*B R 102023004207 A2 =

(21) BR 102023004207-4 A2

Republica Federativa do Brasil

Ministério do Desenvolvimento, Industria, (22) Data do Dep6sito: 07/03/2023

Comércio e Servigos (43) Data da Publicacdo Nacional:

. . . . 17 2024
Instituto Nacional da Propriedade Industrial 09720

(54) Titulo: PROCESSO DE PREPARAQAO DE BIOPOLIMEROS ESTRUTURADOS
TRIDIMENSIONALMENTE PARA A REGENERACAO DE TECIDOS

(51) Int. Cl.: AG1L 27/24; A61L 27/56; A61L 27/60; C12N 9/00; CO8L 5/00.
(52) CPC: A61L 27/24; A61L 27/56; A61L 27/60; C12N 9/00; CO8L 5/00.

(71) Depositante(es): UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO.

(72) Inventor(es): THIAGO BARBOSA CAHU; RANILSON DE SOUZA BEZERRA; JOSE LUIZ DE
LIMA FILHO; MARCELO JOSE BORGES DE MIRANDA.

(57) Resumo: PROCESSO DE PREPARACAO DE BIOPOLIMEROS ESTRUTURADOS
TRIDIMENSIONALMENTE PARA A REGENERACAO DE TECIDOS. A invencdo tem por objetivo a
preparacédo de um suporte tridimensional feito de biopolimeros naturais para a regeneracao de tecidos.
O processo consiste na 1) obtencdo de solugdes contendo compdsitos de biopolimeros, 2) secagem a
frio para obtencdo de uma matriz porosa contendo biomateriais, 3) montagem da matriz porosa sobre
um filme de polissacarideo; 4) reticulagdo da matriz porosa e 5) esterilizagdo. A matriz porosa tem por
finalidade a regeneracéo de tecidos.
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Processo de preparagido de biopolimeros estruturados

tridimensionalmente para a regeneracao de tecidos
Campo da invengao

[001] A presente invencdo se enquadra no campo da regeneracio de
tecidos e tratamento avancado de lesdes onde ha perda substancial de
tecido, como por exemplo em queimaduras de terceiro grau com perda da
espessura total da pele. O processo consiste na obtengdo de matriz
porosa, constituida por colageno e glicosaminoglicanos, apoiada sobre um

suporte de polissacarideo.
Fundamentos da invengao

[002] Os polimeros bioldégicos naturais tém despertado bastante a atencao
da comunidade cientifica nos ultimos anos pelas diversas possiveis
aplicacoes desses biomateriais, desde componentes alimentares,
cosmeéticos, carreadores de drogas, atividade e reatividade biologica, etc
(Santos, 2006). Muitos polimeros naturais tém sido investigados para
preparagao de membranas utilizadas em engenharia de tecidos devido a
biodegradabilidade e biocompatibilidade, que permitem a integracao
celular e sua diferenciagdo, como colageno, quitina e quitosana (Zhang et
al., 2019). Uma importante vantagem dessas moléculas é a interacéo e
atoxicidade com sistemas biolégicos, o0 que aliado a possiveis
propriedades bioativas o0s colocam como excelentes candidatos a
substituicdo de polimeros sintéticos em aplicagdes biotecnolégicas (Cahu
et al., 2017).

[003] A utilizacdo de subprodutos do processamento do pescado para a
recuperacao de biomoléculas como colagenos (Hwang et al., 2007) e

enzimas (Bezerra et al., 2005; Assis et al., 2007) tem sido reportada, com
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varias aplicacbes, por exemplo, na industria farmacéutica e para
aplicagcdes biomédicas (FAO, 2016). Diversos trabalhos reportam o uso de
cabecas de camardo para a obtencao de hidrolisados protéicos (Gildberg
& Stenberg, 2001), carotendides (Babu et al., 2008; Sachindra &
Mahendrakar, 2005; Sachindra et al., 2006), quitina e quitosana (Gildberg
& Stenberg, 2001) e glicosaminoglicanos heparina-simile (Brito et al.,
2008; Cahu et al.,, 2012). Quitina, quitosanas (Shang et al.,, 2018),
colageno e gelatina (Sahithi et al. 2013) tém sido utilizados com o intuito
de produzir estruturas biopoliméricas compativeis, uma vez que tais
polimeros naturais reunem muitas das caracteristicas necessarias para
aplicacdo em dispositivos biomédicos. Okur e colaboradores (2019)
desenvolveram filmes a base destes polimeros e obtiveram dados da
eficiéncia destes filmes, cujo efeito antimicrobiano, aliado a capacidade de
angiogénese, cicatrizante e liberacdo de medicamentos especificos no
local da ferida, tornando tais filmes mais eficientes que produtos
comerciais analogos. A quitosana tem atividade antimicrobiana,
mucoadesiva, hemostatica e promove o fechamento de lesbes agudas
(Cahu et al., 2017), especialmente quando utilizada com outros polimeros
naturais como condroitim sulfato e colageno/gelatina (Chattopadhyay &
Raines, 2014).

[004] O colageno de peixe ja € utilizado ha alguns anos como alternativa
ao bovino e suino, uma vez que pode ser extraido de pele, bexiga
natatdria, ossos, escamas e nadadeiras (Zhang et al., 2011). O colageno é
também um biomaterial utilizado para obtencéo de filmes, imobilizacdo de
proteinas e carreamento de farmacos (Friess, 1998). Esta proteina faz
parte da matriz celular e € um dos componentes mais importantes na
estrutura do tecido, representando cerca de 50% das proteinas presentes

na pele. Filmes incluindo colageno como componente sdo comumente
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usados, dada a importancia desta proteina na remodelagao do tecido, no
auxilio para atracido de novas células, além de sua biocompatibilidade
(Friess, 1998; Fonder et. al. 2008). Entre os biopolimeros, o colageno € um
dos mais usados, sendo adequado para preparagcao de suportes
poliméricos biodegradaveis para sistemas de liberacdo controlada de
farmacos, oferecendo a vantagem natural de um biopolimero com
propriedades hemostaticas e cicatrizantes (Albu et al., 2011). Estudos com
estruturas de colageno mostraram que a absorcdo e degradabilidade
aliada com a liberagdo de farmacos pode ser controlada pela reticulacéo
(cross-linking) quimica ou fisica do colageno. Podem ser incorporados em
estruturas de colageno antibidticos e antissépticos, estatinas,

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

[005] A producdo de quitina e quitosana €, atualmente, baseada na
extracdo a partir de subprodutos da industria de processamento de
pescados, utilizando residuos do beneficiamento de camardes e
caranguejos. Essa obtencao proveniente de cascas de crustaceos € viavel
economicamente, principalmente quando associada a recuperagcao de
carotendides, uma vez que o exoesqueleto dos crustaceos contém uma
consideravel quantidade de astaxantina (Kumar, 2000). As propriedades
da quitosana relacionadas a medicina regenerativa incluem a ativacao de
macrofagos e neutréfilos para iniciar o processo de cura de um ferimento,
promogao do tecido de granulagao, re-epitelizagao e enclausuramento de
fatores de crescimento que aceleram a regeneracdo, limitacdo da
formacdo de cicatriz, estimulacdo da mobilidade celular modulada por
integrina e aumento da angiogénese in vitro. Ademais, a quitosana é nao-
toxica, biodegradavel, facil 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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atribuida a sua capacidade de formar complexos polieletroliticos com
glicosaminoglicanos (GAGs) e especialmente a heparina, que possui tanto
propriedades anticoagulantes como angiogénicas (promove a
vascularizacado do tecido). Os GAGs entdo entre os blocos de construcao
essenciais da rede macromolecular de conexao dos tecidos. A similaridade
da estrutura quimica da quitosana com os GAGs evidencia sua possivel
utilizacdo biomédica (Katalinich, 2001). A cicatrizacdo € um processo
complexo que pode sofrer influéncia de diversos fatores. Certas lesdes
podem se tornar croénicas, mesmo recebendo tratamento adequado. Filmes
a base de quitosana sao relatados como excelentes materiais para

cicatrizacdo (Rao & Sharma, 2004).

[006] As lesdes podem ser classificadas em diferentes tipos, a depender
do local de sua ocorréncia, da sua aparéncia e da duracido do processo de
reparo (Gaspar-Pintiliescu et al., 2019). Dentre as classificacbes das
lesbes, destacam-se os tipos relacionados a duracdo do processo de
reparo em lesdes agudas e cronicas. Feridas agudas s&do geralmente
lesGes teciduais que cicatrizam completamente, com cicatrizes minimas e
dentro de um prazo considerado aceitavel, geralmente de 8 a 12 semanas.
As principais causas de feridas agudas incluem lesdes mecanicas devido a
fatores externos, como escoriagdes e cortes (Percival, 2002). Outros
exemplos de feridas agudas incluem queimaduras e lesbes quimicas, que
surgem de uma variedade de fontes, como radiacdo, eletricidade e
produtos quimicos corrosivos (Boateng & Catanzano, 2015). Feridas
crbnicas, no entanto, surgem de lesGes teciduais que cicatrizam
lentamente (normalmente ndo curam dentro de 12 semanas) e podem
reaparecer (Gurtner et al., 2008). A lesdo crbnica muitas vezes é
desencadeada pela falta de adaptacao a respostas das células imunes a

cicatrizacdo, o que pode estar relacionado a condicbes fisioldgicas
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subjacentes, como diabetes (Moore et al., 2006). As feridas crdnicas
podem ser facilmente contaminadas por agentes patogénicos e geralmente
envolvem perda significativa de tecido, o que pode afetar estruturas vitais,
como 0ssos, articulacbes e nervos. Além disso, a falha na cicatrizacao
destas lesdes pode levar a uma producdo excessiva de exsudatos (fluido
que contém varios componentes, como agua, eletrdlitos, nutrientes,
mediadores inflamatérios entre outros compostos que permitem o
processo natural de cicatrizagcdo), o que também pode comprometer o
tecido saudavel ao redor da ferida, elevando o nivel da dor e o tempo de

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

[007] Um curativo ideal para feridas deve se aderir ao tecido lesionado,
manter equilibradas as condi¢gdes de umidade, permitir a troca de oxigénio
e de fluidos da leséo e protegé-la contra infecgbes bacterianas, garantindo
assim um microambiente ideal para acelerar o processo de cicatrizagcao
(Dhivya et al., 2015). Os curativos existentes e comercializados podem se
apresentar como diferentes materiais (sintéticos ou naturais) e com varias
formas fisicas (esponjas, hidrogéis, hidrocoldides, filmes, membranas).
Estas diferentes formulagdes tém 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, sdo mecanicamente
fracas, podem provocar maceracdo da pele e sdo 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 bioloégica por si s6 ou
liberem constituintes bioativos (medicamentos) incorporados a eles. Os

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

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

[008] Os curativos e filmes para cicatrizacao da pele a base de polimeros
do pescado possuem propriedades cruciais para a eficiente regeneracao
tecidual e recomposicdo do epitélio perdido. Aliando a capacidade de
regeneracdo, biocompatibilidade, atoxicidade e antimicrobiano os filmes
compostos por colageno, glicosaminoglicanos e quitosana extraidos 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 polimeros
naturais do pescado, podendo promover uma revolucao no tratamento de
feridas agudas e cronicas no sistema de saude, que atualmente nao

dispbe de alternativas baratas e nacionais para o tratamento de lesoes.

[009] Cerca de um milhdo de pessoas sofrem queimaduras no Brasil a
cada ano (Cruz et al., 2012; Piccolo, 2018; Yannas & Burke, 1980). Em
torno de 85% delas, o diagndstico que prevalece € o de queimaduras de
segundo grau; nas restantes predominam a classificacdo de lesdes de

terceiro grau (Nascimento et al., 2013).

[0010] O tratamento dessas queimaduras de terceiro grau € complexo e
dispendioso (Costa et al., 2015; Moreira et al., 2013). Envolve geralmente
varias intervencbes no transcorrer da terapéutica, como limpezas
cirurgicas com ou sem balneoterapia, debridamentos, além de
autotransplantes de pele (popularmente conhecidos como enxertos de

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

[0011]O objetivo principal na condugdo meédica dessas lesdes ou de

injurias traumaticas com perda de substancia dermo-epidérmica é a
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substituicdo desses tecidos destruidos por uma pele sadia, da forma mais

rapida possivel e com os melhores resultados estéticos e funcionais.

[0012] O tratamento cirurgico para a recobertura cutanea continua sendo
preferencialmente o autotransplante. Contudo, esses enxertos tém muitas
limitagcdes, tais como a necessidade de zonas doadoras de pele, que
constituem uma nova ferida, retragdes cicatriciais, hiperpigmentacao e

cicatrizes patoldgicas (Batista et al., 2012).

[0013] A qualidade da cicatriz, por sua vez, guarda intima relacdo com a
quantidade de tecido dérmico disponibilizado. E por esse motivo que,
apesar de toda a evolucdo 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 recuperacdo da funcdo e aparéncia desse

tecido.

[0014] Entre elas estdo as matrizes de regeneragao dérmica (Bolgiani et al.,
2013; Farina Jr, 2018) constituidas predominantemente por extratos
proteicos. Esses recursos incluem materiais biologicos que exigem
rigorosa regulacédo, sobretudo nos paises desenvolvidos. Além desse
aspecto ha dificuldades no manejo e limitagcbes em suas utilizagdes,

decorrentes do seu alto custo.

[0015] O Integra atualmente € a matriz mais utilizada pela comunidade
cirurgica internacional. Desenvolvida originalmente por John Burke e
loannis Yannas (1980), ela consta de duas camadas; uma externa, de
silicone, e outra interna, composta por colageno tipo Il, de origem bovina e
glicosaminoglicanos. Exerce as funcbes de, como “pele artificial’,
proporcionar uma cobertura fisiologica da ferida e viabilizar a regeneracao

dérmica (neoderme).
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[0016] A presente invencdo, tendo como base polimeros naturais, com
especial destaque para o colageno da pele da tilapia, em funcdo de
excelentes resultados publicados recentemente (Alves et al., 2015; Lima
Jr, 2017) e o biopolimero da cana-de-agucar, pretende oferecer uma nova
alternativa de matriz de regeneracao dérmica para o fechamento de feridas
de terceiro grau ou lesdes traumaticas com perda total da substéncia
cutanea, de forma revolucionaria, sob o ponto de vista tecnolégico e a um
baixo custo, direcionado preferencialmente e de forma democratica, aos

usuarios do Sistema Unico de Saude (SUS).

[0017]A patente BR1020150214359A2 “PROCESSO DE
BENEFICIAMENTO DA PELE DA TILAPIA E SEU USO NA COBERTURA
DE LESOES CUTANEAS” descreve a utilizacdo do peixe tilapia e sua pele
como curativo biolégico oclusivo em lesdes cutaneas, como queimaduras e
feridas agudas ou crénicas. A patente BR1020180735152A2 “PROCESSO
DE OBTENCAO DE MATRIZ EXTRACELULAR DE PELE DE TILAPIA
(OREOCHROMIS NILOTICUS) E USO DA MATRIZ EXTRACELULAR DE
TILAPIA” descreve o processo de obtencdo da matriz extracelular de pele
de tilapia e seu uso aplicado a cicatrizacdo de feridas. A patente
BR1020180735101A2 “PROCESSO DE OBTENCAO DE PELE DE
TILAPIA LIOFILIZADA E USO DA PELE DE TILAPIA LIOFILIZADA”
descreve o processo de obtencdo da pele de tilapia liofilizada e sua
aplicacdo para tratamento de lesbes humanas e animais. As referidas
patentes diferem da presente invencio por utilizar a propria pele do peixe

como estrutura destinada a cicatrizagao de leséGes.

[0018] A patente BR1020180735071A2 “PROCESSO DE EXTRACAO DE
COLAGENO TIPO | DA PELE DE TILAPIA E USO DO COLAGENO TIPO |
OBTIDO DA PELE DE TILAPIA” descreve o processo de extracdo de
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colageno tipo | da pele de tilapia e o uso do colageno tipo | obtido da pele
da tilapia. A patente reivindica o uso do colageno tipo | na forma de
extracdo e purificagdo descrito em composicdo de ativo ou ingrediente na
producdo de produtos farmacéuticos, nutracéuticos, da industria de
alimentos e dispositivos médicos. O documento difere da presente
invencao que utiliza colageno soluvel em acido e/ou colageno soluvel pela

acao de pepsina ou colageno fibrilar insoluvel de fontes animais diversas.

[0019] H& muitos produtos no mercado destinados ao tratamento de feridas
em suas diferentes fases. Entretanto, a utilizagdo de qualquer produto no
tratamento de queimaduras ou outros tipos de feridas deve seguir um
rigoroso protocolo, buscando identificar a real contribuicdo para o processo
de cicatrizacdo. Os substitutos de pele, de origem animal tem sido
considerados uteis no tratamento de queimaduras superficiais, pois
reduzem a frequéncia de trocas dos curativos. Entretanto, esses materiais
tem alto custo e ndo sado eficazes para o tratamento de queimaduras

profundas.

[0020]A matriz de Regeneracdo Dérmica/Pele artificial Integra esta
registrado na ANVISA sob o numero 10306840099, com o nome técnico
de Membrana Regeneradora. E classificada como um substituto de pele
complexo, formada por uma camada contendo colageno 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 preparagdo de matrizes
poliméricas reticuladas para o tratamento de tecidos utilizando polimeros
sintéticos. A patente difere da presente invencdo por se tratar de um

material reticulado sintético com aplicacbes limitadas a prevencao de
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adesao cirurgica, cobertura de superficies de implantes sintéticos, matrizes

para a liberagdo de farmacos e aplicagdes oftalmoldgicas.

[0022] A patente US2011064782A1 “METHODS AND COMPOSITIONS
FOR TISSUE REGENERATION” descreve método e composicdes para a
regeneracao de tecido baseado em matrizes feitas de tecidos naturais livre
de proteinas nao fibrilares, elementos celulares e lipidios, contendo fibras
de colageno na sua arquitetura original e ultraestrutura do material de
tecido original do qual é derivado. A patente difere da presente invencao
pois trata-se de uma matriz extracelular decelularizada e nao de uma

estrutura porosa preparada em laboratério com biopolimeros reticulados.

[0023] A patente US10912822B2 “BIOMATERIAL DEVICES AND TOPICAL
COMPOSITIONS FOR GUIDED TISSUE REGENERATION” descreve
dispositivos e composicdes tépicas a base de biomateriais para a
regeneracao de tecidos guiada baseados em tecido colagenoso mutavel
obtido de equinodermos juntamente com quitosana para o tratamento de
queimaduras, feridas, Ulceras, outras lesbes e enfermidades na pele. A
patente difere da presente invencéo por se tratar de preparacdes contento
colageno fibrilar e quitosana que, quando formulados numa matriz porosa,

nao é reticulada.

[0024] A patente US6969523B1 “COLLAGEN/GLYCOSAMINOGLYCAN
MATRIX STABLE TO STERILIZING BY ELECTRON BEAM RADIATION”
descreve 0 processo de preparagao de matriz estavel de
colageno/glicosaminoglicanos esterilizado por irradiagdo com feixe de
elétrons. A matriz liofilizada composta por colageno e glicosaminoglicanos
co-precipitados e recobertos com uma camada de silicone, reticulado com
glutaraldeido e estabilizada em condi¢gbes para receber a irradiagédo com

feixe de elétrons onde a matriz ou “scaffold” mantém as caracteristicas
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para funcionar como um suporte estrutural para crescimento celular e
tecidual. A presente invencdo difere da patente citada por utilizar
concentracdes diferentes de colageno e glicosaminoglicanos, nao utilizar o
glutaraldeido como agente reticulante e acomodar a matriz porosa sobre

uma camada, filme ou folha de polissacarideo.

[0025] A patente US2017342218A1 “PROCESS FOR PREPARING TISSUE
REGENERATION MATRIX” descreve o processo para preparacao de
matriz de regeneracao de tecidos composta por dispersdo de colageno e
tropoelastina sobmetidas a secagem a frio para obtencao de matriz seca a
frio e reticulacao da matriz porosa. A presente invencao difere da patente
citada por conter percentuais distintos de colageno e n&o conter
tropoelastina na sua composicao; a reticulagcdo da matriz porosa proposta
na presente invencdo nio utiliza solucdo de aldeido, como descrita na
reivindicacao da patente US2017342218A1; a matriz porosa proposta pela
presente invencao realiza a radioesterilizagao com fonte de 60Co; a matriz
porosa descrita na presente invengao € apoiada sobre filme, membrana ou
folha de polissacarideo, diferentemente da patente US2017342218A1.

[0026] A patente US2016143726A1 “PROCESS FOR PREPARING TISSUE
REGENERATION MATRIX” descreve o processo de preparacdo de matriz
de regeneracao de tecidos caracterizado pela obtencao de uma dispersao
de colageno, glicosaminoglicanos e tropoelastina, liofilizacdo da dispersao
para obtencdo de uma matriz porosa, ligagao cruzada da matriz porosa por
um aldeido e direcionado para a regeneracdo de tecidos. A presente
invencdo difere da patente citada por ndo conter tropoelastina na
composig¢ao, além de utilizar concentragdes diferentes de colageno e
glicosaminoglicanos; a fonte de colageno e glicosaminoglicanos na

presente invencao difere da referida pela patente US2016143726A1; a
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reticulagao ou ligacdo cruzada (cross-linking) performada na presente

invencao néao utiliza reagente quimico aldeido.

[0027]A patente US2011320009A1 “MATRIX FOR TISSUE REPAIR’
consiste na preparagcdo de implantes contendo uma camada porosa
composta por colageno com ligagdes cruzadas a um glicosaminoglicanos e
a camada porosa € opcionalmente unida a um filme de colageno. O
implante € destinado ao reparo ou regeneracao tecidual e composto por
substancias “auto-reticulantes”. A presente invencido difere da patente
citada pela utilizagcao de colagenos e glicosaminoglicanos reticulados com
agente bifuncional. A matriz porosa biopolimérica estruturada
tridimensionalmente descrita na presente invengdo € apoiada e ficada
sobre filme, membrana ou folha de polissacarideo, diferentemente da
descrita na patente US2011320009A1.

[0028] A presente invencdo descreve a preparagcdo de matriz de
regeneracao dérmica a base de biopolimeros naturais, que, quando
arranjados na forma de esponja sobre uma membrana de polissacarideo
possa ser aplicado sobre feridas profundas, nas quais sejam necessarias a
recomposicao total do tecido. Esta matriz de regeneragao tem potencial
para ser utilizada em substituicdo a outras disponiveis no mercado, o que

resultaria na economia de milhares de reais em tratamento.
Breve descricao dos desenhos

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

contendo colageno e glicosaminoglicanos estruturada tridimensionalmente.

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

biopolimeros estruturados tridimensionalmente apos secagem.
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[0031]A Figura 3 ilustra a elaboragdo da matriz porosa contendo
biopolimeros estruturados tridimensionalmente apds secagem e

reticulacao.

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

contendo biopolimeros estruturados tridimensionalmente.

[0033]A Figura 5 apresenta a imagem ultraestrutural da matriz porosa
contendo biopolimeros estruturados tridimensionalmente mostrando poros

regulares para colonizagao.
Descricao da invengao

[0034]Essa é O processo de preparacao para obtencdo de matrizes
porosas compostas por biopolimeros estruturados tridimensionalmente séo
destinadas a regeneragcdo de tecidos. As etapas de preparacao
compreendem a formulacdo de solugcdo de biopolimeros de colageno e
glicosaminoglicanos contendo acido acético; congelamento da solugao
entre -25°C a -40°C durante 24 h e posterior secagem a frio por 48;
montagem da matriz porosa sobre filme ou folha de polissacarideo com
adesao promovida pela propria matriz ou pelo filme ou por solugdo de

acido acético; reticulagdo da matriz porosa com agente bifuncional.

[0035]A presente invencdo esta baseada no uso do colageno e
polissacarideos do tipo glicosaminoglicanos como agentes de formacao de
matrizes porosas para o crescimento celular e regeneragao de tecidos. A
invencdo tem como fundamento o papel desempenhado pelos
biopolimeros e sua biocompatibilidade frente a desafios da medicina
regenerativa, como a formagao de novos tecidos perdidos. Os excelentes
resultados do tratamento de feridas utilizando peles de animais também
sugerem que a presenca de colagenos e outros biopolimeros nestes

materiais favorecem a regeneracao e cicatrizagao de ferimentos.
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[0036] O colageno € uma proteina que compde a matriz extracelular de
tecidos animais e se apresenta na forma de fibras dando sustentacao e
resisténcia aos tecidos e particularmente a pele. Existem diversos tipos de
colageno formando diferentes formas fibrilares nos tecidos. Na pele dos
animais, o colageno tipo | € o predominante e passivel de extracao e

aplicacao.

[0037] O colageno tipo | de qualquer fonte é adequado para o processo
descrito na presente invencdo, incluindo colageno soluvel em &acido,
colageno soluvel apds agao da pepsina e colageno fibrilar insoluvel
extraido de fontes naturais. As fontes naturais de colageno incluem pele de
peixe, pele de bovinos, suinos e ovinos, tendao bovino, outros mamiferos,

aves, repteis, anfibios e invertebrados.

[0038] Os glicosaminoglicanos s&o heteropolissacarideos amplamente
presentes nos tecidos animais, fazendo parte da sustentacdo na matriz
extracelular juntamente com o colageno. Sdo polimeros caracterizados
pela presenca de unidades dissacaridicas repetitivas onde um dos
agucares € um acido urbénico ou galactose e o outro € um aminoagucar
como glucosamina ou galactosamina, N-acetilada ou ndo. Com excegao
do acido hialurénico, os glicosaminoglicanos sao sulfatados em diversas
posicoes e estas sulfatacdes, o tipo de ligacao glicosidica intra e inter-
dissacarideos e os tipos de monossacarideos dao diferentes propriedades
ao polimero de  glicosaminoglicano. Diversas formas de
glicosaminoglicanos podem ser adequadas para o processo de preparacao
da presente invencao, incluindo acido hialurdénico, 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 formagdo de novos tecidos,

migragao, adesao e maturagao.

[0039] Outros componentes sdo passiveis de serem incorporados na
presente invencdo como moléculas de massa molecular reduzida como
peptideos, oligossacarideos e bioativos naturais. Esses componentes em
diferentes propor¢cdes podem ser incorporados para a producdo das

matrizes de regeneragao de tecidos.

[0040]As solugbes contendo colageno e glicosaminoglicanos séao
compostas de 0,5% a 6% de colageno, 0,01% a 0,12% de
glicosaminoglicanos. Os componentes que fardo parte da solugcédo de
biopolimeros podem ser adicionados em qualquer ordem nas solucdes
contendo colageno e nas solugbes contendo colageno e
glicosaminoglicanos. Nas preparagdes rotineiras, o colageno é dissolvido
em solugao de acido acético a 0,5 mol/L e entdo congelado a -25°C por
24h. Nas preparacgodes contendo colageno e glicosaminoglicanos, a massa
adequada de biopolimeros € dissolvida em solu¢cdo de acido acético 0,5
mol/L e entdo congelada a -25°C por 24h. Apds esse periodo a solucao
contendo biopolimeros € seca a frio por um periodo de 48h para obtencao
da matriz porosa estruturada tridimensionalmente. Apos a secagem e
remocado de aproximadamente 90% da agua cristalizada por sublimacéo,
ha a formacdo da matriz aqui denominada matriz porosa de biopolimeros
estruturados tridimensionalmente. O termo matriz € internacionalmente
conhecido como estrutura porosa tridimensional ou “scaffold”, em
portugués € entendido como andaime ou plataforma. Para efeito de
entendimento, na presente inveng¢do, o termo matriz refere-se a estrutura
tridimensional porosa preparada de biopolimeros como colagenos e

glicosaminoglicanos apo0s preparagao de solugdo, congelamento e
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secagem a frio sob baixa pressdo. Assim, as preparacdes contendo
componentes naturais da matriz extracelular de animais como colagenos e
glicosaminoglicanos quando estruturados artificialmente vao servir de
suporte para a acomodacido de novas células, formacdo de tecidos e
sistemas de liberagao controlada de materiais associados, como

compositos e oligbmeros associados.

[0041] ApOs obtengdo da matriz porosa apds a secagem a frio, a mesma é
apoiada sobre uma superficie de polissacarideo na forma de filme,
membrana ou folha, para evitar deformagdes. O material polissacaridico
pode ser composto de polimero de glucopiranosideos derivados de
celulose, quitina, hemicelulose, xiloglucanos, arabinoglucanos e derivados
homopolissacarideos e heteropolissacarideos contendo acido glucurénico,
acido galacturénico, glucose, galactose, fucose, glucosamina, entre outros.
A adesao da matriz porosa ao filme ou folha de polissacarideo é realizada
pela polimerizagao de solugcao de polissacarideo, polipeptideo ou adicéo
de solucdo de acido acético. O dispositivo matriz porosa + membrana de
polissacarideo é incubada a temperatura ambiente por 24h para

acomodacao e estabilizagao da adesao.

[0042] A reticulacdo covalente € realizada para aumentar a resisténcia
mecanica, quimica e bioldgica da matriz porosa apoiada sobre a
membrana de polissacarideo. Dentre os agentes quimicos bifuncionais
adequados para aplicagdo em dispositivos destinados a utilizagdo em
medicina regenerativa esta a reticulacdo com derivados de carbodiimida.
Outras formas de reticulagdo incluem o tratamento com aldeidos e
formacdo de pontes proteicas com a agao de enzimas. Uma abordagem
pratica, porém, potencialmente citotoxica é a utilizagao de aldeidos como o

glutaraldeido, atuando pela formacdo de pontes covalente entre
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grupamentos amino de diferentes biomoléculas. Concentragdes de
glutaraldeido a partir de 0,5% s&o potencialmente toxicas e devem ser
evitadas. A reticulacdo realizada com 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC) em conjunto com N-hidroxisuccinamida (NHS) realiza
a formacdo de pontes entre grupos de acido carboxilicos com
grupamentos amina. A propor¢cdo de EDC e NHS pode variar entre 1 a 50
mg/mL e 0,5 a 25 mg/mL, respectivamente. A presenca de grupos amino e
carboxil nas moléculas dos biopolimeros como nas cadeias laterais dos
aminoacidos do colageno e nos residuos de acido urénico e hexosamina
nas moléculas de glicosaminoglicanos favoreceria a formagao das pontes
covalentes e consequente reticulacdo ou ligacdo cruzada (cross-linking)

das macromoléculas.

[0043] A presente invencao pode ainda conter condensadas ou compdésitos
da matriz com moléculas bioativas na forma de oligbmeros, componentes
antimicrobianos, fatores de crescimento, antinflamatorios e outras

moléculas biolégicas como peptideos e proteinas.

[0044] A esterilizacdo apds a preparagao da matriz porosa, adesado da
membrana de polissacarideo e reticulagao pode ser realizada por métodos
quimicos e radioesterilizagao. A irradiacdo € o método mais adequado no
caso do método de preparagcdo da presente invengdo pois nao deixa
residuos e pode ter dose e duragdo do agente esterilizante de forma
altamente controlada, sem interferir na estrutura e resisténcia da matriz

porosa estruturada e com base de apoio de polissacarideo.

[0045] A matriz porosa de biopolimeros estruturada tridimensionalmente
apresenta dimensado media de poros entre 100 e 200 ym e um volume de

poros entre 80% e 95%.
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[0046] Estudos preliminares demonstram que a matriz porosa de
biopolimeros da presente invencédo é eficaz em promover a regeneragao
dérmica em ratos submetidos a remocao da pele em sua espessura total.
Apos remocao cirurgica de um retalho circular de pele de 2 cm de
diametro, a matriz porosa preparada com colageno e matriz porosa
preparada com colageno e glicosaminoglicanos foi aplicada no leito da
lesdo e suturada na pele adjacente. Apds vinte e um dias, os animais
foram sacrificados e o retalho de pele foi removido e preparado para
analise histologica. A analise histopatolégica mostrou que a matriz porosa
com biopolimeros estruturados tridimensionalmente foi capaz de promover
a regeneracao dérmica. A neoderme formada apresenta abundancia de
fibras colagenas e vascularizacdo e auséncia de tecido de granulagao,

sugerindo que a regeneragao dérmica esta em desenvolvimento.

[00471A matriz porosa de biopolimeros pode representar uma nova
alternativa para reparacao e regeneracao de tecidos aplicada em cirurgias
reconstrutivas para tratamento de perdas de tecido conjuntivo e de
revestimento. Particularmente em lesbes decorrentes de queimaduras de
[l grau onde ha perda substancial de tecido dérmico, as matrizes porosas
podem ser aplicadas para preenchimento de tecido apds excisbes de
tumores ou para resultados cosmeéticos.de patentes possa entender o que

vocé inventou e como sua invengao funciona.
Exemplos de concretizagdes da invencao

[0048] Os exemplos a seguir sdo baseados na preparacdo da matriz porosa
composta por biopolimeros naturais estruturados tridimensionalmente para
a regeneragao de tecidos. As matrizes porosas seguem o percentual
estabelecido a partir das solugdes de preparagéao contendo colageno 0,5%

a 6% e glicosaminoglicanos 0,01% a 0,12% dissolvidos em solugédo de
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acido acético e secado a frio para obtengdo da matriz porosa, montada
sobre camada de polissacarideo e reticulada com agente quimico
bifuncional e entdo esterilizada por radiacdo ionizante. Estes exemplos
sugerem o procedimento para preparagao da matriz porosa composta de
biopolimeros estruturados tridimensionalmente mas nao limitam o

processo de obtencgéao.

[00491Exemplo 1. Preparacdo da solugdo de ~colageno e

glicosaminoglicanos

[0050]A solucdo de colageno e glicosaminoglicanos foi produzida
dissolvendo colageno soluvel em acido (4%, m/v) e condroitim 6-sulfato
(0,01%, m/v) extraidos da pele de tilapia do Nilo. Os biopolimeros foram
dissolvidos em solucao de acido acético glacial 0,5 mol/L. Para preparacao

das solugdes foi utilizada agua ultra-pura.

[0051] O colageno soluvel em acido de pele de tilapia (4.0 g) foi suspendido
em 50 mL de acido acético glacial 0,5 mol/L e submetido a agitagao
magneética (100 rpm) por 24 h a 4°C. Apds esse periodo, foi adicionado 10
mL de solugdo de condroitim 6-sulfato de pele de tilapia a 1,0 mg/mL
dissolvido em acido acético 0,5 mol/L. O pH da solugdo contendo
biopolimeros foi ajustado para 5,0 com solugcdo de NaOH 0,5 mol/L e o
volume da solucéo foi ajustado para 100 mL com &cido acético 0,5 mol/L
pH 5,0. A solugcdo contendo biopolimeros foi homogeneizada sob agitacao

magnética (500 rpm) por 20 minutos a 25°C.

[0052] A solugao foi centrifugada a 5.000 g em temperatura ambiente por 10
min para remog¢ado de bolhas de ar. A solugdo contendo colageno e
condroitim 6-sulfato foi colocada em moldes circulares de 0,625 cm2 e

congelado a -26°C por 24 h.

[0053] Exemplo 2: Secagem a frio
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[0054] A solucdo contendo biopolimeros foi seca a frio por 48 h em
liofilizador Liotop modelo L101 (Liobras, Sdo Carlos, Brasil) a -45°C e
pressdo constante de 120 um de Hg. Enquanto a agua cristalizada da
amostra é lentamente sublimada durante o processo ha formagao da
matriz porosa. A agua na forma de gelo passa do estado sodlido para o
gasoso e os biopolimeros formam o arcabouco da matriz por interagdes
eletrostaticas e pontes de hidrogénio. Apds esse periodo, as matrizes
secas foram removidas do equipamento e acondicionadas a 4°C até a sua

utilizacao.

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

polissacarideo

[0056] Solugcdo de quitosana: quitosana soluvel em acido foi preparada
através do processo descrito por Cahu e colaboradores em 2012. A
solucdo de quitosana foi preparada dissolvendo 1,0 g do polissacarideo
em 20 mL de acido acético 0,5 mol/L, sob agitacdo magnética por 24h. O
biopolimero da cana de acgucar Polycell (Polisa, Carpina, Brasil)
gentilmente doado pelo professor Dr. José Lamartine, consiste numa
membrana de biopolimero de celulose produzido a partir da fermentagao
do melaco de cana pelo microrganismo Zooglea sp. (Melo, 2003). O
filme/membrana Polycell (0,635 cm2) foi recoberto com 0,5 mL de solucéo
de quitosana em acido acético glacial e entdo colocado sob a matriz
porosa de biopolimeros e incubado a temperatura ambiente por 24h para a

completa aderéncia da matriz ao suporte de polissacarideo.
[0057] Exemplo 4: Reticulagdo da matriz porosa de biopolimeros

[0058] O processo de reticulacdo da matriz porosa foi realizado por reacéo
com carbodiimida/N-hidroxisuccinamida (EDC/NHS) na porporcao de 2:1

em solugao de etanol tamponado.
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[0059] As matrizes porosas foram incubadas em tampao MES (acido 2-(N-
morfolino)etanosulfénico) 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. Apos 2h as
matrizes foram lavadas com solucdo tampao fosfato salina (PBS) para
remocao do excesso de EDC/NHS por 10 minutos e posteriormente
acomodadas em sacos plasticos de polietileno selados contendo PBS e
estes foram submetidos a radioesterilizacdo para garantir a inocuidade do

material.
[0060] Exemplo 5: Radioesterilizagao

[0061] A esterilizacdo das matrizes porosas de biopolimeros estruturadas
tridimensionalmente foi realizada por irradiagdo gama com fonte de 60Co,
na faixa de 10 a 30 kGy.

[0062] As matrizes foram armazenadas em bolsas de polietileno contendo
tampao PBS e empacotadas utilizando prensa térmica para selagem,
seguido pelo empacotamento em uma segunda embalagem de polietileno.
As preparacdes receberam radiagdo gama por exposicdo a uma fonte de

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

1. Processo para preparagdao de matriz de regeneragcdo dérmica caracterizado por
conter biopolimeros naturais obtida a partir de solucéo seca a frio; a solugao &
composta de colageno e glicosaminoglicanos; congelamento e secagem a frio
para obtencdo de uma matriz porosa; reticulagdo com agente bifuncional;

acomodacao matriz porosa sobre filme ou folha de polissacarideo.

2. O processo de preparacdo da matriz porosa no Iltem 1 € condicionado a
obtengdo de solucédo caracterizado por conter 0,5% a 6% de colageno e de

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

3. O processo relatado no Item 1 caracterizado por secagem a frio sob baixa
pressao onde a solugdo de biopolimeros resulta numa matriz porosa que é

montada sobre membrana, filme ou folha de polissacarideo.

4. O processo relatado no Item 1 caracterizado por ser submetido etapa de
reticulagdo com agente bifuncional, submetendo a matriz porosa a modificagao

quimica em solugao alcodlica e lavagem com solugao tampao.

5. O processo descrito no Item 1 caracterizado por produzir matriz porosa
composta por polissacarideos estruturados tridimensionalmente destinada a

regeneragao de tecidos.
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DESENHOS

Estrutura porosa biopolimérica
(Colageno:Glicosaminoglicano)

Camada de celulose/polissacarideo

"A

Molde de polietileno para secagem

Figura 1

Figura 2
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Figura 3

Figura 4
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Figura 5
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RESUMO

Processo de preparagao de biopolimeros estruturados tridimensionalmente para

a regeneracgao de tecidos

A invencao tem por objetivo a preparagao de um suporte tridimensional feito de
biopolimeros naturais para a regeneragdo de tecidos. O processo consiste na 1)
obtengdo de solugdes contendo compdsitos de biopolimeros, 2) secagem a frio para
obtengdo de uma matriz porosa contendo biomateriais, 3) montagem da matriz porosa
sobre um filme de polissacarideo; 4) reticulacdo da matriz porosa e 5) esterilizagdo. A
matriz porosa tem por finalidade a regeneragao de tecidos.
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