,], que também incorpora monetita parcialmente
substituida [Ca;.xMHPO,, onde 0 < x £ 0.05, e onde M é
ion metdlico divalente tais como Mg, Sr, Ba, Fe, Zn,
entre outros].

Brushita: nome mineralégico para fosfato dic&lcico
dihidrato [CaHPO, -2H,0], gue também incorpora

‘brushita parcialmente substituida [Ca;. MHP6,-2H.0,

onde 0 < X < 0.05, e onde M é ion metidlico divalente
tais como Mg, Sr, Ba, Fe, Zn, entre outros].

Fosfato monocdlcico: [Ca (H,PO,),].

Fosfato monoc&lcico monohidrato [Ca (H,PO.),.H,0].
Fosfato tricdlcico [Ca;(PO4),] indistintamente qualquer
de seus polimorfos cristalinos estaveis, fosfato beta-
tricdlcico [B-Ca3(PO4);] ou fosfato alfa-tricdlcico [a-
Ca3 (PO4) 2], e fosfato tricdlcico amorfo.

Fosfato octacdlcico [CagH,(PO,)s.5H,0] .

Hidroxiapatitas: nome mineraldgico para a familia de
compostos com a férmula quimica [Ca;q(PO4)¢(OH),] onde
Ca pode ser parcialmente substituido por Na, K, Sr,
Mg, Zn, o PO, pode ser parcialmente substituido por
HPO,, CO;, Si0Q,, e o OH pode ser parcialmente
substituido por F, Cl, CO;. Esses podem variar de
altamente cristalizados para pouco cristalizados.
Wollastonita: metasilicato de calcio [CaSi0;],
indistintamente alfa-wollastonita [0-CaSiO;] ou beta-
wollastonita [B-CaSiOs].

Metasilicato de cdlcio misto: [CaM(SiO;3),] onde M
pode ser um ion divalente met&dlico tais como Mg, Sr,
Ba, Fe, Zn.

Ortosilicato de célcio: [CayS8i0,.], indistintamente
ortosilicato alfa-cdlcico [o- CapSi0,], ortosilicato
beta-cdlcico [B-CapSi04), ou ortosilicato gama-cdlcico
[y-CaxSi0,4] .

Silicato tricdlcico: [Ca3SiOg].

- Vidros de silica bioativos: materiais vitreos,
obtidas seja por métodos de fus3do ou por sol-gel,

incluindo em sua composigdo Si e Ca, e que também pode
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conter P, Na, Mg, Sr, entre outros, em concentragdes
tais que seja possivel obter um material bioativo.
Vidros de silica bioativos incluem os sistemas SiO:-
Ca0O, Si0,-Ca0-P,0s , Si0,-Ca0-Zn0 , S8i0,-Ca0-MgoO , Si0,-
Ca0-P,05- ZnO , e/ou Si0,-Ca0-P,0s- MgO

- silica gel hidratado: [-Si(OH)2-0-1,

Particularmente, a presente invengao incorpora
materiais sintéticos que contém entre 20 % e 95 %,
preferivelmente entre 40 % e 90 %, em massa total de monetita
[Ca;-xMxHPO;, onde O £ x £ 0.05, e onde M é um ion metalico
divalente tais como Mg, Sr, Ba, Fe, Zn, entre outros], e que
em sua composigdo final incorpora entre O % e 80%,
preferivelmente entre O % e 60 %, em massa total de outros
compostos de cédlcio bioativos e entre 5% e 80 % em massa
total de compostos de silicio biocativos. Monetita € um
material osteocondutivo que, devido & sua baixa resisténcia
mecdnica e répida dissolugdo no organismo ou em meios
biolégicos, ndo constitui um bom material para regeneragao
6ssea. A incorporagdo de compostos de célcio bioativos em
matrizes de monetita da presente invengdo permite a modulagdo
da taxa de degradagédo dos materiais resultantes e melhora sua
osteocondutividade, osteoindutividade e propriedades
biomédicas.

Obviamente, que os materiais sintéticos descritos na
presente inven¢d3o ndo sdo limitados a esses compostos e podem
compreender outros componentes.

Os ‘"compostos de cdlcio biocativos" incorporados nas
matrizes de monetita incluem fosfatos de célcio, além de
monetita, entre outros, brushita, fosfato tricalcico,
hidroxiapatitas e fosfatos octacédlcicos.

Os "compostos de silicio biocativos" incluem, entre
outros, wollastonita, metasilicatos de cidlcio mistos,
ortosilicatos de calcio, silicato tricdlcico, e géis e vidros
de silica bioativos. Vidros de silica incluem vidros, gque
podem ser obtidos por fusdo ou métodos de sol-gel, due

apresentam em sua composigdo Si e Ca, e também podem conter
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P, Na, Mg, Sr, entre outros, em concentragdes tais que seja
obtido um material bioativo.

Conforme ilustrado, sem cardter restritivo, nos exemplo
de 1-13, esses compostos de cdlcio biocativos e compostos de
silicio biocativos podem ser incorporados em matrizes de
monetita geradas a partir de rea¢des &cido-base heterogéneas
que resultam em brushita que é em seguida decomposta formando
monetita.

A primeira etapa na sintese dos materiais da presente
invencdo compreende uma reagdo Aacido-base na qual o
componente acido é uma solu¢d3o de acido ortofosfdrico [H3PO,]
ou seus sais monobdsicos de metais alcalinos ou alcalino-
terrosos, preferivelmente de Ca ou Mg, tais como fosfato de
cdlcio monobdsico monohidrato, e os componentes basicos sao
compostos biocativos sdlidos e/ou compostos de silicio
bioativos. A adigdo de um excesso do componente sélido bésico
3 mistura de reacdo resulta em uma matriz de brushita, como
um produto da reagd3o, que contém o excesso ndo reagido de
compostos de célcio bioativos e/ou compostos de silicio
biocativos. O resultado da reacdo &cido-base, com excesso dos
compostos de célcio bioativos e/ou compostos de silicio
biocativos que agem como os componentes bdsicos, originam
s6lidos que contém entre 24 % e 96 % em massa de brushita e
entre 4% e 76% em massa dos compostos de cédlcio biocativos ndo
reagidos e/ou compostos de silicio biocativos dependendo da
formulagcdo inicial da reagdo &cido-base. Na formulagdo da
reacdo &acido-base, os componentes sdélidos bésicos em geral
apresentam um tamanho de particula entre 0,01 pm e 300 um,
preferivelmente entre 0,05 pm e 100 um, e estdo presentes em
uma proporgdo liquido/sélido entre 0,4 ml/g e 3 ml/g,
preferivelmente entre 0,8 ml/g e 2 ml/g. A mistura dos
componentes de reagdo &cido-base produz uma pasta que
solidifica rapidamente, com o formato do molde no qual ela
estd contida, como resulta da precipitagdo do produto de
brushita da reac¢do. Quando um dos componentes bésicos na
mistura de reacdo é uma wollastonita, um metasilicato de
cidlcio misto, ortosilicato de célcio, silicato tricélcico,

e/ou um vidro de silica bioativo, um dos produtos da reagao
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adcido-base, além da brushita, serd um silica gel hidratado em
embuti a matriz sélida resultante.

Para reduzir a velocidade da reagdo &acido-base e
permitir uma melhor manipulagdo da pasta, a solugdo agquosa
incorpora preferivelmente um agente retardador que inclui,
entre outros, e sem restricdo, Aacido citrico [CgHgO,] ou seus
sais alcalinos ou de amdnia, &cido sulfdrico [H;S0,] ou seus
sais alcalinos ou alcalino-terrosos ou de amdnia, &cido
glicélico [CyH403] ou seus sais alcalinos ou de amdnia, &cido
acético [CH40,] ou seus sais alcalinos ou de amdnia, e acido
pirofosférico [H4P,0,], ou seus sais alcalinos ou de amdnia.

Uma segunda etapa na sintese dos materiais da presente
invencdo compreende a decomposig¢do da fragdo de brushita em
monetita por tratamento térmico a temperaturas entre 40 °C e
400 °C, preferivelmente entre 40 °C e 200 °C. Este tratamento
térmico pode ser realizado em uma segunda etapa ou pode ser
executado simultaneamente para a formagdo de brushita
resultante da reacdo &cido-base. A decomposigdo da fragdo de
brushita resulta nos materiais da presente invengdo, contendo
entre 20 % e 95 %, preferivelmente entre 40 % e 90 %, em
massa de monetita, e entre 0 % e 80 %, preferivelmente entre
0 $ e 60 %, em massa de compostos de cédlcio biocativos e entre
5% e 80 % em massa total de compostos de silicio bioativos.

Conforme ilustrado, sem caréater restritivo, nos
exemplos 6, 7 e 13, esse método de sintese também permite a
fabricacio de matrizes de monetita que contém mais de um
composto de calcio biocativo e/ou composto de silicio
bioativo, tais como brushita, fosfato tricédlcico, fosfato
octacdlcico, hidroxiapatitas, wollastonita e/ouAgéis e vidros
de silica biocativos. A inclus3o de mais de um desses
compostos de célcio bioativos & reagdo acido-base, resulta em
matrizes de monetita que em sua composigdo final apresenta
diferentes propor¢des desses compostos de cadlcio biocativos. A
presence de entre 5% e 80% de compostos de silica bioativos
representa uma concretizagdo preferida da invengdo. Esses
compostos de silica biocativos incluem wollastonita,
metasilicatos de c&lcio mistos, ortosilicato de céalcio,

silicatos tricdlcicos, e géis e vidros de silica bicativos. A
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incorporagdao desses compostos de silica bioativos resulta em
materiais com porosidade e area de superficie maior, e coesdo
e resisténcia mecdnica mais elevadas. A incorporagdo de
compostos de silica biocativos tampona o pH A&cido resultante
da dissolugdo e posterior conversdo em apatite de monetita e
outros compostos de calcio biocativos na matriz que prové
matrizes que sdo rapidamente colonizadas por células
formadoras de osso e resulta em uma rapida e completa
osteointegragéo.

Portanto, wuma concretizagdo preferida da presente
invengdo incorpora materiais sintéticos contendo entre 20 % e
95 %, preferivelmente entre 40 % e 90 %, em massa total de
monetita, e entre 0 % e 80 %, preferivelmente entre 0 % e 60
% em massa total de outros compostos de cdlcio biocativos, e
entre 5% e 80 % em massa total de compostos de silicio
biocativos, e sua obtencdo através de reagdes acido-base de um
ou mais reagentes basicos em excesso e, se necessario, a
transformacdo da fragdo de brushita obtida em monetita.

Conforme ilustrado, sem cardter restritivo, no exemplo
8, as matrizes de monetita da presente inven¢do podem
incorporar substitui¢des com iIons metdlicos divalentes (M)
tais como magnésio, estrdncio, ferro, ou zinco, que estimulam
a regeneracgdo Ossea ou colonizagdo celular ou diferenciagdo.
Incorporagdo dessas substituig¢des na fragdo de monetita pode
ser feita mediante incorporagdo dos ions de metal a reagao
por adicdo dos fosfatos monobasicos correspondentes tais como
Mg (H,PO4) 2, Zn(H,PCU),, Sr(H,PO,),, ou precursores desses sais,
tais como os 6xidos correspondentes, hidrdéxidos ou carbonatos
e a quantidade equivalente de &cido ortofosfdrico. A reagao
dcido-base de fosfatos monocdlcicos com um ou mais fosfatos
de cédlcio em excesso, na presenga de ions metélicos, resulta
na precipitagdo de Dbrushita ou monetita parcialmente
substituidas. A decomposigio subsequente da Dbrushita
parcialmente substituida resulta em matrizes de monetita
parcialmente substituidas contendo outros compostos de calcio
biotativos e/ou compostos de silicio biocativos. Os materiais
podem ser feitos com diferentes proporgdes de monetita,

monetita parcialmente substituida, e outros compostos de
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cédlcio biocativos e/ou compostos de silicio bioativos. Em uma
concretizagdo da presente invencdo a monetita parcialmente
substituida pode constituir grande parte do material final.
Em uma concretizag¢do da presente invengdo a substituicgdo
atbmica dos ions de célcio com o ion divalente dentro da

[

fragdo de monetita € abaixo de 5 %, e preferivelmente entre 2
% e 4 %, conforme expresso pela férmula [Ca;.xMxHPO,], onde 0
£ x £ 0.05 e onde M é um ion metdlico divalente. Esses
materiais demonstram osteoindutividade, osteocondutividade
melhoradas e biodegradagdao significativamente reduzida em
comparagdo a monetita ndo substituida. Portanto, em uma
concretizagdo preferida da presente invengdo a fragdo de
monetita é parcialmente substituida com Mg, 2Zn, e/ou Sr.Uma
concretizagdo ainda mais preferida da presente invencdo,
ilustrada sem caradter restritivo no exemplo 13, incorpora
compostos de silicio biocativos e monetita parcialmente
substituida com Mg, Zn, e/ou Sr. Esses materiais apresentam
vantagens importantes sobre os materiais n3o substituidos
e materiais livres de silicio com relagdo a capacidades de
regeneragdo Ossea bioldgicas in vitro e in vivo e dureza e
consisténcia aumentadas.

Conforme ilustrado, sem carater restritivo, nos
exemplos 9 e 10, os materiais da presente invencdo podem
incorporar "agentes biocompativeis" que  modulam a
biodegradagdo, favorecem formagdo O&ssea, e/ou aumentam a
resisténcia do material, tais como e sem cardter restritivo,
albumina, &cido hialurdnico, agarose, alginato, caseina,
colégeno, celulose, elastina, fibrina, gelatina, seda ou de
origem sintética tais como Acido poliléctico, acido
poliglicélico, poliuretano, polipropileno, policaprolactona,
polivinilpirrolidona, dlcool polivinilico, poliamidas,
policarbonato, politetrafluoretileno, e derivados ou misturas
destes. Alguns desses agentes Dbiocompativeis podem ser
incorporados nas matrizes de monetita durante sua fabricagdo
por meio de sua dissolugdo na fase aquosa da reagdo Aacido-
base, conforme ilustrado sem cardter restritivo no exemplo 9.
Neste caso, os agentes em solugdo sd3o homogeneamente

distribuidos nas matrizes de monetita, provendo maior
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resisténcia e/ou melhorando sua capacidade de regenerar o0sso
e/ou biodegradacio. Em uma concretizagao da presente
invengdo, a concentragdo de materiais sollveis é inferior a
15%, preferivelmente inferior a 7%, e mais ainda inferior 5%
em massa dos materiais contendo monetita.

Em outra concretizagdo da presente invengao, os agentes
biocompativeis sdo pouco soliveis em meios aquosos e s3o
incorporados na reagdo acido-base na forma de suspensdes,
emulsdes, precipitados, pd, granulados ou fibras, conforme
ilustrado, sem carater restritivo no exemplo 10. No caso da
inclusd@o na forma de fibras, estas podem apresentar didmetros
que podem variar entre 10 um e 2000 um, preferivelmente entre
50 pym e 1000 um, e podem constituir até 70% em volume do
material contendo monetita. Fibras que se dissolvem
rapidamente in wvivo favorecem a formagdo de  poros
interconectados e colonizagdo celular do material resultante
da invas3o por células osteoprogenitoras.

A incorporagdo desses agentes biocompativeis ndo apenas
fornece as matrizes de monetita com maior resisténcia como
também melhora a reologia da pasta e contribui para uma
capacidade maior em regenerar osso. Isso é de aplicagdo
especial na fabricagdo de monolitos, seja por métodos de
conformacdo tri-dimensional seja por meio de um molde com um
formato e tamanho de acordo com a aplicagdo prevista e/ou
exigéncias do paciente.

Os materiais da presente invengdo também podem ser
formulados para conter "agentes farmacoldgicos" que favorecem
processos de regeneracdo Ossea conforme ilustrado sem carater
restritivo no exemplo 11. Esses agentes farmacoldgicos
incluem, sem cardter restritivo, compostos sintéticos ou
biolégicos ou macromoléculas gque promovem processos de
regeneracdo 6ssea e/ou apresentam uma agdo terapéutica. Esses
agentes farmacoldgicos incluem antibidticos, agentes anti-
inflamatérios e agentes anti-tumorais, bisfosfonatos, &acidos
nucléicos, e fatores de crescimento celular tais como fator
de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) , proteina

morfogenética &ssea (BMP), fator de crescimento transformador
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-B (TGF-#), horménio do crescimento (GH), fator-1 de
crescimento semelhante a insulina (IGF1 ); fator-2 de
crescimento semelhante a insulina (IGF2), e/ou fator de

crescimento de fibroblasto FGF).

Esses agentes farmacolbédgicos podem ser incorporados a
reagdo &acido-base seja como pé ou grénulos. Mais ainda, a
fase aquosa da reagdo &acido-base pode conter estabilizantes
e/ou agentes protetores para melhorar a estabilidade dos
agentes biocativos, tais como, sem carater restritivo,
trealose, sacarina, rafinose, manitol, &lcool polivinilico,
polivinilpirrolidona, albumina, coldgeno e/ou gelatina.
Adigdo desses estabilizantes e/ou agentes protetores evita a
degradag¢do do agente farmacoldgico durante o tratamento
térmico para a conversdo de brushita em monetita e prové
estabilidade a 1longo prazo. Alternativamente, os agentes
farmacoldgicos podem ser incorporados aos materiais da
presente invengdo por impregnagdo do produto resultante a
partir da reagdo &acido-base, ou impregnag¢do do produto final
apbés o tratamento térmico para a conversdo da fragdo de
brushita em monetita. A incorporagao de agentes
estabilizantes e/ou protetores evita a degradagdo dos agentes
farmacoldégicos durante a impregnag¢do, tratamento térmico,
secagem e/ou armazenamento.

Conforme ilustrado, sem cardter restritivo, no exemplo
12, os materiais que contém monetita podem ser formulados com
diferentes graus de porosidade e poros de diferentes tamanhos
que podem ser isolados ou comunicados. Isso pode ser feito
por meio de agentes incorporadores, resultando na liberagao
de gas durante a reacg¢do &acido-base e endurecimento da pasta.
Exemplos desses agentes indutores na formagdo de poros
(porogénicos) incluem, sem carater restritivo, carbonato de
cdlcio, bicarbonato de cdlcio, bicarbonato de sédio ou
peréxido de hidrogénio. A liberagao de gds origina materiais
quie apds o endurecimento apresentam uma porosidade induzida,
que &€, adicionalmente a porosidade intrinseca do material, de
até 60% em volume, e com didmetros de poro que podem variar
entre 1 pym e 1000 um. Além disso, a porosidade dos materiais

também podem ser aumentada por aditivos de incorporagdo a
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reacdo A&cido-base que apods endurecimento da mistura e sua
remocdo por dissolugdo resulta na formagao de poros.
Exemplos desses aditivos incluem, sem car&ter restritivo,
sais orgdnicos ou inorgénicos, aclGcares, alcodis de agucar,
aminoacidos, proteinas, polissacarideos ou polimeros
soltiveis. Mais ainda, os materiais da presente invengao podem
ser fabricados com uma porosidade projetada mediante execugao
da reacdo adcido-base e endurecimento da pasta em um molde que
uma vez removido produz uma macroporosidade definida como
poros ou canais com um didmetro superior a 200 um.

Os materiais da presente invengdo podem ser fabricados
como pés, granulos, ou na forma de mondlitos com um formato,
tamanho e macroporosidade pré-determinados por um molde. Os
reagentes também podem ser incorporados e sistemas de
conformagdo, tais como extrusdo ou impressao tridimensional
para a fabricagdo de mondlitos tridimensionais com o formato,
tamanho e estrutura de poro desejados. Além disso, apés
endurecimento da pasta como resultado da reagdo dcido-base, o
formato e tamanho do sdélido resultante podem ser modificados
por fragmentagdo, abrasdo, limagem e/ou pulverizagdo. Este
procedimento pode ser realizado antes ou apds a conversdo da
fracdo de brushita em monetita. Os mondlitos feitos a partir
dos materiais da presente invengdo podem ser aplicados em
intervencdes cirlrgicas nas quais & necessario reconstruir ou
fundir uma massa &ssea a um determinado formato e tamanho.

Em outra concretizacdo preferida da presente invengao,
o material é produzido na forma de granulos. O tamanho do
granulo pode variar entre 50 um e 4000 pym, preferivelmente, O
tamanho de granulo situa-se entre 200 um e 2000 pm. Essa
forma granular é de especial interesse em reconstrugdo
alveolar e outras indica¢des onde é necessario apresentar
novo osso formado dentro de uma cavidade.

Os materiais que contém monetita e outros compostos de
cdlcio bioativos e/ou compostos de silicio bioativos
descritos na presente invengao sao biocompativeis,
biodegradaveis, osteoindutivos e osteocondutivos e sao de um
especial interesse e podem ser aplicados na fabricagdo de

materiais com aplicagdes médicas e veterinarias, em cirurgia
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em traumatologia, cirurgia maxilofacial, cirurgia dentéaria,
cirurgia ortogndtica, endodontia, oftalmologia, neurocirurgia
e/ou processos osteopordticos. Além disso, conforme ilustrado
no exemplo 5, os materiais da presente invengdo sao dteis
para cultura in vitro de células autdlogas que guando
implantadas no paciente junto com os materiais da presente
invencdo aceleram o processo de regeneragdo Ossea.

A presente invenc3o é, além disso, ilustrada pelos 13
exemplos a seguir que sdo mencionados a titulo ilustrativo e

n3o apresentam cardter restritivo em seu escopo.

EXEMPLOS
EXEMPLO 1: Material de monetita e de fosfato tricalcico

Para obter um material feito de monetita e de fosfato

tricalcico [Casz (POy4) 2], as diferentes quantidades de
reagentes, fosfato alfa- ou beta-tricdlcico e fosfato
monocélcico [Ca (H,PBy) 2], mostrados na tabela 1 sdo

completamente misturados. Foram adicionados a mistura de pbs
2,0 ml. De uma solugdo 0.8 M de é&cido citrico. A pasta
resultante é misturada rapidamente por 1 minuto e em seguida
é deixada consolidar por 24 horas em uma cdmara com 100 % de
umidade relativa e a uma temperatura de 50-60 °c a fim de
completar a reagd3o &cido-base e decompor a brushita formada
em monetita. As pastas endurecidas s8oc secadas a 100-1 10 °c
e granuladas e classificadas com peneiras para coletar
fracdes com o tamanho de particula desejado. A composigao
final dos granulos obtidos é determinada por difragdo de
raio-X (qualitativa) e analise termogravimétrica

(quantitativa), sendo indicada na tabela 1.

Tabela 1
Quantidade de reagentes Composigdo de fase
final
Cas (P04) 2 Ca (H,P0;),|{Citric A, | % massa % massa
(g) (9) 0,8 M CaHPCv Cas (P0,)
(mL)
(B) 1 -26 0,96 2,0 96 % (B)4%
(B) 1,42 0,80 2,0 82 % (B)18 %
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(B) 1 -62 0,60 2,0 63 % (B) 37 %
(B)1,74 0,48 2,0 41 % () 59 %
(a) 1,42 0,80 2,0 84 % (a) 16 %
(a) 1,74 0,48 2,0 43 % (a) 57 %

EXEMPLO 2: Material de monetita e de fosfato
octacalcico |

Para obter um material composto de 80-85 % em massa de
monetita e 15-20 % em massa de fosfato octacéalcico
[CagH, (PO4)¢.5H20], 0,60 g de fosfato monocalcico e 1,62 g de
fosfato octacéalcico sao totalmente misturados. Sdo
adicionados & mistura de pds 2,0 ml de uma solugdo 0.8 M de
dcido citrico. A pasta resultante é rapidamente misturada por
1 minuto e em seguida deixada consolidar por 24 horas emu ma
cédmara com 100 % de umidade relativa e a uma temperatura de
50-60 °C a fim de completar a reagdo &cido-base e decompor a
brushita formada em monetita. A pasta endurecida & secada ao
ar e granulada e classificada com peneiras para coletar
fragdes com o tamanho de particula desejado. O granulado

obtido é esterelizado com uma dose de 25 kGy de radiagdo

gama.
EXEMPLO 3: Material de monetita e hidroxiapatita
Para obter um material composto de 80-85 % em massa de
monetita e 15-20 % em massa de hidroxiapatita

[Caio(POs)g(OH)2], 0,88 g de fosfato monocalcico e 1,34 g de
hidroxiapatita sdo totalmente misturados. S3o adicionados a
mistura de pds 2,0 ml de uma solugdo 0.8 M de &cido citrico.
A pasta resultante é rapidamente misturada por 1 minuto e em
seguida deixada consolidar por 24 horas em uma cdmara com 100
$ de umidade relativa e a uma temperatura de 50-60 °C a fim
de completar a reagdo &cido-base e decompor a brushita
formada em monetita. A pasta endurecida é secada ao ar e
granulada e classificada com peneiras para coletar fracgdes
com o tamanho de particula desejado. O granulado obtido é

esterilizado com uma dose de 25 kGy de radiagdo gama.
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EXEMPLO 4: Solubilidade de materiais de monetita
contendo compostos de calcio biocativos.

Para determinar a taxa de dissolugdo de matrizes de
monetita contendo diferentes proporgdes de monetita e
compostos de célcio biocativos, 100 mg de cada material,
previamente moido a um tamanho de particula inferior a 100
pm s3o colocados em frascos. A cada frasco sdo adicionados
100 mL de uma solugdo tamponada com pH 6,0 (100 mM KCOOCH;;
ajustada com KOH e/ou HCOOCH;). Os frascos sdo rolhados e
colocados em um sacudidor orbital a 36,5 °C por 30 minutos.
Os sobrenadantes foram em seguida filtrados através de uma
membrana Teflon (0,45 um) e a concentragdo de célcio (Ca) no
filtrado foi determinada por espectrofotometria de emissdo
atébmica por plasma acoplado indutivamente. Trés réplicas
foram feitas por material. A concentragdo media de Ca
dissolvido para cada material apds incubagdo na solugdo
tamponada aparece indicada na tabela 2. Para cada um dos
diferentes fosfatos de cdlcio, a quantidade de Ca dissolvido
a partir dos grénulos, e, portanto, a solubilidade do
material, depende diretamente da razdo monetita/fosfato de
cdlcio. Para materiais contendo diferentes fosfatos de calcio
dentro das matrizes de monetita, a solubilidade depende do
tipo de fosfato de calcio na seguinte ordem: fosfato
octacdlcico > fosfato alfa-tricdlcico > fosfato beta-

tricdlcico > hidroxiapatita.

Tabela 2
Composigao final Ca dissolvido em 30
% massa de CaHPO,|% massa de fosfato de min
calcio (mg/L)
96 % 4 % R-Ca;(P04), 98 + 1
82 % 18 % RB-Casz(P04)» 85 + 1
63 % 37 % R-Caz(P04)2 70 +2
41 % 59 % 3-Casz(P04)2 62 +2
84 % 16 % a-Cas3(P04)2 90 + 1
81 % 19%Ca;o (PO4) 6 (OH) 78 +2
60 % 40 % Caig(PO4)¢(OH), 64 +2
8l % 19 % CagH;(P04)s.5H20 96 + 1
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65% 35 % CagH; (P04)¢.5H,0 93 + 1

EXEMPLO 5: Colonizagdo celular e regeneragido Ossea de
materiais de monetita contendo compostos de calcio bicativos.

Para determinar a capacidade de regeneragdo O&ssea de
diferentes matrizes de monetita contendo compostos de célcio
biocativos, as matrizes foram incubadas na presenga de células
tronco de medula &ssea de coelho. Resumidamente, células de
medula &ssea foram recoletadas e suspensas em 10 ml de meio
essencial minimo Earl com glutamina e aminodcidos nao
essenciais e suplementadas com 1 mM de pivurato de sédio, 1,5
g/L de bicarbonato de sédio, 60 mg/ml de sulfato de
canamicina e 15% de soro fetal bovino. Uma suspensdo de 1 O°
células foi adicionada a cavidades contendo 0,5 g do material
de teste na forma de granulos entre 200 pm e 2000 pm de
didmetro. A colonizacdo celular do material é determinada
apbs 7 dias de incubagdo pelo método indireto MTT (de acordo
com Mosman T 1983 J. Immunol. Meth. 65: 55-63). Além disso,
para determinar a capacidade de formagdo &Gssea foram
implantados diferentes materiais em um coelho modelo com um
orificio de 1 cm de di&metro no seu crénio. A'avaliagéo do
material foi feita seis semanas apds implante, depois do
sacrificio e autdpsia do animal. Um dos materiais populados
celulares também foi implantado no modelo de regeneragdo
6ssea. A tabela 3 mostra os dados do modelo de colonizagdo
celular e a andlise in vivo das diferentes matrizes contendo
compostos de cdlcio bioativos. Os efeitos observados podem
gser classificados como "muito abundante: +++++", "abundante:
++++", "moderado: +++", "egcasso: ++", "nenhum: +". A
incorporagdo dos compostos de cédlcio bioativos resulta em uma
melhora da capacidade de suportar crescimento celular e

capacidade de regeneragdo &ssea.

Tabela 3
Composigdo de fase final Crescimento |Regeneragéao
CaHPO, Fosfato de calcio celular bssea
(% massa) (% massa) [determinado | [andlise in
por . MTT] vivo]
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98 % 2 % 3-Ca;(P04)2 ++ ++
82 % 18 % f3-Ca;3(P04) 2 +4++ +4+++
82 % 18 % R-Caz(P04), + N3o +4+++
células determinado
63 % 37 % 3-Ca;(P04) 4+ +4++
41 % 59 % R-Caz(P04)2 +++ +++
84 % 16 % a-Casz(PO0y4) 2 ++ +++
0 % 100 % R-Ca;(P04)2 ++ ++
81 % 19%Caq (PO4) ¢ (OH) 5 ++++ +++
60 % 40 % Capq (PO4) e (OH), ++++ +++
0 % 100%Caqo (PO4) ¢ (OH) 5 ++ ++
81 % 19 % CagH; (P04)6.5H30 ++++ +++
0 % 100%CagH, (POy) ¢. 5H20 ++ +

EXEMPLO 6: Monetita, wollastonita e material de silica
gel hidratado com ou sem fosfato de beta-tricalcico.

Para obter um material composto de 38-43 % em massa de
monetita, 34-39 % em massa de alfa— wollastonita [x-CaSiOs] e
21-26 % em massa de silica gel hidratado [-Si(OH),-Oln ,
2.66 ml de uma solucdo aquosa de &cido ortofosférico (3,5 M)
e dcido citrico (0,8 M) foram adicionados a 2,22 g de alfa-
wollastonita com um tamanho de particula inferior a 50 pym. Os
componentes foram misturados totalmente por 1 minuto para
obter uma pasta. Alternativamente, para obter um material com
38-43 % em massa de monetita, 33- 38 % em massa de fosfato de
beta-tricdlcico, 0-2% em massa de alfa-wollastonita, e 21-26
% em massa de silica gel amorfo hidratado, 2,66 ml de uma
solucdo aquosa de &cido ortofosférico (3,5 M) e &cido citrico
(0,8 M) foram adicionados a uma mistura contendo 1,11 g de
alfa- ou beta-wollastonita e 1,1 1 g de fosfato beta-
tricdlcico, ambos como pds com tamanho de particula inferior
a 50 um. Os componentes foram misturados totalmente por 1
minuto para obter uma pasta.

As pastas resultantes das diferentes composigdes foram
derramadas em moldes de silicone no formato de discos de 20
mm de didmetro e 5 mm de profundidade. Os discos formatados
obtidos apds endurecimento da pasta foram deixados por 24 hs

em uma camara a 20-30 °C com 100% de umidade relativa para
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completar a reagdo &acido-base. Os discos foram secados em um
forno a 100-110 °C para decompor a brushita em monetita e
eliminar a &Agua absorvida pela silica gel. A composigao de
fase dos sb6lidos obtida & determinada por difragdo de raio-X
e andlise térmica conforme indicado na tabela 4.

A biocatividade in vitro dos materiais obtidos é
comparada com aguela de um material com o mesmo formato de
disco composto por 40 % em massa de monetita e 60 % em massa
de fosfato beta-tricidlcico. Para tanto, os discos foram
incubados em diferente intervalos de tempo em um fluido
fisioldégico (pH 7,3 a 36,5 °C) e o tempo registrado para os
primeiros sinais, e a cobertura total da superficie com
apatita globular (de acordo com Kokubo e Takadama 2006
Biomaterials 27:2907-29). A incorporagdo de alfa-wollastonita
e silica gel hidratado as matrizes de monetita resulta em um
aumento da biocatividade in vitro dos materiais reusltantes

conforme indicado na tabela 4.

Tabela 4
Composigdo de fase do Primeiros Cobertura
material sinais de. total
(% em massa) cobertura

40% Monetita/
37% fosfato beta-

tricdlcico / 23% de

6 h 24 h

gsilica gel hidratado
40 % Monetita /
36% fosfato beta-

tricdlcico / 1% beta- 12 h 48 h

wollastonita/ 23% silica

gel hidratado
40% Monetita/
60% fosfato beta- 48 h 96 h

tricalcico
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EXEMPLO 7: Material de monetita, vidro bioativo e de
silica gel hidratado com ou sem fosfato beta-tricalcico.

Para obter um material composto de 41-45 % em massa de
monetita, 26-30% de vidro bioativo de composigdo 70810,-30Ca0
e 27-31 % de silica gel hidratado [-Si(OH),-0-], , 1.54 g de
vidro biocativo com um tamanho de particula inferior a 100 um,
e 0,96 g de fosfato monocédlcico sdo misturados. A esta
mistura de pds, sdo adicionados 2,71 ml_ de uma solugdo
aquosa de 1.0 M Aacido glicdélico e totalmente misturados por
1 minuto para obter uma pasta.

Alternativamente, para obter um material composto de
41-45 % em massa de monetita, 12-16% de fosfato beta-
tricdlcico, 12-16 %b de vidro biocativo, e 27-31 % de silica
gel amorfo hidratado, 1,27 g de composigdo de vidro biocativo
70810,- 30Ca0 e um tamanho de particula inferior a 100 um,
0,40 g de fosfato beta-tricélcico com um tamanho de
particula inferior a 100 um, e 1,04 g de fosfato monocédlcico
foram misturados. A mistura de pbs, foram adicionados 2,71 ml
de uma solugdo aquosa de 0,8 M acido citrico e totalmente
misturados por 1 minuto para obter uma pasta.

As pastas resultantes foram derramadas em moldes de
silicone no formato de discos com 20 mm de didmetro e 5 mm de
profundidade. Os moldes preenchidos foram deixados por 48hs
em uma cdmara a 50-60 °C e com 100% de umidade relativa para
completar a reagdo &cido-base e decompor a brushita obtida em
monetita. Os discos endurecidos foram retirados dos moldes e
secados em um forno a 100-1 10 °C para eliminar a 4&gua
absorvida pela silica gel. Os sbélidos obtidos foram
caracterizados por difragdo de raio-X e andlise térmica. Os
discos obtidos a partir de ambos os materiais foram incubados
por diferentes intervalos de tempo em um fluido fisioldgico
simulado (pH 7,3 a 36,5 °C) e o tempo registrado para os
primeiros sinais e a cobertura total da superficie com
apatita globular (de acordo com Kokubo e Takadama 2006
Biomaterials 27:2907-29). Conforme ilustrado na tabela 5, a
bicatividade in vitro é maior para materiais contendo vidros

biocativos.
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Tabela 5
Composigdo de fase do |Primeiros sinais Cobertura
material (% em massa) de cobertura total
43 %Monetita/
28 % vidro biocativo / 3 h 24 h
29 % silica gel

43 % Monetita/

14 % fosfato beta-
tricdlcico/ 3 h 24 h

14 % vidro biocativo /

29 % silica gel
100 % Monetita 96 h 120 h
EXEMPLO 8: Material de monetita parcialmente

substituido com ions metalicos e fosfato tricalcico

pPara obter materiais compostos por 80-85 % em massa de
monetita parcialmente substituida com magnésio ou por zinco,
e por 15-20 % em massa de fosfato beta-tricdlcico, foram bem
misturados 0,68 g de fosfato monocilcico e 1,54 g de fosfato
beta-tricdlcico com tamanho de particula inferior a 100 upm. A
mistura de pds, foram adicionados 2)0 ml de uma solucgdo de
dcido glicdlico 1.0 M e 0,4 M Mg (H,POs) 2 ou Zn(HzPCU),. A
pasta resultante foi misturada totalmente por 1 minuto e
derramada em moldes de silicone no formato de discos com 15
mm de difmetro e 3 mm de profundidade para obter discos com
essas dimensdes. Os discos foram deixados por 24hs e uma
camara a 50-60 °C e com 100% de umidade relativa para
completar a reagdo &cido-base e decompor a brushita produzida
em monetita. Os discos foram retirados dos moldes e deixados
secar ao ar. Os materials resultantes, de acordo com a
andlise por difragdo de raio-X, andlise termogravimétrica,
microscopia de elétrons para rastreamento e microandlise por
espectroscopia de energia dispersiva de raio-X, sao compostos
por 80-85 % em massa de monetita parcialmente substituida por
magnésio ou por zinco, e 15-20 % em massa de fosfato beta-
tricadlcico. A substituic3io de Ca por Mg e Zn no reticulo de

monetita, de acordo com a microandlise de granulos desta fase
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resulta em 4 $ de substituigdo atdmica de Ca por Mg e em 3%
de uma substituigdo atémica de Ca por Zn respectivamente.

A capacidade dos materiais substituidos com Zn ou com
Mg para promover adesdo celular é determinada pelo ensaio
Alamar Blue (de acordo com Nakayama et al. 1997 J. Immunol.
Methods 204:205-208) . Resumidamente, os discos sao
esterilizados com radiagdo gama (25 kGy) e quatro discos de
cada um dos materiais (substituidos com Zn ou com Mg, ou néao
substituidos), ou quatro discos Thermanox™ de igual
didmetro (como um controle), sdo colocados em placas de 24
cavidades. Para cada cavidade é adicionado 1 ml de uma
suspensdo 1.4 x 10° células/mL em MEM completo (meio
essencial minimo) de uma cultura de células de fibroblastos
humanos primdria. As placas sdo incubadas a 37+1 °C por um
dia e os meios removidos juntos com aquelas células que ainda
permaneciam em suspensdo. As cavidades contendo os discos e
células aderidas, foi adicionado 1 ml_ de uma solugdo de azul
Alamar (diluigdo 1:10 de azul Alamar, Serotec, BUFOl1l2A, com
MEM sem vermelho fendlico) e as placas sd3o incubadas por 4
horas a 37+1 °C. Para cada ponto de leitura é incluido um
branco em vazio mediante substituigdo da suspensdo celular
com 1 ml da solugdo de azul Alamar. A partir de cada cavidade
4 aliquotas de 100 pl_ sdo transferidas para cavidades de uma
placa de 96 cavidades a fim de determinar a densidade &ptica
em 570 nm com um comprimento de onda de referéncia de 630 nm.
As cavidades contendo os materiais e as células aderidas séo
lavadas com uma solugdo salina tamponada de fosfato e 1 ml de
MEM completo é adicionado para continuar a incubagdo a 37#l
°C até a prdéxima leitura do ponto no tempo. As leituras sao
feitas nos dias 1, 4, 7, 14, e 21. A densidade Optica medida
é diretamente proporcional ao nlUmero de cavidades viéveis
aderidas na superficie dos materiais testados. A tabela 6
mostra as leituras de densidade Optica para cada amostra e
periodo de incubagdo. Os trés materiais testados mostraram
uma adesdo celular inicial de 60% comparado com Thermanox™, e
proliferagdo considerédvel durante o periodo de incubagao.
Para todos os periodos de tempo os nlmeros maximos de células

foram encontrados associados ao material substituido com Mg,
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seguido pelo material que substitui com Zn, e em uma escala

menor o material n3ao substituido.

Tabela 6
Material Densidade éptica para cada tempo de incubagdo (dias)
1 4 7 14 21
N&ao- 0,178(0,00/0,307(0,01}10,290(0,01(0,330(0,01|0,315(0,01
substituido 8) 0) 9) 7) 8)

com Mg 0,222(0,00(0,361(0,01|0,387(0,02]0,393(0,01|0,401(0,02

9) 6) 0) 2) 0)
comZn 0,197(0,01|0,324(0,01|0,346(0,02|0,366(0,01|0,387(0,01
1) 9) 1) 4) 5)

6) 8) 5) 6) 6)

Thermanox™ | 0,281(0,01|0,468(0,01}0,459(0,02|0,410(0,01|0,451(0,01

EXEMPLO 9: Material contendo agentes biocompativeis
incorporados em solugdo para obter materiais que incorporam
diferentes agentes biocompativeis soluveis,

Coldgeno tipo I, hialuronato de sédio, ou quitosana séao
dissolvidos em concentracgdes de 0,5 % em massa em uma solugao
0.8 M de &acido citrico. A essas solugdes s3o adicionadas
diferentes proporc¢des de fosfato monocdlcico [Ca (HpPO4).] com
fosfato beta-tricalcico [B-Cas (POy) 2], hidroxiapatita
[Cai0(POs) s (OH)2] ou diopsideo [CaMg (Si0;3).]. As pastas
resultantes s3o misturadas totalmente por 1 minuto e
colocadas em moldes de silicone com 5 mm de didmetro e 12 mm
de profundidade, ou 15 mm de didmetro e 3 mm de profundidade,
para executar discos e cilindros dessas dimensdes. Os
cilindros e discos s3o deixados por 24 hs em uma camara a
20-30 °C e com 100% de umidade relativa para completar a
reacdo &cido-base. Os discos sdo deixados secar ao ar e foram
retirados dos moldes de silicone. Para obter os materiais
finais, a frag3o de brushita dos materiais obtidos &
transformada em monetita mediante tratamento térmico seco a
60 °C por 2 horas.

A resisténcia a compressdo foi determinada nos

cilindros com 5 mm de dildmetro em um dispositivo bioaxial



10

15

20

25

30

25/33

Instron™ 851 1. Os testes foram realizados a temperatura
ambiente e a uma velocidade de 1 mm/min até a fratura da
amostra.

A determinagdo da capacidade de sustentar o crescimento
celular foi feita pela cultura celular da linhagem de célula
HOS semelhante a osteoblasto (ECACC no. 87070202) sobre os
discos de 15 mm de didmetro e observagdo de colonizagdo
celular por microscopia e ensaio de redugdo MTT (de acordo
com Mosman T 1983 J. Immunol. Meth. 65: 55-63; y Slater T.F.
et al. 1963 Biochim. Biophys. Acta 77:383-93). As observagdes
foram feitas em diferentes intervalos de tempo por 7 dias.

A determinag¢do da capacidade de regenerar o osso foi
feita por implante em defeitos &6sseos artificiais em tibia de
ratos e subsequente avaliagdo histoldgica dos segmentos
b6sseos contendo os sitios de implante apds sacrificio dos
animais em 7, 30 e 120 dias. Os materiais para implantagao
foram obtidos dos fragmentos resultantes da resisténcia para
ensaio de compressdo apds granulagdo em grdnulos com um
tamanho entre 200 um e 2000 uym e esterilizag¢do com radiagdo
gama (25 kGy) .

Os materiais obtidos, sua resisténcia a compressao,
capacidade de sustentar o crescimento celular e capacidade de
regenerar osso em um modelo animal aparecem indicados na
tabela 7. A incorporacdo desses agentes biocompativeis em
matrizes de monetita resulta em uma melhora de sua capacidade
de sustentar o crescimento celular e regenera o© o0s8so. Os

efeitos observados podem ser classificados como "muito

abundante: +++++", "abundante: ++++", "moderado: +++",
"fraco: ++", "nenhum: +".
Tabela 7
% em massa % em massa |Resisté&| Adesdo e |Regeneragido
componentes agents ncia proliferag¢ 6ssea
inorganicos biocompative| (MPa) |&o celular
is
CaHPCv Sem aditivos 4+1 ++ ++
95-100 %
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CaHP0,/p-Ca3(P0,)> | Sem aditivos 7+1 ++ +++
80-85%/20-15%
CaHPCv/p- 0,5% de 11+2 ++++ F+++
Ca; (P0;) 2 Hialuronato
80-85%/20-15%
CaHPCv/p- 0,5% 10+1 +H++ +4++
Ca; (P0,)» Colageno
80-85%/20-15%
CaHPCv/p- 0,5% 9+2 +++ +4+
Ca;(P04) 2 quitosana
65-70% / 35-30%
CaHPO,/ Sem aditivos 6+1 ++ +4+
Ca;o (PO,4) 6 (OH) 2
80-85%/ 20-15%
CaHP04/ 0,5% 8+1 ++++ S+
Cal0(PO4) 6 (OH)2 | Hialuronato
80-85%/20-15%
CaHP04/ 0,5% 7+1 +H++ e+
CalO (PO4) 6 (OH) 2 Colageno
65-70% / 35-30%
CaHP04/ 0,5% 7+1 e, PR
CalO (PO4) 6 (OH) 2 quitosana
80-85%/20-15%
Ca0,97Mg0,03HPO4/|Sem aditivos 542 4+ +++
CaMg (8103) 2/
Silica gel
80-85% /15-13%/5-
2%
Cao, 97Mgo,03HP04/ 0,5% 7+2 4+ ++++
CaMg (Si03) 2/ Hialuronato
Silica gel
80-85% /15-13%/5-
2%
Ca0,97Mg0,03HPO4/ 0,5% 6+1 e+ +H++
CaMg (Si03)2/ Coléageno
Silica gel

65-70% / 32-29% /

31%
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Ca0,97Mg0,03HPO4/ 0,5% 7+1 ++4++ 44+
CaMg (Si03) 2/ quitosana
Silica gel
80-85% /15-13%/5-
2%

EXEMPLO 10: Mondélitos contendo monetita e fibras de
agentes biocompativeis

Para obter materiais que incorporam diferentes agentes
biocompativeis orgdnicos como fibras, diferentes fibras foram
produzidas do colédgeno tipo I ou alternativamente do
polilactideo-poliglicdlico (50:50), por meio de técnicas de
eletro-fiagdoa partir das solu¢gdes agquosas para colageno e a
partir da solugdo de dimetilformamida para o polilactideo-
poliglicdélico. As fibras apresentam um di@metro final entre
10 uym e 1000 um dependendo dos pardmetros usados na sua
fabricagdo. As fibras sdo intimamente misturadas com 1,55 g
de fosfato monocdlcico [Ca(HPO4)2] e, 1,45 g de alfa-
wollastonita [o-CaSiOs] ou alternativamente 1,46 g de vidro

biocativo da composigdo 708i0,-30Ca0 (moles por cento), e
0,30 g de fosfato beta-tricédlcico [B-Casz (PC>3) 2], e
adicionados as misturas 3,0 ml e 1 ,9 ml_, respectivamente

de solugdo 0.8 M acido citrico. As pastas resultantes sao
totalmente misturadas por 1 minuto e derramadas em moldes de
silicone para o formato de um osso e deixadas por 24hs em uma
cdmara com 100% de umidade relativa e a temperatura de 20-30
°C. Uma vez endurecidos, os diferentes materiais s3o deixados
secar ao ar. Para obter os produtos finais, a fragdo de
brushita dos materiais €& transformada em monetita poxr

tratamento térmicoa 100 °C durante 2 horas. Os materiais

\°

resultantes contém 55-65 % em massa de monetita, 15-30 % em

[+

massa de silica gel e 22-33 % de alfa-wollastonita ou 9-12

oe

de vidro biocativo (70Si6,-30Ca0), ebaproximadamente 20% em
volume de colageno tipo I ou fibras ©polilactideo-
poliglicdélico. A incorporagdo das fibras resulta em uma

resisténcia maior e favorece a colonizag¢do celular..
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EXEMPLO 11: materiais de monetita e fosfato beta-
tricalcico com antibidtico.

Para obter materiais de monetita e fosfato beta-
tricdlcico com antibidéticos, 2,11g de fosfato beta-tricadlcico
com um tamanho de particula inferior a 100 pm, 0,11 g de
ceftriaxona sddica, e 25 mg de trealose foram totalmente
misturados. Foram adicionados & mistura, 1,53 ml de uma
solugcdo de 2.0 M A&cido ortofosfdérico e a pasta resultante
misturada totalmente por 1 minuto e compactada em moldes de
silicone de 15 mm de di8metro e 3 mm de profundidade para
produzir discos dessas dimensdes. Os discos foram deixados
nos moldes por 24hs em uma cédmara com 100% de wumidade
relativa e uma temperatura de 50-60°C para completar a reagdo
dcido-base e decompor a brushita formada em monetita. Os
discos foram removidos dos moldes e esterilizados com raios
gama. |

Para estudar a liberac8o do antibiético foram colocados
discos em frascos. A metade dos discos foi adicionado um
tampdo fosfato com pH 7,4 (8 mM KHPO,, 2 mM KH;PO,, 2,7 mM
KCI, 137 mM NaCI) e & outra metade dos discos um tampado
fosfato pH 4,0 (1 mM KH;PO,, 137 mM NaCI, 2.7 M KCI), com
uma razdo volumétrica sbélido/liquidode 1 :10. Os frascos
foram colocados em um sacudidor orbital ajustada a 37 °C
durante os 15 dias do estudo. A determinagdo da quantidade de
ceftriaxona liberada ao meio é feita por espectroscopia UV e
por comparagdo com uma curva padrdo. Durante as primeiras
sete horas do estudo as determinag¢des foram feitas a toda
hora, para o Segundo ao quarto dia a cada 24hs, e no periodo
restante a cada 3 dias no médximo. Para cada determinagdo todo
o liquido foi removido e substituido por tampdo fresco. Os
perfis de liberagdo de ceftriaxona com pH 4.0 e 7.4 aparecem
indicados na tabela 8.

Tabela 8

Tempo [Ceftriaxona acumulada, mg/L
(horas) pPH 4.0 PH 7.0
1,4 714 706
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2,8 970 1014
3,7 1007 1091
5,5 1064 1194
6,4 1112 1246
24,8 1275 1477
49,2 1388 1698
73,6 1494 1904
144,8 1633 2336
216,0 1778 2778
312,6 1909 2953

EXEMPLO 12: Monélitos com colageno e porosidade
induzida

Para obter materiais com 80-85 % em massa de monetita,
15-20 % em massa de fosfato beta-tricdlcico, 0,45 % em massa
de colageno, e diferentes graus de porosidade induzida, 0,1 %
a 3 % em massa de carbonato de célcio foi adicionado como
agente formador de poro (porogénico)a uma mistura de 1,42 g
de fosfato beta-tricdlcico e 0,80 g de fosfato monocélcico. A
mistura de pds, foram adicionados 2,0 ml de uma solugdo 0.8 M
dcido citrico contendo 0,5 % massa/vol. de colédgeno tipo I.
A pasta resultante é misturada totalmente por 1 minuto,
derramada em um molde cilindrico com 3 mm de didmetro e 6 mm
de profundidade e deixada consolidar por 12hs em uma camara
com 100% de umidade relativa e a uma temperatura de 20-30 °C.
Uma vez endurecidos, os diferentes materiais foram deixados
secar ao ar. Para obter os produtos finais, a fragdo de
brushita dos materiais obtidos foi transformada em monetita
mediante tratamento térmico a 45 °C durante 2 horas. Os
materiais resultantes mostram uma porosidade induzida,
adicionalmente & microporosidade natural do matérial, até 50%
e um tamanho de poro entre 50 um e 800 um. Andlise da
capacidade dos materiais resultantes para sustentar o
crescimento celular é feita por cultura de células por 7 dias
da linhagem de células semelhante a osteoblastos HOS (ECACC
no. 87070202), observacdo microscbdpica da colonizagdo celular
e ensaio de redugdo MTIT (de acordo com Mosman T 1983 J.
Immunol. Meth. 65: 55-63; y Slater T. F. et al. 1963 Biochim.
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Biophys. Acta 77:383-93). As observa¢gdes foram feitas em
diferentes momentos por 7 dias.

Além disso, a eficidcia dos materiais obtidos em
regeneragao Ossea é avaliada em defeitos &6sseos artificiais
em tibia de ratos. Para tanto foram usados 90 ratos saudaveis
(Rattus norvegicus, Holtzman, ~ 200g). Grupos de 30 animais
foram usados para cada ponto no tempo (7, 30 e 120 dias).
Trés animais de cada grupo recebeu implantes bilaterais do
mesmo material experimental em defeitos de 3mm criados na
segdo média (diédfise) da tibia. Em trés animais de cada grupo
os defeitos artificiais foram deixados vazios como controle.
Os animais foram sacrificados por injec¢do letal com tiopental
apbs 7, 30 e 120 dias, e os segmentos O&sseos contendo o
controle e sitios de implante forem revestidos. Os segmentos
bsseos foram fixados em solucgao Bouin, lavados,
descalcificados, desidratados e embebidos em parafina. Segdes
de espessura 6 um seriais foram cortadas e impregnadas com

hematoxilina e eosina para exame histoldgico. O grau de nova

formagdo Oo6ssea é avaliado e classificado como '"muito
abundante: +++++", "abundante: ++++", "moderado: ++4+",
"fraco: ++", "nenhum: +". Os materiais obtidos, sua

capacidade de sustentar proliferagdo celular e a andlise de
sua capacidade em regenerar osso em modelo animal de rato
estdo indicados na tabela 9. A incorporag¢do de porosidade dos
materiais resulta em um aumento da capacidade de suportar a

proliferagdo celular e regenerar oOsso.

Tabela 9
Materiais % em volume Adesao Regeneragéo
de celular
% em massa de Porosidade extensdo & Ossea
monetita / % induzida proliferagéo
fosfato
tricalcico
100 % 0 % ++ ++
80-85 %/ 20-15% 0 % +++ +++
65-70 % / 35-30 0% +++ +++




10

15

20

25

31/33

%
80-85 %/ 20-15% 10 % ++++ ++++
65-70 % / 35-30 10 % ++++ F+++
80-85 %/ 20-15% 20 % ++++ ++++
65-70 % / 35-30 20 % ++++ +++
%
80-85 %/ 20-15% 30 % ++++ F+++
65-70 % / 35-30 50 % ++++ +++

EXEMPLO 13: Materiais de monetita, substituidos ou néo
com Mg, 2n e Sr, contendo compostos de silicio biocativos e/ou
compostos de calcio bioativos.

Para determinar o efeito benéfico da incorporag¢do de
compostos de silicio bioativos, foram produzidas diferentes
matrizes de monetita, substituidas ou nd3o com Mg, Zn e Sr
listadas na tabela 10, e comparadas com matrizes sem
compostos de silicio Dbiocativos com relagdo ao seu
comportamento in vivo. Resumidamente, as matrizes de monetita
foram obtidas por reagdes entre um componente basico
consistindo em fosfato beta-tricédlcico e/ou alfa-wollastonita
e/ou vidro biocativo de composigdo 70Si0,-30Ca0, com uma
solugdo acida de acido fosfdérico em quantidade
estequiométrica ou pequena. Para a sintese de monetitas
substituidas com ions Zn ou Mg, as quantidades necessérias
de 27ZnC0;.32Z2n (OH) 5, 4MgCO;-Mg (OH) » ou SrCo03 foram
respectivamente dissolvidas na solugdo de acido fosférico.
Foi utilizada uma taxa liquida/pd entre 0,8 e 1,2. Apds a
adigdo do liquido ao pd, a pasta resultante foi misturada
totalmente por 30 segundos e deixada consolidar por 24 horas
em uma cdmara com 100% de umidade relativa a 60 °C. Uma vez
endurecidos, os diferentes materiais foram secados a 60 °C.
Os materiais foram manualmente moidos e peneirados. As
fragdes de granulos entre 250 pum e 1000 um foram usadas para
o ensaio in vivo. Antes de sua implantag¢do os materiais
foram esterilizados a 121 °C e 1 atm de sobrepressdo por 20

minutos.
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Para o ensaio in vivo os grénulos foram implantados em
ossos de ovelha. Foram feitos seis furos de 13 mm de
profundidade por 8 mm de didmetro no osso umeral direito e
esquerdo, tibia e fémur de toda ovelha. Foram utilizadas no
total 12 ovelhas. Cada material de teste foi randomicamente
implantado em seis defeitos 6sseos e seis furos
randomicamente selecionados foram deixados vazios e usados
como controle. A regeneragdo Ossea e ressorgdo dos materiais
implantados em todo defeito foi avaliada por raio-X,
ressonincia magnética nuclear, e exame histoldgico 12 semanas
apés a implantagdo. O grau de nova formagdo Ossea,
regeneragdo O&ssea, foi avaliado e classificado como "muito
abundante: +++++", "abundante: ++++", "moderado: +++",
"fraco: ++", "nenhum: +" e indicado na tabela 10. A
incorporacdo de compostos de silicio nas matrizes contendo
monetita da presente invenc¢do, e especialmente naquelas nas
quais a monetita & parcialmente substituida com Mg, Zn ou Sr
apresenta um evidente efeito benéfico em regeneragdo Ossea.

Para determinar a consisténcia dos grdnulos formados e
em certa extensdo sua dureza, 2 g de grdnulos na faixa entre
250 e 1000 microns de didmetro foram colocados dentro das
garrafas de polietileno contendo uma bola de borracha. As
garrafas foram agitadas em um sacudidor orbital por 30
minutos e os materiais obtidos peneirados para determinar a
fracdo de particulas menores do que 250 microns. Os materiais
com a méxima proporgdo de particulas remanescentes superior a
250 microns foram considerados como tendo maior consisténcia
e dureza. O grau de consisténcia, e indiretamente dureza dos
materiais foi classificado como "muito consistente: +++++",
"consistente: ++++", "moderadamente consistente: +++",
"macio: ++", "muito macio: +" e indicado na tabela 10. A
incorporagdo de compostos de silicio e substituic¢do parcial
da matriz de monetita com ions de Mg, Zn ou Sr apresentou
uma contribuicdo positiva quanto & consisténcia e dureza dos

materiais resultantes.
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Tabela 10
Composigdo de fase final
Consisténc
ia de Regenerag¢
Ca;- . MHPO, Compostos de calcio bioativo e . do bssea
de silicio grénulo
Fosfato
100% |- 0 - - ++ -+
80% |- 0 20 % (B - - + +++
Ca; (P0y) 2
80% |- 0 14.4 % (B - 5.6 % Silica +++ +++4
Ca; (P0y); gel
80% {Zn (0.03 20 % (B - - +++ +++
Ca, (P0,) ;
60% |- - - 5.6% a -CaSi0; +++++ +++++
34.4 % Silica
gel
60% |[Mg [0.03 - 5.6% o -CaSio0; +++++ ++++
3.4% Silica gel
60% |Mg |0.03 7% (B - 33 ¢ Silica Gel ++++ e+t
Ca; (P04),
60% (Mg |0.03 7% 33 % Silica Gel ++++ +4+4+++
Ca,o (P0,) ¢ (OH)
60% |- - - 10% vidro ++++ ++++
70S30C 30 %
Silica gel
60% [Mg |0.03 - 10% vidro ++++ +4++++
70830C 30 %
Silica gel
60% (Sr |0.03 - 10% vidro +++++ +++++
70830C 30 %
Silica Gel
FUROS |- - - - - +
VAZIOS
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REIVINDICAGOES

1. Material sintético caracterizado pelo fato de
compreender:

(a) 20 % a 95 % em massa total de monetita [Ca;.
MyHPO,], onde 0 £ x £ 0,05 e onde M & um ion
metéalico divalente,

(b) entre 5% e 80 ¥ em massa total de compostos
de silicio biocativos selecionados de
wollastonita, metasilicatos de calcio
misturados, ortosilicato de célcio, silicato
tricdlcico, e géis e vidros de silica
biocativos e/ou combina¢des destes;

(c) entre 0 % e 60 % em massa total de compostos
de cédlcio bioativos além de monetita e

selecionados dos fosfatos de calcio;

(d) e, opcionalmente agentes biocompativeis,
agentes farmacoldgicos e/ou agentes
protetores.

2. Material, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de “x” ser igual a zero.

3. Material, de acordo com a reivindicacgdo 1,
caracterizado pelo fato de o ion metédlico divalente (M) ser
magnésio, estrdncio, bario, ferro e/ou zinco.

4. Material, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des de 1 a 3, caracterizado pelo fato de os
compostos de célcio bioativos ser fosfatos de «célcio
selecionados de brushita, fosfato tricidlcico,
hidroxiapatitas e fosfato octacélcico e combina¢des destes.

5. Material, de acordo com a reivindicagdo 4,
caracterizado pelo fato de o fosfato de céalcio ser uma
hidroxiapatita [Caio(PO4)¢(OH),], sendo que o calcio &
parcialmente substituido por sédio, potéassio, estrdncio,
magnésio e/ou zinco; o fosfato é parcialmente substituido
por hidrogénio-fosfato, carbonato, silicato; e/ou o
hidroxila é parcialmente substituido por fldor, cloro ou

carbonato.
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6. Material, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes de 1 a 5, caracterizado pelo fato de o
composto de silicio biocativo ser alfa-wollastonita e/ou
beta-wollastonita [a- or P-CaSiOs].

7. Material, de acordo com qualguer uma das
reivindicagdes de 1 a 5, caracterizado pelo fato de o
composto de silicio biocativo ser um silicato de célcio
[CaM(Si0;3)2] que contém um Ion metdlico divalente (M)
selecionado de magnésio, estrdncio, bario, ferro e/ou
zinco.

8. Material, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes de 1 a 5, caracterizado pelo fato de um
composto de silicio de calcio bioativo ser wum vidro
biocativo nos sistemas Si0,-Ca0O, Si0,-CaO-P;0s , Si0,-Ca0-ZnO
, S1i0,-Ca0-Mg0O , Si0,-Ca0-P;0s5-Zn0O , e/ou Si0,-Ca0-P,05- MgO.

9. Material, de acordo <com qualquer uma das
reivindicacdes de 1 a 5, caracterizado pelo fato de um
composto de silicio biocativo ser um silica gel.

10. Material, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes de 1 a 9, caracterizado pelo fato de
incorporar agentes biocompativeis em sua composig&o.

11. Material, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores de 1 a 10, caracterizado pelo
fato de incorporar agentes farmacoldégicos em sua
composigao.

12. Matérial, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes de 1 a 11, caracterizado pelo fato de estar
na forma de grénulos entre 50 um e 4000 um.

13. Material, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores de 1 a 12, caracterizado pelo
fato de estar no formato de mondlitos tridimensionais com o
formato e tamanho determinados por um defeito &sseo.

14. Método para obter materiais conforme definido em
qualquer uma das reivindicagdes anteriores de 1 a 13,
caracterizado pelo fato de compreender:

(a) uma reacdo &cido-base em um meio aguoso no
qual o) componente acido é acido

ortofosfdrico ou seus sais monobasicos de
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metais alcalinos ou alcalino-terrosos, e de o
componente basico ser constituido por um ou
mais compostos de silicio bioativos, e
opcionalmente por compostos de calcio
biocativos, que estdo presentes em excesso; e

(b) decomposigdo por tratamento térmico da fragao
de Dbrushita obtida da reagdo Aacido-base
formando monetita.

15. Composigao, compreendendo materiais, conforme
definido em qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 13,
caracterizada pelo fato de incorporar células animais ou
humanas.

16. Aplicagcdo dos materiais, conforme definido em
qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 13, ou da
composigao, conforme definido na reivindicagéao 15,
caracterizada pelo fato de se destinar & fabricagdo de

materiais de regeneragdo Ossea.
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