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(57) Resumo: IMPLANTE DE TECIDO OSSEO COMPREENDENDO IONS DE LIiTIO. A presente invengéo refere-se a
administracao local de ions de litio no tecido 6sseo que foi constatada melhorar a formagao 6ssea e massa 6ssea na implantagéo
de um implante de tecido ésseo no referido tecido ésseo. Em particular, a invengéo refere-se a um implante de tecido dsseo
tendo uma superficie de implante revestida por uma camada de éxido que compreende ions de litio e um método para a
manufatura do mesmo. Um pé explosivo compreendendo ions de litio, um método para localmente aumentar a formagao 6ssea, e
o uso de jons de litio ou um sal é fornecido para fabricar uma composi¢do farmacéutica para localmente aumentar a formagéo
Gssea sao da mesma forma fornecidos pela presente invengao.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "IMPLANTE
DE TECIDO OSSEO COMPREENDENDO iONS DE LiTIO".

Campo técnico

A presente invengéo refere-se a um implante para implantagéo
no tecido 6sseo e um método para fabricagdo do mesmo.

A invengdo da mesma forma refere-se a um pé explosivo e um
método para localmente aumentar a formagao dssea.

Antecedentes da técnica

Um procedimento de um estagio é usado hoje em dia frequen-
temente para implantar implantes ortopédicos ou dentais, implantes geral-
mente metalicos, no tecido 6sseo.

No procedimento de um estagio, uma primeira parte do implante,
como uma fixagdo dentaria, € cirurgicamente colocada no tecido 0sseo, e
um tampéo de cicatrizagdo ou uma parte do implante secundaria, tal como
um reforgco, é em seguida fixado a primeira parte do implante diretamente
apds a operacgao cirurgica. O tecido macio é depois disso permitido cicatrizar
ao redor do tampao de cicatrizacdo ou a parte do implante secundario.
Quando um tampao de cicatrizagao é usado, o tampao é removido depois de
algumas semanas ou meses sem qualquer procedimento cirurgico, e partes
de implante secundarias, tal como um reforgo € uma coroa proviséria, séo
fixados a primeira parte do implante. O procedimento de um estagio € descri-
to por exemplo em L Cooper e outros: "A multicenter 12-month evaluation of
single-tooth implants restored 3 weeks after 1-stage surgery”, The Internatio-
nal Journal of Oral & Maxillofacial Implants, Vol 16, No 2 (2001).

O procedimento de dois estagios, que é outro procedimento de
implantagdo conhecido, envolve em um primeiroc estagio colocar cirurgica-
mente uma primeira parte do implante, tal como uma fixa¢do dentaria, no
tecido 6sseo, onde é em seguida permitida descansar descarregada e imé-
vel durante um periodo de cicatrizagido de trés meses ou mais para permitir
o tecido 6sseo crescer sobre a superficie do implante para permitir o implan-
te ser bem fixado ao tecido 6sseo, o corte no tecido macio que reveste o lo-

cal do implante que é permitido cicatrizar sobre o implante, e em um segun-
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do estagio abrir 0 tecido macio que reveste o implante e fixar partes de im-
plante secundarias, tal como um reforgo dentario e/ou um dente de restaura-
¢do, a primeira parte do implante, tal como a referida fixagdo, formando a
estrutura de implante final. Este procedimento € descrito por exemplo por
Branemark e outros: "Osseointegrated Implants in the Treatment of the E-
dentulous Jaw, Experience from a 10-year period", Almquist & Wiksell Inter-
national, Stockholm, Sweden.

Entretanto, o fato de que o implante ndo deve ser carregado du-
rante o periodo de cicatrizagao significa que as partes de implante secunda-
rias podem ndo ser fixadas a primeira parte do implante e/ou usadas durante
o periodo de cicatrizagdo de trés meses ou mais. Devido ao desconforto as-
sociado com este, é desejavel minimizar o periodo de tempo necessario pa-
ra o primeiro estagio supracitado ou até mesmo realizar o procedimento de
implantagéo inteiro em uma Unica operagao, isto €, usar o procedimento de
um estagio.

Para alguns pacientes, pode ser considerado melhor esperar
pelo menos trés meses antes de funcionéflmente carregar o implante, ambos
para procedimentos de um e dois estagios. Entretanto, uma alternativa u-
sando o procedimento de um estagio & pdr o implante diretamente na fungéo
depois da implantagdo (carregamento imediato) ou algumas semanas depois
da implantagdo (carregamento inicial). Estes procedimentos s&o, por exem-
plo, descritos por D M Esposito, pp 836-837, in Titanium in Medicine, Materi-
al Science, Surface Science, Engineering, Biological Responses and Medical
Application, Sphnger-Verlag (2001).

E essencial que o implante estabeleca uma estabilidade suficien-
te e uma ligagdo entre o0 implante e o tecido 6sseo para permitir o carrega-
mento imediato ou inicial descrito acima do implante. Sera da mesma forma
notado que um carregamento imediato ou inical do implante pode ser benefi-
co para a formagéo do 0sso.

Alguns dos metais ou ligas, tal como titanio, zircénio, hafnio, tan-
talo, nidbio, ou ligas dos mesmos que sdo usados para implantes de 0sso

sdo capazes de formar uma ligagdo relativamente forte com o tecido 0sseo,
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uma ligagao que pode ser tdo forte quanto o tecido dssea por si proprio, as
vezes até mais forte. O exemplo mais notavel deste tipo de material de im-
plante metalico & o titanio e ligas de titdnio cujas propriedades neste respeito
foram conhecidas desde aproximadamente 1950. Esta liga¢ao entre o metal
e o tecido 6sseo foi chamada "osseaintegracao” (Albrektsson T, Branemark
P I, Hansson H A, Lindstrom J, "Osseointegrated titanium implants. Requi-
rements for ensuring a long-lasting, direct bone anchorage in man®, Acta Or-
thop Scand, 52:155-170 (1981)).

Pode ser notado que em contato com o oxigénio, titanio, zircd-
nio, hafnio, tantalo, niobio e suas ligas sdo instantaneamente revestidas com
uma camada de oxido fina. Esta camada de 6xido nativa em implantes de
titnio principalmente consiste em didxido de titanio(IV} (TiOz) com quantida-
des menaores de Ti;O3, TiO e Tiz0,.

Embora a ligagdo entre o metal (oxidado}, por exemplo titénio, e
o tecido 6sseo possa ser comparativamente forte, € desejavel realgar esta
ligagao.

Ha até hoje varios rﬁétodos para tratar implantes metalicos para
obter uma melhor fixagdo do implante, e desse modo osseointegragdo me-
lhorada. Alguns destes envolvem alterar a morfologia do implante, por e-
xemplo criando-se irregularidades na superficie do implante para aumentar a
aspereza da superficie em comparagdo a uma superficie ndo-tratada. Acre-
dita-se que uma aspereza de superficie aumentada, que proporciona uma
area de fixacdo e contato maior entre o implante e o tecido dsseo fornece
uma resisténcia e retengdo mecanica melhores entre o implante e o osso. E
bem-conhecido dentro da técnica que uma aspereza de superficie pode ser
fornecida, por exemplo, por vaporizagdo de plasma, jateamento ou cauteri-
zacgao acida.

QOutros métodos para obter uma melhor fixagdo do implante ao
tecido osseo envolvem a alteragdo das propriedades quimicas da superficie
do implante.

Varios métodos envolvem a aplicagao de uma camada de mate-

rial ceramico, tal como hidroxiapatita, a superficie do implante, interalia para
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melhorar a ligagdo do implante ao osso desde que a hidroxiapatita seja qui-
micamente relacionada ao osso. Uma desvantagem com revestimentos que
compreendem hidroxiapatita €, entretanto, que eles podem ser frageis e po-
dem descamar ou romper da superficie do implante, que pode por sua vez
levar a uma tltima perda do implante.

Outros métodos para aiterar as propriedades quimicas do im-
plante envolvem a aplicagdo de fltor e/ou fluoreto na superficie do implante
(WO 94/13334, WO 95/17217, WO 04/008983, e WO 04/008984).

WO 2006/004297 descreve um implante de metal osseoindutor,
tal como titanio ou uma liga do mesmo, compreendendo uma camada de
oxido de metal e uma camada de um material bioativo composta de qualquer
um ou mais dentre Li, Na, K, Rb, Cs, Fr, Mg, Ca, Sr, Ba, Ra, Sc, Y, Lu, Ti, Zr,
Hf, Nb, Ta, Cr, Mo, W, Mn, Re, Fe, Ru, Os, Co, Rh, Ir, Ni, Pd, Pt, Cu, Ag, Au,
Zn, Ga, Em, Ti, Sn e Bi formados nele. Um exemplo de funcionamento €&,
entretanto, descrito apenas para um implante de titdnio que compreende

calcio como a camada bioativa.
Mencgdo pode da mesma forma ser feita de WO 2002/096475

referindo-se a um implante de titdnio que compreende calcio, fésforo ou en-
xofre na camada de 6xido de titdnio, e WO 2005/084577 referindo-se a um
implante de titAnio compreendendo magnésio na camada de 4xido de titanio.

Embora os implantes que fornecem uma ligagdo comparativa-
mente forte entre a superficie do implante e 0 osso existam, ha uma neces-
sidade na técnica de realgar
esta ligacdo, isto e, melhorar o processo de "osseointegrag¢aco” de um im-
plante no tecido ésseo.

Desse modo, ha uma necessidade na técnica de fornecer um
implante que tem uma taxa desejada de fixagao e que tem a capacidade de
formar uma ligagao mecanicamente forte entre o 0sso e o implante na im-
plantagdo do mesmo no tecido 6sseo.

Sumario da invencao
E um objetivo da invengao satisfazer as necessidades supracita-

das.
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Desse modo, um implante biocompativel pretendido para a im-
plantagdo no tecido 6sseo deve ser fornecido.

Os inventores constataram que ions de litio localmente adminis-
trados no tecido 6sseo tem um efeito local na formagéo dssea e massa os-
sea no tecido ésseo.

Foi também constatado que um implante que compreende uma
camada de 6xido na superficie compreendendo e/ou liberando ions de litio
induz uma producdo aumentada de fosfatase aicalina em osteoblastos, que
& crucial para outra diferenciacao e mineralizagdo. Consequentemente, uma
taxa melhorada da formagao 6ssea e uma taxa melhorada de fixagdo entre o
tecido 6sseo e o implante podem ser alcangadas, melhorando também a
possibilidade de carregamento imediato ou inical do implante.

Além disso, foi constatado que um implante que compreende
uma camada de 6xido na superficie compreendendo e/ou liberando ions de
litio fornece uma proliferacao aumentada de osteoblastos e uma produgao
aumentada de osteoprotegerina, em compara¢do a um implante metélico
que compreende uma camada de 6xido na superficie contendo, por exem-
plo, ions de calcio ou magnesio. Uma massa 0ssea melhorada € desse mo-
do fornecida, a qual envolve uma ligagao mecanicamente mais forte entre o
implante e o tecido 6sseo.

Consequentemente, foi constatado que ions de litio localmente
administrados melhoram o processo de osseointegragdo de um implante no
tecido Osseo.

De acordo com um primeiro aspecto da invengao, os objetivos
precedentes sao alcangados com um implante para implantagao no tecido
o0sseo que tem uma superficie revestida por uma camada de Oxido, em que
a referida camada de éxido compreende ions de litio.

De acordo com um segundo aspecto da invengdo, um método
para fabricar um implante de tecido ésseo tendo as caracteristicas supraci-
tadas é fornecido. O método compreende as etapas de:

a) fornecer um implante que tem uma superficie de implante;

b) formar uma camada de Oxido que reveste a referida superficie de implan-
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te;
¢) formar ions negativamente carregados na referida camada de 6xido; e
d) trazer a referida camada de 6xido em contato com ions de litio.

O método da invencdo € econdmico e facil de realizar, desse
modo permitindo a produgdo em massa. Além disso, é facil esterilizar e ar-
mazenar.

De acordo com um terceiro aspecto da presente invengac, um
po explosive compreendendo um 6xido de metal que compreende ions de
litio & fornecido.

De acordo com um quarto aspecto da invengéo, um meétodo para
localmente aumentar a formagéo 6ssea é fornecido. O referido método com-
preende administrar uma composi¢do que compreende ions de litio ou um
sal dos mesmos e um veiculo farmaceuticamente aceitavel para uma pessoa
em necessidade do mesmo.

Um quinto aspecto da invengao refere-se ao uso de ions de litio
ou a um sal dos mesmos para fabricar uma composigao farmacéutica para
localmente aumentar a formagao 6ssea.

Um sexto aspecto da invengéo refere-se a um kit para implanta-
cdo de um implante no tecido ésseo que compreende um implante e uma
composigdo que compreende ions de litio ou um sal dos mesmos € um vei-
culo farmaceuticamente aceitavel.

QOutras caracteristicas e vantagens da presente invengao ficarao
evidentes a partir da seguinte descri¢do da invengao.

Breve descricao dos desenhos
A figura 1 € uma imagem de TOF-SIMS que ilustra a presenga e

a distribui¢ao de litio para uma amostra de titénio esterilizada depois da re-
ducdo em LiNOs. (Litio € mostrado como pontos brancos).

A figura 2 ilustra a presenga de litio, (pico no 7) em uma amostra
de titanio esterilizada (figura 2a) comparada a amostra de referéncia de uma
amostra de titanio esterilizada com tratada com &cido oxalico (figura 2b) (de
medidas de TOF-SIMS).

A figura 3 € uma imagem de TOF-SIMS que ilustra a presenca e
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a distribuicao de litio para uma amostra de titanio esterilizada depois da a-
nodizagdo em LiOH.

A figura 4 ilustra o grau de proliferagao de células MG-63 depois
da cultura de 3, 7 e 14 dias em poliestireno tratado por célula com e sem litio
em concentragdes diferentes.

A figura 5 ilustra a produc¢édo de fosfatase alcalina no meio de
cultura celular depois da cultura de 3, 7 e 14 dias em poliestireno tratado por
célula com e sem litio em concentragdes diferentes.

A figura 6 mostra o grau de proliferagdo de células MG-63 em
superficies de referéncia 1 e 2 depois de 7 dias de cultura com e sem litio
em concentragbes diferentes.

A figura 7 mostra a producgdo de fosfatase alcalina na superficie
de referéncia 1 compreendendo litio em uma concentragdo de 1 mM compa-
rada a superficie ndo-estimulada que ndo compreende nenhum litio.

A figura 8 é uma imagem de microscopia de elétron de varredura
que ilustra a morfologia de células MG-63 cultivadas em superficie de refe-
réncia 1 depois de 36h.

A figura 9 é uma imagem de microscopia de elétron de varredura
que ilustra a morfologia de células MG-63 cultivadas em superficie de refe-
réncia 2 depois de 36h.

A figura 10 € uma imagem de microscopia de elétron de varredu-
ra que ilustra a morfologia de células MG-63 cultivadas em superficie de re-
feréncia 1 compreendendo litio depois de 36h.

A figura 11 ilustra as diferengas na proliferagao de célula MG-63
entre a superficie de referéncia 1, superficie de referéncia 2, e superficie de
referéncia 1 compreendendao litio, calcio e magnésio, respectivamente.

A figura 12 mostra a quantidade de osteoprotegerina medida
depois de 7 e 14 dias de cultura celular a superficie de referéncia 1 compre-
endendo litio, calcio, e magnésio, respectivamente.

A figura 13 ilustra os valores do teste de torque de remogéao
(RTQ) depois de 6 semanas de implantagdo na tibia de coelho de um im-

plante que compreende litio de acordo com a invengé@o comparado a um im-
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plante com uma superficie Osseospeed™ comercialmente disponivel.

Descricao detalhada da invencao

Como usado aqui o termo "implante” inclui dentro de seu escopo
qualquer dispositivo destinado a ser implantado no corpo de um animal ver-

tebrado, em particular um mamifero, tal como um ser humano. Implantes

‘podem ser usados para substituir a anatomia e/ou restabelecer qualquer

fungao do corpo.
Geralmente, um implante € composto de uma ou varias partes

de implante. Por exemplo, um implante dentario normalmente compreende
uma fixagdo dentaria acoplada as partes de implante secundarias, tal como
um reforgo e/ou um dente restaurado. Entretanto, gualquer dispositivo, tal
como uma fixacdo dentaria, destinada para implantacdo pode ser apenas
referida como um implante se ocuiras partes forem conectadas a este.

Como usado aqui, o termo "implante (destinado) para implanta-
¢ao no tecido osseo"” refere-se a implantes destinados pelo menos a implan-
tacdo parcial no tecido 6sseo, como implantes dentais, por exemplo, implan-
tes de uma peca, implantes ortopédicos, e similares. Um implante para im-
plantagdo no tecido dsseo pode da mesma forma ser referido como um im-

plante de tecido dsseo.
Como usado aqui, o termo "superficie de implante” refere-se a

pelo menos uma regiao de superficie definida de um implante. Desse modo,
a regiao de superficie definida pode incluir a drea de superficie inteira do
implante ou por¢gbes da mesma.

Um exemplo de uma superficie de implante destinada para im-
plantacdo no tecido dsseo € a superficie de uma fixagdo dentaria que € des-
tinada para implantagdo no osso maxitar de um paciente e para entrar em
contato com tecido dsseo.

Outrc exemplo de uma superficie de implante destinada para
implantag@o no tecido 0sseo é a superficie de um implante de quadril que €
destinado para implantagao no fémur de um paciente.

A presente invengdo refere-se a um implante para implantagao

no tecido ésseo gue tem uma superficie; a referida superficie sendo revesti-
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da por uma camada de 6xido, em que a referida camada de Oxido compre-
ende ions de litio.

Um implante de acordo com a invengac € biocompativel e tem
um efeito local sobre a formagao dssea e massa 6ssea no tecido dsseo. A-
lém disso, o implante inventivo causa uma proliferagdo aumentada de osteo-
blastos, e uma produgdo aumentada de fosfatase alcalina e osteoprotegerina
no tecido 6sseo. Fosfatase alcalina € uma enzima produzida por osteoblas-
tos que desempenha um papel principal na mineralizagdo do 0sso, e a oste-
oprotegerina € uma citocina conhecida por aumentar a densidade mineral do
osso e volume do o0sso no tecido 0sseo. A produgdo de fosfatase alcalina e
osteoprotegerina indica claramente que o implante de acordo com a inven-
cao tem um efeito positivo na remodelagem do osso.

Um implante de acordo com a invengao fornece uma estabilida-
de de implante melhorada e resposta de tecido 6sseo quando medida por
teste de torque de remogao (RTQ) (figura 13).

A camada de 6xido que reveste a superficie de implante com-
preende ions de litio que sdo espalhados em pelo menos parte da camada
de oxido.

Litio € um ion de peso leve, ndo tdxico, positivamente carregado,
pequeno que foi constatado ser disperso faciimente na camada de oxido que
reveste a superficie do implante.

Embora um efeito terapéutico de sais de litio seja conhecido pa-
ra disturbios maniaco-depressivos, estudos mostram que a terapia de litio da
mesma forma afeta o metabolismo mineral do osso (por exemplo, Baran e
outros, "Lithium Inhibition of Bone Mineralization and Osteoid Formation”, J
Clin Invest, pp 1691 -1696 (1978); Nordenstrém e outros, "Biochemical Hy-
perparathyroidism and Bone Mineral Status in Patients Treated Long-Term
with Lithium", Metabolism, vol 43, No 12, pp 1563-1567 (1994); e Mak e ou-
tros, "Effects of Lithium Therapy on Bone Mineral Metabolism: A Two-Year
Prospective Longitudinal Study”, J Clin Endochn and Metabol, vol 83, No 11,
pp 3857-3859 (1998)).

Recentemente, a administracao oral de cloreto de litio foi sugeri-
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da para o tratamento de disturbios de massa dssea baixa, tal como osteopo-
rose, visto que foi concluido que o litio realga a formagéo dssea e methora a
massa 6ssea por ativagdo da série de reagdo de Wnt candnica que resulta
em, por exemplo, a estimulagi@o da replicagdo de preosteoblasto, indugdo de
osteoblastogénese e inibicado e apoptose de de osteoblasto e ostedcito
(Clement-Lacroix e outros, "Lrp5- independent Activation of Wnt Signalling
by Lithium Chloride Increases Bone Formation and Bone Mass in Mice",
PNAS, vol 102, N° 48, pp 17406-17411 (2005) e Krishnan e outros, "Regula-
tion of Bone Mass by Wnt Signaling”, J Clin Invest, vol 116, No &, pp 1202-
1209 (2006).

As séries de reagdes de sinalizagdo de Wnt € um alvo atrativo
para o tratamento de osteoporose, € em geral para descoberta de farmaco
anabdlico 6sseo (Rawadi G e outros, "Wnt signalling pathway: a new target
for the treatment of osteoporosis”, Expert. Opin. Ther. Targets, Vol 9, pp
1063-1077 (2005))). O fato que o litio ativa a série de rea¢do de Wnt torna a
presente invengao altamente adequada para implantagdo no tecido 6sseo.

Além disso, o fato que o litio foi previamente usado para o trata-
mento de transtornos maniacos-depressivos subentende-se que o quadro
toxicologico e os efeitos colaterais na administragéo sistémica sdo bem-
conhecidos.

Além disso, litio tem uma guimica relativamente simples e é ge-
ralmente indestrutivel e ndo afetado, por exemplo, por esterilizagéo.

A incorporagao de ions de litio na camada de 6xido pode romper
a estrutura de 6xido, desse modo tornando o 6xido mais reativo. Quando a
camada de Oxido estiver incorporada com ions de litio positivamente carre-
gados, uma densidade de custo de superficie positiva aumentada & forneci-

da na superficie de oxido (superficie do implante). Consequentemente, as

proteinas ricas em elétron no tecido 6sseo pode ser eletricamente atraida a -

superficie. lons incorporados podem da mesma forma afetar a condutividade

do dxido que pode ter um efeito positivo sobre a osseointegragdo e hemo-

compatibilidade.
Pelo menos parte da camada de 6xido deve compreender ions
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de litio, e o efeito osseoindutor desejado de litio em um implante da invengéo
pode ser alcangado pela presenga dos ions na camada de 6xido. Entretanto,
pode da mesma forma ser alcangado pela liberagéo de ions de litio da ca-
mada de dxido no fluido fisiolégico que cerca o implante.

Preferivelmente, ions de litio sdo homogeneamente distribuidos
na camada de éxido. Tal distribuicdo homogénea e ilustrada na figura 1.

O implante de acordo com a presente inveng¢do é adequadamen-
te um implante metalico, tal como um implante feito de titanio ou uma liga de
titanio.

Em modalidades, entretanto, o implante pode ser um implante
ndo-metalico que compreende por exemplo uma cerdmica, um plastico ou
um material de composto. Em tais modalidades, a superficie de implante &
uma camada de implante metalica aplicada no implante nao-metalico, por
meio do qual uma superficie de implante na parte metalica é fornecida. A

5,

camada de implante metalica preferivelmente compreende titdnio ou uma
liga de titanio.

Entretanto, o implante metalico, e a camada de implante metali-
co ndo sdo limitados a-um metal especifico, mas podem ser feitos de qual-
quer material metalico biocompativel, tal como zircénio ou uma liga do mes-
mo, hafnio ou uma liga do mesmo, niéhio ou uma liga do mesmo, téntalo ou
uma liga do mesmo, uma liga de cromo-vanadio, ou qualquer combinagao
destes materiais.

A camada de 6xido que reveste a superficie do implante tem
uma espessura dentro da faixa de de 2 a 100 nm.

Em contato com oxigénio, titanio, zirconio, hafnio, tantalo, nidbio
e suas ligas sdo instantaneamente revestidos com uma fina camada de 6xi-
do. Esta camada de oxido nativa em implantes de titdnio consiste principal-
mente em didxido de titdnio (IV) (TiO2) com quantidades menores de Ti;O3,
TiO e Ti304.

Em modalidades preferidas, a camada de 6xido € uma camada
de 6xido que é formada espontaneamente, por exemplo, em contato com o

ar. A espessura de uma tal camada de 0xido espontaneamente formada esta
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dentro da faixa de 2 a 18 nm, por exemplo, dentro da faixa de 2 a 6 nm.

A camada de oxido de acordo com a invengao nao cresce subs-
tancialmente mais espessa com o passar do tempo e protege a superficie
metalica subjacente de reagir com qualquer agente circundante.

Superficies de implantes de metal revestidas por camadas de
oxido sdo conhecidas na técnica. Entretanto, varios documentos da técnica
anterior realgam a importancia de fornecer uma camada de oxido espessa,
preferivelmente acima de 600 nm sobre a superficie de implante (Sul e ou-
tros, "Resonance frequency and removal torque analysis of implants with
turned and anodized surface oxides", Clin. Oral. Impl. Res., Vol 13, pp 252-
259 (2002); Sul e outros, "Qualitative and quantitative observations of bone
tissue reactions to anodised implants”, Biomaterials, Vol 23, No 8, pp 1809-
1817 (2002)). Tais implantes requerem uma etapa adicional de oxidagéo vis-
to que as camadas de Oxido da expessura supracitada ndo sdo espontane-
amente alcangaveis.

Os presentes inventores constataram que uma camada de 6xido
que tem uma espessura menor que 100 nm, preferivelmente uma camada
de éxido que tem a densidade de uma camada de Oxido nativa, isto €, uma
camada de o6xido espontaneamente formada, menor que 18 nm € mais ade-
quada para implantagéo no tecido ¢sseo visto que as camadas de Oxido es-
pessas possam ser muito frageis. Além disso, as camadas de Oxido espes-
sas podem levar & fratura e descascamento durante periodos mais longos
de impiantagao de um implante no tecido 6sseo.

Esta descoberta esta em contraste com Xiropaidis e outros que
relata que implantes de titAnio com camadas de Oxido nativas sdo conside-
rados menos osteocondutivos. (Xiropaidis e outros, "Bone-impiant contact at
calcium phosphate-coated and porous titanium oxide (TiUnite®)-modified
oral implants”, Clin. Oral. Impl. Res, No 186, pp 532-539 (2005)).

Uma camada de 6xido de acordo com a invengdo néo interfere
com, ou modifica a topografia da superficie de implante. Além disso, um im-
plante que compreende uma camada de oxido que tem uma espessura me-

nor que 100 nm, por exemplo menor que 18 nm, por exemplo, entre 2 ¢ 6 nm
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é biocompativel tornando adequado para incorporagdo no corpo humano.

Conseqguentemente, uma camada de oxido que compreende i-
ons de litio de acordo com a invengédo é adequada para qualquer geometria
ou qualquer substrato.

A superficie do implante de acordo com a invengéo ¢é preferivel-
mente uma superficie de implante metalico que compreende uma camada
de o6xido de metal em sua superficie.

Em particular, o implante, em particular a superficie do implante
de acordo com a invengao compreende titnio ou uma liga do mesmo. Uma
tal superficie do implante € desse modo revestida por uma camada de éxido
de titanio.

Consequentemente, em um implante da presente invengdo, a
camada de 6xido gue reveste a superficie do implante é uma camada de
6xido de metal formada na superficie metalica do implante.

Em modalidades, o implante de acordo com a invengédo pode
também ser fornecido com um depoésito no topo da camada de dxido. Um tal
depdsito pode compreender um agente estimulador de osso, tal como litio,
estroncio, calcio, magnésio ou qualguer outro ion que tém um efeito estimu-
lador de osso. Tipicamente, o depdsito compreende ions de litio.

Como usado aqui, o termo "depdsito" refere-se a uma pelicula
continua ou descontinua fornecida no topo da camada de 6xido. Um tal de-
posito pode ter qualquer espessura e ndo esta incorporado na camada de
oxido, porém, é fornecido nele.

Tipicamente, o depédsito € uma precipitagao de sal compreen-
dendo qualguer uma ou uma combinagdo de ions selecionada de litio, es-
troncio, magnésio e calcio.

Usualmente, o depdsito € uma precipitacdo de sal de litio, isto é,
um sal de litio que € precipitado sobre o topo da camada de oxido da super-
ficie de implante.

Exemplos de sais de litio adequados sdo hidroxido de litio, fluo-
reto de litio, cloreto de litio, sulfato de litio, nitrato de litio, carbonato de litio.

Entretanto, qualquer sal de litio capaz de ser pelo menos parcialmente dis-
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- solvido no fluido fisioldgico que cerca o implante pode ser usado. Tais sais

sdo conhecidos por uma pessoa versada na técnica.

Na implantagdo, um depésito compreendendo uma precipitagéo
de sal dissolve facilmente e rapidamente no fluido circundante tal que os i-
ons estimuladores de osso sdo liberados do implante. Um implante fornecido
com um tal depdsito em sua superficie pode ser particularmente benéfico em
situagdes onde um implante necessita integrar-se mais rapidamente, por
exemplo, no osso de quantidade e qualidade inferior.

Uma vantagem associada com um implante compreendendo um
deposito do tipo mencionado acima em sua superficie € que ions estimula-
dores de 0ss0, por exemplo ions de litio sdo facilmente e eficientemente libe-
rados no fluido fisiolégico que cerca o implante. Consequentemente, uma
dose mais alta de ions estimuladores de osso, por exemplo, ions de litio po-
dem ser liberados no fluido circundante.

Dessa maneira, o efeito desejado de litio pode ser obtido igual-
mente de ions presentes no Oxido na camada de 6xido na superficie de im-
plante e ions liberados deste.

Um implante de acordo com a presente invengao adequadamen-
te necessita de um revestimento compreendendo um composto de fosfato de
calcio. Como esbogado na introduggo, tais implantes sao mais propensos a
formar ftocos ou romper da superficie do implante, que pode levar a uma
perda do implante.

Em modalidades da invencao, a superficie de implante pode adi-
cionalmente compreender uma microaspereza tendo uma aspereza de raiz
quadrada média (Rq efou Sg) de < 250 nm (isto €, uma microaspereza com-
preendendo poros tendo um didmetro de poro de < 1 um e uma profundida-
de de poro de < 500 nm) em pelo menos uma parte da superficie de implan-
te. Como usado aqui, o termo "nano- ou microaspereza” refere-se a uma
aspereza de superficie compreendendo irregularidades de superficie tendo
dimensdes menores do que 1 pm.

Tal aspereza de superficie € provavel produzir um contato maior

e area de ligacdo entre o implante e o tecido 6sseo, e fornece uma melhor
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retencdo mecéanica e resisténcia entre implante e osso. Em modalidades al-
ternativas, a superficie de implante compreende fitor e/ou fluoreto, como
0,2-20 a %, e opcionalmente da mesma forma uma microaspereza tendo
uma aspereza de raiz quadrada média (R, e/ou Sg) de < 250 nm, em pelo
menos uma parte da superficie de implante.

Opcionalmente, a superficie do implante de acordo com a inven-
¢cdo pode compreender uma macroaspereza. Quando usado aqui o termo
"macroaspereza” refere-se a uma aspereza de superficie compreendendo
irregularidades de superficie tendo dimensdes maiores do que 1 um.

Sera da mesma forma notado que a superficie de implante pode
ser enroscada ou desenroscada ou pode ser dado outras caracteristicas to-
pograficas dependentes de uso.

Além disso, a presente invengao refere-se a um método para
fabricar um implante de tecido ésseo tendo as caracteristicas esbogadas
acima, compreendendo as etapas de:

a) fornecer um implante tendo uma superficie de implante;

b} formar uma camada de 6xido revestindo a referida superficie de implante;
c¢) formar ions negativamente carregados na referida camada de oxido; e

d) trazer a referida camada de o0xido em contato com ions de litio.

Como previamente mencionado, ¢ implante pode ser um implan-
te metalico, ou pode ser um implante nao-metalico fornecido com uma su-
perficie metalica. Quando implantes ndo-metalicos sdo usados na presente
invencao, uma superficie de implante metalica pode ser fornecida por qual-
quer técnica adequada conhecida por aqueles versados na técnica. Por e-
xemplo, qualquer tratamento eletroquimico adequado pode ser usado.

Uma camada de 6xido revestindo a superficie do implante & pre-
ferivelmente formada espontaneamente, por exemplo em contato com ar.
Uma tal camada é passiva e inerte, isto &, & estavel e previne a superficie
metalica subjacente de outra reagao.

E, entretanto, possivel usar qualquer técnica de oxidagdo con-
vencional no método acima. Consequentemente, o meétodo nao esta limitado

a formacgao espontanea de uma camada de 6xido. Por exemplo, uma cama-
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da de 6xido pode ser formada em uma superficie de implante metalica por
oxidagao anddica do implante em um eletrélito, tal como uma solugdo aquo-
sa de um acido organico. Uma camada de éxido pode da mesma forma ser
formada em uma superficie de implante metalica aquecendo-se em ar a, por
exemplo, 150 - 1300°C. Além disso, uma camada de 6xido pode ser formada
em uma superficie de implante metalica precipitando ¢ 6xido na superficie
de implante de uma solugéo adequada.

Como ja mencionado, uma camada de oxido revestido na referi-
da superficie de implante € preferivelmente formada espontaneamente, que
é vantajoso como nenhuma etapa adicional de oxidagéo é atualmente reque-
rida.

Referindo-se a etapa ¢) no método esbogado acima, ions nega-
tivamente carregados podem ser formados na referida camada de éxido
submetendo-se a superficie de implante a um ambiente alcalino.

Em contato com uma solugdo aquosa, ¢ oxido de metal, por e-
xemplo, superficie de 6xido de titdnio rompera a estrutura de molécula de
agua em seus arredores proximos, e, dependendo do pH, torna-se positiva-
mente ou negativamente carregado. Quando a superficie € nao carregada e
nenhum ion é absorvido na superficie, 0 pH € chamado o ponto de carga
zero pHeze. O pHpzc para Oxido de titénio esta entre 5-7.

Consequentemente, quando a superficie de 6xido de titanio é
circundada por um ambiente aquoso, alcalino, por exemplo uma solugao al-
calina tendo um pH acima de 7, a superficie torna-se levemente negativa-
mente carregada devido a formagao de ligagao de superficie, grupos hidro-
xido negativamente carregados. ions de litio positivamente carregados, que
podem estar presentes erm uma solugdo circundante podem, desse modo,
ser eletricamente atraidos a superficie de oOxido (superficie de implante) e
desse modo torna-se incorporado em pelo menos parte da camada de éxido,
tipicamente na parte superior da camada de oxido. Preferivelmente, os ions
de litio sdo homogeneamente distribuidos na camada de éxido.

Um ambiente alcalino pode ser obtido localmente na superficie

do 6xido; isto é ions negativamente carregados podem ser formados na ca-
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mada de oxido aplicando-se um potencial que € mais negativo do que -0,5 V,
tipicamente na faixa de -0,5 a -3,5 V. A aplicagao de um tal potencial aumen-
tara o rompimento de moléculas de dgua, gerando a formacgéo de gas hidro-
génio, e ligagdo de superficie, grupos hidroxido negativamente carregados
na superficie de implante.

Alternativamente, um ambiente alcalino & obtido submetendo-se
a superficie de implante a uma solugao alcalina, por exemplo, embebendo-
se a superficie de implante em uma solugéo alcalina. Uma tal solugdo alcali-
na deveria ter um pH mais aito do que 7, por exemplo mais alto do que 10; e
tipicamente mais alto do que 11. O tempo de saturagao pode ser menos do
que 30 minutos, por exemplo menos do que 20 minutos, tipicamente entre
10 e 15 minutos.

A superficie de implante € em seguida trazida em contato com
ions de litio positivamente carregados; por exemplo submetendo-se a super-
ficie de implante a uma solugdo compreendendo ions de litio. A etapa de
trazer a referida camada de 6xido em contato com ions de litio pode ser rea-
lizada simultaneamente com ou depois da etapa de formar
ions negativamente carregados na referida camada de 6xido. Preferivelmen-
te as etapas c) e d) do método de acordo com a invengdo sdo realizadas
simultaneamente.

Por exemplo, aplicando-se um potencial dentro da faixa dentre -
0,5V a-3,5V em uma solugdo compreendendo litio, grupos hidroxido nega-
tivamente carregados seréo formados, levando a uma interacdo eletrostatica
entre grupos hidréxido de ligagdo de superficie e ions de litio presentes na
solugdo. Esta interagao eletrostatica resulta em que ions de litio estéo incor-
porados na camada de éxido. Isto é também descrito no exemplo 1.

A solugao compreendendo jons de litio pode ser uma solugdo
compreendendo hidréxido de litio em uma concentragéo de 5,3 M ou menos.
A concentragdo de hidroxido de litio ndo deveria exceder 5,3 M, que repre-
senta o produto de solubilidade de hidréxido de litio. Quando a concentragéo
de LiOH exceder 5,3 M, cristais de sal serao formados e precipitados na su-

perficie do éxido. Na etapa c¢) do método de acordo com a invencgao, € dese-
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jado que os ions se tornem incorporados no 6xido, e consequentemente a
concentragéo de LiOH ndo deveria exceder o produto de solubilidade.

Uma concentracdo preferida de hidroxido de litio esta dentro da
faixa dentre 0,05 a 2 M.

As etapas de formar ions negativamente carregados na superfi-
cie de oxido e trazer a referida camada de 6xido em contato com ions de
litio, desse modao incorporando ions de litio na camada de 6xido revestindo a
superficie do implante nao esta limitada a um método especifico porém pode
ser obtida por qualquer método adequado, ou qualquer combinagido de mé-
todos. Por exemplo, a superficie de implante pode ser anodizada em uma
solugao alcalina compreendendo ions de litio. O exemplo 1 ilustra a incorpo-
ragdo de ions de litio por anodizagdo em hidroxido de litio.

Submetendo-se a superficie de implante a uma etapa de anodi-
zagdo, as espessuras da camada de Oxido serdo afetadas. Entretanto,
quando a anodizagao € preferivelmente realizada com uma taxa de varredu-
ra relativamente baixa, por exemplo abaixo de 6 mV/s até alcangar 8V, as
espessuras do oxido nao crescera mais grossa do que 100 nm.

Consequentemente, ions de litio estdo incorporados na camada
de oxido por meios da interacdo eletrostatica entre grdpos hidroxido negati-
vamente carregados formados na superficie de implante e ions de litio posi-
tivamente carregados presentes em uma sclugao circundante.

Opcionaimente, o0 método de acordo com a invengéao pode com-
preender a etapa de enxaguar e/ou limpaar a referida superficie de implante
depois da etapa d). Além disso, a superficie de implante pode ser secada e
esterilizada depois da referida etapa de enxague.

Em modalidades, o método de acordo com a invengao tambem
compreende a etapa de formar um depdsito compreendendo um agente es-
timulador de osso tal como litio, estréncio, céicio, magnésio no topo da refe-
rida camada de Oxido, por exemplo precipitando-se um sal compreendendo
os ions mencionados acima na superficie do implante; isto € na camada de
oxido revestindo a referida superficie.

O sal pode ser qualquer sal adequado dos ions acima que € pelo
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menos em parte soluvel no fluido fisiologico que cerca o implante. A precipi-
tagdo de um sal na superficie de implante formara uma pelicula continua ou
uma nao-continua na superficie. As espessuras do depésito dependerao da
quantidade de sal precipitado.

Um tal depdsito de sal dissolve facilmente e rapidamente em
contato com o fluido fisioldgico que cerca o implante tal que os efeitos esti-
mulante de osso desejado é obtido pela liberagdo de ions estimuladores de
0ss0 a partir da superficie de implante.

Quando o depésito for uma precipitagdo de sal de litio, a etapa
de formar um tal depésito pode ser obtida modificando-se os métodos des-
critos acima para formar ions negativamente carregados na superficie da
camada de 6xido. Por exemplo, um potencial mais negativo do que -3,5 V
pode ser aplicado. Um ta! potencial negativo da origem a um desenvolvimen-
to de gas hidrogénio significativamente aumentado e um rompimento au-
mentado de moléculas de agua. Consequentemente, um excesso de grupos
hidroxido de ligagdo de superficie negativamente carregados, sdo formados
na superficie de 6xido resultando em um depésito, isto &€ um precipitado de
hidroxido de litio sobre a camada de 6xido. Vide exemplo 2 para outra des-
crigao.

Além disso, submetendo-se & superficie de implante a uma solu-
¢do compreendendo hidroxido de litio em uma concentrag&o sobre o produto
de solubilidade de 5,3 M, um depdsito de sal de litio sera formado na super-
ficie de oxido (superficie de implante). Isto € da mesma forma devido ao ex-
cesso de grupos hidréxido o cercando.

Entretanto, a etapa de formar um depédsito de por exemplo um
sal de litio nao esta limitada a qualquer método especifico, porém qualquer
método pode ser usado. N&o ¢ limitado a um sal de litio especifico, poréem
qualquer sal que ¢ pelo menos em parte solGvel no fluido fisioldgico que cer-
ca um implante pode ser usado.

Além disso, qualquer método para formar uma precipitagao de
sal compreendendo qualquer ou uma combinagdo dos ions selecionados a

partir de litio, estréncio, magnésio e calcio pode ser usado, por exemplo a
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solucao que compreende litio pode da mesma forma compreender qualquer
ou uma combinagdo dos ions mencionados acima. Em tais casos, uma
quantidade pequena destes ions pode da mesma forma ser incorporada na
camada de éxido.

A etapa de formar um deposito pode da mesma forma ser reali-
zada por uma combinagdo dos métodos mencionados acima.

Deveria entretanto ser notado que métodos conhecidos para in-
corporacao de ion e formacdo de depdsito em uma superficie de implante
podem da mesma forma ser usados na presente invengdo. Tais métodos
incluem por exemplo:

- deposito de plasma, por exemplo usando implantagdo de ion de fonte de
plasma ou implantagdo de ion de imersdo de plasma de metal, l
- qualquer tratamento eletroquimico, por exemplo, voltametria em um eletroli-
to compreendendo ions de litio,

- tratamento do implante com uma solugdo aquosa e/ou nao aguosa com-
preendendo ions de litio, por exemplo imergindo-se o referido implante na
referida solugéao,

- tratamento do implante com uma técnica de sol-gel,

- implantagao de feixe de ion,

- arco a vacuo,

- arco a vacuo filtrado,

- arco a vacuo de vapor de metal,

- revestimento de ion,

- deposito de vapor quimico,

- deposito de vapor quimico assistido por plasma,

- borrifagao,

- separac¢édo a laser,

- fornecer um revestimento, tal como um revestimento contendo fosfato de
calcio ou um revestimento de silano, na superficie de implante, em ou ao
qual ions de litio podem ser incorporados ou fixados,

qualquer combinagdo destes métodos ou similar. O método de acordo com a

invencao pode também compreender a etapa de criar uma microaspereza na
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superficie de implante.

Antes de, simultaneamente com e/ou depois da condi¢ao de i-

ons de litio ou um sal dos mesmos na superficie de implante, uma nano e/ou
microaspereza pode ser opcionalmente fornecidas na superficie de implante
usando, por exemplo, cauterizagdo moderada, microfabricagao, anodizagéao,
pulverizagdo de chama, tratamento eletroquimico, /aser, erosdo de faisca, ou
qualquer outro meétodo adequado de modificagao de superficie.

Referéncia pode ser feita ao WO 04/008983 e WO 04/008984,
em que, métodos adequados para obter uma tal superficie de implante sao
descritos. E preferido, entretanto, que a nano- e/ou microaspereza seja for-
necida depois da etapa a) no método de acordo com a invengao.

O meétodo da invengao pode da mesma forrﬁa compreender a
etapa de aplicar fluor a superficie de implante. Referéncia pode ser feita ao
WO 04/008983, em que métodos adequados para obter uma tal superficie
de implante sdo descritos.

Um método adequado, de acordo com WO 04/008983, para for-
necer flhor efou fluoreto e uma microaspereza tendo uma aspereza de raiz
quadrada média (Rq e/ou S,) de < 250 nm em pelo menos uma parte de uma
superficie de implante & por tratamento do implante com uma solugéo aquo-
sa de acido fluoridrico tendo uma concentragdo menor do que 0,5 M, tal co-
mo de 0,1 M, durante um periodo de cauterizagdo de até 180 segundos, tal
como 60s, a temperatura ambiente (vide WO 04/008983 para mais informa-
¢ao).

Além disso, uma macroaspereza pode ser opcionalmente }orne-
cida na superficie de implante antes de fornecer ions de litio ou um sal dos
mesmos, e antes de opcionalmente fornecer a microaspereza, da mesma.
Uma macroaspereza pode, por exemplo, ser fornecida explodindo-se, com
particulas de diéxido de titdnio, gravando, microfabricag¢éo, anodizagéo, pul-
verizagdo de chama, qualguer tratamento eletroquimico, laser, erosdo de
faisca, usinagem, carretilhamento, ou qualquer outroc método adequado de
modificacdo de superficie.

Da mesma forma sera notado que a superficie de implante pode
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ser enfiada ou desenfiada ou ser dado a outras caracteristicas topograficas
dependentes de uso.

O metodo para fabricar um implante de tecido 0sseo de acordo
com a invengdo ndo esta limitado a incorporagao de ions de litio, porem po-
de ser aplicado para incorporar ions positivamente carregados na superficie
de impiante em geral. Consequentemente, um tal método envolve as etapas
de:

a) fornecer um implante tendo uma superficie de implante;

b) formar uma camada de éxido revestindo a referida superficie de implante;
¢) formar ions negativamente carregados na referida camada de 6xido; e

d) trazer a referida camada de 6xido em contato com ions positivamente car-
regados.

A presente invengdo também refere-se a um pd explosivo, que
compreende um oxido de metal, em que o 6xido de metal compreende ions
de litio.

O éxido de metal pode ser um oxido de metal selecionado a par-
tir do grupo que consiste em dxido de titanio, oxido de zircénio, oxido de haf-
nio, oxido de tantalo, e dxido de niébio. Preferivelmente o pé explosivo com-
preende 6xido de titdnio em que ions de litio sao incorporados.

E da mesma forma possivel simplesmente usar éxido de litio
como o po explosivo da presente invengao.

Pode ser possivel usar o referido pd explosivo no método de a-
cordo com a invengao para tambem aumentar a incorporagao de ions de litio
na camada de Oxido revestindo a superficie de implante. Entretanto, um pé
explosivo pode ser usado por si proprio para incorporar ions de litio em
qualquer camada de 6xido fornecida em qualquer superficie de implante.

A presente invengdo da mesma forma refere-se a um método
para localmente aumentar a formacdo ¢ssea. Um tal método compreende
administrar uma composicdo compreendendo jons de litio ou um sal do
mesmo e um veiculo farmaceuticamente aceitavel a uma pessoa em neces-
sidade do mesmo. Preferivelmente, a composi¢do compreendendo ions de

Jitio ou um sal da mesma e um veiculo farmaceuticamente aceitavel € admi-



10

15

20

25

30

nistrada em um local de implantagdo na implantagdo de um implante em te-
cido dsseo no referido local de implantagdo antes de, simultaneamente com
e/ou depois gue do referido implante é colocado em uma cavidade no tecido
osseo no referido local.

A composigcao compreendendo ions de litio, ou um sal da mes-
ma, pode ser administrada na e/ou proximo a referida cavidade no tecido
0sseo.

Exemplos de veiculos farmaceuticamente aceitaveis adequados
para uso na referida composigdo sao uma solugdo salina fisiologica; osso
autdlogo desintegrado; uma matriz de osso desmineralizada; lipossomas;
nano ou microparticulas de polimero(s) biodegradavel(is), tal como acido
polilatico (PLA) e acido poliglicolico (PGAY); &cido hialurdnico; colageno; sul-
fato condroitina; um hidrogel, tal como alginato; quitosana; uma sustentagéo
de poliéster e fosfato de tricalcio; e similares.

Um exemplo especifico de um veiculo adequado é PepGen P-15‘—
PUTTY®, que sdo particulas de hidroxiapatita aumentadas com P-15, um
peptideo sintético que imita a regido de ligagao de célula de colageno Tipo-l,
suspenso em hialuronato de sddio.

A composi¢do de acordo com a invengao pode ser uma libera-
¢do imediata, uma liberagdo atrasada ou uma formulagéo de liberagao con-
trolada.

A invencdo da mesma forma refere-se ao uso de ions de litio, ou
um sal dos mesmos, para fabricar uma composi¢do farmacéutica (como
descoberto acima) para localmente aumentar a formagao 6ssea.

A composi¢do pode ser localmente administrada em um local de
implantagdo na implantagdo de um implante em tecido 6sseo no referido lo-
cal.

De acordo com os presentes inventores, administragao local de
ions de litio ou um sal do mesmo diretamente no tecido 6sseo é preferida na
administracdo sistémica. Agentes externos frequentemente tém uma varie-
dade de efeitos no corpo humano, que sdo igualmente conhecidos e desco-

nhecidos. Administragao local de litio ou um sal do mesmo em tecido 0sseo
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& benéfica como o efeito estimulante de osso sera obtido, enquanto efeitos
colaterais sado evitados.

Além disso, a invengado refere-se a um kit para implantagéo de
um implante em tecido ésseo compreendendo um implante e uma composi-
¢do (como descrito acima) compreendendo ions de litio, ou um sal dos
mesmos, e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Enquanto a invengéo foi descrita em detalhes e com referéncia
as modalidades especificas da mesma, ficara evidente para alguém versado
na técnica que varias mudancas e modificagdes podem ser feitas aqui sem
partir do espirito e escopo da mesma.

A invengdo serd agora ilustrada por meios dos seguintes exem-
plos nao limitantes.

Exemplos
Exemplo 1: incorporacgdo de ions de litio em uma camada de 6xido de titanio.
Redugdo em LiNO;

Amostras de titdnio foram reduzidas por técnica de e—tapa poten-
cial em LINOs a 0,1 M, pH de 5-6. Uma etapa potencial de -3V (todos os po-
tenciais sdo referidos a um eletrodo de referéncia de Ag/AgCI/KCI de jungéo
dupla, 197 mV contra SHE) foi aplicada sobre uma amostra durante 5 minu-
tos resultando em uma evolugdo de hidrogénio continua. Depois do proces-
so de redugao as amostras foram enxaguadas com MQ agua em um banho
ultrassénico durante 2 minutos antes da secagem e esterilizagdo. A presen-
¢a e distribuigao de litio foram identificadas por Espectrometria de Massa de
jon Secundario de Tempo de Trajetoria (TOF-SIMS) (figura 1).

Anodizacdo em uma solugao alcalina

Amostras de titanio foram anodizadas em de LiOH a 0,1 M, pH
>11 por LSV (voltametria de varredura linear) de OC (circuito aberto) a 7V
(todos os potenciais sdo referidos a um eletrodo de referéncia de
Ag/AgCI/KCI de jungdo dupla, 197 mV contra SHE), em uma taxa de varre-
dura de 2 e/ou 5mV/s e uma velocidade de rotagao de 900 rpm. Depois do
processo de anodizagdo as amostras foram enxaguadas em agua MQ em

um banho ultrassbnico durante 2 minutos antes da secagem e esterilizagao.
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A presenga de litio na superficie de uma amostra de titanio esterilizada é
ilustrada pelo espectro de massa na figura 2a (pico 7), € comparado a uma
amostra de referéncia de uma amostra de titnio esterilizada tratada com
acido oxalico (figura 2b).

A presenga e distribuicdo de litio foram identificadas por TOF-
SIMS (figura 3).

Exemplo 2: Liberagao de litio a partir de uma superficie de implante de tita-
nio.

Amostras de titanio foram reduzidas por técnica da etapa poten-
cial em 0,1 M de LiNO3, pH 5-6. Uma etapa potencial mais negativa do que -
4V (todos os potenciais séo referidos como a um eletrodo de referéncia de
Ag/AgCI/KCI de jungédo dupla, 197 mV contra SHE) foi aplicada sobre uma
amostra durante 5 minutos resultando em evolugéo de hidrogénio vigorosa.
Depois do processo de reducdo as amostras foram enxaguadas em agua e
secadas.

A liberacdo de litio foi identificada por ISE (Eletrodo Seletivo de
fon) e ICP (Plasma Industrialmente Acoplado). Quatro amostras moldadas
por moeda, preparadas de acordo com o anterior, foram colocadas em um
béquer com 15 ml de agua MQ. A agua foi acidificada em pH 4 usando
HNO3; a 20mM e depois disso deixada durante 90 minutos com agitagdo mo-
derada antes da analise. A solugéo foi analisada usando ISE e ICP, ambas
as andlises produzindo o mesmo resultado de 0,4. pg de litio/ml de amostra.
Exemplo de referéncia 1:

Cultura de células MG-63
MG-63 é uma linhagem celular humana (ATCC No CRL-1427,

US) convencionalmente usada na técnica para estudos in vitro de osteoblas-
tos. MG-83 origina-se de um osteossarcoma humano e exibe numerosas
caracteristicas de trago de osteoblastos humanos, tai como fosfatase alcali-
na (ALP), e osteoprotegerina (OPG).

Neste estudo, células MG-63 foram obtidas a partir de células
congeladas em segunda passagem e também cultivadas em meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) contendo FCS a 5%, PEST a 1%, Gibco,
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UK) a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO; e 100% de umidade. Quando
as células alcangaram a confluéncia, elas foram subcultivadas pelo uso de
0,05% de Tripsina-EDTA (Gibco, UK) até uma quantidade de células ser ob-
tida.

A viabilidade celular foi alta em todas as experiéncias (>98%) e
foi conferida pelo uso de azul tripano onde a captag@o da mancha por célu-
las mortas foi conferida em um Burkerchamber em um microscépio de luz
(LM).

Exemplo de Referéncia 2:

Proliferagdo de células MG-63 e producio de fosfatase alcalina (ALP).

Para estudar o efeito de litio na proliferagao de células MG-63 e
a producgéo de fosfatase alcalina (ALP), células MG-63 preparadas no exem-
plo de referéncia 1 foram subcultivadas em placas de 24 cavidades em uma
densidade de revestimento de 10.000 células/cm?, no total 20 000 célu-
las/cavidade. LiNQOj filtrado estéril em concentragdes finais de 10 mM, 5 mM,
3 mM, e 1 mM respectivamente (pH 5,2) foram adicionados as cavidades
respectivas da placa. As células ndo-tratadas foram usadas como controles.
As células foram cultivadas durante 3, 7 e 14 dias em uma temperatura de
37°C em uma atmosfera de 5% de CO; e 100% de umidade.

O numero total de células em cada cavidade (x10°) depois que
cada periodo de tempo foi determinado pelo método de NucleoCassette pelo
NucleoCounter (ChemoMetec A/S Denmark).

O numero de células foi investigado por lise das células em "Re-
agent A" tendo um pH de 1,25 seguindo a estabilizagéo pelo "Reagente B".
No NucleoCassette, iodeto de propidio foi incorporado, o qual direciona a
quantidade de DNA liberado. O cassete foi colocado no NucleoCounter e a
quantidade de fluorocromo medido corresponde a quantidade de DNA. As
instrugdes do fabricante foram seguidas (Chemometec A/S, Denmark).

Na colheita, o meio de cultura celular foi analisado com respeito

ao teor de ALP. O ALP intracelular foi medido por lise celular de acordo com

as instrugbes do fabricante (SenzoLyte® pNPP Alkaline Phosphatase Assay

Kit Colorimetric BioSite, Sweden). A absorgéo foi fixada em 405 nm por uma
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leitora de placa automatica (Vmax, Maciocular Device, UK). Comparando-se
a densidade ¢tica das amostras com o padrao fornecido com o kit, as con-
centragdes de ALP podem ser determinadas. As instru¢des do fabricante
foram seguidas (BioSite, Sweden).

Referindo-se a figura 4, uma proliferacdo aumentada de células
MG-63 foi obtida em todos os trés pontos de tempo com 5, 3 e de litio a 1
mM. O nimero de célula detectada mais alto foi observado depois de 7 dias.

A produgao de ALP foi inicialmente lenta com todas as concen-
tragdes de litio comparadas ao controle (células ndo-estimuladas). Um au-
mento pequeno foi detectado depois de 7 dias comparado ao controle. En-
tretanto, os niveis de ALP aumentados foram detectados depois de 14 dias
com todas as concentragdes de litio; 1 mM, 3 mM, 5 mM e 10 mm. A quanti-
dade mais alta de ALP foi observada com 1 mM de litio depois de 14 dias.
Os resultados sdo ilustrados na figura 5.

Exemplo de referéncia 3:

Preparacgao de superficies de referéncia:

Amostras de titanio tendo a forma de uma moeda foram limpas,
e em seguida imersas em uma solugdo aquosa de acido oxalico a 1 M e dei-
xada em 80°C durante 30 minutos sob agitagdo vigorosa. Depois de 30 mi-
nutos, as amostras foram removidas da solugado de acido oxalico e enxagua-
das em agua seguido por enxague em agua em um banho ultrassdnico du-
rante 2 minutos. A superficie resultante € chamada "superficie de referéncia
1"

Algumas amostras foram submetidas a um tratamento com acido
fluoridrico secundario. Aproximadamente 10 minutos depois de enxaguar, as
amostras foram imersas em solugdo aquosa HF a 0,1 M em temperatura
ambiente e agitacdo até o comeco da dissolugdo ativa, seguido por um tem-
po de tratamento ativo adicional de 40s. Em seguida, as amostras foram re-
movidas da solugdo de HF e enxaguadas em agua seguido por enxague em
agua em um banho ultrassénico durante 2 minutos. As amostras foram se-
cadas em ar em temperatura ambiente durante cerca de 60 minutos antes

da esterilizagdo. A superficie resultante & referida como "superficie de refe-
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réncia 2".

Exemplo de referéncia 4:

Proliferacdo de MG-63 em superficies de referéncia

Moedas de Ti esterilizadas (B-radiagdo) com as superficies de
referéncia 1 e 2, respectivamente foram colocadas em placas de 24 cavida-
des. Células MG-63 foram subcultivadas sobre as moedas nas placas de 24
cavidades em uma densidade de semeadura de 10.000 células/cm?, no total
20 000 células/cavidades. LiINO; filtrado estéril em concentragtes finais de
5mM e 1 mM (pH 5,2) foi adicionada as cavidades respectivas. As celulas
nao-tratadas foram usadas como controles. As células foram cultivadas du-
rante 7 dias em uma temperatura de 37°C em uma atmosfera de 5% de CO;
e 100% de umidade.

A superficie de referéncia 1 compreendendo litio em uma con-
centracdo de 1 mM induziu uma proliferagdo aumentada de células MG-63
depois de 7 dias de cultura. A superficie de referéncia 2 compreendendo litio
em uma concentragido de 1 mM induziu uma proliferagdo celular alta depois
de 7 dias de cultura celular comparada a referéncia da superficie néo-
estimulada 2. A concentragéo final de litio a 5 mM induziu uma proliferagao
aumentada modesta. Os resultados sao ilustrados na figura 6.

Exemplo de referéncia 5:
Produgéo de ALP em superficie de referéncia 1

A producdo de ALP na superficie de referéncia 1 compreenden-

do uma concentrag3o de litio a 1 mM foi comparada com a superficie de re-
feréncia ndo-estimulada 1 ndo compreendendo litio.

Como € ilustrado na figura 7, a produ¢do de ALP aumentou com
litio a 1 mM depois de 7 dias de cultura celular.

Exemplo de referéncia 6:

Morfologia

Amostras de titanio tendo (i) superficie de referéncia 1 (ii) super-
ficie de referéncia 2, e (iii) superficie de referéncia 1 + litio foram preparados
para Microscopia de Elétron de Varredura (SEM). As amostras foram fixadas

por glutaraldeido a +4°C (Kanowsky's), seguido por tetroxido de dsmio, de-
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sidratago e finalmente ouro langado de acordo com as técnicas padrao.

As figuras 8, 9, e 10 ilustram a morfologia da superficie respecti-
va depois de 36h. A superficie de referéncia 1 compreendendo litio tem uma
quantidade maior de células na fase proliferativa (Figura 10) (células nao
dispersas, redondas) bem como uma quantidade grande de células adesivas
comparadas as células na superficie de referéncia 1 e 2 ndo compreenden-
do litio. Tanto na superficie de referéncia 1 (figura 8) quanto na superficie de
referéncia 2 (figura 9), as células sdo mais finas, mais planas e mais disper-
sas.

O espago entre as células nas superficies de referéncia 1 e 2 é
provavelmente devido as dificuidades de fixagdo e € visto frequentemente
quando as células sdo muito finas e dispersas.

A morfologia das células cultivadas na superficie de referéncia 1
compreendendo litio mostra que as células sdo bem-dispersas, indicando
atividade alta, proliferativa, e formam a matriz e pseudopodia nas superfi-
cies. Isto indica que tais superficies sdo osteocondutivas bem como osteoin-
dutivas e favorecem a adesao celular, proliferagao e formagao de matriz.

Exemplo_comparativo 1:
Proliferagao de MG-63 em superficies de referéncia compreendendo litio,

calcio e magnesio, respectivamente

Moedas de Ti esterilizadas (B radiagao) com superficies de refe-
réncia 1 e 2 foram comparadas com moedas de Ti com superficie de refe-
réncia 1 compreendendo litio, calcio € magnésio, respectivamente, e as mo-
edas foram colocadas em placas de 24 cavidades. As células MG-63 foram
subcultivadas sobre as moedas nas placas de 24 cavidades em uma densi-
dade de semeadura de 10.000 célulasicm?, no total 20.000 célutas/cavidade.
As células foram cultivas durante 7 dias em uma temperatura de 37°C em
uma atmosfera de CO; a 5% e 100% de umidade.

O numero total de células em cada cavidade (x10°) depois que
cada periodo de tempo foi determinado pelo método de NucleoCassette pelo
NucleoCounter (ChemoMetec A/S Denmark).

O numero de células foi investigado por lise das células no "Re-
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agente A" tendo um pH de 1,25 seguindo a estabilizacéo pelo "Reagente B".
No NucleoCassette, iodeto de propidio foi incorporado, o qual direciona a
quantidade de DNA liberado. O cassete foi colocado no NucleoCounter e a
quantidade de fluorocromo medido correspondeu & quantidade de DNA. As
instru¢des do fabricante foram seguidas (Chemometec A/S, Denmark).

Referindo-se a figura 11, a proliferagcdo com a superficie de refe-
réncia 1 compreendendo litio mostrou a proliferagdo de célula MG-63 alta
depois de 7 dias de cultura celular. A proliferagéo celular foi notadamente
mais alta que as superficies de referéncia compreendendo célcio e magné-
sio.

Exemplo comparativo 2:

Produgéo de osteoprotegerina na superficie de referéncia 1

A producgao de osteoprotegerina (OPG) foi comparada entre as
moedas de Ti com superficie de referéncia 1 compreendendo litio, calcio e
magnésio, respectivamente.

A quantidade OPG foi determinada por DuoSet ELISA human
OPG/TNFRSF11B (R&D Systems,UK). O sobrenadante de cada cavidade foi
centrifugado livre de células (5 min em 400 g) e também usado para investi-
gacgado. Concentragées de OPG da amostra foram determinadas correlacio-
nando-se as quantidades a curva padréo fornecida pelo fabricante. A sensi-
bilidade do teste (MDD, dose minima detectavel) foi de 50 pg/ml. As instru-
¢des do fabricante foram seguidas (R&D Systems, UK).

Como ¢ ilustrado na figura 12, a produgdo mais alta de OPG foi
observada com a superficie de referéncia 1 compreendendo litio depois de 7
e 14 dias de cultura celular.

Exemplo Comparativo 3:

Resposta do tecido 6sseo in vivo

A integracido dos implantes de acordo com a invengao foi testa-
da em um modelo de coelho. O objetivo foi qualitativamente e quantitativa-
mente estudar a resposta do tecido 6sseo in vivo das modificages de super-
ficie de implante de acordo com a invengdo comparada a um implante de

controle comercialmente disponivel.




10

16

20

25

30

Implantes para estudo de torque de remogao
Fixacbes de torque (projeto de torque de remogdo de cabega

quadrada, 3,5 x 8,2 mm) com superficie de referéncia 1 compreendendo litio

foram adquiridas com fixagdes de torque de controle (3,5x8,2 mm) com a
superficie Osseospeed® comercialmente disponivel.
Insergao de implante

Doze coelhos brancos da Nova Zelandia machos maduros foram
marcados para cirurgia. Dois coelhos morreram durante a anestesia inicial
(#9, 10). A cirurgia foi monétona. A perfuragdo em baixa velocidade (1500
rpg para perfurar os buracos e 20 rpm para inser¢do de implante) foi feita
com resfriamento de NaCl continuo. A primeira perfuragdo foi com uma bro-
ca redonda pequena e assim usada como um marcador para as préximas
brocas em espiral maiores (um total de 6 brocas tendo didmetros na faixa de
1,2 a 3,35 mm).

Trés implantes ("projeto de torque de remog¢io de cabega qua-
drada"; 3,5 x 8,2 mm) foram inseridos em cada tibia de tuburositas. Os im-
plantes de tibia foram marcados para testes de torque de remogao.
Resultados de torque de remogao ‘

Depois de seis semanas, o estudo foi terminado e os coelhos
foram sacrificados. Os implantes e tecido circundante foram examinados. Os
implantes de rtq de tibia foram faceis de localizar e todos eles mostraram
sinais de crescimento de tecido dsseo periosteais. O teste biomecanico da
interface implante-osso foi realizado com o teste de torque de remogao
(RTQ). O instrumento de RTQ é um equipamento eletronico (Detektor AB,
Goteborg, Sweden) envolvendo um transducer de medida de tensao usado
para testar a estabilidade do implante (o pico liberando o torque em Ncm) no
leito 6sseo e pode desse modo -ser considerado como teste tridimensional
grosseiramente refletindo a forga de cisalhamento interfacial entre o tecido
osseo e o implante (Johansson C. B., Albrektsson T. Clin Oral implants Res
1991; 2:24-8). Um torque crescente linear foi aplicado no mesmo eixo do
implante até a falta de integragao ser obtida e o valor de cume ser notado.

Como ¢ ilustrado na figura 13, o valor de torque de remogé&o pa-



ra o implante compreendendo litio de acordo com a invengao foi melhorado

comparado a superficie de Osseospeed® comercialmente disponivel.
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REIVINDICAGOES

1. Implante para a implantagdo no tecido 6sseo tendo uma su-
perficie; a referida superficie sendo revestida por uma camada de éxido ca-
racterizada pelo fato de que a referida camada de 6xido compreende ions de
litio.

2. Implante de acordo com a reivindicagdo 1, em que o referi-
do implante & um implante metalico.

3. Implante de acordo com a reivindicagdo 2, em que o referi-
do implante metalico compreende titdnio ou uma liga de titanio.

4. Implante de acordo com a reivindicagdo 1, em que o referi-
do implante € um implante ndo-metalico; a referida superficie sendo uma
camada de implante metélica aplicada.

5. Implante de acordo com a reivindicagdo 4, em que a referi-
da camada de implanie metalica compreende titanio ou uma liga de titanio.

6. Implante de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
precedentes, em que a referida camada de Oxido tem uma espessura dentro

da faixa de 2 a 100 nm.
7. Implante de acordo com & reivindicagao 6, em que a referi-

da camada de 6xido tem uma espessura dentro da faixa de 2 a 18 nm.

8. Implante de acordo com a reivindicagdo 6 ou 7, em que a
referida camada de éxido tem uma espessura dentro da faixa de 2 a 6 nm.

9. Implante de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
precedentes, em que a referida camada de &xido é uma camada de oxido de
metal formada da referida superficie do referido implante.

10. Implante de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
precedentes tambem compreendendo um deposito no topo da referida ca-
mada de éxido, em gue o referido depdsito compreende um agente estimu-
lador de osso.

11. Implante de acordo com a reivindicagao 10, em que o refe-
rido agente estimulador de osso é selecionado do grupo consistindo em litio,
estroncio, magnésio e c¢alcio ou uma combinagéo dos mesmos.

12. Implante de acordo com & reivindicagdo 10 ou 11, em que o
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referido deposito € uma precipitacao de sal que compreende qualquer uma
ou uma combinacio de ions selecionados de litio, estroncio, magnésio e
calcio.

13. Implante de acordo com a reivindicagado 12, em que a refe-
rida precipitagdo de sal € uma precipitagdo de sal de litio.

14. Implante de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
precedentes, em que o referido implante necessita de uma camada que
compreende um composto de fosfato de calcio.

15. Implante de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
precedentes, em que a referida superficie do referido implante compreende
uma microaspereza.

16. Implante de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des
precedentes, em que a referida superficie do referido implante compreende
fluor.

17. Método para fabricar um implante de tecido 6sseo tendo
uma superficie de implante revestida por uma camada de 6xido que com-
preende ions de litio, o referido método compreendendo as etapas de: a)
fornecer um implante que tem uma superficie de implante; b) formar uma
camada de Oxido revestindo a referida superficie de implante; ¢) formar ions
negativamente carregados na referida camada de 6xido; e d) trazer a referi-
da camada de Oxido em contato com ions de litio.

18. Método de acordo com a reivindicagéo 17, em que a referi-
da camada de Oxido e formada espontaneamente.

19. Método de acordo com a reivindicagdo 17 ou 18, em que 0s
referidos ions negativamente carregados na referida camada de ¢xido séo
formados submetendo a referida superficie de implante a um ambiente alca-
lino.

20. Método de acordo com a reivindicagdo 19, em que o referi-
do ambiente alcalino é formado submetendo a referida superficie de implan-
te a uma solugdo alcalina.

21. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes

17-19, em que os referidos ions negativamente carregados na referida ca-
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mada de dxido sdo formados aplicando-se um potencial dentro da faixa de -
05Va-35V.

22. Método de acordo com qualguer uma das reivindicagoes
17-21, em que a referida etapa c e a referida etapa d sdo realizadas simulta-
neamente.

23. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
17-22, em que a referida camada de 6xido é trazida em contato com ions de
litio submetendo a referida camada de 6xido a uma solugdo que compreen-
de ions de litio.

24. Método de acordo com a reivindicagao 23, em que a referi-
da solugdo compreende hidroxido de litio.

25. Método de acordo com a reivindicagdo 24, em que a referi-
da solugdo compreende hidroxido de litio em uma concentragéo de 5,3 M ou
menor.

26. Método de acordo com a reivindicagdo 25, em gue a referi-
da solugdo compreende hidroxido de litio em uma concentragéo na faixa de
0,05a2 M.

27. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
17-26, também compreendendo a etapa de formar um depdsito que compre-
ende um agente estimulador de 0sso no topo da referida camada de 6xido.

28. Método de acordo com a reivindicagdo 27, em que o referi-
do agente estimulador de osso é selecionado do grupo que consiste em litio,
estréncio, cdlcio e magnesio ou uma combinagio dos mesmos.

29. Método de acordo com a reivindicagao 27 ou 28, em que o
referido deposito € formado precipitando-se um sal compreendendo qualquer
uma ou uma combinac¢do dos ions selecionados de litio, estrdncio, calcio e
magnésio na referida camada de 6xido.

30. Método de acordo com a reivindicagdo 29, em que o referi-
do sal é hidroxido de litio.

31. Método de acordo com a reivindicagdo 29 ou 30, em que ©

referido deposito é formado aplicando-se um potencial que é mais negativo

que -3,5 V.
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32. Método de acordo com a reivindicagdo 29 ou 30, em que o
referido deposito é formado submetendo a referida superficie de implante a
uma solugao alcalina que compreende hidroxido de litio em uma concentra-
¢do maior que 5,3 M.

33. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
17-32, também compreendendo a etapa de criar uma microaspereza na refe;
rida superficie do referido implante depois da etapa a).

34. Metodo de acordo com qualqguer uma das reivindicagdes
17-33, também compreendendo a etapa de aplicar fluor a referida superficie
do referido implante.

35. P¢ explosivo compreendendo um éxido de metal, em que o
referido xido de metal compreende ions de litio.

36. PO explosivo de acordo com a reivindicagdo 35, em que o
referido 6xido de metal € dioxido de titanio.

37. P6 explosivo de acordo com a reivindicagdo 35, em que o
referido oxido de metal &€ éxido de litio.

38. Método para localmente aumentar a formagao 6ssea admi-
nistrando-se uma composicido que compreende ions de litio ou um sal dos
mesmos e um veiculo farmaceuticamente aceitavel para uma pessoa em
necessidade do mesmo.

39. Método de acordo com a reivindicagdo 38, em que a referi-
da composicdo € administrada em um local de implantagdo na implantacao
de um implante no tecido 0sseo no referido local de implantagao antes de,
simultaneamente com e/ou depois do referido implante ser colocado em uma
cavidade no tecido dsseo no referido local.

40. Uso de ions de litio ou um sal dos mesmos para fabricar
uma composigao farmacéutica para localmente aumentar a formagéo ¢ssea.

41. Uso de acordo com a reivindicagdo 40, em que a referida
composi¢do € administrada localmente em um local de implantagdo na im-
plantagao de um implante no tecido 6sseo no referido local.

42. Kit para implantagdo de um implante no tecido 0sseo que

compreende um implante caracterizado pelo fato de que o referido kit tam-




bém compreende uma composicio compreendendo ions de litio ou um sal

dos mesmos e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "IMPLANTE DE TECIDO OSSEO COMPRE-
ENDENDO iONS DE LiTIO".

A presente invengao refere-se a administragédo local de ions de
litio no tecido 6sseo que foi constatada melhorar a formagéo éssea e massa
6ssea na implantagao de um implante de tecido 6sseo no referido tecido 6s-
seo. Em particular, a invengao refere-se a um implante de tecido ésseo ten-
do uma superficie de implante revestida por uma camada de 6xido que com-
preende ions de litioc e um método para a manufatura do mesmo. Um pé ex-
plosivo compreendendo ions de litio, um método para localmente aumentar
a formacgéo 6ssea, e 0 uso de ions de litio ou um sal é fornecido para fabri-
car uma composi¢do farmacéutica para localmente aumentar a formacgéo

Ossea sdao da mesma forma fornecidos pela presente invengao.



