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METODO DE CONFECGAO DE POLIMERO BIODEGRADAVEL
INJETAVEL
Campo da invencao

Refere-se a presente invengdo a um método de confecgéo de um
polimero degradavel passivel de ser introduzido no organismo humano por
meio de uma seringa de injecdo comum, capaz de guiar processos de
restauragéo da funcionalidade de tecidos ou 6rgéos perdidos ou danificados
por acidentes ou doencas debilitantes.

Descrigdo do estado da técnica

Atualmente, novos biomateriais capazes de guiar processos de
restauragdo da funcionalidade de tecidos afetados e n&o conduzir
processos inflamatérios e imunolégicos que inviabilizem a regeneragcao em
termos morfolégicos e a restauracdo da atividade tecidual, tem sido
crescentemente necessarios para atenderem a novos padrées de sucesso
que estao diretamente relacionados com o envelhecimento da populagao e
a sua necessidade de uma qualidade de vida melhor. Conforme o tecido &
formado ndo ha necessidade da presenca do material que pode ser
removido ou degradado.

Esta idéia de conduzir o processo de regeneragao do tecido levou ao
estabelecimento da Engenharia de Tecidos, que por sua vez, forga o
estabelecimento de novas estratégias de criagdo de novos biomateriais.
Esta ciéncia de regeneragdo de tecidos tem sido desenvolvida para

substituir, reparar ou reconstruir tecido ou 6rgdos perdidos ou danificados

- por acidentes ou doencas debilitantes. A complexidade deste processo

necessita de uma interagdo entre cientistas de diversas areas, como a
engenharia, tanto quanto areas técnicas e tecnologicas. Muitas terapias
atuais podem ser melhoradas com a Engenharia de Tecidos, com redugéo
de custo significativa. Tém sido pesquisados materiais para utilizagdo como
implantes cirdrgicos e dispositivos médico-odontolégicos. Devido as
limitacdes da utilizagdo de enxerto 6sseo autégeno vém sido pesquisados
materiais sintéticos bioreabsorviveis de suporte de crescimento tecidual

para essa aplicagdo como alternativa de tratamento de lesbes em tecido
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0sseo.

A primeira etapa da engenharia de tecidos inicia-se com o
desenvolvimento, seleciao e o processamento dos suportes para a cultura
de células. Nesta matriz 6ssea artificial, o uso de polimeros bioreabsorviveis
vem tendo destaque. Os conceitos de biodegradagdo, bioerosao,
bioabsorgdo e bioreabsorgdo tém definicbes distintas. O mecanismo da
degradagdo e erosdo in vitro dos polimeros bioreabsorviveis tem sido
avaliado desde a década de 1980 e demonstra ser um processo
heterogéneo na extensdo do material. A degradagao/erosdo € classificada
em dois grupos, denominados de bioerosao superficial (surface erosion) e
bioerosao interna (bulk erosion). Na busca por um modelo tedrico para a
degradacao/erosdo in vitro, o grupo de pesquisa em polimeros
bioreabsorviveis da Universidade de Regensburg, Alemanha, liderado pelo
Prof. Achim Gopferich, descreve que o processo depende
fundamentalmente da capacidade de difusdo da agua no material, da
concentracéo de ligagdes ésteres hidrolisaveis, da velocidade de hidrélise e
também da geometria e morfologia do material. A hidrolise das ligagbes
ésteres produz terminais acidos que podem, ou néo, serem difundidos para
o meio de degradacgdo. Inicialmente o processo de degradagao é
considerado homogéneo, gerando oligdmeros soliveis em agua em toda a
extensdao do material. Se a difusdo e solubilizacao desses produtos forem
efetivas, o material sofrera, preferencialmente, uma erosdo superficial
(surface erosion). Se a taxa de difusdo dos produtos e subprodutos acidos
presentes na matriz & baixa, ha um acimulo de acidos, fazendo com que
estruturas densas tenham uma erosao inicial na superficie, mas
apresentando uma degradagao mais acentuada no centro (bulk erosion). E
o chamado efeito autocatalitico.

Em vista da necessidade de desenvolvimento de novos materiais que
irdo aumentar a adesdo e formacao de novos tecidos, os polimeros tém se
mostrado com grande potencial futuro na aplicacdo e regeneragéo de
tecidos Osseos. Para avaliar o potencial de aplicagéo clinica desses

materiais, foram feitos testes preliminares de biocompatibilidade, in vitro nos
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quais, danos causados a culturas celulares sao observados e classificados
conforme procedimentos estabelecidos por organizagdes internacionais
como a American Society for Testing Materials (ASTM, 1995) e a United
States Pharmacopeia (USP, 1995). Esses testes integram as diretrizes
metodologicas da International Standards Organization (1ISO, 1992), que
estabelecem os procedimentos adequados para a validagdo de novos
materiais.

A solicitagdo da patente USP 20036514515 cita diversos polimeros
bioabsorviveis e biocompativeis para aplicagdo em engenharia de tecidos.
Entretanto, ndo prevé a combinagao fisica de um polimero sintético com um
polimero natural para melhoria de propriedades mecanicas e de
degradacgao.

Objetivos da invengao

Em vista do exposto, constitui um primeiro objetivo da invencao o
provimento de um novo tipo de polimero organico capaz de guiar processos
de restauragdo da funcionalidade de tecidos ou oérgados perdidos ou
danificados por acidentes ou doengas debilitantes.

Outro objetivo da invengao consiste em garantir que dito polimero
organico possa ser introduzido no organismo humano por meio de uma
seringa de injegcdo comum.

Constitui outro objetivo da invengdo assegurar que dito polimero
organico seja biodegradavel.

Ainda outro objetivo da invengdo consiste em assegurar que dito
polimero organico seja capaz de nao conduzir processos inflamatérios e
imunolégicos.

Ainda mais outro objetivo da invengao consiste em garantir que dito
polimero organico seja capaz de viabilizar a regeneracao de tecidos em
termos morfolégicos e a restauracao da atividade tecidual.

Constitui ainda mais outro objetivo da invengdo garantir que dito
polimero organico seja bioreabsorvivel evitando assim a necessidade de
sua posterior remogao.

Descri¢do resumida da invengao
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Os objetivos enunciados, bem como outros, sdo atingidos pela
invencao mediante o provimento de uma blenda polimérica constituida por
policaprolactona e acido sebacico.

De acordo com outra caracteristica da invenc&o, dita blenda
polimérica € diluida em diclorometano formando um gel injetavel.

De acordo com mais outra caracteristica da invencgao, dito gel e
injetavel no organismo humano através de uma seringa de injecao comum
tornando desnecessaria incisdo ou cirurgia para a implantagéo do material.

De acordo com mais outra caracteristica da invencdo, dita blenda
polimérica possui propriedades biodegradaveis.

Vantajosamente dita blenda polimérica apresenta ainda a
propriedade de ser bioreabsorvivel o que torna igualmente desnecessaria
uma cirurgia para sua posterior remogao.

De acordo com mais outra caracteristica da invengao, a dita blenda
possui biocompatibilidade com tecidos vivos moles e duros.

De acordo com ainda outra caracteristica da inveng¢éao, a dita blenda
possui a caracteristica de permitir a liberagdo controlada de farmacos.

De acordo com ainda mais outra caracteristica da invengao, a dita
blenda possui a caracteristica de funcionar como matriz de suporte de
crescimento tecidual com aplicagédo na area de engenharia de tecidos.

De acordo com outra caracteristica da invencéo, dita blenda possui a
caracteristica de ser moldavel.

De acordo com mais outra caracteristica da invengao, dita blenda
possui a caracteristica de permitir executar o preenchimento de cavidades
rigidas.

De acordo com ainda mais outra caracteristica da invencéo, dita
blenda possui a caracteristica de permitir executar o preenchimento de
cavidades Osseas e osteoporoéticas.

Descrigao das figuras

Outros objetivos, caracteristicas e vantagens da presente invengao

serdo mais bem avaliadas mediante descricbes de concretizagdes

preferidas da invengdo, dadas a titulo de exemplo e ndo num sentido de
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limitacéo, e das figuras que a elas se referem, nas quais:

A figura 1 ilustra o grafico representativo da analise térmica dos
polimeros puros, realizado em aparelho de calorimetria exploratéria
diferencial.

A figura 2 ilustra o grafico representativo da analise térmica da blenda
de policaprolactona e acido sebacico, igualmente realizado em aparelho de
calorimetria exploratéria diferencial.

A figura 3 representa o grafico da andlise térmica de polimero de
policaprolactona, realizado em aparelho de calorimetria exploratoria
diferencial.

Descrigiao detalhada da invencéao

De acordo com a invengcao foram desenvolvidas diversas
composigdes com diferentes porcentagens de cada polimero. Conforme
andlises foi obtida uma porcentagem 6tima de poly(e-caprolactona) e de
acido sebacico de 95:05 (m/V%), respectivamente. Foi obtida também
porcentagens de 30, 20 e 10% de acido sebacico, porém a alta viscosidade
do material dificultaria a sua introdugdo no corpo humano por meio de uma
seringa comum.

Também através de desenvolvimento de amostras com diferentes
composicdes foi avaliada a porcentagem de macromolécula linear de poly(e-
caprolactona) onde foi obtida uma concentragcdo étima entre 30 e 50%,
diferente da patente USP20060210635 que cita como porcentagem
preferivel entre 1 e 30% (Mm/V).

A invencéo reinvindicada possui baixo grau de crosslinking em seu
estado de gel, porém este crosslinking foi avaliado como sendo somente
fisico sendo detectada em Fourier (FTIR) a presenca de radical hidroxila (—
OH), presentes nos mondémeros dibis.

Para melhores resultados biolégicos o material pode ser utilizado
como carreador de fatores de crescimento, tais como, fator de crescimento
endotelial (VEGF), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), dentre outros. Também podem ser

carreados com o material, farmacos antiinflamatoérios (esterdides ou nao),
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antibiéticos, e metaloproteinases (BMP) sendo citado também pela patente
USP20087326171 para matrizes extracelulares de medula’ O&ssea
descelularizada.

O biomaterial é desenvolvido na forma de gel com o intuito de
possibilitar a introdugéo ao organismo humano por meio de uma seringa de
injecdo comum. Para essa finalidade € realizado uma reticulagdo de
policaprolactona de alta massa molecular com mondmeros di6is do préprio
material. Para acelerar a degradacao in vivo € utilizado um polimero natural,
acido sebacico, derivado do 6leo de ricino com baixa massa molecular. Para
iniciar a reticulacdo adiciona-se calcio e todo o processo termina dentro do
tecido vivo gerando uma matriz resistente mecanicamente com
propriedades viscoelasticas esperadas.

A policaprolactona é um produto formado pela condensagao de um
grupo hidroxilico e um carboxilico dentro da mesma molécula. Esta
molécula é polimerizada pela abertura do anel adicionando carbonato de
potassio a 150°C por 5 horas, sintetizando a primeira policaprolactona. Esta
consiste em um poliéster alifatico linear semicristalino e é reconhecido como
um polimero bioabsorvivel. Esta degradagdo ocorre em trés etapas
sucessivas. Na primeira fase o material sofre um processo de degradagéao
nao enzimatica que resulta na susceptibilidade da ligagéo éster a hidrdlise.
Na segunda etapa formam-se oligbmeros de cadeia curta no material
diminuindo a massa molar. Na Gltima fase a policaprolactona de baixa
massa molecular é fagocitada por macrofagos e rapidamente degradada em
e-hidroxicaproico que é metabolizado entrando no ciclo dos acidos
tricarboxilicos e eliminado pela e'xcregéo renal.

O acido sebacico € um pd branco cristalino, solavel em etanol, éter e
semi-solivel em agua. O seu nome vem do Latim sebaceus ou sebumem
referéncia ao seu uso na fabricacdo de velas. O acido sebacico € um dos
constituintes de um 6leo vegetal chamado o6leo de ricino. Este ¢
mundialmente conhecido como “castor oil”, € um 6leo natural, obtido atraves
de sementes da planta do ricino. Quimicamente, o 6leo de ricino consiste

em um triglicerideo (derivado da molécula do glicerol) de acidos gordos,
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cuja composicdo é variavel. No entanto cerca de 90% do conteudo deste
oleo é de acido ricinoléico. O acido sebacico € um acido dicarboxilico de
estrutura quimica (HOOC)(CH.)s(COOH). O acido sebacico ultimamente é
utilizado como plastificante, lubrificante, fluidos hidraulicos, velas, etc.
Também pode ter um uso intermediario como aromatizante, anti-sépticos e
materiais para pintura.

Suportes de polimeros bioreabsorviveis séo preparados utilizando-se
acido sebacico (Mw 30.000 g/mol) e policaprolactona (PCL) (Mw 80.000
g/mol). A sintese do acido sebacico € realizada através de sua diluicao em
acido acético PA na proporgdo de 10 g em 10 mL por 30 min em 140°C.
Apo6s a obtengdo de um liquido claro de pouco volume, acrescenta-se o
mesmo volume de diclorometano resultando na precipitacdo de um p6 de
cor branca. Adiciona-se o mesmo volume de éter e éter petréleo em uma
proporcao de 1:1, para lavar e purificar o polimero. Ap6és a mistura e
suspenséo do pd, a mistura é filtrada em papel celulose deixando-se secar
por 24 h. Depois o pé é pesado e armazenado em tubos de polietileno. O
gel é sintetizado dissolvendo 1,5 g de macromolécula de PCL em 5 mL de
diclorometano sob agitacdo magnética. Em outro frasco dissolve-se 400 ou
800 mg de AS em 2,5 mL de PCL diol em uma temperatura de 140°C. Ap6s
ambos os frascos conterem liquidos viscosos, sdo misturados sob agitagéo
magnética até estarem homogéneos e adicionando-se 20 mL de solugéo de
CaCl, (0,9 g para 1 mL de agua destilada) e agitando-se por mais 10 min a
uma temperatura de 60°C. Remove-se o liquido em suspens&o e adiciona-
se 5 mL de dimetilsulféxido (DMSQ) por 10 min. Adiciona-se ainda 200 mL
de solucdo de PBS aquecida (60°C) efetuando-se a troca da solugéo por
quatro vezes de 30 em 30 min. Depois adiciona-se 50 mL de meio de
cultura celular e coloca-se em agitagcdo em luz UV por 20 min para
esterilizagao.

Nas analises quimicas e mecéanicas do biomaterial, tanto a
policaprolactona (PCL) quanto o acido sebacico (AS) foram avaliados
separadamente e em misturas nas seguintes porcentagens 95:05; 90:10;

80:20; 70:30 (w/w %). Foram detectadas diferengas nas propriedades com o
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aumento da porcentagem de acido sebacico. Por ser um polimero, mais
cristalino e com a temperatura de transigao vitrea (Tg) e temperatura de
fusao (Tm) mais altas que a policaprolactona, observou-se tanto por
calorimetria diferencial exploratéria, DSC, quanto por analise dinamico
mecanica, DMA, um aumento das temperaturas das propriedades de
transigao de acordo com o aumento da porcentagem do AS.

Como vantagens da invengao reinvindicada podemos destacar o fato
do material ser injetado através de uma seringa comum sendo
desnecessaria uma incisdo ou cirurgia de implantagdo, alem de ser
bioabsorvivel o que dispensa também uma cirurgia de remogéao apos a
cicatrizacdo ou formagéo do tecido perdido ou defeituoso. Este, em ditima
analise € um conforto a mais para o paciente que n&o precisa retornar para
remocdo de suturas, além de ndo ser necessaria a prescricao de
medicamento antiinflamatérios, antibidticos ou analgésicos necessarios
quando se faz algum tipo de incisao invasiva.

Outra vantagem da invengao é o fato de ser moldavel pelo médico,
além de poder ser utilizada no preenchimento de cavidades rigidas, por
exemplo, cavidades O0sseas osteoporéticas.

Referindo-se agora especificamente ao grafico da figura 1 que
representa a analise térmica dos polimeros puros policaprolactona (PCL),
acido sebacico (AS) e gel de blenda de PCL/AS 95:05 (w/w%) realizado em
aparelho de calorimetria exploratéria diferencial (ou Differential Scanning
Calorimetry — DSC). A curva de trago continuo representa a analise da
policaprolactona onde foi feito um varrimento de 20°C a 180°C. O pico
observado em aproximadamente 60°C corresponde a temperatura de fuséo
do polimero. O tamanho do pico esta relacionado a quantidade de energia
que o material necessita para mudar de fase, no caso por ser um polimero
semicristalino com baixo grau de cristalinidade foi necessaria pouca energia
para sua fusao. A linha tracejada corresponde a andlise do acido sebacico.
Para esse polimero foi realizado um varrimento de 20°C a 250°C. O pico
observado em aproximadamente 130°C corresponde também a temperatura

de fusdo. No caso deste material cristalino com alta taxa de cristalinidade
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pode-se observar uma grande energia consumida para ser realizada a
transigao de fase. A linha pontilhada corresponde ao varrimento da blenda
de PCL/AS de 20°C a 200°C, onde observamos o pico na mesma
temperatura do polimero de PCL puro, porém foi necessaria menor energia
para ocorrer a fusdo do material. Comparando os trés materiais, observou-
se que o acido sebacico tem uma maior estabilidade térmica, porém uma
alta temperatura de fusdo, mas a policaprolactona tendo uma menor
temperatura de fusdo facilita o processamento deste material em
laboratério. Na analise do gel observou-se pouca influéncia do acido
sebacico na blenda devido a sua baixa concentragao.

O grafico da figura 2 representa a andlise térmica de blenda de
PCL/AS 95:05 (w/w %) também realizado em aparelho de calorimetria
exploratéria diferencial (ou Differential Scanning Calorimetry — DSC) em
diferentes tempos de degradagdo em solugdo salina tampéo (PBS). As
curvas mostram a analise da blenda de policaprolactona e acido sebacico,
onde foi feito um varrimento de 20°C a 180°C, porém o grafico representou
somente a regido de temperatura de fusdo dos materiais (30°C a 100°C). O
pico observado em aproximadamente 60°C corresponde a temperatura de
fusdo dos polimeros. A linha continua representa o material sem sofrer
degradagdo e as linhas tracejadas representam o gel em diferentes dias.
Neste ensaio de degradacdo o que fica demonstrado € a diminuicdo da
energia necessaria na transigdo de fase do material devido a quebra das
cadeias poliméricas por hidrélise. Outro fato interessante é a perda rapida
da fase amorfa do material evidenciado por um ligeiro aumento na
temperatura de fusdo devido a maior porcentagem de cristalinidade da
blenda observado também pelo aspecto mais esbranquicado e rigido das
amostras analisadas com maior tempo de degradagdo (ndo mostrado no
trabalho).

Vemos na tabela 1 abaixo o resultado da avaliagdo por DSC de
diversas porcentagens de gel de PCL/AS com o calculo da temperatura de

fusao.
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Tabela 1 - Calculo da média de analise de 3 amostras pesando +/-

4mg
Material AS (%) Temp. de fusdo (°C)
PCL 0 65,6
PCL 5 56,9
PCL 10 60,8
PCL 20 64,4
PCL 30 58,4
AS 100 136,7

Para avaliar a influéncia da porcentagem do acido sebacico na
blenda de policaprolactona e acido sebacico (PCL/AS), foram avaliadas
diferentes composicées e suas propriedades térmicas em aparelho de
calorimetria exploratéria diferencial (ou Differential Scanning Calorimetry —
DSC) de 20°C a 200°C. Na tabela temos a média de temperatura dos
materiais. Com estes dados podemos ver que € somente acima de 50% de
acido sebacico que o material tem dois picos de fusdo sendo que o da
policaprolactona (+60°C) possui maior pico de energia endotérmica, o pico
menor situou-se na temperatura de fuséo do acido sebacico (+130°C). Estes
resultados sugerem uma pequena influencia do acido sebacico quando sua
porcentagem na blenda foi baixa, possiveimente porque estes polimeros
sao imisciveis.

Na figura 3, o grafico representa a analise térmica do polimero de
policaprolactona igualmente realizado em aparelho de calorimetria
exploratéria diferencial (ou Differential Scanning Calorimetry — DSC) de
20°C a 200°C. O tamanho do pico esta relacionado a quantidade de energia
que o material necessita para mudar de fase, no caso por ser um polimero
semicristalino com baixo grau de cristalinidade foi necessaria pouca energia
para sua fusao.

Dentre as aplicagées clinicas do material desenvolvido salientamos o
preenchimento de defeitos de tecidos rigidos e moles, além de sua
utilizacdo como matriz extracelular para aplicagdo em engenharia de
tecidos. Importante assinalar também sua aplicagdo como implante

subcutaneo para a liberagao controlada de medicamentos.
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Se bem que a invengdo tenha sido descrita com base em
concretizagdes exemplificativas, os técnicos no assunto poderao introduzir

modificagées dentro do conceito inventivo basico.
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REIVINDICAGOES

1. METODO DE CONFECCAO DE POLIMERO BIODEGRADAVEL
INJETAVEL passivel de ser introduzido no organismo humano,
caracterizado pelo fato dev ser constituido por uma blenda polimérica.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo
fato de dita blenda polimérica consistir numa mistura imiscivel.

3. Método, de acordo com as reivindicagdes 1 e 2, caracterizado
pelo fato de dita blenda polimérica ser composta de poly (e-caprolactona)
linear e acido sebacico.

4. Método, de acordo com as reivindicagdes 1, 2 e 3, caracterizado
pelo fato de dita blenda polimérica ser biologicamente ativa quando
adicionados fatores de crescimento, citocinas, interleucinas e proteinas que
favorecem o crescimento tecidual desejado.

5. Método, de acordo com as reivindicagdes 1, 2 e 3, caracterizado
pelo fato de dita blenda polimérica ser utilizada como liberador controlado
de farmacos.

6. Método, de acordo com a reivindicagédo 1, 2 e 3, caracterizado
pelo fato de dita blenda polimérica possuir propriedades biodegradaveis.

7. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, 2 e 3, caracterizado
pelo fato de dita blenda ser bioreabsorvivel.

8. Método, de acordo com a reivindicagao 1, 2 e 3, caracterizado
pelo fato de dita blenda ser diluida em diclorometano formando um gel
injetavel.

9. Método, de acordo com as reivindicagbes 1, 2, 3 e 6,
caracterizado pelo fato de dito gel ser injetavel no organismo humano
através de uma seringa de injegao comum.

10. Método, de acordo com a reivindicagao 1, 2 e 3, caracterizado
pelo fato de dita blenda possuir biocompatibilidade com células de tecidos
vivos moles e duros.

11. Método, de acordo com a reivindicagao 1, 2 e 3, caracterizado
pelo fato de dita blenda funcionar como matriz de suporte de crescimento

tecidual.
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12. Método, de acordo com a reivindicagao 1, 2 e 3, caracterizado
pelo fato de dita blenda ter aplicagéo na area de engenharia de tecidos.

13. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, 2 e 3, caracterizado
pelo fato de dita blenda ndo conduzir processos inflamatérios e
imunolégicos que inviabilizem a regeneragdo em termos morfolégicos e a

restauragéo da atividade tecidual.
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