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(57) Resumo: PROCESSO DE CRIOPOLIMERIZACAO DE
COMONOMEROS  ANFOLITICOS PARA OBTENGAO DE
ARCABOUCOS E ARCABOUCOS OBTIDOS. A presente invencao
descreve um novo método para a obtengcdo de um biomaterial na
forma de arcabougos implantaveis para utilizagdo em engenharia de
tecidos na area da salde. Mais especificamente o método
compreende criopolimerizagao de polimeros anfoliticos reforcados com
fosfato de calcio para a utilizagdo em engenharia de tecidos.
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Relatdrio Descritivo de Patente de Invengao

PROCESSO DE CRIOPOLIMERIZACAO DE COMONOMEROS ANFOLITICOS

- PARA OBTENGAO DE ARCABOUGOS E ARCABOUGOS OBTIDOS

Campo da Invenciao

A presente invengdo descreve um novo método para a obtencdao de um
biomaterial na forma de arcabougos implantaveis para utilizagdo em
engenharia de tecidos, na area da saude. Mais especificamente o processo
compreende criopolimerizagédo de polimeros anfoliticos reforgados com fosfato
de calcio para a utilizagdo em engenharia de tecidos. A presente invengéo se
situa no campo da Engenharia de tecidos e da Medicina.

s e

Antecedentévs da Invencao

A aplicagéo de biomateriais remonta a pré-histéria, no entanto, a palavra
“biomaterial” como a utilizamos atualmente, ha poucos anos foi introduzida na
nomenclatura médica. ‘

A definicdo de biomateriais mais aceita atualmente é a da Conferéncia
de Consenso em biomateriais para aplicagées clinicas, de 1982, a qual
conceitua biomaterial como “Toda substancia (com exceg¢do de drogas) ou
combinacdo de substancias, de origem sintética ou natural, que durante um
periodo de tempo indeterminado é empregado como um todo ou parte
integrante de um sistema para tratamento, ampliagdo ou substituicdo de
quaisquer tecidos, 6rgaos ou fungdes corporais”

Inimeros fatores devem ser considerados antes que um material possa
ser utilizado como implante. Como caracteristica imprescindivel, estes
materiais devem ser biocompativeis, ou seja, devem atender aos requisitos
para os quais foram projetados, ndo estimulando ou provocando o minimo de
reagoes alérgicas ou inflamatdrias "

Assim, a biocompatibilidade pode ser entendida como habilidade do

material e de seus possiveis produtos de degradacgéao de serem tolerados pelos
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tecidos envoltérios e ndo causarem prejuizo ao organismo a curto e longo

prazo. Para um material ser aceito como um material de implante € necessario

que ele atenda alguns requisitos fundamentais:

e O material deve ser biocompativel, ou seja, sua presenga nao
deve causar efeitos nocivos no local do implante ou no sistema
biolégico;

e Os tecidos ndo devem causar a degradagédo do material, como
por ‘exemplo, corrosdo em metais, ou pelo menos de forma
toleravel;

e O material deve ser biofuncional, ou seja, deve ter as
caracteristicas mecéanicas adequadas para cumprir a fungéo
desejada, pelo tempo desejado;

o O material deve ser esterilizavel.

Embora biomateriais sejam primeiramente usados para aplicacées
médicas, também sdo usados em diversas aplicagdes, tais como dispositivos
para crescimento de células em uma cultura, para analise de proteinas
sanguineas em laboratério clinico, em equipamentos para processamento de
biomoléculas, entre outras.

Devido ao aumento na expectativa de vida, aumenta o nimero de
pacientes nos hospitais em fungdo principalmente da ocorréncia de
osteoporose e acidentes com lesGes graves por meio de veiculos de
transporte. Esta demanda por préteses, implantes e equipa“mentos meédicos,
gera a necessidade de avangos no campo dos biomateriais e pesquisas em
biotecnologia.

O critério de selecdo de biomaterias é baseado principalrhente na
aplicacao a que se destinam. Por exemplo, para dispositivos que ﬁquem em
contato com o sangue, esses materiais sdo:

e Componentes de dispositivos extracorpéreos que removem e
retornam sangue do corpo;

¢ Dispositivos que séo inseridos em um vaso sanguineo;

¢ Dispositivos que ficam permanentemente implantados.
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Para dispositivos de aplicagbes em tecidos moles, os materiais se

propéem a aumentar ou redefinir o tecido (ex.: implantes de seios e implantes

faciais). Em aplicagbes ortopédicas e odontolégicas, os materiais s&o .

componentes de implantes estruturais (ex.: prétese de juntas e implantes de
raiz de dente) ou sdo usados para reparar defeitos 6sseos (ex.: parafusos e
pinos inseridos em 0ss0).

Biomateriais poliméricos, biopolimeros, podem ser empregados na
engenharia de tecidos visando promover a adesado celular, manutengéo da
funcdo de diferenciagdo celular sem impedir a proliferagdo, como moldes para -
organizar e direcionar o crescimento de células e auxiliar na fungao da matriz
extracelular. - |

Arcabougos porosos com utilizagdo como implantes na area biomédica e
em Engenharia de Tecidos sdo normalmente sintetizados por técnicas como -
eletrofiagcdo (electrospinning), lixiviagdo (particulate leaching) e separagao
sélido liquido (TIPS).

A presente invengdo descreve um novo método para a obtencdo de um
biomaterial na forma de arcabougos implantaveis para utilizagao em
engenharia de tecidos na area da saude. Mais especificamente, o método da
presente invengdo compreende criopolimerizagdo de polimeros anfoliticos
reforcados com fosfato de calcio para a utilizagdo em engenharia de tecidos.

A busca na literatura cientifica e patentaria apontou alguns documentos.
relevantes para a presente invengao, os quais“ serao descritos a seguir.

0] documehto KR 100743562 (B1) descreve um/ alcool
polivinilico/hidroxipaptita criogel e um método de produgdo do mesmo com
poros gelatinosos, com excelente absor¢do e configuragdo estavel que muda
somente com variagdo da temperatura sem aditivos quimicos, exceto agua.
Hidroxipatita se dispersa em agua usando ondas supersénicas (S10), alcool
polivinilico se dissolve .na hidroxipatita dispersa na agua para obtengcdo de
alcool polivinilico/hidroxipaptita (S11). Esta solugéo é resfriada (S12) e fundida
(S13). A presente invencgao difere deste documento pelo fato de o polimero da

presente invencdo pelo método utilizado para a fabricagdo dos criogéis do
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referido documento obter criogéis a base de PVA entre-cruzados fisicamente,
enquanto que na presente invengao utilizou-se um entre-cruzante quimico.

‘O documento WO 2010029344 (A2) descreve um processo para prepare
de criogel HA, o proceéso compreende os passos de combinar HA, um agente
entre-cruzante e um solvente para formar uma solugéo, congelar essa solugéao
antes da formagdo de 10% ou menos de ligagbes do entre-cruzante. A
presente invengao difere deste documento, pois ndo ha o refor¢co do fosfato de
calcio.

O documento US 2007/009580 (A1) descreve um método de sintese de
hidrogel ndo adesivo compreendendo irradiagdo da solugdo com o polimero
biolégico, este é biodegradavel e biocdmpativel, usando radiagao ionizante. Os
radicais livres do polimero biolégico sdo formados e o entre-cruzamento ocorre
entre eles e o hidrogel fornecido. A presente invengao difere deste documento,
pois 0 método de sintese e a composi¢ao polimérica sao diferentes da presente
invencao e ndo ha o reforgo do fosfato de calcio.

Do que se depreende da literatura pesquisada, ndao foram encontrados
documentos antecipando ou sugerinao os ensinamentos da presente invengéo,
de forma que a solugdo aqui proposta possui novidade e atividade inventiva

frente ao estado da técnica.

Sumario da Invencéo
Em um aspecto, a presente invengéo proporciona um novo método para

a obtencdo de um biomaterial na forma de arcabougos implantaveis para
utilizacdo em engenharia de tecidos na area da satde. Mais especificamente, o
método compreende criopolimerizagao de polimeros anfoliticos reforcados com
fosfato de calcio para a utilizagdao em engenharia de tecidos.

E, portanto, um objeto da presente invengéo o processo de obtengédo de
biomaterial na forma de arcabougos implantaveis compreendendo banho
criostatico.

Em uma realizagdo preferencial o processo compreende pelo menos
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uma das seguintes etapas:
a) formagao de uma solugdo aquosa compreendendo a jungéo de
mondmero anfolitico com um agente entrecruzante;
b) adicao de uma fase ceramica a esta solucao;
c) agitagcdo magnética da solugao;
d) banho de gelo da solugao;
e) vazamento da solugdo em moldes e adicionar a ela o sistema
catalitico;
f) submissdo da solugdo a um banho criostatico por 20h;
g) liofilizagdo da solugéo;
h) formagéao de criogéis;
i) mergulho dos criogéis sob agitagéo por 24h;
j) secagem a vacuo. e
E ainda um objeto da presente invengdo arcabougos porosos
compreendendo comondmeros criopolimerizados. '
Estes e outros objetos da invengao serao imediatamente valorizados
pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e serao

descritos em detalhes suficientes para sua reprodugao na descrigcao a seguir.

Descricao Detalhada da Invencdo

Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma
das im’:merés maneiras de se realizar a invengéo, contudé, sem limitar o
escopo da mesma. f

Em um aspecto, a presente invengao proporciona um novo método para
a obtencdo de um biomaterial na forma de arcabougos implantaveis para
utilizagdo em engenharia de tecidos na area da satde. Mais especificamente o
método compreende criopolimerizagédo de polimeros anfoliticos reforgados com
fosfato de calcio para a utilizagdo em engenharia de tecidos.

Processo de obtencido de biomaterial na forma de arcaboucos implantaveis

a) Formacao de uma solugdo aquosa compreendendo a jungao de

mondémero anfolitico com um agente entre-cruzante;



10

15

20

25

30

6/11

b) adicdo de uma fase ceramica a esta solugao;
| c) agitacdao magnética da solugéo;
d) banho de gelo da solugao; o
e) vazémento da solugdo em moldes e adicionar a ela o sistema
catalitico;
f) submissao da solugdo a um banho criostatico por 20h;
g) liofilizagao da solugao;
h) formacgao de criogéis;
i) mergulho dos criogéis sob agitagcao por 24h;
j) secagem a vacuo.

Arcaboucos porosos

Arcabougos porosos .sdo suportes fisicos e guias para a criagdao de
tecidos in vitro, visando um posterior transplante. Sdo compostos de polimeros
biodegradaveis, como, por exemplo, poli (3-hidroxibutirato) (PHB), e o seu
copolimero poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV). Estes polimeros

sao poliésteres bacterianos e biocompativeis com varios tipos celulares.

Exemplo 1. Realizacao Preferencial
Inicialmente avaliou-se a influéncia da adicdo de um comonomero acido

acrilico (Acudo Acrilico (AA) ou Acido Metacrilico (MA)) sobre as propriedades
de criogéis sintetizados a partir do mondémero anfolitico, dimetil aminoetil
metacrllato (DMAEMA) O teor total de monomero foi mantido em 15% na
proporcdo de 1 parte de comondémero para 20 partes de monémero. Para
avaliar a influencia do comonomero foram feitas reagées com e sem nenhum
destes. Também foram testados dois agentes entrecruzantes: N,N’-Metileno
Bisacrilamida (MBAM) e Trietileno Glicol Dimetacrilato (TEGMA) na razéo de
1:300 em relagéo ao teor total de monémero, também foram feitas reagdes sem
a adicdo de entrecruzante. No sistema catalitico, utilizou-se o acelerador,
TEMED, e o iniciador, SPS, nas razées de 1:30 e 1:300 em relagcdo ao teor

total de monémero, respectivamente. A Tabela 1 mostra os teores de cada
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reagente utilizado nas reagdes de sintese dos criogéis do sistema AA ou
MA/DMAEMA.

Tabela 1. Proporgéo entre os reagentes utilizados na sintese dos criogéis do sistema

mondmero/comondmero e agente entrecruzante.

Reagente/

Aroctra | MM DT DM AT AM
DMAEMA . 1425 1425 15 15 1425 1425
MA 0,75 0,75 ; ; . ;

AA ; ; ; ; 075 075
TEGMA 0,05 - 0,05 - 005 -
MBAM - 0,05 - 0,05 ; 0,05
SPS 0,05 0,05 0,05 0,05 005 005
TEMED 0,05 0,05 0,05 0,05 005 0,05
Agua 8485 8485 8485 84,85 84,85 84,85

O nome de cada amostra foi designado de acordo com’o comonémero e

‘agente entrecruzante utilizado, sendo que a amostra MT é composta pelo

comonémero MA e pelo agente entrecruzante TEGMA, ja a amostra MM é
composta pelo comondmero MA e pelo agente entrecruzante MBAM. As
amostras DT e DM nao apresentam comondémero em sua COmMpOSiCao
(designado por D devido ao nome do monémero utilizado, o DMAEMA) e foram’
utiizados TEGMA e MBAM como agente entrecruzante, respectivamente.
Enquanto que as amostras AT e AM tém como comonémero o Acido Acrilico
(AA) e como: agehte entrecruzante TEGMA e MBAM, respectivamente.

O método utilizado para a extragao do gelo € um fator importante na
sintese dos criogéis e pode alterara as propriedades fisicas destes, de maneira
que se utilizou 2 métodos para estudar este processo:

(1) Liofilizagao: Ao serem retiradas do banho termostatlco a -20°C, os
criogéis foram colocados diretamente no liofilizador por 20 horas para que

ocorresse a sublimagao dos cristais de gelo.
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(2) Descongelamento: A solugéo ainda congelada era retirada do banho
termostatico a -20°C e colocada na geladeira a -4°C por 24 horas, até o
derretimento total dogelo. 7 S

Apbs as sinteses descritas na Tabela 1, os criogéis foram caracterizados
apresentando os resultados descritos a seguir.

Nem o comonémero, nem o agente entre-cruzante alteraram
significativamente a estrutura quimica dos criogéis sintetizados, informagéao
extraida a partir das analises de FTIR e C'>-RMN. O método de extragédo do
gelo afetou fortemente a densidade e porosidade dos criogéis sintetizados,
sendo que as amostras cujo gelo foi extraido por liofilizagdo obtiveram menor
densidade e maior porosndade atingindo valores de até 43% para a composigao
contendo AA como comonomero e MBAM como agente entrecruzante. Ja as
amostras cujo gelo foi extraido por derretimento apresentaram valores de
porosidade na faixa entre 9,4 e 21%;. As amostras cujo gelo foi extraido por
liofilizacdo apresentaram maior tamanho médio de poros, além de apresentar
uma distribuicdo de tamanho de poros mais larga. A porosidade nao
apresentou efeito éignificativo nos valores do quociente de equﬂibrio de
inchamento (ESR). E a adicdo do comondmero na composi¢do dos criogéis
aumentou significativamente o valor do quociente de equilibrio no inchamento
(ESR) dos polimeros da faixa entre 4 e 6, para a faixa entre 8 e 11. o

Entretanto a sintese de criogéis a partir do sistema supracitado nao
apresentou grande estabilidade quimiba, de maneira que ocorreu uma grande
variagao naé propriedades dos criogéis sintetizados em fuﬁg‘éo de fatorés
externos, como temperatura ambiente e umidade. Devido a falta de
reprodutibilidade do sistema acima, optou-se pela sintese de criogéis baseados
no monémero anfolitico DMAEMA em conjunto com o monémero polimérico
hidroxietil metacrilato (HEMA) devido ao fato de este possuir enorme
biocompatibilidade e estabilidade quimica.

Neste estudo o teor total de mondémero foi ajustado a 10%. Seis
composicées foram sintetizadas variando as propor¢cdes de HEMA e DMAEMA

em 75:25, 50:50 e 25:75 com e sem a adicdo de 5% em massa de a-fosfato
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tricalcico sintetizado por combustao. A viscosidade do meio foi aumentada pela
adicdo de uma solucdo de 1% de gelatina. O entrecruzante usado neste
trabalho foi o Trietileno Glicol Dimetacrilato (TEGDMA, 90%) e a sua raz&ao
para o monémero foi de 1:300 de acordo com estudo o anterior. O sistema
catalitico foi composto pelo acelerador, TEMED e pelo iniciador SPS, com as
razées de 1:30 e 1:300 em relagéo ao total de monémero, respectivamente. As

composic¢oes estudadas sao mostradas na Tabela 2.

Tabela 2. Proporgéo entre os reagentes utilizados na sintese dos criogéis do sistema
- HEMA/DMAEMA.

25% 25%HEMA 50% 50% HEMA 75%  75% HEMA
Reagente HEMA +5%TCP HEMA +5%TCP . HEMA + 5%TCP

DMAEMA 75 7,5 : 5 5 25 25
HEMA 25 25 5 5 75 75
TEGMA 0,2 02 . 072 0,2 0,2 0,2
TEMED 01 0,1 01 01 0,1 0,1
SPS o1 01 01 01 01 0,1
Agua 89,6 89,6 89,6 89,6 89,6 89,6
Gelatina - 1 - 1 - 1

aTCP - 5 - 5 ] 5

Com relagao a este sistema pudemos :observar que foram sintetizados
criogéis altamente pbrosos com potencial de aplicagdo em engenﬁaria de
tecidos. A incorporacdo do a-TCP ao sistema polimérico se deu com sucesso
com a ajuda da adicdo de gelatina para aumentar a viscosidade da solugcdo
monomeérica diluida. A técnica de EDS permitiu comprovar a incorporagéo do a-
TCP a matriz polimérica. Poros de até 1 mm e porosidade de 75% foram
observados nas amostras com razdo monomérica de 25%HEMA + TCP. A
adicdo de gelatina e a-TCP foram fatores importantes para 0 aumento da
porosidade dos arcabougos, visto que a gelatina incorporada serviu como

agente porogénico. As amostras com maior teor de DMAEMA incharam mais
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do que as com maior teor de HEMA, sendo que as amostras 25%HEMA

atingiram um quociente de equilibrio de inchamento (ESR) de

7 aproximadamente 6. O ESR foi afetado apenas pela composicéo dos

mondmeros, nao sendo afetado pela adigcdo da gelatina ou do fosfato de calcio.
Além disso, as composicdes contendo maiores teores de DMAEMA
(25%HEMA) apresentaram maiores valores de peso molecular entre ligagées
entrecruzadas e maior tamanho de rede; por outro lado apresentaram menores
valores de densidade de ligagbes entrecruzadas e de mddulo de elasticidades.
Ja maiores teores de DMAEMA e a adi¢do da fase ceramica resultaram em
criogéis com comportamentos de degradagao mais rapidos em PBS, sendo que
as amostras perderam completamenté sua integridade mecanica apés 1
semana de imersédo. A adicado de DMAEMA, um mondmero sensivel ao pH,
mesmo que em pequenas quantidades” conferiu ao criogel essa propriedade,
sendo que em pHs acidos (pH 2,0) os criogéis de composicdo 25%HEMA
incharam a um ESR ao redor de 16, enquanto que em pHs basicos (pH 10,0)
esse valor se situou ao redor de 5. O médulo de elasticidade medido por meio
de reologia foram entre 10 e 50 vezes menores do que os calculados através
das equacgdes que relacionavam esta propriedade com o peso molecular entre
ligacdes entrecruzadas, fato que pode ser explicado pela alta porosidade do
sistema. ’

A posteriori, elegeu-se o sistema contendo de 75% HEMA e 25%
DMAEMA para os ensaios de viabilidade e prolifefagéo celular, os quais
permitiram prever o comporfamento prelirhinar da relagédo dos criogéis do /
sistema HEMA/DMAEMA com células tronco mesenquimais e osteoblastos. A
partir destes ensaios verificou-se que:’

Os criogéis testados sao biocompativeis e osteoindutores, permitiram a
ades&o e a proliferagédo de osteoblastos e de células tronco mesenquimais, as
quais expressaram os marcadores bioquimicos correspondentes ao fenétipo
osteogénico. Assim como, que a presenga de colégeho do tipo | e de fosfatase
alcalina sé@o bons indicativos do potencial destes materiais para o seu uso

como biomaterial;
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Os versados na arte valorizardo os conhecimentos aqui apresentados e
poderdao reproduzir a invengao nas modalidades apresentadas e em outros

variantes, abrangidos no escopo das reivindicagdes anexas.
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Reivindicacoes

PROCESSO DE CRIOPOLIMERIZAGCAO DE COMONOMEROS ANFOLITICOS

PARA OBTENCAO DE ARCABOUCOS E ARCABOUCOS OBTIDOS

1) Processo de obtengdo de biomaterial na forma de arcabougos
implantaveis caracterizado por compreender banho criostatico.
2) Processo de obtengcdo de biomaterial na forma de arcabougos
‘ implantaveis, de acordo com a reivindica(}éo 1, caracterizado por
compreender pelo menos uma das seguintes etapas:
a) formagdo de uma solugdo aquosa compreendendo a jung¢ao de
mondmero anfolitico com um agente entrecruzante;
b) adicao de uma fase ceramica a esta solugéo;
c) agitacdo magnética da solugéo; :
d) banho de gelo da solucéo; _
e) vazamento da solugdo em moldes e adiciOnar a ela o sistema
catalitico; )
f) submissdo da solugdo a um banho criostatico por 20h;
g) liofilizagcao da solucgéo;
h) formacé&o de criogéis;
i) mergulho dos criogéis sob agitagao por 24h;
J) secagem a vacuo.
3) Arcaboucgos porosos caracterizados por compreenderem comondémeros

criopolimerizados.
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Resumo
PROCESSO DE CRIOPOLIMERIZACAO DE COMONOMEROS ANFOLITICOS
PARA OBTENCAO DE ARCABOUCOS E ARCABOUCOS OBTIDOS

A presente invengédo descreve um novo método para a obtengdo de um
biomaterial na forma de arcabougos implantaveis para utilizagdo em
engenharia de tecidos na area da salde. Mais especificamente o método
compreende criopolimerizagédo de polimeros anfoliticos refofgados com fosfato

de calcio para a utilizagdo em engenharia de tecidos.
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