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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "COMPOSI-
COES COMPREENDENDO VEICULOS DE DISTRIBUICAO DE FOSFATO
DE CALCIO PARA PROTEINAS OSTEOINDUTIVAS, E RESPECTIVO USO".
CAMPO DA INVENCAO

Esta invencao refere-se aos materiais compositos contendo
fosfato de calcio, uteis como veiculos de distribuigao para proteinas osteoin-
dutivas. A invencgao adicionalmente refere-se aos compdsitos osteoindutivos,
biocompativeis, que podem ser usados para a regenera¢do do 0sso e o au-
mento do 0sso, bem como para a restauragao do tecido e o reforgo em fratu-
ras 6sseas, implantes dentarios, implantes dsseos e prosteses e similares.
FUNDAMENTOS DA INVENGAO

Muita pesquisa na area de biofarmacéuticos esta dirigida para o
desenvolvimento de veiculos implantaveis eficazes para a distribuicao de
drogas e outras aplicagdes cirurgicas. Tais veiculos devem ser biocompati-
veis e também devem ser capazes de proteger a atividade de qualquer
agente biologicamente ativo que eles sejam pretendidos de distribuir. Muitos
agentes biologicamente ativos sao instaveis e perdem facilmente a atividade
quando eles sdo incorporados em um material de distribuicdo. A preserva-
¢ao da atividade protéica tem criado problemas particularmente dificeis.

Na area de distribuicdo de drogas, as ceramicas de fosfato de
calcio tém sido estudadas como veiculos potenciais de distribuigao, devido a
sua biocompatibilidade bastante conhecida e a sua afinidade por reagentes
protéicos (ver, por exemplo, ljintema et al., Int. J. Pharm. 112:215 (1994):
Itokazu et al., J. Orth. Res. 10:440 (1992); Shinto et al., J. Bone Joint Surg.
74-B:600 (1992); e Uchida et al., J. Orth. Res. 10:440 (1992)). A maior parte
destes materiais tem estado na forma de hidroxiapatita sinterizada, pré-
fabricada, nas formas de granulos ou de blocos. Estas preparagdes tém di-
versas desvantagens, incluindo uma capacidade limitada de conformar-se
aos defeitos esqueléticos, particularmente no caso dos blocos; uma integri-
dade estrutural inadequada dos granulos (que nao se ligam conjuntamente);
e uma dificuldade em modelar o implante ao formato do tecido esquelético

que falta tanto com os blocos quanto com os granulos. A forma de blocos da
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hidroxiapatita proporciona suporte estrutural, porém, entre outras complica-
coes, deve ser mantida no local por meios mecanicos, 0 que limita bastante
O seu uso e os seus resultados cosméticos. Também, € muito dificil serrar
um bloco de hidroxiapatita em um formato que se adapte ao defeito individu-
al do paciente. A forma granular produz resultados cosmeticamente melho-
res, porém tem uma estabilidade estrutural muito limitada e é dificil de conter
durante e apds um procedimento cirlrgico. Em geral, todos estes produtos
sdo ceramicas, produzidos por sinterizacdo em altas temperaturas, e nao
sao individualmente cristalinos, porém, em vez disso, tém as suas vizinhan-
cas de cristais fundidas conjuntamente. A maior parte dos materiais do tipo
ceramica é, em geral, funcional e biologicamente nao-absorvivel (tendo uma
taxa de absorcéo geralmente ndo excedendo na ordem de 1% por ano).

Um material nao-reabsorvivel, poroso, baseado em coral, per-
mite o intercrescimento com o 0sso, porém, no fim, torna-se somente apro-
ximadamente 20% de 0sso, com os 80% restantes subsistindo como tecido
de cicatriz. O HA RESORB® feito pela Osteogen é uma forma de hidroxia-
patita absorvivel, porém nao é um cimento. Ele & granular e nao adesivo. O
HA RESORB® ¢ acondicionado liviemente, em vez de adesivamente, no lo-
cal. Para grandes usos, ele é substituido pelo osso muito rapidamente. No
mercado de materiais dentérios, o HAPSET® é uma composicdo de granulos
de fosfato de célcio e gesso-de-paris cimentavel (sulfato de calcio). Este
material ndo é verdadeiramente uma hidroxiapatita e contém muito sulfato
de calcio para a maior parte dos usos biolégicos. O componente de suifato
de caélcio de uma tal composicéo € reabsorvivel, porém nao os granulos de
fosfato de calcio.

Pelo menos uma classe de composigdes de fosfato de calcio é
precursora para a formacéo de hidroxiapatita e sdo biologicamente compati-
vel, e tem duas propriedades uUnicas que ndo sao atingidas em outros bio-
materiais de fosfato de calcio: (1) auto-endurecimento para formar uma mas-
sa com resisténcia suficiente para muitas aplicacdes médicas e dentarias, e
(2) quando implantado no osso, o material reabsorve lentamente e é com-

pletamente substituido por formagcao de osso novo, sem nenhuma perda no



10

15

20

25

30

volume ou na integridade do tecido que recebe o implante. Ver as Patentes.
U.S. N® Re. 33.221 e Re. 33.161 para Brown e Chow, que ensinam a prepa-
ragcdo de composi¢des de remineralizagao de fosfato de calcio e de um ma-
terial de hidroxiapatita gradualmente reabsorvivel, nao-ceramico, finamente
cristalino, baseado na mesma composicao de fosfato de célcio.

Um sistema de fosfato de calcio virtualmente idéntico, que con-
siste em fosfato de tetracalcio (TTCP) e fosfato de monocaicio (MCP) ou sua
forma de monoidrato (MCPM), foi descrito por Constantz et al. (Patentes.
U.S. N 5.053.212 e 5.129.905). Este sistema envolve, em um modo relata-
do, a conversdao do MCP em fosfato de dicalcio, que reage com o TTCP e
forma a hidroxiapatita (HA), o componente mineral principal dos dentes e
0ss0, como o produto final.

Um outro tipo de composicao de fosfato de calcio compreende
um fosfato de célcio apatitico, amorfo, como um reagente, um promotor, e
um liquido aquoso para formar uma pasta de endurecimento. Ver, por exem-
plo, as Patentes. U.S. N® 5.650.176; 5.676.976; 5.683.461; 6.027.742; e
6.117.456 para Lee et al. Este sistema proporciona um material ceramico
bioativo que é biocompativel, biorreabsorvivel e trabalhavel por longos peri-
odos de tempo, na temperatura ambiente. O material ceramico bioativo pode
ser formado em baixas temperaturas, € prontamente moldavel e/ou injetavel,
e ainda pode endurecer até uma alta resisténcia com reacéo adicional. O
material cerdmico bioativo contém sélidos de fosfato de calcio apatitico po-
bremente cristalinos, com razdes de calcio para fosfato (Ca/P) comparaveis
aos minerais dos ossos de ocorréncia natural e tendo rigidez e resisténcia a
fratura similares ao osso natural. O material compésito ceramico bioativo &
fortemente biorreabsorvivel e a sua capacidade de biossorcao e a reativida-
de podem ser ajustadas para atender as demandas da terapia e/ou do local
do implante particulares. O material pode ser preparado como placas de os-
sos, parafusos de ossos e outras fixagdes e dispositivos médicos, incluindo
as aplicagcbes veterinarias, que sao fortemente biorreabsorviveis e/ou ossifi-
cantes.

Um dos objetivos da cirurgia de reconstrugcdo é ser capaz de
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substituir o tecido danificado por tecido novo, usando as préprias células de
um paciente ou proteinas que aumentam o crescimento. Por exemplo, os
pesquisadores tém se esforcado para desenvolver sistemas de regeneracao
de cartilagem, nos quais os condrdcitos isolados sao injetados em uma area
danificada no contexto de uma base de polimero (ver, por exemplo, Atala et
al., J. Urol. 150:747 (1993); Freed et al., J. Cell. Biochem. 51:257 (1993) e as
referéncias citadas no mesmo). Sistemas de base semeados similares tém
sido estudados no contexto de restauragdao do osso, onde as células de os-
teoblastos sao utilizadas em conjungao com os suportes poliméricos ou ce-
ramicos (ver, por exemplo, Elgendy et al., Biomater. 14:263 (1993); Ishaug et
al., J. Biomed. Mater. Res. 28:1445 (1994)). De interesse particular sao os
materiais osteoindutivos, tais como as proteinas morfogenéticas do osso
(por exemplo, a BMP-2 humana recombinante), a matriz do osso desminera-
lizado; os fatores de crescimento de transformacgéo (por exemplo, o TGF-();
e as diversas outras espécies organicas sabidas induzir a formagéo de osso.

Trés tipos gerais de materiais de base baseados em fosfato de
calcio foram projetados especificamente para uso com as composigdes se-
meadas. Um tipo de material de base consiste em granulos pré-formados a
base de fosfato de calcio, com a substéancia bioativa ligada sobre a superfi-
cie externa. Em geral, sao requeridos grénulos grandes (idealmente 100-
1000 p) para evitar fazer surgir respostas inflamatérias. Entretanto, tais
granulos grandes pré-fabricados ndao sao facilmente injetaveis através das
pequenas agulhas de calibragdo para a injecao percutinea. Além disso, os
fatores somente podem ser misturados com os granulos pré-formados, re-
sultando no revestimento da superficie, em vez do fator ser incluido ou dis-
persado por toda a matriz. A inclusdo do fator permite uma liberagao mais
controlada das biomoléculas a medida que a matriz é reabsorvida. Os
granulos pré-formados sao tipicamente dificeis de manusear e aplicar. Além
disso, a maior parte dos granulos de hidroxiapatita pré-formados é produzida
por um processo de sinterizacdo, tornando-os essencialmente nao-
reabsorviveis.

Um segundo tipo de material de base para as composigdes se-
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meadas consiste em blocos porosos implantaveis de hidroxiapatita ou fos-
fato de tricélcio. Os blocos porosos implantaveis podem ser preparados com
graus variados de porosidade, tipicamente usando uma mistura seca de rea-
gentes de tamanho de particula controlado. Os outros métodos de promover
a porosidade incluem a causticagcéo e a lixiviagdo quimicas ou fisicas. Embo-
ra eles geralmente proporcionem suporte suficiente, os blocos porosos tém
diversas desvantagens significativas. Primeiramente, como os granulos pre-
fabricados descritos acima, as bases de blocos nao tém a substancia oste-
oindutiva incluida por todo o volume, e, assim, impedem a liberagao contro-
lada da substéancia ativa. Em segundo lugar, os blocos implantaveis nao sao
injetaveis, e, desse modo, requerem um procedimento de implantacdo mais
intrusivo. Finalmente, e de modo importante, os blocos monoliticos podem
retardar a taxa de formacgao dssea para aplicagdes clinicas onde uma acele-
ragdo da cura for desejada sobre o curso normal de tempo de cura. Este re-
tardo pode ser devido a lenta reabsorcao do veiculo sélido e a liberagao re-
tardada subseqlente da substancia ativa. A presenca da matriz monolitica
pode também obstruir a migragao e a infiltragao das células no local da fratu-
ra. Assumindo que a matriz de bloco contém canais de interconexao entre os
poros, o crescimento do 0sso novo sera ditado pelos poros e limites das pa-
redes das bases, assim limitando a formagéo de osso novo.

Um terceiro tipo de material de base envolve os cimentos de
fosfato de calcio. Diferentes dos granulos pré-fabricados e dos blocos mono-
liticos, os cimentos sdo prontamente injetdveis e podem ter a substéncia
osteoindutiva incluida por todo o volume. Entretanto, estes cimentos tendem
a formar agregados monoliticos que sao inerentemente microporosos. Em-
bora as versées macroporosas usando formadores de poros biodegradaveis
tenham sido descritas (ver, por exemplo, o pedido PCT N2 WO 98/16209,
que é incorporado aqui por referéncia), estes cimentos formam bases mono-
liticas que contém canais em vez de granulos microporosos, 0s quais, como
acima discutido, restringem significativamente o crescimento de osso novo.

Desse modo, apesar dos esforgos substanciais neste campo,

permanece uma necessidade por um veiculo de distribuicdo de drogas que
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seja biocompativel, prontamente reabsorvivel, e nao-prejudicial para a ativi-
dade da droga. Idealmente, o veiculo deve ser injetavel; maleavel para ca-
pacitar a inje¢ao ou a implantagao nas diversas fraturas e defeitos dimensio-
nados; promover a distribuicdo homogénea de materiais bioativos por toda a
matriz, assim permitindo a liberagdo controlada da substancia ativa; e, final-
mente, formar macrogranulos discretos com a administragao ao local cirtrgi-
co ou defeituoso. A granulacao é desejavel para facilitar a migracao e a infil-
tracao das células para a secrecado da matriz 6ssea extracelular, e proporci-
onar acesso para a vascularizagao. Os granulos também proporcionam alta
area de superficie para a reabsorcao e a liberagao aumentadas da substan-
cia ativa, bem como uma interagao célula-matriz aumentada. A presente in-
vengao resolve estas necessidades, proporcionando materiais e composi-
¢Oes Uteis na distribuicdo de drogas e na restauragao do tecido.

Sumario da Invencao

Em uma modalidade, a invengao proporciona uma composi¢ao
para o tratamento de um mamifero tendo um defeito no osso, compreenden-
do um material de fosfato de célcio, uma quantidade eficaz de um agente
efervescente, e um agente biologicamente ativo. O material de fosfato de
calcio pode ser um fosfato de célcio apatitico amorfo, a hidroxiapatita, o fos-
fato de tricalcio, ou a fluorapatita. Em uma modalidade preferida, o material
de fosfato de calcio & um fosfato de calcio apatitico amorfo, por exemplo um
fosfato de caicio apatitico pobremente cristalino. O fosfato de célcio apatitico
pobremente cristalino pode ter uma razao de calcio para fosfato (Ca:P) com-
paravel aos minerais dos ossos de ocorréncia natural. Nas modalidades
preferidas, a razdo de Ca:P é menos do que 1:1,50, preferivelmente cerca
de 1:1,40. A proteina osteogénica pode ser um membro da familia da protei-
na morfogénica éssea (BMP), incluindo a BMP-2, a BMP-4, a BMP-5, a
BMP-6, a BMP-7, a BMP-10, a BMP-12 e a BMP-13. Em uma modalidade
preferida, a proteina osteogénica é a a BMP-2 ou a BMP-6. O agente efer-
vescente pode ser um gas selecionado do grupo consistindo em didxido de
carbono, ar, nitrogénio, hélio, oxigénio, e argénio. Em uma modalidade pre-

ferida, o efervescente é o bicarbonato de sédio. O bicarbonato de sédio pode
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estar presente em uma concentragéao de entre cerca de 10 e cerca de 40 por
cento (p/p). A composigao pode adicionalmente compreender um ou mais
materiais suplementares, tais como os sais farmaceuticamente aceitaveis, os
polissacarideos, os peptideos, as proteinas, os aminoacidos, os polimeros
sintéticos, os polimeros naturais, e os tensoativos; as estruturas sélidas, tais
como as esponjas, as malhas, os filmes, as fibras, os géis, os filamentos, as
microparticulas, e as nanoparticulas; os polimeros biodesgastaveis, tais
como o colageno, o glicogénio, a quitina, as celuloses, o amido, as ceratinas,
a seda, os acidos nucléicos, a matriz dssea desmineralizada, o acido hia-
lurénico derivado, os polianidridos, os poliortoésteres, o acido poliglicélico, o
acido polilactico, e os seus copolimeros e derivados; os acidos o-hidroxi-
carboxilicos, tais como a poli(L-lactida) (PLLA), a poli(D,L-lactida) (PDLLA), a
poliglicolida (PGA), a poli(lactida-co-glicolida) (PLGA), o poli(D,L-lactida-co-
carbonato de trimetileno), e o poliidroxibutirato (PHB), e os polianidridos, e
os seus copolimeros e derivados: o SiO,, 0 Na;O, o Ca0, o P,Os, 0 Al,O3 e
o CaF;; e os polissacarideos, os peptideos e os acidos graxos. A composi-
¢ao pode adicionalmente compreender um segundo agente ativo, tal como
uma proteina Hedghog, Frazzled, Chordin, Noggin, Cerberus e Follistatin.

Em um outro aspecto, a invengao relaciona-se a um método de
tratar um mamifero tendo um defeito no osso, compreendendo administrar
ao local do defeito no osso uma quantidade eficaz de uma composigao oste-
ogénica, em que a composi¢do osteogénica compreende uma proteina
morfogenética 6ssea, um material de fosfato de céicio, e um agente eferves-
cente. Em uma modalidade preferida, o agente efervescente é o bicarbonato
de soédio.

Em mais um outro aspecto, a invencao relaciona-se ao uso de
uma proteina osteogénica, um material de fosfato de célcio, e um agente
efervescente na preparagao de um medicamento para a distribuicao de pro-
teinas osteogénicas.

Descricao Detalhada da Invengédo
A presente invengao € dirigida as composicdes osteoindutivas,

adaptadas para uso na restauragao, regeneracao e aumento do tecido 6s-
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seo. A composi¢ao compreende um material de fosfato de calcio biocompa-
tivel e biorreabsorvivel, um agente efervescente, e um agente biologica-
mente ativo. Com o endurecimento, o material de fosfato de calcio proporci-
ona uma base reabsorvivel para o crescimento de osso novo. O agente efer-
vescente impede que o fosfato de célcio forme uma estrutura monolitica
unitaria facilitando a formagdo de macrogranulos discretos, os quais disper-
sam-se durante o endurecimento do fosfato de calcio. O agente biologica-
mente ativo estimula a atividade osteogénica aumentada das células proge-
nitoras presentes ou que se infiltram, ou de outras células. As composicdes
osteoindutivas s&o Uteis para o aumento e a regeneragdo 6sseos do tecido
dsseo, por exemplo em 0sso osteopénico, bem como para a restauragao e o
reforco do tecido em fraturas dsseas, implantes dentérios e préosteses e si-
milares.

Como usado aqui, um "material de fosfato de célcio" significa um
material substituto do osso, sintético, compreendendo o fosfato de calcio
como o componente principal. Os materiais adequados a base de fosfato de
calcio sdo bastante conhecidos na técnica e incluem, sem limitagao, o fos-
fato de célcio apatitico amorfo, a hidroxiapatita, o fosfato de tricalcio, e a flu-
orapatita. Em uma modalidade preferida, o material de fosfato de célcio é um
sélido de fosfato de calcio apatitico pobremente cristalino, tendo uma razéo
de célcio para fosfato (Ca/P) comparavel aos minerais dos ossos de ocor-
réncia natural. Tais materiais podem ser produzidos usando uma combina-
cao de fosfato de calcio apatitico, amorfo, como um reagente, um promotor,
e um liquido aquoso para formar uma pasta de endurecimento. Em uma mo-
dalidade alternativa, o material de fosfato de calcio é produzido por reagao
acido-base no estado sdlido de reagentes de fosfato de célcio cristalinos
para formar sélidos de hidroxiapatita cristalinos.

O "agente efervescente" refere-se a uma substancia gasosa ou
uma substancia, a qual produz borbulhamento, espumacao ou liberagao de
um gas.

Como usado aqui, "amorfo" significa um material com carater

amorfo significativo. O carater amorfo significativo contempla mais do que
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75% de teor amorfo, preferivelmente mais do que 90% de teor amorfo, e é
distinguido por um padrao de difragao de raios X nao-caracterizado, amplo.

"Bioativo" refere-se a um material que induz a formagéo de teci-
do duro no, ou em torno do, implante. Quando implantado no tecido macio, a
bioatividade pode também requerer a presenca de um fator de crescimento
ou tréfico, ou a semeadura do implante com um tipo de célula formadora de
tecido duro.

O termo "biocompativel", como usado aqui, significa que o mate-
rial ndo faz surgir uma resposta prejudicial substancial no hospedeiro. Ha
sempre preocupacgao, quando um objeto estranho é introduzido em um corpo
vivo, que o objeto induzird uma reagao imune, tal como uma resposta infla-
matoria que tera efeitos negativos sobre o hospedeiro. Por exemplo, embora
a hidroxiapatita seja geralmente considerada ser "biocompativel", uma infla-
mac¢édo e uma necrose do tecido significativas tém sido observadas quando
os microcarreadores de hidroxiapatita cristalinos sao inseridos de modo in-
tramuscular nos animais (ver, por exemplo, lJntema et al., Int. J. Pharm.
112:215 (1994)).

"Biorreabsorvivel" refere-se & capacidade de um material de ser
reabsorvido in vivo. O processo de reabsorgdo envolve a eliminagdao dos
materiais de implantes originais através da acao de fluidos corpéreos, enzi-
mas ou células. O fosfato de calcio reabsorvido pode, por exemplo, ser de-
positado novamente como mineral do osso, ou sendo de outro modo reutili-
zado dentro do corpo, ou excretado. "Fortemente biorreabsorvivel", como
este termo é usado aqui, significa que pelo menos 80% da massa total de
material implantado de modo intramuscular ou subcutédneo é reabsorvida
dentro de um ano. Nas modalidades preferidas, o material seré reabsorvido
dentro de nove meses, seis meses, trés meses, e idealmente um més.

Uma “quantidade eficaz" de um agente efervescente é uma
quantidade suficiente para efetuar a formagéo de macrogrénulos com o en-
durecimento, e dependera do material de fosfato de calcio que esta sendo
usado. Geralmente, a quantidade de agente efervescente é adicionada em

uma faixa de cerca de 1 a 90 por cento em peso, preferivelmente cerca de 1
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a 50 por cento em peso, e mais preferivelmente cerca de 10 a 40 por cento
em peso.

Como usado aqui, um "macrogranulo” significa um grénulo ou
particula de entre cerca de 100 micra e 1 milimetro de diametro. O material
macrogranular formado com o endurecimento da composi¢éo de fostato de
calcio inventiva é biocompativel (isto é, os macrogranulos sao de tamanho
suficiente para evitar fazer surgir uma resposta inflamatéria) e macroporoso,
como descrito abaixo.

Como usado aqui, "macroporoso” refere-se a um material de
fosfato de calcio endurecido, tendo poros de didmetro suficiente para permitir
a migracao e a infiltragcao das células. Em uma modalidade preferida, o ma-
terial macroporoso formado de acordo com a presente invengao tem um di-
ametro de poro de mais do que 30 micra, mais preferivelmente entre cerca
de 30 e 200 micra, e mais preferivelmente ainda entre cerca de 50 e 100
micra de didmetro. O material macroporoso da presente invencao facilita a
migracao e a infiltracdo das células para a secrecao da matriz 6ssea extra-
celular, bem como o0 aumento das interacdes entre célula-matriz.

Uma "quantidade eficaz" de um agente biologicamente ativo e
uma quantidade suficiente para estimular a atividade osteogénica aumenta-
da de células progenitoras presentes ou que se infiltram, ou de outras célu-
las. A quantidade dependera do tamanho e da natureza do defeito que esta
sendo tratado, bem como da composigdo do material de fosfato de calcio
que esta sendo empregado. Geralmente, a quantidade de agente biologica-
mente ativo a ser distribuido estd em uma faixa de cerca de 0,1 a cerca de
100 mg, preferivelmente cerca de 1 a cerca de 100 mg; e mais preferivel-
mente ainda cerca de 10 a cerca de 80 mg.

Uma "quantidade eficaz" de um material suplementar é uma
quantidade eficaz para conferir a propriedade mecénica ou quimica desejada
ao compdsito.

"Endurecimento” refere-se ao processo pelo qual a composicao
de fosfato de calcio maleavel é transformada em um material de fosfato de

calcio endurecido. O material de fosfato de calcio é considerado estar "endu-
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recido" quando ele for um sélido substancialmente nao-moldavel. Um tal
material de fosfato de célcio endurecido tem compressibilidade minima e
tende a sofrer deformagéo plastica, em oposi¢ado a elastica.

O "fosfato de calcio apatitico pobremente cristalino”, o "fosfato
de calcio PCA" e o "material PCA", como estes termos sdo usados aqui,
descrevem um fosfato de calcio apatitico pobremente cristalino, sintético. O
material apatitico pobremente cristalino (PCA) nado esta necessariamente
restringido a uma fase unica de fosfato de calcio, desde que tenha o padréo
caracteristico de difragcdo de raios X (XRD) e de FTIR. Um fosfato de célcio
PCA tem substancialmente o0 mesmo espectro de XRD que o osso. O es-
pectro é geralmente caracterizado por somente dois picos amplos na regiao
de 20-35°%, com um centrado em 26° e o outro centrado em 322, e por picos
de FTIR a 563 cm™, 1034 cm™, 1638 cm™ e 3432 cm™ (= 2 cm™). Ombros
bem-definidos sdo observados a 603 cm™ e 875 cm™', com um dublete tendo
maximo em 1422 cm™ e 1457 cm™.

O "precursor hidratado", como usado aqui, refere-se a pasta ou
massa formada por hidratagao dos precursores PCA secos, na presenca de
uma quantidade limitada de solugdo aquosa (isto €, menos do que aproxi-
madamente 1 ml de solugdo aquosa/1 g de pé de precursor). O precursor
hidratado pode compreender tanto os reagentes quanto os produtos, em di-
versas combinacoes, dependendo do grau até o qual a conversao progrediu.
Ambas as pastas precursoras PCA "injetaveis" e "moldaveis" descritas aqui
séo precursores hidratados. Os precursores hidratados "injetaveis" preferi-
dos tém uma consisténcia apropriada para a distribuicio através de uma
agulha hipodérmica de calibragédo 18.

O termo "promotor", como usado aqui, descreve um material ou
tratamento que promove o endurecimento de um precursor hidratado e pode
aumentar a conversao de fosfato de calcio amorfo (ACP) em fosfato de cal-
cio PCA. Alguns promotores participam na conversao e sao incorporados no
material PCA; outros, conhecidos como promotores "passivos”, ndo estao
envolvidos ha conversao.

s

"Reativo" é usado aqui para referir-se a capacidade de um fos-
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fato de calcio, quando misturado com um liquido para formar um precursor
hidratado, de sofrer conversao no material PCA, na presenca de um promo-
tor, em associagdo com o endurecimento dos materiais precursores. Os
ACPs preferidos sédo caracterizados por uma capacidade de converter-se
completamente, uma capacidade de converter-se rapidamente com o endu-
recimento, uma capacidade de sofrer conversao com compostos de outro
modo inertes e/ou uma capacidade de converter-se em um material PCA
substancialmente homogéneo. Onde o ACP for reagido com um segundo
fosfato de calcio, a "conversdo" pode incluir a conversao tanto do ACP
quanto do segundo fosfato de célcio. O grau de endurecimento e a cinética
do processo de endurecimento sao também elementos importantes da reati-
vidade. Alguns ACPs sao mais reativos do que outros. Um ACP é conside-
rado "altamente reativo" se ele sofrer conversdo e endurecimento até um
material PCA na presenca de um promotor fraco, tal como o diidrato de fos-
fato de dicalcio (DCPD). Os ACPs altamente reativos preferidos produzem
um material PCA endurecido na presenga de DCPD fracamente promotor e
agua, a 37°C, em menos do que doze horas, com o endurecimento estando
substancialmente completo em torno de uma a cinco horas, e idealmente 10-
30 minutos.

O Material de Fosfato de Célcio

O componente de fosfato de calcio da presente invengao pode
ser qualquer material de fosfato de calcio, biocompativel, conhecido na téc-
nica. O material de fosfato de célcio pode ser produzido por qualquer uma de
uma variedade de métodos e usando quaisquer componentes de partida
adequados. Por exemplo, o material de fosfato de calcio pode ser produzido
usando uma combinagao de fosfato de célcio apatitico, amorfo, como um
reagente, um promotor, € um liquido aquoso para formar uma pasta de en-
durecimento. Alternativamente, o material de fosfato de célcio pode ser pro-
duzido por reagao acido-base em estado sélido de reagentes de fosfato de
célcio cristalino, para formar sélidos cristalinos de hidroxiapatita. Os outros
métodos de preparar materiais de matriz de fosfato de calcio s&o conhecidos

na técnica.
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Fosfato de calcio apatitico pobremente cristalino (PCA)

Em uma modalidade, o material de fosfato de calcio é o fosfato
de calcio apatitico pobremente cristalino (PCA). O material PCA é descrito
no pedido U.S.S.N. 08/650.764 e na Patente U.S. N° 5.650.176, ambos os
quais sado pelo presente incorporados por referéncia em suas totalidades
aqui. O material & também descrito em um grupo de pedidos relacionados,
intitulados "Delivery Vehicle", "Conversion of Amorphous Calcium Phosphate
to Form a Novel Bioceramic", "Orthopedic and Dental Ceramic Implants" e
"Bioactive Ceramic Composites”, cada um dos quais foi depositado em 16 de
outubro de 1997, e cedidos para ETEX Corporation (Cambridge, MA), e é
incorporado aqui por referéncia. Levando-se em conta a amplitude de des-
cricbes em cada um deste pedidos relacionados, os detalhes dos materiais
PCA néao serao batidos aqui. Um resumo de suas caracteristicas sera sufici-
ente.

O material PCA é caracterizado por sua capacidade biolégica de
reabsorcao e sua cristalinidade minima. O seu carater cristalino € substanci-
almente o mesmo que o osso natural. O material PCA também é biocompa-
tivel e ndo é prejudicial para o hospedeiro.

O material PCA pode ser implantado em um paciente em uma
forma de pasta ou massa (isto €, como um precursor hidratado). Visto que a
reacao inventiva que produz o material de fosfato de calcio macroporoso,
homogéneo, pode ser iniciada fora do corpo, e processa-se lentamente na
temperatura ambiente, a possibilidade que o material "estabelecer-se-a" an-
tes da aplicagéo ao local cirurgico e tornar-se-a inutilizavel & minimizada. A
reag@o acelera-se significativamente sob as condigdes fisiolégicas (isto é, a
temperatura e a pressao do corpo) e o material endurece no local. Esta ca-
racteristica & particularmente Gtil no endurecimento cirdrgico, onde o encaixe
sob medida do dispositivo a posicdo do implante é tipicamente requerido.
Por exemplo, a pasta PCA contendo o agente efervescente e o agente bio-
logicamente ativo pode ser aplicada a, e usada para encher, um local de

fratura.

Alternativamente, o material PCA pode ser pré-endurecido fora
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do corpo, carregado com o agente biologicamente ativo e 0 agente eferves-
cente desejados, e implantado em um tempo posterior. Esta abordagem é
util naguelas situagoes onde os formatos sob encomenda nao sao essenci-
ais, e onde a produgao de grandes numeros de implantes é desejada.

Geralmente, a reagéo de formagao da presente invengédo é com-
pletada ap6s a aplicagéo ao local cirtrgico. O material tipicamente endurece
em menos do que cinco horas, e substancialmente endurece em torno de
uma a cinco horas, sob condigdes fisioldgicas. De preferéncia, o material é
substancialmente endurecido dentro de cerca de 10-30 minutos. A consis-
téncia e a capacidade de formacao do material PCA, bem como a velocidade
da reacédo de formagao, podem ser variadas de acordo com a necessidade
terapéutica modificando-se alguns parametros simples (ver, por exemplo, a
Patente U.S. N° 6.027.742 para Lee et al., que é incorporada por referéncia
em sua totalidade aqui).

A reagdo de conversao que produz o material PCA pode ser ini-
ciada por adicao de agua destilada a uma mistura dos componentes precur-
sores secos, para formar um precursor hidratado espesso na forma de uma
pasta ou massa. Outros agentes aquosos, tais como os tampdes, a solugdo
salina, 0 soro ou 0 meio de cultura de tecido, podem ser usados no lugar da
agua destilada. Em outras modalidades, pode ser adicionada agua suficiente
aos pos precursores para formar uma pasta, a qual, com a adi¢ao dos outros
componentes da invengao, é prontamente injetdvel com uma agulha de cali-
bracdo 18. Mais freqliientemente, o material de fosfato de calcio biorreabsor-
vivel resultante sera "deficiente de célcio", com uma razao de calcio para
fosfato de menos do que 1,5 em comparagdo com o valor estequiométrico
ideal de aproximadamente 1,67 para a hidroxiapatita.

Os materiais PCA adequados podem ser identificados combi-
nando-se os precursores PCA, hidratando-se com uma quantidade limitada
de agua (de modo que seja formada uma pasta ou massa), e permitindo-se
o endurecimento até um material PCA. Os precursores desejaveis sao capa-
zes de endurecimento em um ambiente Umido na, ou aproximadamente na,

temperatura ambiente, em menos do que 5 horas e preferivelmente dentro
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de 10-30 minutos. Os componentes que endurecem neste modo podem en-
téo ser colocados de forma intramuscular ou subcutanea em um animal de
teste e checados quanto a capacidade biolégica de reabsorgao. Os materiais
desejaveis sao aqueles que, quando implantados como um pélete de 1-5 g,
sa0 pelo menos 80% reabsorvidos dentro de um ano. De preferéncia, o ma-
terial pode ser inteiramente reabsorvido. Geralmente, € mais facil testar a
reabsorgdo das quantidades em grama de material em locais subcutaneos.

O material PCA pode ser formado em uma reagado que emprega
pelo menos um precursor de fosfato de calcio amorfo (ACP), e preferivel-
mente emprega um ACP ativado ou reativo (ver, por exemplo, o pedido PCT
N° WO 98/16209; Exemplos 1-4). Em alguns casos, a reacao pode empregar
somente um ACP precursor, o qual é convertido, em um modo controlado,
em parte ou inteiro, no material PCA. Também, um promotor nao-
participante pode ser empregado para facilitar a conversao do ACP ativado
no material PCA. Em qualquer caso, as reagdes que podem ser iniciadas
fora do corpo, que podem ser realizadas em uma configuracdo semelhante a
uma pasta, e que aceleram significativamente a 37°C, resultando em um
produto de fosfato de calcio endurecido, sao bastante preferidas.

A conversao de ACP em material PCA é promovida na presencga
de agua. Geralmente, o ACP ¢ proporcionado como um pd e combinado
com quaisquer outros reagentes (por exemplo, um segundo fosfato de cal-
cio), e é exposto a uma quantidade limitada de &gua, de modo que uma
pasta ou massa seja formada. O precursor hidratado entao endurece, € o
endurecimento esta associado com a formagao do material PCA. A conver-
séo de ACP em fosfato de calcio PCA processa-se em um modo controlado,
como uma pasta ou massa, que endurece em um modo capaz de ser predito
e que tem utilidade em aplicagoes dentarias, ortopédicas, ou outras aplica-
coes terapéuticas.

Quando o fosfato de calcio amorfo for usado como o Unico pre-
cursor para produzir um material PCA reabsorvivel, é importante controlar a
tendéncia natural do ACP a converter-se em hidroxiapatita altamente crista-

lina. Por outro lado, o curso de tempo da conversao deve ser rapido o sufici-
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ente para ter utilidade cirirgica. Uma abordagem é combinar um ACP pre-
cursor contendo um inibidor de formagao de cristal (ver, por exemplo, o WO
98/16209; Exemplo 1) com um ACP que nao contém um inibidor de forma-
cao de cristal (por exemplo, um promotor). Os reagentes podem ser mistura-
dos em um estado seco, com o tamanho de particulado apropriado e um ex-
cesso do ACP contendo o inibidor. Os reagentes podem entédo ser hidrata-
dos por adicdo de agua, seguida por uma elevagdo na temperatura (por
exemplo, como ocorre seguindo a introdugcao no corpo), para converter os
reagentes no material PCA. Os outros métodos de conversdo controlada
envolvem o uso de catalisadores.

Hidroxiapatita Cristalina

Em uma segunda modalidade, o material de fosfato de célcio é a
hidroxiapatita (HA) cristalina. A HA cristalina é descrita, por exemplo, nas
Patentes U.S. N* Re. 33.221 ¢ Re. 33.161 para Brown e Chow, ambas as
quais sao aqui incorporadas por referéncia. As patentes de Brown e Chow
ensinam a preparag¢do de composicdes de remineralizagao de fosfato de
calcio e de material veiculo de hidroxiapatita gradualmente reabsorvivel,
nao-ceramico, finamente cristalino, com base na mesma composicao de
fosfato de calcio. Um sistema similar de fosfato de célcio, que consiste em
fosfato de tetracélcio (TTCP) e fosfato de monocalcio (MCP) ou sua forma
de monoidrato (MCPM), é descrito por Constantz et al., nas Patentes U.S.
N% 5.053.212 e 5.129.905, ambas as quais sdo incorporadas aqui por refe-
réncia. Nesta modalidade, o material de fosfato de célcio é produzido por
reacao acido-base em estado sélido de reagentes de fosfato de célcio crista-
linos para formar os sélidos de hidroxiapatita.

Os materiais de HA cristalina (comumente referidos como dahli-
ta) podem ser preparados de modo tal que eles sejam escoaveis, moldaveis,
e capazes de endurecimento in situ (ver a Patente U.S. N° 5.962.028 para
Constantz). Estes materiais de HA (comumente referidos como hidroxiapatita
carbonada) podem ser formados combinando-se os reagentes umidos e se-
cos para proporcionar uma mistura substancialmente uniforme, moldando-se

a mistura conforme apropriado, e deixando-se a mistura endurecer. Alterna-
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tivamente, as misturas de reacdo precursoras podem ser administradas ao
local cirdrgico e endurecidas e/ou moldadas no local. Durante o endureci-
mento, a mistura cristaliza-se em uma estrutura apatitica sdlida e essencial-
mente monolitica.

Os reagentes geralmente consistirao em uma fonte de &cido
fosférico substancialmente isenta de agua nao-ligada, uma fonte de metal
alcalino-terroso, particularmente o calcio, nucleos opcionalmente cristalinos,
particularmente os cristais de hidroxiapatita ou fosfato de calcio, carbonato
de célcio, e um lubrificante fisiologicamente aceitavel, tal como a agua, que
pode ter diversos solutos. Os ingredientes secos podem ser pré-preparados
como uma mistura e subseqilentemente combinados com os ingredientes
liquidos, sob condi¢des onde ocorra uma mistura substancialmente unifor-
me.

A fonte de acido fosfdrico pode ser qualquer acido fosfdrico par-
cialmente neutralizado, particularmente até e incluindo a neutralizacdo com-
pleta do primeiro préton como no fosfato de calcio monobasico. Alternativa
ou adicionalmente, ela pode consistir em acido ortofosférico, possivelmente
em uma forma cristalina, que esteja substancialmente isento de agua nao-
combinada. As fontes de calcio geralmente incluirdo os contra-ions, tais
como o carbonato, o fosfato ou similares, particularmente as fontes duplas
de fosfato de cdlicio e fosfato, tais como o fosfato de tetracalcio ou o fostato
de tricélcio.

Os diversos componentes secos podem ser combinados antes
da adicdo dos componentes umidos. A mistura combina os ingredientes e
pode ser usada para regular o grau das reagcoes entre os ingredientes.
Quaisquer ou todos os ingredientes secos podem ser adicionados antes da
iniciacao da mistura ou antes do término da mistura mecanica. Apés mistu-
rar, a mistura é deixada recozer, ac mesmo tempo permanecendo quies-
cente, seguido por um periodo de tempo prolongado, durante o qual a mistu-
ra endurece.

O Agente Efervescente

A presente invengao proporciona um novo processo para produ-
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zir uma matriz de fosfato de célcio ou material de base, o qual "se autogra-
nula" e se dispersa em macrogranulos ou macroparticulas endurecidas, sob
condiges fisioldgicas (isto &, apds a administracdo). O material de fosfato
de calcio pode ser qualquer material de fosfato de calcio biocompativel, co-
nhecido na técnica, tal como os materiais de fosfato de calcio PCA e hidroxi-
apatita cristalina descritos acima. Surpreendentemente, os presentes inven-
tores descobriram que a adigdo de um agente efervescente a estes materiais
de fosfato de calcio altera substancialmente as propriedades bioldgicas,
quimicas e mecéanicas do material, desse modo aumentando significativa-
mente a sua utilidade terapéutica. O agente efervescente da presente inven-
¢ao pode ser qualquer substancia farmaceuticamente aceitavel que produza
borbulhamento ou liberagado de um gas nas temperaturas e/ou nas pressoes
fisioldgicas.

Todos os métodos atualmente disponiveis para produzir materi-
ais de fosfato de célcio para uso com composicbes semeadas sofrem de
certas desvantagens inerentes, incluindo a capacidade limitada de injetar
devido a formagao de granulos durante a producé@o ou a preparagéo para a
administragdo na seringa. Os granulos de fosfato de calcio pré-fabricados,
aos quais a substéncia bioativa se adere, devem ser grandes (idealmente
100-1000 um) para evitar fazer surgir respostas inflamatérias. Entretanto,
tais granulos grandes pré-fabricados nao sao facilmente injetaveis através
das pequenas agulhas de calibracdo requeridas para a injecdo percutanea.
Além disso, estes granulos sao tipicamente dificeis de manusear e aplicar, e
muitos s@o produzidos por um processo de sinterizag@o, tornando-os essen-
cialmente n&ao-reabsorviveis. Além disso, o agente ativo pode somente ser
misturado com granulos pré-formados, resultando no revestimento da super-
ficie, em vez de ser uniformemente incluido ou dispersado por todo o mate-
rial. A dispersdo permite uma liberagdo mais controlada das biomoléculas a
medida que a matriz é reabsorvida.

Em um aspecto importante da invengéo, a facilidade de uso do
material biocerdmico da invengdo em um endurecimento cirdrgico € signifi-

cativamente aperfeicoada sobre os outros materiais compdsitos substitutos
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dos ossos conhecidos na técnica. Especificamente, um agente efervescente
é adicionado aos outros componentes da composicédo (por exemplo, o mate-
rial de fosfato de célcio e quaisquer materiais suplementares) para fazer com
que o géas espume ou borbulhe sob condigdes especificas (isto é, temperatu-
ras e/ou pressoes fisioldgicas). O borbulhamento ou a efervescéncia induz a
granulagédo e a dispersao do material de fosfato de calcio com a injegao ou a
implantagéo in vivo. A medida que a reagdo de endurecimento e/ou do ci-
mento processa-se, a granulagao ocorre simultaneamente e o agente ativo
(que pode ser misturado com os outros componentes ou adicionado a mistu-
ra exatamente antes da administragao) é homogeneamente dispersado por
todo o volume dos granulos individuais.

O agente efervescente é adicionado em uma quantidade apro-
priada para impedir a formacao de uma massa de fosfato de célcio monoliti-
ca. O agente efervescente reage rapida e completamente com uma ampla
variedade de fosfatos de célcio e outros materiais contendo calcio ou fosforo,
para proporcionar um veiculo de distribuigao injetavel homogéneo. Depen-
dendo do material de fosfato de calcio particular, o agente efervescente é
selecionado para interferir suficientemente com o processo de endureci-
mento ou de cimentagédo para permitir a formacao de granulos relativamente
uniformes, porém nao na medida em que torne o cimento de fosfato de cél-
cio "nao-reativo". A adicao do agente efervescente faz com que ocorra uma
granulagao substancial somente apds a injecdo ou a implantagdo in vivo.
Como um resultado, a granulagédo nao ocorre durante a preparagao do mate-
rial de fosfato de calcio e/ou a formulagao do cimento antes da injecéo ou da
implantagédo. Os granulos formados na presenca de um agente efervescente
sao suficientemente grandes para impedir uma reagdo inflamatdria (tipica-
mente maiores do que 30 um), ainda pequena o suficiente para proporcionar
uma razdo de area de superficie para volume significativo. A grande razao
de area de superficie para volume capacita a rapida reabsor¢do do material
de fosfato de célicio a medida que o osso novo é regenerado. A grande area
de superficie também facilita a liberagcdo do agente biologicamente ativo, ao

mesmo tempo ainda mantendo o agente no local cirurgico para a duragao de
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tempo apropriada, requerida para a indugao do osso. Além disso, a grande
razao de area de superficie para volume facilita a migracéo e a infiltragao
das células na matriz para a secregao da matriz éssea extracelular, bem
como proporcionando acesso para a vascularizagao. Os granulos formados
in vivo, usando os métodos e as composigOes da presente invengao, estao
na faixa de 1-2000 um, preferivelmente na faixa de 30-1000 um, mais prefe-
rivelmente na faixa de 30-500 um, e mais preferivelmente ainda na faixa de
50-100 pum.

Em uma modalidade, o agente efervescente € um gas que esta
dissolvido no material de fosfato de calcio hidratado. O gas pode ser dissol-
vido no material sob pressao, isto &, sujeitando o material compésito a uma
atmosfera pressurizada do gas, porém que é inerte para a reagdo de ci-
mentagcdo. O gas é entado liberado com a exposigao as temperaturas fisiol6-
gicas (isto &, com a injegao ou a implantagéo), devido a diminui¢géo na solu-
bilidade do gas com a temperatura aumentada. Sob estas circunstancias, a
dissolugdo do gas e a granulagdo subseqliente ocorre somente durante o
endurecimento in vivo, e nao antes da administragao. Isto é especificamente
atrativo, visto que a granulagcao nao é desejada ocorrer na temperatura am-
biente na seringa. Como forma de exemplo somente, os gases adequados
incluem o didxido de carbono, o ar, o nitrogénio, o hélio, o oxigénio e o argd-
nio.

Em uma outra modalidade, o agente efervescente € um liquido
volatil, o qual vaporiza nas temperaturas fisioldgicas.

Em mais outra modalidade, o agente efervescente € um material
s6lido que libera gas com a dissolugao. Por exemplo, o bicarbonato de sédio
emite o gas didxido de carbono a medida que ele se converte em um inter-
mediério de acido carbdnico instavel, o qual subseqientemente emite dioxi-
do de carbono e agua.

Agentes Biologicamente Ativos

Qualquer agente biologicamente util que facilite ou estimule o
crescimento de osso novo pode ser distribuido a partir do material de fosfato

de calcio da invengdo. De interesse particular sao os materiais osteoinduti-
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vos, tais como as proteinas morfogenéticas dsseas (por exemplo, a BMP-2
humana recombinante), a matriz 6ssea desmineralizada, os fatores de cres-
cimento de transformacao (por exemplo, o TGF-B), e as diversas outras es-
pécies orgdnicas conhecidas induzir a formagao de osso. Altemnativamente
ou além disso, a fim de otimizar a ossificagao, o veiculo de distribuicao pode
ser semeado com as células formadoras de ossos.
Proteinas Osteoindutivas

O agente biologicamente ativo é preferivelmente selecionado a
partir da familia de proteinas conhecidas como a superfamilia de proteinas
de fatores de crescimento de transformacao beta (TGF-p), que inclui as acti-
vinas, as inibinas e as proteinas morfogenéticas 0sseas (BMPs). Mais prefe-
rivelmente, o agente ativo inclui pelo menos uma proteina selecionada da
subclasse de proteinas conhecidas, de um modo geral, como BMPs, que
tém sido descritas ter atividade osteogénica, e outras atividades do tipo
crescimento e diferenciagdo. Estas BMPs incluem as proteinas BMP BMP-2,
BMP-3, BMP-4, BMP-5, BMP-6 e BMP-7, descritas, por exemplo, nas Pa-
tentes U.S. N* 5.108.922; 5.013.649; 5.116.738; 5.106.748; 5.187.076; e
5.141.905; BMP-8, descrita na publicacao PCT W0O91/18098; e BMP-9 des-
crita na publicagdo PCT WO093/00432, BMP-10 descrita no pedido PCT
W094/26893; BMP-11 descrita no pedido PCT W(094/26892, ou BMP-12 ou
BMP-13 divulgadas no pedido PCT WO 95/16035; BMP-15, descrita na Pa-
tente U.S. 5.635.372; ou BMP-16 descrita na Patente U.S. 5.965.403. As
outras proteinas de TGF-§ que podem ser Gteis como o agente ativo na pre-
sente invengao incluem a Vgr-2, Jones et al., Mol. Endocrinol. 6:1961-1968
(1992), e quaisquer dos fatores de crescimento e diferenciacao [GDFs], in-
cluindo aqueles descritos nos pedidos PCT W094/15965; W094/15949;
WO95/01801; WO095/01802; WO094/21681; WO094/15966;, WQO95/10539;
WO96/01845; W0O96/02559 e outros. Também Uteis na presente invengéao
podem ser a BIP, descrita no W094/01557; a HP00269, descrita na Publica-
¢ao JP numero: 7-250688; e a MP52 descrita no pedido PCT W093/16099.
As descri¢des de todos os pedidos acima sao, pelo presente, incorporadas

por referéncia. Um subgrupo de BMPs que sdo atualmente preferidas para
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uso na presente invengao inclui a BMP-2, a BMP-4, a BMP-5, a BMP-6, a
BMP-7, a BMP-10, a BMP-12 e a BMP-13. O agente ativo € mais preferivel-
mente a BMP-2, cuja seqliéncia é descrita na Patente U.S. 5.013.649, cuja
descrigéo é, pelo presente, incorporada por referéncia. As outras BMPs e
proteinas de TGF-B conhecidas na técnica podem também ser usadas.

O agente ativo pode ser produzido de modo recombinante ou
purificado a partir de uma composicao protéica. O agente ativo, se um TGF-
B tal como uma BMP, ou outra proteina dimérica, pode ser homodimérico, ou
pode ser heterodimérico com outras BMPs (por exemplo, um heterodimero
composto de um mondmero cada de BMP-2 e BMP-6) ou com outros mem-
bros da superfamilia de TGF-B, tais como as activinas, as inibinas e o TGF-
B1 (por exemplo, um heterodimero composto de um mondmero cada de uma
BMP e um membro relacionado da superfamilia de TGF-B). Os exemplos de
tais proteinas heterodiméricas sdo descritos, por exemplo, no Pedido de
Patente PCT Publicado WO 93/09229, cujo relatério descritivo €, pelo pre-
sente, incorporado aqui por referéncia.

O agente ativo pode adicionalmente compreender agentes adici-
onais, tais como as proteinas Hedgehog, Frazzled, Chordin, Noggin, Cerbe-
rus e Follistatin. Estas familias de proteinas sao, de um modo geral, descri-
tas em Sasai et al., Cefl 79:779-790 (1994) (Chordin); Pedido de Patente PCT
WQO94/05800 (Noggin); e Fukui et al., Devel. Biol. 159:131-139 (1993) (Follista-
tin). As proteinas Hedgehog sao descritas em WQ096/16668; W096/17924; e
WQ095/18856. A familia de proteinas Frazzled é uma familia de proteinas
recentemente descoberta com alta homologia ao dominio para a ligagao ex-
tracelular da familia de proteina receptora conhecida como Frizzled. A fami-
lia Frizzled de genes e proteinas é descrita em Wang et al., J. Biol. Chem.
271:4468-4476 (1996). O agente ativo pode também incluir outros recepto-
res sollveis, tais como os receptores soliveis truncados descritos na publi-
cacao de patente PCT W095/07982. A partir do ensinamento de W095/07982,
aqguele versado na técnica reconhecera que os receptores sollveis trunca-
dos podem ser preparados para diversas outras proteinas receptoras. Tal

estaria também incluido na presente invencao. As publicagées acima menci-
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onadas s&o, pelo presente, incorporadas por referéncia aqui.

A quantidade de agente ativo util aqui é aquela quantidade efi-
caz para estimular a atividade osteogénica aumentada das células progeni-
toras presentes ou de infiltragdo, ou de outras células, e dependera do ta-
manho e da natureza do defeito que esta sendo tratado, bem como do vei-
culo que esta sendo empregado. Geralmente, a quantidade de proteina a ser
distribuida estd em uma faixa de cerca de 0,1 a cerca de 100 mg; preferi-
velmente cerca de 1 a cerca de 100 mg; mais preferivelmente cerca de 10 a
cerca de 80 mg.

Células Formadoras de Ossos

Em uma modalidade, a fim de otimizar a ossificagéo, a composi-
cao de fosfato de calcio pode ser semeada com células formadoras de os-
sos, tais como as células progenitoras, as célulastronco e/ou os osteoblas-
tos. Isto é mais facilmente efetuado colocando a composigéo de fosfato de
célcio em contato com uma fonte de células formadoras de ossos préprias
do paciente. Tais células podem ser encontradas no tecido associado ao
0sso, no sangue ou nos fluidos, incluindo os fluidos exégenos que tenham
estado em contato com o 0sso ou 0s materiais ou as regides do 0sso, inclu-
indo o peridsteo, o 0sso esponjoso ou a medula. Quando usada em conjun-
¢ao com dispositivos, tais como parafusos e pinos, cuja introdug@o no osso €
acompanhada por ruptura do peridsteo e/ou sangramento, nenhuma semea-
dura adicional é requerida. Para as placas, que se opdem somente ao 0sso
cortical, é recomendada uma inducéo de uma leséao periosteal que contatara
o dispositivo. Em mais outras modalidades, sera util preparar cirurgicamente
um assento dentro do osso por remogao de uma porgcao do o0sso cortical no
local do implante. As células formadoras de ossos coletadas do paciente
podem ser introduzidas no enxerto para aumentar a ossificacdo. O uso de
células ésseas nao-autdlogas esta também dentro do escopo da invengéo,
se a quantidade desejada de regeneracédo dssea ocorrer antes da rejeigao
das células formadoras de ossos pelo hospedeiro. Assim, as células ou 0s
tecidos obtidos de fontes primarias, linhagens de células ou bancos de célu-

las podem todos ser Gteis em certas modalidades. Ver a Patente U.S. N°
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6.132.463 para Lee et al., que é incorporada aqui por referéncia.

Material Suplementar

O material compésito da presente invengao pode ser preparado
por combinagdo do material de fosfato de calcio, agente efervescente e
agente biologicamente ativo com um material suplementar selecionado. O
fosfato de célcio pode servir como o material de refor¢o, a matriz ou ambos.
O material de fosfato de célcio em sua forma hidratada inicial tipicamente
mantém um pH de cerca de 6-7 e é, portanto, compativel com uma ampla
faixa de aditivos sem efeito deletério. O material suplementar & selecionado
com base em sua compatibilidade com o fosfato de célcio e os outros com-
ponentes e sua capacidade de conferir propriedades (biolégicas, quimicas
ou mecénicas) ao compdsito, as quais sao desejaveis para um proposito
terapéutico particular. Por exemplo, o material suplementar pode ser seleci-
onado para aperfeigoar a resisténcia a tracao e a dureza, aumentar a resis-
téncia a fratura, proporcionar capacidade de formagé@o de imagem e/ou alte-
rar as propriedades de escoamento e os tempos de endurecimento do mate-
rial de fosfato de célcio.

O material suplementar pode ser adicionado a composi¢éo de
fosfato de calcio em quantidades variadas e em uma variedade de formas
fisicas, dependentes do uso terapéutico antecipado. Por exemplo, o material
suplementar pode estar na forma de estruturas sélidas, tais como esponjas,
malhas, filmes, fibras, géis, filamentos ou particulas, incluindo as micro- e as
nanoparticulas. O material suplementar, ele préprio, pode ser um compésito.
O material suplementar pode ser um aditivo particulado ou liquido ou agente
lubrificante, o qual é intimamente misturado com o fosfato de célcio reabsor-
vivel. Quando misturado intimamente com um material de fosfato de calcio
PCA, o material suplementar pode interferir em um nivel macroscépico com
a reagao de cimentagao. Isto pode ocorrer com o material suplementar re-
vestindo uma porcentagem das particulas de cimento, permitindo que uma
fraca reacao de cimentacao ocorra com as particulas revestidas. Alternati-
vamente, o liquido ou o sélido pode causar a separagao fisica entre a espé-

cie reativa, resultando em dreas focais de formagao de cimento (ou granu-
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los). O material suplementar pode servir como uma matriz para o fosfato de
célcio, o qual esta incluido ou dispersado dentro da matriz. Alternativamente,
o fosfato de calcio pode servir como uma matriz para o material suplementar,
0 qual esta disperso na mesma. O material suplementar pode ser aplicado
como um revestimento sobre uma massa de fosfato de célcio, por exemplo,
como um revestimento de pés-fabricagao para retardar o tempo de reabsor-
cao ou de outro modo afetar as propriedades do material bioceramico. Fi-
nalmente, o material suplementar pode ser revestido com a composi¢ao de
fosfato de célcio.

Os materiais suplementares sao desejavelmente biocompativeis,
ou seja, ndo ha nenhuma reacgéo prejudicial induzida pelo material quando
introduzido no hospedeiro. Em muitos casos, é desejavel que o material su-
plementar também seja biorreabsorvivel. O material suplementar pode ter
uma afinidade por calcio, fosfato ou fosfatos de calcio, o que aumentara a
resisténcia da interface fosfato de calcio/material suplementar. A afinidade
pode ser especifica ou mediada através de interagbées ibnicas nao-
especificas. Como forma de exemplo somente, os polimeros biodesgasta-
veis adequados, para uso como uma matriz no compdésito incluem, porém
nao estdo limitados a, colageno, glicogénio, quitina, celuloses, amido, cerati-
nas, seda, acidos nucléicos, matriz 6ssea desmineralizada, acido hialurénico
derivado, polianidridos, poliortoésteres, acido poliglicélico, acido polilactico, e
seus copolimeros. Em particular, os poliésteres de acidos o-hidroxicarboxi-
licos, tais como poli(L-lactideo) (PLLA), poli(D,L-lactideo) (PDLLA), poliglico-
lideo (PGA), poli(lactideo-co-glicolideo) (PLGA), poli(D,L-lactideo-co-
carbonato de trimetileno), e poliidroxibutirato (PHB), e polianidridos, tais
como o poli (anidrido-co-imida) e os seus copolimeros sdo conhecidos bio-
desgastar e sao adequados para uso na presente invencao. Além disso, as
composi¢cdes de vidro bioativas, tais como as composi¢des incluindo SiOs,
Na,O, CaO, P,0s, Al,O3 e/ou CaF,, podem ser usadas em combinagdo com
a composicao de fosfato de calcio da invengdo. Os outros polimeros biodes-
gastaveis Uteis podem incluir os polissacarideos, os peptideos e os &cidos
graxos.
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Os polimeros biodesgastaveis sao vantajosamente usados na
preparagao de dispositivos biorreabsorviveis, tais como, porém nao limitados
aos, pregos intermedulares, pinos, parafusos, placas e ancoras para a im-
plantagao em um local do osso. A fibra biorreabsorvivel pode estar na forma
de fios, que interagem com os fosfatos de calcio de acordo com os principios
de projeto e fabricagdo de compésitos conhecidos na técnica. Tais dispositi-
vos podem ser formados comprimindo uma mistura particulada em pé do
fosfato de calcio e polimero. Alternativamente, a matriz de fosfato de calcio
pode ser reforcada com fibras de PLLA, usando fibras de PLLA similares
aquelas descritas por Tormala et al., que é incorporada aqui por referéncia,
para a fabricacao de compdsitos auto-reforgadores biodegradaveis (Clin.
Mater. 10:29-34 (1992)).

Os polimeros biorreabsorviveis podem ser usados também na
preparagao de colas ou massas de 0ssos para uso em situagdes de suporte
de cargas. Os materiais suplementares podem ser adicionados ao compésito
para aumentar a compressibilidade e as propriedades de suporte de cargas
da cola de osso. Em particular, as fibras de carbono ou outras fibras de re-
forco podem ser adicionadas ao compdsito. Na produgéo das colas substi-
tutas de ossos reforcados com fibras, pode ser vantajoso atacar com plasma
as fibras para aperfeicoar a qualidade e a resisténcia da interface fosfato de
calcioffibra. O fosfato de calcio pode também ser endurecido a 37° C, pulve-
rizado ou de outro modo fragmentado, e misturado com aglutinantes conhe-
cidos, tais como os cimentos de colas de 0ssos, as cargas, 0S gessos, 0S
epoxis, outros fosfatos de célcio, ou géis, tais como, porém nao limitados ao,
sulfato de calcio, alginato, colageno ou produtos comercialmente disponi-
veis, tais como Endobone (Merck), Hapset (Lifecore Biomedical), SRS® (No-
rian), Bonesource® (Leibinger), Collogaft® (Zimmer), Osteograf® (CereMed),
e Simplex® (Howmedica). Para aplicagées onde o fosfato de célcio endureci-
do estiver disperso dentro da substancia aglutinante, mais freqientemente o
algutinante sera preparado por métodos conhecidos para a técnica e mistu-
rado com o fosfato de célcio particulado em volumes aproximadamente

iguais, embora as proporgdes reais sejam variadas nas maneiras conhecidas
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para a técnica, para produzir composicoes de consisténcia, trabalhabilidade
e aderéncia desejadas.

Em mais uma outra modalidade, as suturas trangadas, tipica-
mente preparadas a partir de poliéster, podem ser revestidas com a compo-
sicao de fosfato de calcio da invengao, para aperfeicoar a sua biocompatibi-
lidade. As suturas revestidas podem ser preparadas por imersao da sutura
em uma pasta fluida contendo o material de fosfato de calcio. A afinidade da
sutura pelo revestimento de fosfato de calcio pode ser aperfeicoada por tra-
tamento da superficie da sutura, da particula de fosfato de calcio ou de am-
bos. Os tratamentos de superficie incluem o ataque com plasma e/ou o en-
xerto quimico.

Em outras modalidades, um compésito é proporcionado com-
preendendo o material de fosfato de cdlcio e um material ndo-reabsorvivel
ou pobremente reabsorvivel. Os materiais nao-desgastaveis ou fracamente
desgastaveis adequadas incluem os dextranos, o polietileno, o polimetiime-
tacrilato (PMMA), as fibras de carbono, o dlcool polivinilico (PVA), o
poli(tereftalato de etileno)poliamida, os biovidros, e aqueles compostos lista-
dos anteriormente para uso em colas ou massas de 0Ssos.

Um outro uso é permanentemente incluir objetos uteis, tais como
um pino ou malha de reforgo, no osso propriamente dito. O objeto serve
como uma ancora para a ligagdo estavel ao osso natural. Isto é particular-
mente util na ligacao de ligamentos e tenddes ao osso. Os objetos compre-
endendo o fosfato de calcio biorreabsorvivel e de ossificagao e um dispositi-
Vo nao-reabsorvivel adequado podem ser colocados em um osso e adicio-
nalmente prendidos com material de fosfato de célcio ou material compdsito
adicional em uma formulagao de cola de osso. O dispositivo entdo se torna
incluido no osso seguindo a ossificagao novamente do material de fosfato de
calcio.

Em mais uma outra modalidade da invengéo, uma composigao €
preparada por combinacgao do fosfato de calcio ou material compdsito com
um aditivo, o qual altera as propriedades de reabsorgao, o tempo de endure-

cimento e/ou as caracteristicas de escoamento do compdésito. Por exemplo,
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0 Oleo de silicone ou outros polimeros ou liquidos lubrificantes podem ser
adicionados ao compdsito para aperfeicoar as caracteristicas de escoa-
mento do compdsito para a distribuicdo para o hospedeiro por seringa. O
lubrificante é preferivelmente biocompativel e capaz de rapida lixiviagdo a
partir do compdsito de material substituto do osso seguindo a solidificagéo
da composicao de fosfato de calcio in vivo. Os lubrificantes adequados in-
cluem, como forma de exemplo somente, as ceras de polimeros, os lipideos
e os acidos graxos. Os lubrificantes podem ser usados em uma concentra-
¢do de cerca de 0,1 a cerca de 30% em peso.

Os exemplos que se seguem detalham as modalidades presen-
temente preferidas da invengao. Diversas modificagdes e variagdes na sua
pratica sao esperadas ocorrer para aqueles versados na técnica com a con-
sideragao destas descrigdes. Estas modificagées e variagdoes sao acredita-
das estar incluidas nas reivindicagdes anexadas ao mesmo. Estes exemplos
nao limitam, de modo algum, a invengéo.

Os conteudos inteiros de todas as referéncias, patentes e pedi-
dos de patentes publicados, citados por todo este pedido, sao incorporados
aqui por referéncia.

EXEMPLOS

Todos os componentes utilizados nestes exemplos sao grau
farmacéutico. O componente de fosfato de calcio era o material substituto de
osso comercialmente disponivel, vendido sob o nome comercial CEREDEX®
pela Etex Corporation, 38 Sydney Street, Cambridge, MA 02139. O agente
biologicamente ativo utilizado era a proteina morfogenética 6ssea 2 humana
recombinante (rhBMP-2). A producao e a caracterizacao da BMP-2 sédo des-
critas em detalhe na Patente U.S. N®5.013.649.

Exemplo 1: Preparacdo da Composicao de Fosfato de Calcio

Uma pasta apatitica de fosfato de cdlcio amorfa, pobremente
cristalina, foi preparada conforme descrito na Patente U.S. N° 5.650.176,
exceto que 20% em peso de bicarbonato de sédio foram adicionados ao
precursor em po6 de fosfato de calcio amorfo (ACP). O ACP foi entdo hidrata-

do com uma quantidade limitada de agua para formar uma pasta, a qual
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permaneceu trabalhavel na temperatura ambiente por 20-30 minutos.
Exemplo 2: Analise do Implante In vitro

Uma composi¢ao de fosfato de calcio foi preparada conforme
descrito no Exemplo 1. A pasta hidratada foi entdo injetada em um banho de
solugdo salina na temperatura do corpo. O material de fosfato de calcio en-
dureceu em macrogranulos sob as condi¢cdes in vivo simuladas (isto é, 37
eC).

Exemplo 3: Injecdo Intramuscular

Uma primeira composi¢ao de fosfato de calcio contendo 20% em
peso de bicarbonato de sédio foi preparada conforme descrito no Exemplo 1.
Uma segunda pasta de fosfato de calcio foi preparada conforme descrito na
Patente U.S. N® 5.650.176, exceto que 29% em peso de polietileno glicol
foram adicionados ao precursor em pé de fosfato de calcio amorfo (ACP). As
duas composi¢cées de ACP foram entdo hidratadas com uma quantidade li-
mitada de agua, para formar duas pastas, ambas as quais formaram macro-
granulos de aproximadamente 100-1000 micra com a explantacao de diver-
sas horas apo6s a injecao. Além disso (dados ndo-mostrados), a granulagao
ocorreu apés a injegao de 20 png de rhBMP-2, distribuida no cimento de en-
durecimento monolitico de fosfato de calcio ou na composicao de fosfato de
calcio de autogranulagao. A quantidade de osso induzido em 21 dias usando
a rhBMP-2 distribuida na composicédo (fosfato de célcio) macrogranular era
significativamente maior do que o material de controle (cimento monolitico);
dados ndo-mostrados. Além disso, a retengao local de rhBMP-2 distribuida
usando os materiais de fosfato de calcio macrogranulares era significativa-
mente menor do que o material de controle (isto €, aproximadamente 30 %
versus 75 %; dados nao-mostrados). A composigao macrogranular da inven-
¢ao proporciona uma liberagdo mais rapida da proteina ostecindutiva devido
a area de superficie aumentada disponivel para a reabsor¢ao da matriz pe-
los osteoclastos. Esta reabsor¢do da matriz, por sua vez, libera a rhBMP-2
soluvel do material de fosfato de calcio.
Exemplo 4: Injecdo em Osteotomia Intrafibular

Uma composicao de fosfato de calcio contendo 20 % em peso
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de bicarbonato de sddio foi preparada conforme descrito no Exemplo 1. 20
ug de rhBMP-2 foram adicionados a composi¢do de ACP resultante, que foi
entdo hidratada com uma quantidade limitada de &gua para formar uma
pasta. 0,5 cm® do material hidratado foi injetado em uma osteotomia fibular
de primata ndo-humano. A granulagcdo e a dispersdo dos macrogranulos
eram evidentes apds um dia. Em contraste, em uma semana apds a injecéo,
o material de fosfato de calcio padrao, sem bicarbonato de sédio (controle),
permaneceu em uma massa monolitica sélida (dados nao-mostrados).

Exemplo 5: Osteotomia da Fibula de Primata Nado-Humano

Uma composicdo de fosfato de célcio contendo 20 % em peso
de bicarbonato de sédio (rhBMP-2/NaBSM20) foi preparada conforme des-
crito no Exemplo 4. O objetivo deste estudo foi determinar a eficacia de uma
Unica inje¢cdo percutanea de rhBMP-2/NaBSM20 administrada 7 dias apés
cirurgia para acelerar a cicatrizagcdo da osteotomia da fibula em macacos
cynomolgus machos adultos. Estes resultados foram comparados com um
estudo anterior onde a injecao foi feita 3 horas apds a cirurgia (dados nao-
mostrados). As osteotomias das fibulas bilaterais, estabilizadas com um pe-
queno pino intramedular, foram criadas em 12 animais. Uma osteotomia em
seis animais foi injetada com 0,5 ml de 1,5 mg/ml de rhBMP-2 por ml de
NaBSM20 sete dias ap6s criar a osteotomia. A osteotomia da fibula contra-
lateral foi deixada nao-tratada como um controle cirtrgico. Uma osteotomia
nos seis animais restantes foi injetada com tampao/NaBSM20 sem rhBMP-2
para servir como um controle de veiculo. A osteotomia contralateral nova-
mente serviu como um controle cirdrgico nao-tratado.

Radiografias em série tiradas em intervalos semanais apos a
cirurgia revelaram uma formacao de osso mineralizado nas osteotomias tra-
tadas com rhBMP-2/NaBSM tao logo quanto 1 semana apds a inje¢édo. Em
duas semanas apés a inje¢do houve uma formagao de osso novo considera-
vel, visivel de modo radiografico. O calo de ponte de osso novo através da
osteotomia estava presente tao logo quanto 3-5 semanas apods o tratamento
(4-6 semanas apds a osteotomia). As osteotomias foram cicatrizadas de

modo radiografico em 7 semanas apos o tratamento (8 semanas ap6s a os-
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teotomia). Nao havia nenhuma evidéncia de material veiculo de NaBSM re-
sidual neste ponto de tempo. A evidéncia de formagdo de 0sso novo nos
controles contralaterais nao surgiu até aproximadamente 3-4 semanas apos
a injecao (4-5 semanas ap6s a osteotomia). Nao havia nenhuma evidéncia
radiografica de calo de ponte ou de cicatrizagcado da osteotomia em 7 sema-
nas apos o tratamento (8 semanas apds a osteotomia) nos controles con-
tralaterais cirtrgicos a partir do grupo de tratamento com rhBMP-2/NaBSM.
O aspecto radiogréafico dos controles tratados com tampao/NaBSM e cirurgi-
cos contralaterais no segundo grupo de animais era similar aos controles
cirargicos contralaterais no grupo tratado com rhBMP-2/NaBSM. Havia ainda
evidéncia de veiculo residual nas osteotomias tratadas com tampao/NaBSM
em 7 semanas apos a inje¢ao (8 semanas apos a osteotomia).

A deformacao de torgdo mecanica das osteotomias tratadas com
rhBMP-2/NaBSM20 em 8 semanas apds a osteotomia era significativamente
maior do que a resisténcia e a rigidez do osso normal (1,58 + 0,40 vs 1,24 +
0,26 Nm). A deformacao de torgao era também significativamente maior
neste grupo comparada aos controles cirdrgicos contralaterais (0,72 + 0,19
Nm) e as osteotomias tratadas com tampao/Na/BSM20 e cirdrgicas contra-
laterais deste grupo (0,87 + 0,29 e 0,74 = 0,21 Nm). Nao havia nenhuma di-
ferenca significativa entre a deformacao de tor¢do mecénica nas osteoto-
mias com tampao/NaBSM20 comparadas as osteotomias de controle cirurgi-
co contralaterais dos mesmos animais e comparadas aos controles cirurgi-
cos dos animais com rhBMP-2/NaBSM. As osteotomias de controle cirirgico
nao-tratadas assemelham-se a resisténcia mecanica do osso normal apés
cerca de 14 - 16 semanas. Foram observados resultados similares para a
rigidez da osteotomia.

Este estudo demonstra uma aceleragao maior do que 50% da
cicatrizagdo da osteotomia em resposta a injecdo de rhBMP-2/NaBSM20
sete dias apds criar a osteotomia. O surgimento da formacao de 0sso novo
foi muitc mais cedo do que foi observado nas osteotomias com rhBMP-
2/NaBSM e rhBMP-2/aBSM tratadas 3 horas e 1 dia apds a osteotomia em

estudos anteriores. A deformagédo de torgdo mecénica era também maior
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nos animais tratados 7 dias apds a osteotomia em comparagao com o trata-
mento por 3 h e 1 dia. A aceleragao da cicatrizagdo da osteotomia foi em
torno de 30-40% quando o tratamento foi administrado nestes dois pontos de
tempo. Os resultados preliminares indicam que a cicatrizagéo da osteotomia
acelerada pode também ser obtida com o tratamento administrado 2 sema-
nas apods a criagdo da osteotomia. Estes resultados destes estudos indicam
que a combinagdo de rhBMP-2/NaBSM acelera significativamente a cicatri-
zacao da osteotomia quando administrada entre 3 horas e 7 dias ap6s a cri-

acao da osteotomia.
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REIVINDICAGOES

1. Composicao para o tratamento de um mamifero tendo um de-
feito no osso, caracterizada pelo fato de que compreende uma proteina os-
teogénica como um agente biologicamente ativo, um material de fosfato de
calcio como um veiculo, e um agente efervescente, em que a composicao
forma granulos quando exposta a condigdes fisioldgicas.

2. Composicao de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada
pelo fato de que a proteina osteogénica é selecionada a partir do grupo con-
sistindo em membros da familia de proteina morfogénica éssea (BMP).

3. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
pelo fato de que a proteina osteogénica é selecionada a partir do grupo con-
sistindo em BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-10, BMP-12, BMP-
13 e MP52.

4. Composicao de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada
pelo fato de que a proteina osteogénica é a BMP-2.

5. Composigcdo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada
pelo fato de que a proteina osteogénica € a BMP-6.

6. Composi¢ao de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo fato de que a proteina osteogénica é a BMP-12.

7. Composicao de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo fato de que a proteina osteogénica é a BMP-13.

8. Composicao de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
pelo fato de que a proteina osteogénica é a MP52.

9. Composigao de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 8, caracterizada pelo fato de que o material de fosfato de caicio é sele-
cionado a partir do grupo consistindo em fosfato de calcio apatitico amorfo,
hidroxiapatita, fosfato tricalcico e fluorapatita.

10. Composicdo de acordo com qualguer uma das reivindica-
¢cbes 1 a 8, caracterizada pelo fato de que o material de fosfato de caicio €
um fosfato de calcio apatitico amorfo.

11. Composi¢ao de acordo com qualquer uma das reivindica-

¢bes 1 a 8, caracterizada pelo fato de que o material de fosfato de calcio é
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um fosfato de calcio apatitico fracamente cristalino.

12. Composicao de acordo com a reivindicagao 11, caracteriza-
da pelo fato de que o fosfato de calcio apatitico fracamente cristalino tem
uma razao de caicio para fosfato comparavel aos minerais dos ossos de o-
corréncia natural.

13. Composicao de acordo com a reivindicagao 11 ou 12, carac-
terizada pelo fato de que o fosfata de calcio apatitico fracamente cristalino
tem uma razao de calcio para fosfato de menos do que 1:1,50.

14. Composigdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des 11 a 13, caracterizada pelo fato de que o fosfato de calcio apatitico fra-
camente cristalino tem uma razao de calcio para fosfato de 1:1,40.

16. Composigdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 14, caracterizada pelo fato de que o agente efervescente é o bicar-
bonato de sddio.

16. Composigao de acordo com a reivindicagéo 15, caracteriza-
da pelo fato de que o bicarbonato de sédio esta presente em uma concen-
tragao entre 10 a 40 por cento (p/p).

17. Uso de uma quantidade eficaz de uma composigcdo, como
definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 17, caracterizado pelo fato
de ser para a preparagdo de um medicamento para o tratamento de um

mamifero tendo um defeito no osso.
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RESUMO
Patente de Invencio: "COMPOSICOES COMPREENDENDO VEICULOS
DE DISTRIBUICAO DE FOSFATO DE CALCIO PARA PROTEINAS OS-
TEOINDUTIVAS, E RESPECTIVO USO".

A presente invengao refere-se a uma composig¢éo para o trata-
mento de um mamifero tendo um defeito no osso. A composi¢gao compreen-
de uma proteina osteogénica, um material de fosfato de célcio como um vei-
culo, e uma quantidade eficaz de um agente efervescente. Os métodos de
preparar as composicoes e os métodos de usar as composi¢des osteogéni-

cas para tratar osso osteoporotico e/ou osteopénico sao também descritos.
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