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(57) Resumo: PROCESSO DE PREPARAÇÃO DE BIOPOLÍMEROS ESTRUTURADOS
TRIDIMENSIONALMENTE PARA A REGENERAÇÃO DE TECIDOS. A invenção tem por objetivo a
preparação de um suporte tridimensional feito de biopolímeros naturais para a regeneração de tecidos.
O processo consiste na 1) obtenção de soluções contendo compósitos de biopolímeros, 2) secagem a
frio para obtenção de uma matriz porosa contendo biomateriais, 3) montagem da matriz porosa sobre
um filme de polissacarídeo; 4) reticulação da matriz porosa e 5) esterilização. A matriz porosa tem por
finalidade a regeneração de tecidos.
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Processo  de  preparação  de  biopolímeros  estruturados

tridimensionalmente para a regeneração de tecidos

Campo da invenção

[001] A presente  invenção  se  enquadra  no  campo  da  regeneração  de

tecidos e tratamento avançado de lesões onde há perda substancial de

tecido, como por exemplo em queimaduras de terceiro grau com perda da

espessura  total  da  pele.  O  processo  consiste  na  obtenção  de  matriz

porosa, constituída por colágeno e glicosaminoglicanos, apoiada sobre um

suporte de polissacarídeo.

Fundamentos da invenção

[002] Os polímeros biológicos naturais têm despertado bastante a atenção

da  comunidade  científica  nos  últimos  anos  pelas  diversas  possíveis

aplicações  desses  biomateriais,  desde  componentes  alimentares,

cosméticos, carreadores de drogas, atividade e reatividade biológica, etc

(Santos,  2006).  Muitos  polímeros  naturais  têm  sido  investigados  para

preparação de membranas utilizadas em engenharia de tecidos devido a

biodegradabilidade  e  biocompatibilidade,  que  permitem  a  integração

celular e sua diferenciação, como colágeno, quitina e quitosana (Zhang et

al., 2019).  Uma importante vantagem dessas moléculas é a interação e

atoxicidade  com  sistemas  biológicos,  o  que  aliado  a  possíveis

propriedades  bioativas  os  colocam  como  excelentes  candidatos  a

substituição de polímeros sintéticos em aplicações biotecnológicas (Cahú

et al., 2017).

[003] A utilização de subprodutos do processamento do pescado para a

recuperação  de  biomoléculas  como  colágenos  (Hwang  et  al.,  2007)  e

enzimas (Bezerra et al., 2005; Assis et al., 2007) tem sido reportada, com
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várias  aplicações,  por  exemplo,  na  indústria  farmacêutica  e  para

aplicações biomédicas (FAO, 2016). Diversos trabalhos reportam o uso de

cabeças de camarão para a obtenção de hidrolisados protéicos (Gildberg

&  Stenberg,  2001),  carotenóides  (Babu  et  al.,  2008;  Sachindra  &

Mahendrakar, 2005; Sachindra et al., 2006), quitina e quitosana (Gildberg

&  Stenberg,  2001)  e  glicosaminoglicanos  heparina-símile  (Brito  et  al.,

2008;  Cahú  et  al.,  2012).  Quitina,  quitosanas  (Shang  et  al.,  2018),

colágeno e gelatina (Sahithi et al. 2013) têm sido utilizados com o intuito

de  produzir  estruturas  biopoliméricas  compatíveis,  uma  vez  que  tais

polímeros  naturais  reúnem muitas  das  características  necessárias  para

aplicação  em  dispositivos  biomédicos.  Okur  e  colaboradores  (2019)

desenvolveram filmes  a  base  destes  polímeros  e  obtiveram  dados  da

eficiência destes filmes, cujo efeito antimicrobiano, aliado a capacidade de

angiogênese,  cicatrizante  e  liberação  de  medicamentos  específicos  no

local  da  ferida,  tornando  tais  filmes  mais  eficientes  que  produtos

comerciais  análogos.  A  quitosana  tem  atividade  antimicrobiana,

mucoadesiva,  hemostática  e  promove o  fechamento  de  lesões  agudas

(Cahú et al., 2017), especialmente quando utilizada com outros polímeros

naturais  como  condroitim sulfato  e  colágeno/gelatina  (Chattopadhyay  &

Raines, 2014).

[004] O colágeno de peixe já é utilizado há alguns anos como alternativa

ao  bovino  e  suíno,  uma  vez  que  pode  ser  extraído  de  pele,  bexiga

natatória, ossos, escamas e nadadeiras (Zhang et al., 2011). O colágeno é

também um biomaterial utilizado para obtenção de filmes, imobilização de

proteínas  e  carreamento de fármacos (Friess,  1998).  Esta  proteína  faz

parte  da  matriz  celular  e  é  um dos  componentes  mais  importantes  na

estrutura do tecido, representando cerca de 50% das proteínas presentes

na  pele.  Filmes  incluindo  colágeno  como  componente  são  comumente

Petição 870230035608, de 28/04/2023, pág. 4/34



3 / 27

usados, dada a importância desta proteína na remodelação do tecido, no

auxílio  para  atração  de  novas  células,  além de  sua  biocompatibilidade

(Friess, 1998; Fonder et. al. 2008). Entre os biopolímeros, o colágeno é um

dos  mais  usados,  sendo  adequado  para  preparação  de  suportes

poliméricos  biodegradáveis  para  sistemas  de  liberação  controlada  de

fármacos,  oferecendo  a  vantagem  natural  de  um  biopolimero  com

propriedades hemostáticas e cicatrizantes (Albu et al., 2011). Estudos com

estruturas  de  colágeno  mostraram  que  a  absorção  e  degradabilidade

aliada com a liberação de fármacos pode ser controlada pela reticulação

(cross-linking) química ou física do colágeno. Podem ser incorporados em

estruturas  de  colágeno  antibióticos  e  antissépticos,  estatinas,

antinfamatórios, vitaminas, etc (Yarboro et al., 2007).

[005] A  produção  de  quitina  e  quitosana  é,  atualmente,  baseada  na

extração  a  partir  de  subprodutos  da  indústria  de  processamento  de

pescados,  utilizando  resíduos  do  beneficiamento  de  camarões  e

caranguejos. Essa obtenção proveniente de cascas de crustáceos é viável

economicamente,  principalmente  quando  associada  à  recuperação  de

carotenóides, uma vez que o exoesqueleto dos crustáceos contém uma

considerável quantidade de astaxantina (Kumar, 2000). As propriedades

da quitosana relacionadas à medicina regenerativa incluem a ativação de

macrófagos e neutrófilos para iniciar o processo de cura de um ferimento,

promoção do tecido de granulação, re-epitelização e enclausuramento de

fatores  de  crescimento  que  aceleram  a  regeneração,  limitação  da

formação  de  cicatriz,  estimulação  da  mobilidade  celular  modulada  por

integrina e aumento da angiogênese in vitro. Ademais, a quitosana é não-

tóxica,  biodegradável,  fácil  de  construir  diversas  estruturas  e  pode  ser

modificada  quimicamente  e  enzimaticamente  (Muzzarelli,  2009).  A

habilidade da quitosana de promover a cura de um ferimento pode ser
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atribuída  a  sua  capacidade  de  formar  complexos  polieletrolíticos  com

glicosaminoglicanos (GAGs) e especialmente a heparina, que possui tanto

propriedades  anticoagulantes  como  angiogênicas  (promove  a

vascularização do tecido). Os GAGs então entre os blocos de construção

essenciais da rede macromolecular de conexão dos tecidos. A similaridade

da estrutura química da quitosana com os GAGs evidencia sua possível

utilização  biomédica  (Katalinich,  2001).  A  cicatrização  é  um  processo

complexo que pode sofrer  influência de diversos fatores.  Certas lesões

podem se tornar crônicas, mesmo recebendo tratamento adequado. Filmes

a  base  de  quitosana  são  relatados  como  excelentes  materiais  para

cicatrização (Rao & Sharma, 2004).

[006] As lesões podem ser classificadas em diferentes tipos, a depender

do local de sua ocorrência, da sua aparência e da duração do processo de

reparo  (Gaspar-Pintiliescu  et  al.,  2019).  Dentre  as  classificações  das

lesões,  destacam-se  os  tipos  relacionados  à  duração  do  processo  de

reparo  em  lesões  agudas  e  crônicas.  Feridas  agudas  são  geralmente

lesões teciduais que cicatrizam completamente, com cicatrizes mínimas e

dentro de um prazo considerado aceitável, geralmente de 8 a 12 semanas.

As principais causas de feridas agudas incluem lesões mecânicas devido a

fatores  externos,  como  escoriações  e  cortes  (Percival,  2002).  Outros

exemplos de feridas agudas incluem queimaduras e lesões químicas, que

surgem  de  uma  variedade  de  fontes,  como  radiação,  eletricidade  e

produtos  químicos  corrosivos  (Boateng  &  Catanzano,  2015).  Feridas

crônicas,  no  entanto,  surgem  de  lesões  teciduais  que  cicatrizam

lentamente  (normalmente  não  curam dentro  de  12  semanas)  e  podem

reaparecer  (Gurtner  et  al.,  2008).  A  lesão  crônica  muitas  vezes  é

desencadeada pela falta de adaptação a respostas das células imunes à

cicatrização,  o  que  pode  estar  relacionado  a  condições  fisiológicas
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subjacentes,  como  diabetes  (Moore  et  al.,  2006).  As  feridas  crônicas

podem ser facilmente contaminadas por agentes patogênicos e geralmente

envolvem perda significativa de tecido, o que pode afetar estruturas vitais,

como ossos,  articulações e nervos.  Além disso,  a falha na cicatrização

destas lesões pode levar a uma produção excessiva de exsudatos (fluido

que  contém  vários  componentes,  como  água,  eletrólitos,  nutrientes,

mediadores  inflamatórios  entre  outros  compostos  que  permitem  o

processo  natural  de  cicatrização),  o  que  também pode comprometer  o

tecido saudável ao redor da ferida, elevando o nível da dor e o tempo de

cicatrização (Boateng & Catanzano, 2015; Lima et al., 2019).

[007] Um curativo ideal para feridas deve se aderir ao tecido lesionado,

manter equilibradas as condições de umidade, permitir a troca de oxigênio

e de fluídos da lesão e protegê-la contra infecções bacterianas, garantindo

assim um microambiente ideal  para acelerar o processo de cicatrização

(Dhivya et al., 2015). Os curativos existentes e comercializados podem se

apresentar como diferentes materiais (sintéticos ou naturais) e com várias

formas  físicas  (esponjas,  hidrogéis,  hidrocolóides,  filmes,  membranas).

Estas  diferentes  formulações  têm propriedades distintas  que  as  tornam

adequadas para o tratamento de um tipo particular de ferida. Por exemplo,

esponjas exibem uma enorme porosidade, fornecem isolamento térmico e

sustentam a umidade no local da ferida. No entanto, são mecanicamente

fracas,  podem provocar  maceração  da pele  e  são inadequadas para o

tratamento de queimaduras de terceiro grau ou feridas com escara seca

(Thomas  &  Uzun,  2004).  Além  da  atividade  antimicrobiana,  também é

importante que os curativos apresentem atividade biológica por si só ou

liberem constituintes  bioativos  (medicamentos)  incorporados  a  eles.  Os

medicamentos  incorporados  podem  desempenhar  um  papel  ativo  no
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processo  de  cicatrização  de  feridas  diretamente,  como  limpeza  ou

debridamento do tecido necrótico (Boateng & Catanzano, 2015).

[008] Os curativos e filmes para cicatrização da pele a base de polímeros

do pescado possuem propriedades cruciais para a eficiente regeneração

tecidual  e  recomposição  do  epitélio  perdido.  Aliando  a  capacidade  de

regeneração,  biocompatibilidade,  atoxicidade  e  antimicrobiano  os  filmes

compostos  por  colágeno,  glicosaminoglicanos  e  quitosana  extraídos  de

fontes do pescado tem potencial para agregar valor a cadeia produtora da

aquicultura  e  promover  dispositivos  biomédicos  altamente  eficazes.  O

tratamento de pacientes com perda extensiva de pele, como queimados,

pode  ser  grandemente  facilitado  com  dispositivos.  Base  de  polímeros

naturais do pescado, podendo promover uma revolução no tratamento de

feridas  agudas  e  crônicas  no  sistema  de  saúde,  que  atualmente  não

dispõe de alternativas baratas e nacionais para o tratamento de lesões.

[009] Cerca de um milhão de pessoas sofrem queimaduras no Brasil  a

cada ano (Cruz et al., 2012; Piccolo, 2018; Yannas & Burke, 1980). Em

torno de 85% delas, o diagnóstico que prevalece é o de queimaduras de

segundo grau;  nas  restantes  predominam a classificação  de lesões  de

terceiro grau (Nascimento et al., 2013).

[0010] O tratamento dessas queimaduras de terceiro grau é  complexo e

dispendioso (Costa et al., 2015; Moreira et al., 2013). Envolve geralmente

várias  intervenções  no  transcorrer  da  terapêutica,  como  limpezas

cirúrgicas  com  ou  sem  balneoterapia,  debridamentos,  além  de

autotransplantes  de  pele  (popularmente  conhecidos  como  enxertos  de

pele) ou rotação de retalhos (Piccolo, 2018; Tavares & Silva, 2015).

[0011] O  objetivo  principal  na  condução  médica  dessas  lesões  ou  de

injúrias  traumáticas  com  perda  de  substância  dermo-epidérmica  é  a
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substituição desses tecidos destruídos por uma pele sadia, da forma mais

rápida possível e com os melhores resultados estéticos e funcionais.

[0012] O tratamento cirúrgico para a recobertura cutânea continua sendo

preferencialmente o autotransplante. Contudo, esses enxertos têm muitas

limitações,  tais  como  a  necessidade  de  zonas  doadoras  de  pele,  que

constituem  uma  nova  ferida,  retrações  cicatriciais,  hiperpigmentação  e

cicatrizes patológicas (Batista et al., 2012).

[0013] A qualidade da cicatriz, por sua vez, guarda íntima relação com a

quantidade  de  tecido  dérmico  disponibilizado.  É  por  esse  motivo  que,

apesar  de  toda  a  evolução  das  técnicas  de  enxertia  de  pele,  tem  se

buscado,  através  de  recursos  da  bioengenharia,  encontrar  alternativas

para reproduzir a camada dérmica previamente lesionada, com o objetivo

de contribuir para uma melhor recuperação da função e aparência desse

tecido.

[0014] Entre elas estão as matrizes de regeneração dérmica (Bolgiani et al.,

2013;  Farina  Jr,  2018)  constituídas  predominantemente  por  extratos

proteicos.  Esses  recursos  incluem  materiais  biológicos  que  exigem

rigorosa  regulação,  sobretudo  nos  países  desenvolvidos.  Além  desse

aspecto  há  dificuldades  no  manejo  e  limitações  em  suas  utilizações,

decorrentes do seu alto custo.

[0015] O Integra  atualmente  é  a  matriz  mais  utilizada  pela  comunidade

cirúrgica  internacional.  Desenvolvida  originalmente  por  John  Burke  e

Ioannis  Yannas (1980),  ela  consta  de duas  camadas;  uma externa,  de

silicone, e outra interna, composta por colágeno tipo II, de origem bovina e

glicosaminoglicanos.  Exerce  as  funções  de,  como  “pele  artificial”,

proporcionar uma cobertura fisiológica da ferida e viabilizar a regeneração

dérmica (neoderme).
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[0016] A  presente  invenção,  tendo  como  base  polímeros  naturais,  com

especial  destaque  para  o  colágeno  da  pele  da  tilápia,  em  função  de

excelentes resultados publicados recentemente (Alves et al., 2015; Lima

Jr, 2017) e o biopolímero da cana-de-açúcar, pretende oferecer uma nova

alternativa de matriz de regeneração dérmica para o fechamento de feridas

de  terceiro  grau  ou  lesões  traumáticas  com perda  total  da  substância

cutânea, de forma revolucionária, sob o ponto de vista tecnológico e a um

baixo custo, direcionado preferencialmente e de forma democrática, aos

usuários do Sistema Único de Saúde (SUS).

[0017] A  patente  BR1020150214359A2  “PROCESSO  DE

BENEFICIAMENTO DA PELE DA TILÁPIA E SEU USO NA COBERTURA

DE LESÕES CUTÂNEAS” descreve a utilização do peixe tilápia e sua pele

como curativo biológico oclusivo em lesões cutâneas, como queimaduras e

feridas agudas ou crônicas. A patente BR1020180735152A2 “PROCESSO

DE OBTENÇÃO DE MATRIZ EXTRACELULAR DE PELE DE TILÁPIA

(OREOCHROMIS NILOTICUS) E USO DA MATRIZ EXTRACELULAR DE

TILÁPIA” descreve o processo de obtenção da matriz extracelular de pele

de  tilápia  e  seu  uso  aplicado  a  cicatrização  de  feridas.  A  patente

BR1020180735101A2  “PROCESSO  DE  OBTENÇÃO  DE  PELE  DE

TILÁPIA  LIOFILIZADA  E  USO  DA  PELE  DE  TILÁPIA  LIOFILIZADA”

descreve  o  processo  de  obtenção  da  pele  de  tilápia  liofilizada  e  sua

aplicação  para  tratamento  de  lesões  humanas  e  animais.  As  referidas

patentes diferem da presente invenção por utilizar a própria pele do peixe

como estrutura destinada a cicatrização de lesões.

[0018] A patente BR1020180735071A2 “PROCESSO DE EXTRAÇÃO DE

COLÁGENO TIPO I DA PELE DE TILÁPIA E USO DO COLÁGENO TIPO I

OBTIDO DA PELE DE TILÁPIA”  descreve  o  processo  de  extração  de
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colágeno tipo I da pele de tilápia e o uso do colágeno tipo I obtido da pele

da  tilápia.  A  patente  reivindica  o  uso  do  colágeno  tipo  I  na  forma de

extração e purificação descrito em composição de ativo ou ingrediente na

produção  de  produtos  farmacêuticos,  nutracêuticos,  da  indústria  de

alimentos  e  dispositivos  médicos.  O  documento  difere  da  presente

invenção que utiliza colágeno solúvel em ácido e/ou colágeno solúvel pela

ação de pepsina ou colágeno fibrilar insolúvel de fontes animais diversas.

[0019] Há muitos produtos no mercado destinados ao tratamento de feridas

em suas diferentes fases. Entretanto, a utilização de qualquer produto no

tratamento  de  queimaduras  ou  outros  tipos  de  feridas  deve  seguir  um

rigoroso protocolo, buscando identificar a real contribuição para o processo

de  cicatrização.  Os  substitutos  de  pele,  de  origem  animal  tem  sido

considerados  úteis  no  tratamento  de  queimaduras  superficiais,  pois

reduzem a frequência de trocas dos curativos. Entretanto, esses materiais

tem alto  custo  e  não  são  eficazes  para  o  tratamento  de  queimaduras

profundas.

[0020] A  matriz  de  Regeneração  Dérmica/Pele  artificial  Integra  está

registrado na ANVISA sob o número 10306840099, com o nome técnico

de Membrana Regeneradora. É classificada como um substituto de pele

complexo,  formada  por  uma  camada  contendo  colágeno  bovino  e

glicosaminoglicanos, com camada externa de silicone.

[0021] A  patente  US2001003126A1  “METHOD  OF  MAKING

CROSSLINKED  POLYMER  MATRICES  IN  TISSUE  TREATMENT

APPLICATIONS”  descreve  o  método  para  preparação  de  matrizes

poliméricas reticuladas para o tratamento de tecidos utilizando polímeros

sintéticos.  A  patente  difere  da  presente  invenção  por  se  tratar  de  um

material  reticulado  sintético  com  aplicações  limitadas  a  prevenção  de
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adesão cirúrgica, cobertura de superfícies de implantes sintéticos, matrizes

para a liberação de fármacos e aplicações oftalmológicas.

[0022] A  patente  US2011064782A1  “METHODS  AND  COMPOSITIONS

FOR TISSUE REGENERATION” descreve método e composições para a

regeneração de tecido baseado em matrizes feitas de tecidos naturais livre

de proteínas não fibrilares, elementos celulares e lipídios, contendo fibras

de  colágeno na  sua  arquitetura  original  e  ultraestrutura  do  material  de

tecido original do qual é derivado. A patente difere da presente invenção

pois  trata-se  de  uma  matriz  extracelular  decelularizada  e  não  de  uma

estrutura porosa preparada em laboratório com biopolímeros reticulados.

[0023] A patente US10912822B2 “BIOMATERIAL DEVICES AND TOPICAL

COMPOSITIONS  FOR  GUIDED  TISSUE  REGENERATION”  descreve

dispositivos  e  composições  tópicas  a  base  de  biomateriais  para  a

regeneração de tecidos guiada baseados em tecido colagenoso mutável

obtido de equinodermos juntamente com quitosana para o tratamento de

queimaduras, feridas, úlceras,  outras lesões e enfermidades na pele.  A

patente difere da presente invenção por se tratar de preparações contento

colágeno fibrilar e quitosana que, quando formulados numa matriz porosa,

não é reticulada.

[0024] A  patente  US6969523B1  “COLLAGEN/GLYCOSAMINOGLYCAN

MATRIX STABLE TO STERILIZING BY ELECTRON BEAM RADIATION”

descreve  o  processo  de  preparação  de  matriz  estável  de

colágeno/glicosaminoglicanos  esterilizado  por  irradiação  com  feixe  de

elétrons. A matriz liofilizada composta por colágeno e glicosaminoglicanos

co-precipitados e recobertos com uma camada de silicone, reticulado com

glutaraldeído e estabilizada em condições para receber a irradiação com

feixe de elétrons onde a matriz ou “scaffold” mantém as características
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para  funcionar  como  um suporte  estrutural  para  crescimento  celular  e

tecidual.  A  presente  invenção  difere  da  patente  citada  por  utilizar

concentrações diferentes de colágeno e glicosaminoglicanos, não utilizar o

glutaraldeído como agente reticulante e acomodar a matriz porosa sobre

uma camada, filme ou folha de polissacarídeo.

[0025] A patente US2017342218A1 “PROCESS FOR PREPARING TISSUE

REGENERATION  MATRIX”  descreve  o  processo  para  preparação  de

matriz de regeneração de tecidos composta por dispersão de colágeno e

tropoelastina sobmetidas a secagem a frio para obtenção de matriz seca a

frio e reticulaçao da matriz porosa. A presente invenção difere da patente

citada  por  conter  percentuais  distintos  de  colágeno  e  não  conter

tropoelastina na sua composição; a reticulação da matriz porosa proposta

na presente invenção não utiliza  solução de aldeído,  como descrita na

reivindicação da patente US2017342218A1; a matriz porosa proposta pela

presente invenção realiza a radioesterilizaçao com fonte de 60Co; a matriz

porosa descrita na presente invenção é apoiada sobre filme, membrana ou

folha de polissacarídeo, diferentemente da patente US2017342218A1.

[0026] A patente US2016143726A1 “PROCESS FOR PREPARING TISSUE

REGENERATION MATRIX” descreve o processo de preparação de matriz

de regeneração de tecidos caracterizado pela obtenção de uma dispersão

de colágeno, glicosaminoglicanos e tropoelastina, liofilização da dispersão

para obtenção de uma matriz porosa, ligação cruzada da matriz porosa por

um aldeído  e  direcionado  para  a  regeneração  de  tecidos.  A  presente

invenção  difere  da  patente  citada  por  não  conter  tropoelastina  na

composição,  além  de  utilizar  concentrações  diferentes  de  colágeno  e

glicosaminoglicanos;  a  fonte  de  colágeno  e  glicosaminoglicanos  na

presente  invenção  difere  da  referida  pela  patente  US2016143726A1;  a
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reticulaçao  ou  ligação  cruzada  (cross-linking)  performada  na  presente

invenção não utiliza reagente químico aldeído.

[0027] A  patente  US2011320009A1  “MATRIX  FOR  TISSUE  REPAIR”

consiste  na  preparação  de  implantes  contendo  uma  camada  porosa

composta por colágeno com ligações cruzadas a um glicosaminoglicanos e

a  camada  porosa  é  opcionalmente  unida  a  um  filme  de  colágeno.  O

implante é destinado ao reparo ou regeneração tecidual e composto por

substancias  “auto-reticulantes”.  A  presente  invenção  difere  da  patente

citada pela utilização de colágenos e glicosaminoglicanos reticulados com

agente  bifuncional.  A  matriz  porosa  biopolimérica  estruturada

tridimensionalmente  descrita  na  presente  invenção  é  apoiada  e  ficada

sobre  filme,  membrana  ou  folha  de  polissacarídeo,  diferentemente  da

descrita na patente US2011320009A1.

[0028] A  presente  invenção  descreve  a  preparação  de  matriz  de

regeneração  dérmica  à  base  de  biopolímeros  naturais,  que,  quando

arranjados na forma de esponja sobre uma membrana de polissacarídeo

possa ser aplicado sobre feridas profundas, nas quais sejam necessárias a

recomposição total do tecido. Esta matriz de regeneração tem potencial

para ser utilizada em substituição a outras disponíveis no mercado, o que

resultaria na economia de milhares de reais em tratamento.

Breve descrição dos desenhos

[0029] A Figura 1 apresenta o esquema de preparação da matriz porosa

contendo colágeno e glicosaminoglicanos estruturada tridimensionalmente.

[0030] A  Figura  2  ilustra  a  elaboração  da  matriz  porosa  contendo

biopolímeros estruturados tridimensionalmente após secagem.
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[0031] A  Figura  3  ilustra  a  elaboração  da  matriz  porosa  contendo

biopolímeros  estruturados  tridimensionalmente  após  secagem  e

reticulação.

[0032] A  Figura  4  apresenta  a  imagem  ultraestrutural  da  matriz  porosa

contendo biopolímeros estruturados tridimensionalmente.

[0033] A  Figura  5  apresenta  a  imagem  ultraestrutural  da  matriz  porosa

contendo biopolímeros estruturados tridimensionalmente mostrando poros

regulares para colonização.

Descrição da invenção

[0034] Essa  é  O  processo  de  preparação  para  obtenção  de  matrizes

porosas compostas por biopolímeros estruturados tridimensionalmente são

destinadas  à  regeneração  de  tecidos.  As  etapas  de  preparação

compreendem a formulação de solução de biopolímeros de colágeno e

glicosaminoglicanos  contendo  ácido  acético;  congelamento  da  solução

entre  -25ºC  a  -40ºC durante  24  h  e  posterior  secagem a  frio  por  48;

montagem da matriz porosa sobre filme ou folha de polissacarídeo com

adesão promovida pela  própria  matriz  ou pelo filme ou por  solução de

ácido acético; reticulação da matriz porosa com agente bifuncional. 

[0035] A  presente  invenção  está  baseada  no  uso  do  colágeno  e

polissacarídeos do tipo glicosaminoglicanos como agentes de formação de

matrizes porosas para o crescimento celular e regeneração de tecidos. A

invenção  tem  como  fundamento  o  papel  desempenhado  pelos

biopolímeros  e  sua  biocompatibilidade  frente  a  desafios  da  medicina

regenerativa, como a formação de novos tecidos perdidos. Os excelentes

resultados do tratamento de feridas utilizando peles de animais também

sugerem  que  a  presença  de  colágenos  e  outros  biopolímeros  nestes

materiais favorecem a regeneração e cicatrização de ferimentos.
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[0036] O colágeno é uma proteína que compõe a matriz  extracelular  de

tecidos animais e se apresenta na forma de fibras dando sustentação e

resistência aos tecidos e particularmente à pele. Existem diversos tipos de

colágeno formando diferentes formas fibrilares nos tecidos. Na pele dos

animais,  o  colágeno tipo I  é  o  predominante e  passível  de extração  e

aplicação.

[0037] O colágeno tipo I  de qualquer  fonte é adequado para o processo

descrito  na  presente  invenção,  incluindo  colágeno  solúvel  em  ácido,

colágeno  solúvel  após  ação  da  pepsina  e  colágeno  fibrilar  insolúvel

extraído de fontes naturais. As fontes naturais de colágeno incluem pele de

peixe, pele de bovinos, suínos e ovinos, tendão bovino, outros mamíferos,

aves, repteis, anfíbios e invertebrados. 

[0038] Os  glicosaminoglicanos  são  heteropolissacarídeos  amplamente

presentes nos tecidos animais,  fazendo parte da sustentação na matriz

extracelular  juntamente  com o  colágeno.  São  polímeros  caracterizados

pela  presença  de  unidades  dissacarídicas  repetitivas  onde  um  dos

açucares é um ácido urônico ou galactose e o outro é um aminoaçúcar

como glucosamina ou galactosamina, N-acetilada ou não. Com exceção

do ácido hialurônico, os glicosaminoglicanos são sulfatados em diversas

posições e estas sulfatações,  o tipo de ligação glicosídica intra e inter-

dissacarídeos e os tipos de monossacarídeos dão diferentes propriedades

ao  polímero  de  glicosaminoglicano.  Diversas  formas  de

glicosaminoglicanos podem ser adequadas para o processo de preparação

da  presente  invenção,  incluindo  ácido  hialurônico,  condroitim-4-sulfato,

condroitim-6-sulfato,  heparam  sulfato,  heparina,  dermatam  sulfato  e

queratam  sulfato.  Os  glicosaminoglicanos  desempenham  um  papel
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importante nas respostas celulares como a formação de novos tecidos,

migração, adesão e maturação.

[0039] Outros  componentes  são  passíveis  de  serem  incorporados  na

presente  invenção como moléculas de massa molecular reduzida como

peptídeos, oligossacarídeos e bioativos naturais. Esses componentes em

diferentes  proporções  podem  ser  incorporados  para  a  produção  das

matrizes de regeneração de tecidos.

[0040] As  soluções  contendo  colágeno  e  glicosaminoglicanos  são

compostas  de  0,5%  a  6%  de  colágeno,  0,01%  a  0,12%  de

glicosaminoglicanos.  Os  componentes  que  farão  parte  da  solução  de

biopolímeros  podem ser  adicionados  em qualquer  ordem nas  soluções

contendo  colágeno  e  nas  soluções  contendo  colágeno  e

glicosaminoglicanos. Nas preparações rotineiras, o colágeno é dissolvido

em solução de ácido acético a 0,5 mol/L e então congelado a -25ºC por

24h. Nas preparações contendo colágeno e glicosaminoglicanos, a massa

adequada de biopolímeros é dissolvida em solução de ácido acético 0,5

mol/L e então congelada a -25ºC por 24h. Após esse período a solução

contendo biopolímeros é seca a frio por um período de 48h para obtenção

da  matriz  porosa  estruturada  tridimensionalmente.  Após  a  secagem  e

remoção de aproximadamente 90% da água cristalizada por sublimação,

há a formação da matriz aqui denominada matriz porosa de biopolímeros

estruturados  tridimensionalmente.  O  termo  matriz  é  internacionalmente

conhecido  como  estrutura  porosa  tridimensional  ou  “scaffold”,  em

português  é  entendido  como  andaime  ou  plataforma.  Para  efeito  de

entendimento, na presente invenção, o termo matriz refere-se a estrutura

tridimensional  porosa  preparada  de  biopolímeros  como  colágenos  e

glicosaminoglicanos  após  preparação  de  solução,  congelamento  e
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secagem  a  frio  sob  baixa  pressão.  Assim,  as  preparações  contendo

componentes naturais da matriz extracelular de animais como colágenos e

glicosaminoglicanos  quando  estruturados  artificialmente  vão  servir  de

suporte  para  a  acomodação  de  novas  células,  formação  de  tecidos  e

sistemas  de  liberação  controlada  de  materiais  associados,  como

compósitos e oligômeros associados.

[0041] Após obtenção da matriz porosa após a secagem a frio, a mesma é

apoiada  sobre  uma  superfície  de  polissacarídeo  na  forma  de  filme,

membrana ou folha, para evitar deformações. O material polissacarídico

pode  ser  composto  de  polímero  de  glucopiranosídeos  derivados  de

celulose, quitina, hemicelulose, xiloglucanos, arabinoglucanos e derivados

homopolissacarídeos e heteropolissacarídeos contendo ácido glucurônico,

ácido galacturônico, glucose, galactose, fucose, glucosamina, entre outros.

A adesão da matriz porosa ao filme ou folha de polissacarídeo é realizada

pela polimerização de solução de polissacarídeo, polipeptídeo ou adição

de solução de ácido acético. O dispositivo matriz porosa + membrana de

polissacarídeo  é  incubada  a  temperatura  ambiente  por  24h  para

acomodação e estabilização da adesão. 

[0042] A  reticulação  covalente  é  realizada  para  aumentar  a  resistência

mecânica,  química  e  biológica  da  matriz  porosa  apoiada  sobre  a

membrana  de  polissacarídeo.  Dentre  os  agentes  químicos  bifuncionais

adequados  para  aplicação  em  dispositivos  destinados  a  utilização  em

medicina regenerativa está a reticulação com derivados de carbodiimida.

Outras  formas  de  reticulação  incluem  o  tratamento  com  aldeídos  e

formação de pontes proteicas com a ação de enzimas. Uma abordagem

prática, porém, potencialmente citotóxica é a utilização de aldeídos como o

glutaraldeído,  atuando  pela  formação  de  pontes  covalente  entre
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grupamentos  amino  de  diferentes  biomoléculas.  Concentrações  de

glutaraldeído a partir  de 0,5% são potencialmente tóxicas e devem ser

evitadas.  A  reticulação  realizada  com  1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)

carbodiimida (EDC) em conjunto com N-hidroxisuccinamida (NHS) realiza

a  formação  de  pontes  entre  grupos  de  ácido  carboxílicos  com

grupamentos amina. A proporção de EDC e NHS pode variar entre 1 a 50

mg/mL e 0,5 a 25 mg/mL, respectivamente. A presença de grupos amino e

carboxil  nas moléculas dos biopolímeros como nas cadeias laterais dos

aminoácidos do colágeno e nos resíduos de ácido urônico e hexosamina

nas moléculas de glicosaminoglicanos favoreceria a formação das pontes

covalentes  e consequente reticulação ou ligação cruzada (cross-linking)

das macromoléculas.

[0043] A presente invenção pode ainda conter condensadas ou compósitos

da matriz com moléculas bioativas na forma de oligômeros, componentes

antimicrobianos,  fatores  de  crescimento,  antinflamatórios  e  outras

moléculas biológicas como peptídeos e proteínas. 

[0044] A  esterilização  após  a  preparação  da  matriz  porosa,  adesão  da

membrana de polissacarídeo e reticulação pode ser realizada por métodos

químicos e radioesterilização. A irradiação é o método mais adequado no

caso  do  método  de  preparação  da  presente  invenção  pois  não  deixa

resíduos  e  pode  ter  dose  e  duração  do  agente  esterilizante  de  forma

altamente controlada,  sem interferir  na estrutura e resistência da matriz

porosa estruturada e com base de apoio de polissacarídeo.

[0045] A  matriz  porosa  de  biopolímeros  estruturada  tridimensionalmente

apresenta dimensão média de poros entre 100 e 200 μm e um volume de

poros entre 80% e 95%.

Petição 870230035608, de 28/04/2023, pág. 19/34



18 / 27

[0046] Estudos  preliminares  demonstram  que  a  matriz  porosa  de

biopolímeros da presente invenção é eficaz em promover a regeneração

dérmica em ratos submetidos a remoção da pele em sua espessura total.

Após  remoção  cirúrgica  de  um  retalho  circular  de  pele  de  2  cm  de

diâmetro,  a  matriz  porosa  preparada  com  colágeno  e  matriz  porosa

preparada com colágeno e glicosaminoglicanos  foi  aplicada no leito  da

lesão e  suturada na pele  adjacente.  Após vinte e  um dias,  os  animais

foram sacrificados  e  o  retalho  de  pele  foi  removido  e  preparado  para

análise histológica. A análise histopatológica mostrou que a matriz porosa

com biopolímeros estruturados tridimensionalmente foi capaz de promover

a regeneração dérmica.  A neoderme formada apresenta abundância de

fibras  colágenas e vascularização  e  ausência  de tecido  de granulação,

sugerindo que a regeneração dérmica está em desenvolvimento.

[0047] A  matriz  porosa  de  biopolímeros  pode  representar  uma  nova

alternativa para reparação e regeneração de tecidos aplicada em cirurgias

reconstrutivas  para  tratamento  de  perdas  de  tecido  conjuntivo  e  de

revestimento. Particularmente em lesões decorrentes de queimaduras de

III grau onde há perda substancial de tecido dérmico, as matrizes porosas

podem  ser  aplicadas  para  preenchimento  de  tecido  após  excisões  de

tumores ou para resultados cosméticos.de patentes possa entender o que

você inventou e como sua invenção funciona.

Exemplos de concretizações da invenção

[0048] Os exemplos a seguir são baseados na preparação da matriz porosa

composta por biopolímeros naturais estruturados tridimensionalmente para

a  regeneração  de  tecidos.  As  matrizes  porosas  seguem  o  percentual

estabelecido a partir das soluções de preparação contendo colágeno 0,5%

a 6% e glicosaminoglicanos 0,01% a 0,12% dissolvidos em solução de
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ácido acético e secado a frio para obtenção da matriz porosa, montada

sobre  camada  de  polissacarídeo  e  reticulada  com  agente  químico

bifuncional  e  então  esterilizada  por  radiação  ionizante.  Estes  exemplos

sugerem o procedimento para preparação da matriz porosa composta de

biopolímeros  estruturados  tridimensionalmente  mas  não  limitam  o

processo de obtenção.

[0049] Exemplo  1:  Preparação  da  solução  de  colágeno  e

glicosaminoglicanos

[0050] A  solução  de  colágeno  e  glicosaminoglicanos  foi  produzida

dissolvendo colágeno solúvel em acido (4%, m/v) e condroitim 6-sulfato

(0,01%, m/v) extraídos da pele de tilápia do Nilo. Os biopolímeros foram

dissolvidos em solução de ácido acético glacial 0,5 mol/L. Para preparação

das soluções foi utilizada água ultra-pura.

[0051] O colágeno solúvel em ácido de pele de tilápia (4.0 g) foi suspendido

em 50  mL  de  ácido  acético  glacial  0,5  mol/L  e  submetido  a  agitação

magnética (100 rpm) por 24 h a 4ºC. Após esse período, foi adicionado 10

mL de  solução  de condroitim 6-sulfato  de  pele  de  tilápia  a  1,0  mg/mL

dissolvido  em  ácido  acético  0,5  mol/L.  O  pH  da  solução  contendo

biopolímeros foi ajustado para 5,0 com solução de NaOH 0,5 mol/L e o

volume da solução foi ajustado para 100 mL com ácido acético 0,5 mol/L

pH 5,0. A solução contendo biopolímeros foi homogeneizada sob agitação

magnética (500 rpm) por 20 minutos a 25ºC. 

[0052] A solução foi centrifugada a 5.000 g em temperatura ambiente por 10

min  para  remoção  de  bolhas  de  ar.  A  solução  contendo  colágeno  e

condroitim 6-sulfato  foi  colocada em moldes circulares de 0,625 cm2 e

congelado a -26ºC por 24 h. 

[0053] Exemplo 2: Secagem a frio
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[0054] A  solução  contendo  biopolímeros  foi  seca  a  frio  por  48  h  em

liofilizador  Liotop  modelo  L101  (Liobras,  São  Carlos,  Brasil)  a  -45ºC e

pressão constante de 120 μm de Hg.  Enquanto a água cristalizada da

amostra  é  lentamente  sublimada  durante  o  processo  há  formação  da

matriz porosa. A água na forma de gelo passa do estado sólido para o

gasoso e os biopolímeros formam o arcabouço da matriz por interações

eletrostáticas  e  pontes  de  hidrogênio.  Após  esse  período,  as  matrizes

secas foram removidas do equipamento e acondicionadas a 4ºC até a sua

utilização. 

[0055] Exemplo  3:  Montagem  da  matriz  porosa  sobre  filme  de

polissacarídeo

[0056] Solução  de  quitosana:  quitosana  solúvel  em  ácido  foi  preparada

através  do  processo  descrito  por  Cahú  e  colaboradores  em  2012.  A

solução de quitosana foi preparada dissolvendo 1,0 g do polissacarídeo

em 20 mL de ácido acético 0,5 mol/L, sob agitação magnética por 24h. O

biopolímero  da  cana  de  açúcar  Polycell  (Polisa,  Carpina,  Brasil)

gentilmente  doado  pelo  professor  Dr.  José  Lamartine,  consiste  numa

membrana de biopolímero de celulose produzido a partir da fermentação

do  melaço  de  cana  pelo  microrganismo  Zooglea  sp.  (Melo,  2003).  O

filme/membrana Polycell (0,635 cm2) foi recoberto com 0,5 mL de solução

de  quitosana  em  ácido  acético  glacial  e  então  colocado  sob  a  matriz

porosa de biopolímeros e incubado a temperatura ambiente por 24h para a

completa aderência da matriz ao suporte de polissacarídeo.

[0057] Exemplo 4: Reticulação da matriz porosa de biopolímeros

[0058] O processo de reticulação da matriz porosa foi realizado por reação

com carbodiimida/N-hidroxisuccinamida (EDC/NHS) na porporçao de 2:1

em solução de etanol tamponado. 
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[0059] As matrizes porosas foram incubadas em tampão MES (ácido 2-(N-

morfolino)etanosulfônico) 0,1 mol/L contendo etanol a 50% (v/v) e EDC 25

mg/mL  e  NHS  a  12,5  mg/mL  em  temperatura  ambiente.  Após  2h  as

matrizes  foram lavadas  com solução  tampão fosfato  salina  (PBS)  para

remoção  do  excesso  de  EDC/NHS  por  10  minutos  e  posteriormente

acomodadas em sacos plásticos de polietileno selados contendo PBS e

estes foram submetidos a radioesterilização para garantir a inocuidade do

material.

[0060] Exemplo 5: Radioesterilização

[0061] A esterilização das matrizes porosas de biopolímeros estruturadas

tridimensionalmente foi realizada por irradiação gama com fonte de 60Co,

na faixa de 10 a 30 kGy.

[0062] As matrizes foram armazenadas em bolsas de polietileno contendo

tampão  PBS  e  empacotadas  utilizando  prensa  térmica  para  selagem,

seguido pelo empacotamento em uma segunda embalagem de polietileno.

As preparações receberam radiação gama por exposição a uma fonte de

60Co com dosagem variando entre 10 a 30 kGy.
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REIVINDICAÇÕES

1. Processo para preparação de matriz de regeneração dérmica caracterizado por

conter biopolímeros naturais obtida a partir de solução seca a frio; a solução é

composta de colágeno e glicosaminoglicanos; congelamento e secagem a frio

para  obtenção  de  uma  matriz  porosa;  reticulação  com  agente  bifuncional;

acomodação matriz porosa sobre filme ou folha de polissacarídeo.

2. O  processo  de  preparação  da  matriz  porosa  no  Item  1  é  condicionado  a

obtenção de solução caracterizado por  conter  0,5% a 6% de colágeno e de

0,01% a 0,12% de glicosaminoglicano.

3. O processo  relatado  no  Item  1  caracterizado  por  secagem a  frio  sob  baixa

pressão  onde  a  solução  de  biopolímeros  resulta  numa  matriz  porosa  que  é

montada sobre membrana, filme ou folha de polissacarídeo.

4. O  processo  relatado  no  Item  1  caracterizado  por  ser  submetido  etapa  de

reticulação com agente bifuncional, submetendo a matriz porosa a modificação

química em solução alcoólica e lavagem com solução tampão.

5. O  processo  descrito  no  Item  1  caracterizado  por  produzir  matriz  porosa

composta  por  polissacarídeos  estruturados  tridimensionalmente  destinada  a

regeneração de tecidos.
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Figura 5
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RESUMO

Processo de preparação de biopolímeros estruturados tridimensionalmente para

a regeneração de tecidos

A invenção tem por objetivo a preparação de um suporte tridimensional feito de

biopolímeros  naturais  para  a  regeneração  de  tecidos.  O  processo  consiste  na  1)

obtenção de soluções contendo compósitos de biopolímeros, 2) secagem a frio para

obtenção de uma matriz porosa contendo biomateriais, 3) montagem da matriz porosa

sobre um filme de polissacarídeo; 4) reticulação da matriz porosa e 5) esterilização. A

matriz porosa tem por finalidade a regeneração de tecidos.
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