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“DISPOSITIVOS DE REPARO DE TECIDO PREPARADOS A PARTIR DE
ESCAMAS DE PEIXE E METODOS PARA PREPARACAO DOS MESMOS”

HISTORICO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a um biomaterial e
método de ©preparagdo do mesmo e, particularmente, a um
biomaterial preparado a partir de escamas de peixe para uso no
reparo e implante de tecido.

A engenharia de tecidos que envolve a
incorporacdo de um biomaterial com propriedades bioldgicas e/ou
farmacéuticas e, mediante o implante em um paciente, estimularéa
a angiogénese, a integracdo do tecido e/ou a remodelagem do
tecido.

O biomaterial é um material sintético e
biocompativel wutilizado para construir o6rgdos artificiais,
dispositivos de reabilitacdo ou proteses e substituicdo de
tecidos corporais naturais.

Durante décadas, a fibra de coléageno, a
hidroxiapatita (HAP) e o fosfato tricadlcico (TCP) s&o alguns
dos biomateriais com grande biocompatibilidade e segurancga para
uso no implante de tecido humano. No entanto, esses biomateriais
tém desvantagens, tais como baixa resisténcia mecénica, risco
de residuo gquimico em ligacdo cruzada e doenca transmitida por
animais terrestres.

Portanto, ¢ desejavel desenvolver um biomaterial
que tenha alta resisténcia mecédnica, baixa possibilidade de
contracdo de doencgas terrestres contagiosas e que seja aplicavel
aos reparos ou implantes de tecido.

BREVE SUMARIO DA INVENCAO

E um aspecto da invencdo prover um biomaterial
tendo uma alta resisténcia mecédnica, baixa possibilidade de

contracdo de doencas terrestres contagiosas e que seja aplicavel
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aos reparos ou implantes de tecido.

E um outro aspecto da invengdo prover um uso do
biomaterial preparado pelo processo descrito acima para reparo e
implante de tecidos.

Ainda, € outro aspecto da invencdo prover os
métodos de preparagdo do biomaterial conforme ilustrado acima.
E um aspecto da invencdo prover um biomaterial
preparado a partir de escamas de peixe por meio de um processo que
inclui a acelularizacdo das escamas do peixe; e a trituracdo das
escamas do peixe em particulas, onde cada uma das particulas
trituradas contém uma mistura de matriz e pd semelhantes a esponja

Em uma configuracdo da invencdo, o método para
prover um biomaterial preparado a partir de escamas de peixe
inclui ainda a extrusdo das escamas do peixe que ¢ a mistura da

matriz e pd semelhantes a esponja sob uma temperatura menor que

aproximadamente 200°C para a obtencdoc de uma forma de flocos, uma
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forma de granulos ou como extrusdo em um molde desejado para
obtencdo de uma forma especifica.

E um aspecto da invencdo prover um biomaterial
preparado a partir de escamas de peixe por meio de um processo em
que, antes da etapa de trituracdo das escamas do peixe,
compreendendo ainda uma etapa de desidratagdo das escamas do
peixe. A etapa de desidratacdo das escamas do peixe é realizada
até gque estas contenham menos que aproximadamente 50% de agua.
Compreende ainda uma etapa de limpeza das escamas antes da etapa
de desidratacdo das escamas. A etapa de acelularizacdo das escamas
do peixe poderia ser realizada antes da etapa de limpeza das

escamas ou realizada antes da etapa de desidratacdo das escamas.
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E outro aspecto da invencdo prover um biomaterial
preparado a partir de escamas de peixe por meio de um processo que
compreende ainda uma etapa de separacdo da matriz e do pd das
particulas trituradas.

A escama de peixe poderia ter um didmetro médio
menor que 20 cm. Por exemplo, as escamas de peixe podem ter um
didmetro de aproximadamente 10 a 20 cm. Em particular, o material
do biomaterial preparado a partir de escamas de peixe ainda mantém
a ligacgdo original e a estrutura 3D da escama de peixe. As
particulas trituradas poderiam ter um didmetro médio menor due
aproximadamente 10.000 um, porém ndo limitado a este valor. As
escamas de peixe poderiam ser trituradas em tamanhos menores para
uso especial. Por exemplo, o didmetro médio das particulas
trituradas pode ser menor que aproximadamente 10 jpm.

E um outro aspecto da invengdo prover um

biomaterial preparado a partir de escamas de peixe por meio de um
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processo gque inclui a acelularizacdo das escamas do peixe; e
extrusdo das escamas do peixe para a obtencdo de uma forma de
flocos, uma forma de grédnulos ou a extrusdo em um molde desejado
para obtengdo de uma forma especifica.

No método para prover um biomaterial preparado a
partir de escamas de peixe, a etapa de extrusdo é realizada sob
uma temperatura menor que aproximadamente 200°C. Compreende ainda
uma etapa de limpeza das escamas antes da etapa de extrusdo das
escamas. Apds a etapa de limpeza das escamas e antes da etapa de
extrusao das escamas, compreende ainda uma etapa de desidratacgédo
das escamas do peixe. A etapa de desidratacdo das escamas do peixe

¢ realizada até gque estas contenham menos que aproximadamente 50%
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de &gua. A etapa de acelularizacdo das escamas do peixe poderia
ser realizada antes da etapa de limpeza das escamas ou realizada
antes da etapa de desidratacdo das escamas. Além disso, compreende
uma etapa adicional de embebicdo das escamas do peixe em &agua.
Essa etapa € opcional e podem ser realizada antes da etapa de
extrusao das escamas.

E um outro aspecto da invencdo prover um método
para a preparacdo de um biomaterial. O método compreende a
desidratacdo das escamas do peixe acelularizadas até dgque estas
contenham menos que aproximadamente 50% de &gua, e a trituracgéo
das escamas de peixe desidratadas em particulas, cada uma tendo um
didmetro médio menor gque aproximadamente 10.000 um, onde as
particulas trituradas contém uma mistura de matriz e pd
semelhantes a esponja. Em uma configuracdo, as escamas de peixe

contém menos que aproximadamente 25% de 4agua, e as particulas

trituradas tém um didmetro médio menor que aproximadamente 5.000
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um.

.

B um outro aspecto da invengéo prover um
biomaterial preparado a partir de escamas de peixe por meio de um
processo que compreende submeter as escamas de peixe a um
tratamento térmico a uma temperatura menor que aproximadamente
200°C.

E ainda outro aspecto da invencdc obter o
biomaterial a partir de escamas de peixe por meio dos métodos
ilustrados acima.

O biomaterial obtido pelos métodos ilustrados
acima mantém a ligacdo original e a estrutura 3D das escamas de

peixe e, portanto, possui uma alta resisténcia mecdnica, baixa
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possibilidade de contracdo de doengas terrestres contagiosas e é
aplicavel ao reparo ou implante de tecidos.

BREVE DESCRICAO DAS VARIAS VISTAS DOS DESENHOS

O sumario acima, bem como a descrigdo detalhada
da invencdo a seguir, serdo mais bem compreendidos quando 1lidos
com os desenhos anexos. Para fins de ilustracdo da inveng¢do, sédo
mostrados nos desenhos configuracdes que sdo atualmente
preferidas. Deve ser entendido, no entanto, que a invencgdo ndo
estd limitada aos arranjos precisos e a as instrumentalidades
mostradas.

NOS DESENHOS:

A FIGURA 1A ¢é um fluxograma gque 3ilustra um
processo para a preparagdo de um biomaterial de acordo com a
invencgéao.

A FIGURA 1B ¢é outro fluxograma gque ilustra um

processo para a preparag¢do de um biomaterial de acordo com a
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invencaéo.

A FIGURA 1C ¢é um fluxograma dgque 1ilustra um
processo para a preparagdo de um biomaterial de acordo com o0s
exemplos 1 e 2 da invencgdo.

A FIGURA 1D ¢é outro fluxograma gque ilustra um
processo para a preparagdo de um biomaterial de acordo com o0sS
exemplos 1 e 2 da invengédo.

A FIGURA 1E & um fluxograma gue ilustra um
processo para a preparacdo de um biomaterial de acordo com O
exemplo 3 da invencéo.

A FIGURA 1F é outro fluxograma que ilustra um

processo para a preparacdo de um biomaterial de acordo com o
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exemplo 3 da invencgdo.

A FIGURA 2A ¢é uma 1imagem de SEM (microscopia
eletrbnica de varredura) de cultura 3T3 (célula de fibroblasto) da
presente invencdo por 5 dias.

A FIGURA 2B ¢ uma imagem de SEM de cultura de
osteoblastoma da presente invencdo por 5 dias.

A FIGURA 3A é uma imagem confocal de cultura 3T3
(célula de fibroblasto) da presente invencdo por 5 dias.

A FIGURA 3B é uma imagem confocal de cultura de
osteoblastoma da presente invencdo por 5 dias.

A FIGURA 4 é uma imagem de coloracdo de H&E de
cultura de célula de osteoblastoma da presente invencdo por 5
dias.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

Serad feita referéncia agora, em detalhes, as

presentes configurag¢des da invencgdo, cujos exemplos sdo ilustrados

-nos—~desenhos—anexos.

Com referéncia a FIGURA 1A, a presente invencédo
refere-se a um biomaterial preparado a partir de escamas de peixe
9. O biomaterial ¢é preparado por meio de um processo due
compreende as etapas de acelularizacdo das escamas do peixe 9
(S10), desidratacgdo das escamas do peixe 9 (S12) até gue contenham
menos dque aproximadamente 50% de 4&agua. As escamas de peixe 9
desidratadas sdo entdo trituradas (S13) em um produto tendo um
tamanho de particula menor que aproximadamente 10.000 um. Em uma
configuracdo, as escamas de peixe 9 contém menos que
aproximadamente 25% de &gua e as particulas trituradas tém um

didmetro médio menor que aproximadamente 5.000 um.
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De acordo com alguns exemplos da invengdo, as

escamas de peixe 9 podem ser fornecidas frescas na forma resfriada

ou congelada. Em um exemplo especifico da invencgdo, as escamas de

peixe 9, cada uma tendo um didmetro

médio menor que

aproximadamente 20 cm, podem ser selecionadas para a preparacgdo do

biomaterial. Primeiro, as escamas de peixe 9 sdo acelularizadas

com um reagente, por exemplo, solucdo hipotdnica, detergente,

Triton X-100, SDS (dodecil sulfato de sédio),

inibidor de protease,

DNase, RNase entre outros, para remover as células das escamas de

peixe 9 de modo a evitar que as células

residuais afetem os

reparos, implantes e a biocompatibilidade dos tecidos. Por exemplo,

isso pode <causar a resposta imune do hospedeiro contra o

biomaterial e a rejeicgdo sem acelularizacéio.

Antes da desidratacdo das escamas do peixe, as

escamas de peixe 9 podem ser limpas por lavagem (S11l) em vapor com

outros agentes de limpeza, incluindo, entre outros, surfactante,
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'detergente, agua gquente e solvente polar,

tal como etanol, a

aproximadamente 60°C. No entanto, a presente invencdo ndo estéa

limitada a qualgquer etapa de limpeza em particular. Por exemplo,

as escamas de peixe sdo limpas o suficiente para passar no teste

de Lisado de Amebécitos de Limulus (LAL) gque € um ensaio para

deteccdao e quantificacgéo de endotoxina bacteriana.

Preferencialmente, as escamas de peixe limpas devem ter uma

pontuacdo no teste LAL menor gque aproximadamente 1000 Eu/ml.

Com referéncia & FIGURA 1B, ¢é mostrado outro

fluxograma que ilustra um processo para

a

preparac¢do de um

biomaterial de acordo com a invencdo. As etapas de preparacdo do

biomaterial sdo0 guase as mesmas da FIGURA 1A,

exceto pelo fato de
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que a etapa de acelularizacido das escamas do peixe 9 (S10) ¢é
realizada apdés a etapa de limpeza das escamas de peixe 9 (S1l). A
seqgliéncia da etapa de acelularizacido das escamas do peixe 9 (S10)
e a etapa de limpeza das escamas de peixe 9 (S11) s&o opcionais.

De acordo com um exemplo da invengdo, as escamas
do peixe 9 sdo desidratadas (S12) por aspersdo de ar, em forno,
liofilizacdo ou quaisquer outros métodos convencionais de
desidratacdo disponiveis até o momento. Também, as escamas de
peixe podem ser desidratadas por embebig¢do em etanol ou outro
solvente orgdnico polar. As escamas de peixe sdo desidratadas até
que seu teor de 4&gua seja menor que aproximadamente 50%,
preferencialmente menor dque aproximadamente 25%. De acordo com
outro exemplo da invencdo, as escamas de peixe desidratadas podem
ser trituradas em particulas, cada uma tendo um didmetro médio
menor que aproximadamente 10.000 pm, preferencialmente

aproximadamente 5000 um. As particulas trituradas podem conter uma
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mistura de matriz 14 e pd 15 semelhantes a esponja. Por exemplo,

as particulas trituradas podem ser ainda filtradas utilizando um
filtro ideal para isolar a matriz e o pbd. A etapa de filtracgéo

pode ser realizada com a ajuda de um meio vibratério para aumentar
o efeito filtrante. Como resulto, as particulas filtradas provéem
0 biomaterial na forma de pd, ao passo que o filtrado que
permanece da etapa de filtracdo d& origem ao biomaterial na forma
de matriz. Ainda, os dispositivos adotados para trituragdo das

escamas do peixe n&o sdo limitados aoc uso de qualquer triturador
em particular, maquina de trituracdo ou qualgquer equipamento
utilizado para reduzir o tamanho de particula das escamas de peixe,

uma vez que cada uma das particulas trituradas tem um didmetro
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médio menor que aproximadamente 10.000 um, preferencialmente menor
que aproximadamente 5000 pm.

Esses produtos podem ser ainda processados, por
exemplo, por extrusdo (S16), filtracdo, secagem total ou parcial e
esterilizacdo para proporcionar biomateriais esterilizados. Em uma
configuragdo preferida, essas etapas podem ser realizadas com ou
sem aquecimento. Esses produtos podem ser utilizados em combinacdo
com diversas composicSes de reparo de tecido conjuntivo ou em
combinagdo com outros principios ativos ou inativos.

Em outro exemplo, as escamas de peixe S
desidratadas podem ser extrudadas, por exemplo, por um tratamento
térmico realizado a uma temperatura menor gue aproximadamente
200°C, para produzir o biomaterial na forma de flocos, na forma de
gradnulos ou como extrusdo em um molde desejado para obtencgdo de
uma forma especifica 17. O processo de extrusdo também poderia ser

realizado a 0°C com as escamas de peixe congeladas. No entanto, a
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presente 1invencdo ndo estd limitada ao método acima para a
produgdo do biomaterial nas formas ilustradas acima. Por exemplo,
as escamas de peixe também podem ser extrudadas (S16) a uma
temperatura menor gue aproximadamente 200°C apbdés a etapa de
limpeza (S11) para produzir o biomaterial na forma de flocos, na
forma de granulos ou como extrusdo em um molde desejado para
obtengdo de uma forma especifica 17, sendo facil realizar a etapa
de extrusdo depois que as escamas de peixe 9 sdo desidratadas. Uma
etapa adicional (S18) de embebicido das escamas do peixe 9 em agua
¢ opcionalmente realizada antes do processo de extrusdo (S16),
porém apds a etapa de limpeza (S11l). Além disso, em outro exemplo

da invengdo, os biomateriais na forma de matriz 14 ou pd 15 podem
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ser ainda extrudadas (S16) a uma temperatura menor que
aproximadamente 200°C para se converterem no biomaterial na forma
de flocos, na forma de gradnulos ou como extrusdo em um molde
desejado para obtengdo de uma forma especifica 17. Entretanto, a
extrusdo descrita acima ndo estd limitada ao uso do tratamento
térmico na presente invengdo. Os técnicos no assunto também podem
utilizar outros tratamentos térmicos, tals como extrusdo térmica
de qualquer tipo, etapas de prensagem térmica e moldagem para
produzir o biomaterial na forma de flocos, na forma de gradnulos ou
em uma forma especifica.

O Dbiomaterial da invencdo contém fatores de
reparco de tecido e pode ser fabricado em um material de reparo de
tecido para reparo de diversas lesdes teciduais e locais com
defeito no tecido. Por exemplo, o biomaterial da invencgdo pode ser
preparado para injeg¢do ou insercdo em, dentro, sobre ou prdéximo de

locais com defeito &sseo, locais de reparo de cartilagem, locais
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de reparo alveolar dentario ou em outros 1locais com defeito em
tecido mole. Em outros exemplos, o biomaterial pode ser feito como
um curativo para transplante, implante em enxertos cirurgicos ou
implantes a serem introduzidos em, dentro, sobre ou préximo de
locais com defeito ésseo, locais de reparo de cartilagem ou em
outros locais com defeito no tecido. Assim, a invencgdo ¢ também
aplicaéavel ao implante cirtrgico de tecido conjuntivo com o
material de reparo de tecido derivado de escamas de peixe, onde o
implante cirGrgico é colocado em um local com defeito no tecido
conjuntivo.

Resumindo o gque foi acima revelado, a invengdo

refere-se a um biomaterial na forma de pd e/ou matriz e/ou flocos
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preparado a partir de escamas de peixe 9 para uso em diversos
reparos de tecido e implantes. Esses produtos derivados de escamas
de peixe 9, também aqui denominados como biomateriais na forma de
pd, na forma de matriz, na forma de flocos ou como extrusdo em um
molde desejado para formagdo da especificacdo 17, podem conter
fatores de reparo de tecido e podem ser ainda processados para
produzir diversas formulagdes e consisténcias.

A invencdo sera agora descrita mais
detalhadamente com referéncia aos seguintes exemplos especificos.

Exemplo 1: Forma de matriz

Com referéncia a FIGURA 1C, o processo para a
preparacdo do biomaterial do Exemplo 1 na forma de matriz a partir
de escamas de peixe comeca com a etapa (S20), onde as escamas de
peixe 9 sdo acelularizadas S20; a seguir, as escamas sdo limpas
(819) com vapor, por exemplo, até gque tenham uma pontuagdo no

teste LAL menor que aproximadamente 1000 Eu/ml. Com referéncia a
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FIGURA 1D, é mostrado um fluxograma gque ilustra outro processo
para a preparagdoc de um biomaterial de acordo com o Exemplo 1 da
invengdo. Primeiro, as escamas de peixe 9 sdo limpas (S19), as
escamas de peixe limpas teriam uma pontua¢do no teste LAL menor
gue aproximadamente 1000 Eu/ml. A seguir, as escamas de peixe 9
sdo acelularizadas (S20). A seqgiéncia da etapa de acelularizagao
das escamas do peixe 9 (S20) e da etapa de limpeza das escamas de
peixe 9 (S19) é opcional. O processo passa entdo para a etapa
(S21). Na etapa (S21), as escamas de peixe s3o desidratadas até
que contenham menos que 50% de A&gua. A seguir, na etapa (S22), as
escamas de peixe desidratadas s&o trituradas em particulas, cada

uma tendo um didmetro médio menor gque 10000 um. As particulas
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trituradas contém uma mistura de matriz e pd semelhantes a esponja.
O processo passa para a etapa (S23). Na etapa (S23), a etapa de
filtracdo é realizada utilizando-se um filtro ideal para separar a
matriz da mistura. Assim, o filtrado da etapa de filtracgdo forma a
matriz. A matriz contém tecido fibroso que é composto de HAP, TCP
e colageno.

EXEMPLO 2: FORMA EM PO

Com referéncia a FIGURA 1C e a FIGURA 1D, sé&o
mostrados fluxogramas gque ilustram o processo para a preparac¢do de
um biomaterial de acorde com o Exemplo 2 da invencdo, © pProcesso
para a preparacdo do biomaterial na forma de pd é semelhante ao
processo de obtencdo do biomaterial na forma de matriz, exceto a
etapa de filtragdo (S23) gue é realizada com um filtro e o
biomaterial em forma de particula triturada inclui o pé filtrado e
a matriz deixada no filtro depois que a etapa de filtragdo (S23) é

realizada. Portanto, a forma em pé difere da forma em matriz pelo
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fato de que a forma em pd tem uma estrutura definida ou mecanica.

Deve ser observado que o biomaterial na presente invencdo nédo foi

realizado com enzima, entdo mantém ndo somente o colageno e HAP,

mas também a ligacdo e a estrutura 3D originais da escama do peixe.
A forma em pd é diferente da forma em matriz e o dié&metro do pd é
menor que 5000 um.

Exemplo 3: Forma de flocos, forma de granulos ou
como extrusdo em um molde desejado para obtencdo de uma forma
especifica.

Com referéncia & FIGURA 1E, é¢ mostrado um
fluxograma gque 1ilustra um processo para a preparacgcdo de um

biomaterial de acordo com o Exemplo 3 da inveng¢do para produzir o
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biomaterial na forma de flocos, na forma de gr&nulos ou como
extrusdo em um molde desejado para obtencdo de uma forma
especifica. O processo para a preparacdo do biomaterial a partir
de escamas de peixe comega com a etapa (S30) onde as escamas de
peixe sdo acelularizadas e entdo limpas (S29) até que tenham uma
pontuagdo no teste LAL menor que aproximadamente 1000 Eu/ml.

Com referéncia a FIGURA 1F, ¢é mostrado outro
fluxograma gque 1lustra um processo para a preparagdo de um
biomaterial de acordo com o Exemplo 3 da invengdo para produzir o
biomaterial na forma de flocos, na forma de granulos ou como
extrusdo em um molde desejado para obtencdo de uma forma
especifica. O processo para a preparacdo do biomaterial a partir
de escamas de peixe comega com a etapa (S29), onde as escamas de
peixe sdo limpas (S29) até que tenham uma pontuagdo no teste LAL
menor gque aproximadamente 1000 Eu/ml; a seguir, as escamas de

peixe sdo acelularizadas (S30) . A seqgiiéncia da etapa de

acelularizacéo das escamas do peixe 9 (S30) e a etapa de limpeza
das escamas de peixe 9 (S29) sdo opcionais.

O processo passa entdoc para a etapa (S31). Na
etapa (S31), as escamas de peixe sdo desidratadas até que
contenham menos que 25% de A&gua. A seguir, na etapa (5832), as
escamas de peixe desidratadas sdo trituradas em particulas, cada
uma tendo um didmetro médio menor que 5000 um. As particulas
trituradas contém uma mistura de matriz e pd semelhantes a esponja.
O processo passa para a etapa (S33). Na etapa (S33), a etapa de
filtragdo €& realizada utilizando um filtro ideal para separar a
matriz e o pd da mistura. O processo passa para a etapa (S34) gque

inclui a extrusdo da matriz e do pdé. A matriz e o pd podem ser
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respectivamente obtidos na etapa de extrusdo. Ou seja, na etapa de
extrusdo, a matriz e o pd podem ser combinados juntos. Além disso,
a matriz e o pd podem ser combinados com diferentes percentuais
para diferentes finalidades, por exemplo, reparo 6sseo Ou reparo
cuténeo.

Alternativamente, a etapa (S34) pode ser
realizada diretamente depois que a etapa de 1limpeza (829) ¢é
realizada para simplificar o processo geral no processo de
preparagcdo do Dbiomaterial. Também, o processo pode incluir as
etapas de limpeza e desidratacdo antes da etapa de extrusdo nas
escamas de peixe limpas e desidratadas conforme mostrado na FIGURA
1E e na FIGURA 1F.

Dessa forma, as escamas de peixe desidratadas, as
escamas de peixe limpas sem desidratacdoc ou os biomateriais
derivados das escamas de peixe na forma de matriz ou pd, sé&o

extrudadas para produzir o biomaterial na forma de flocos, na

20

25

forma de grénulos ou como extrusdo em um molde desejado para
obtencdo de uma forma especifica. O biomaterial derivado da escama
de peixe inteira ou das escamas de peixe com diferentes tipos,
previamente prensadas a frio com uma pressdo maior que 100 g em
2,5 cm’, preferencialmente, mais que 1 kg em 2,5 cm®, & submetido &
prensagem a quente realizada a uma temperatura menor que
aproximadamente 200°C em um molde desejado.

A temperatura na etapa de extrusdo é somente um
exemplo ndo limitativo. Por exemplo, as escamas de peixe podem ser
extrudadas de -18°C a 4°C, 30°C a 60°C, menor que aproximadamente
200°C. Ainda, o tempo do processo de extrusido é diferente com uma

pressdo diferente. A ligacdo cruzada dos biomateriais pode ser
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realizada fisicamente por aquecimento ou quimicamente adicionando-
se um agente de ligagdo cruzada, por exemplo, glutaraldeido, EDC
(1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida) a uma concentragdo
ideal antes da extrusdo se realizada. O agente de ligagdo cruzada
é reativo com o grupo aminas ou outro grupo reagente nos
biomateriais.

Durante a etapa de acelularizag¢do das escamas do
peixe, somente a maior parte da albumina e alguns
glicosaminoglicanos s&o removidos, o coladgeno, a elastina e a
maior parte dos glicosaminoglicanos sdo residuais na matriz
extracelular da estrutura original; portanto, o biomaterial
acelularizado pode oferecer a estrutura para que as células se
movam para dentro e possuem boa biocompatibilidade.

A FIGURA 2A ¢é uma imagem de SEM de cultura 3T3
(célula de fibroblasto 22) com o biomaterial 20 descrito na

presente invencdo por 5 dias. A FIGURA 2B & uma imagem de SEM de

20
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cultura de osteoblastoma 24 com o biomaterial 20 descrito na
presente inveng¢do por 5 dias. Essas imagens mostram que as células
(fibroblasto 22 ou osteoblastoma 24) podem crescer bem no
biomaterial 20 descrito na presente invencgdao.

A FIGURA 3A é uma imagem confocal de cultura 3T3
(célula de fibroblasto) da presente invencdo por 5 dias. A FIGURA
3B é uma imagem confocal de cultura de osteoblastoma da presente
invengdo por 5 dias. Essas imagens mostram que as células
(fibroblasto ou osteoblastoma) podem crescer bem na presente
invencao.

A FIGURA 4 é uma imagem de coloracdo de H&E de

cultura de célula de osteoblastoma 24 com © biomaterial 20
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descrito na presente invencdo por 5 dias. Essas imagens mostram
gque a célula de osteoblastoma 24 pode crescer bem no biomaterial
20 descrito na presente invencdo.

Outras configuracgdes da invengdo ficarédo
evidentes aos técnicos no assunto a partir da consideracdo da
especificacdo e da pratica da invencdo aqui descrita. O objetivo é
que a especificagdo e os exemplos sejam considerados somente como
exemplares, sendo o real escopo e o espirito da invencgdo indicados
pelas seguintes reivindicacgdes.

Serad apreciado pelos técnicos no assunto que as
configuracdes descritas acima podem ser alteradas sem sair do
amplo conceito inventivo. Portanto, deve ficar entendido, que a
presente invencdo ndo estd limitada as configuracdes particulares
reveladas, mas sim pretende abranger modificagdes dentro do
espirito e do escopo da presente invengdo conforme definido pelas

reivindicacdes anexas.
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REIVINDICACOES

1. Método para preparar um dispositivo de reparo de

tecido a partir de escamas caracterizado por compreender as

etapas de:

triturar as escamas de peixe em diversas particulas
trituradas, em que as particulas trituradas contém uma

mistura de matriz e pd semelhantes a esponja;

acelularizar as escamas de peixe para remover a maior
parte da albumina e poucos glicosaminoglicanos antes ou apéds

da trituracdo das escamas de peixe; e

limpar as escamas de peixe até gque o valor de LAL do
referido dispositivo de reparo de tecido seja menor que 1000

Eu/ml.

2. Método, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado por compreender adicionalmente uma etapa de

extrusdo da matriz e pd semelhantes a esponja a uma
temperatura menor que 200°C ou em um molde desejado para a
obtencdo de uma forma de flocos, uma forma de granulos ou

uma forma especifica apds a trituracdo das escamas de peixe.

3. Método, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado por a etapa de desidratacdo das escamas de

peixe ser realizada desidratando-se as escamas de peixe até

que contenham menos de 50% de &agua.

4. Método, de acordo com a reivindicacgédo 1,

caracterizado por compreender ainda uma etapa de limpeza das

escamas de peixe antes da desidratacdo das referidas escamas

de peixe.

5. Método, de acordo com a reivindicacéo 4,

caracterizado por a etapa de acelularizacdo das escamas de

peixe ser realizada antes da etapa de limpeza das referidas

escamas de peixe.
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6. Método, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado por a etapa de acelularizacdo das escamas de

peixe ser realizada antes da etapa de desidratacdo das

referidas escamas de peixe.

7. Método, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado por compreender adicionalmente uma etapa de

separacdo da matriz e do pd das particulas trituradas.

8. Método, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado por a etapa de trituracdo compreender a

trituracdo das escamas de peixe em diversas particulas

trituradas até que tenham um didmetro médio menor que 10.000

um.

9. Método, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado por a etapa de trituracdo compreender a

trituracdo das escamas de peixe em diversas particulas
trituradas, em que as referidas escamas possuem um dié&metro

médio menor que 20 cm.

10. Método para preparar um dispositivo de reparo de

tecido a partir de escamas de peixe caracterizado por

compreender as etapas de:

acelularizar uma escama de peixe para remover a maior

parte da albumina e poucos glicosaminoglicanos; e

extrusdo das escamas de peixe em um molde desejado para
a obtencdo de uma forma de flocos, uma forma de granulos ou

uma forma especifica apds acelularizar as escamas de peixe.

11. Método, de acordo com a reivindicacdo 10,

caracterizado por a extrusdo ser realizada a uma temperatura

menor que 200°C.

12. Método, de acordo com a reivindicacdo 10,

caracterizado por compreender adicionalmente uma etapa de
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limpeza das escamas de peixe antes da extrusdo das referidas
escamas de peixe.

13. Método, de acordo <com a reivindicacéo 12,

caracterizado por compreender adicionalmente uma etapa de

desidratacdo das escamas de peixe apds a limpeza das
referidas escamas, porém antes da extrusdo das referidas

escamas de peixe.

14. Método, de acordo com a reivindicacdo 13,

caracterizado por a etapa de desidratacdo das escamas de

peixe compreender a desidratacdo das referidas escamas de

peixe até que contenham menos de 50% de agua.

15. Método, de acordo com a reivindicacéo 13,

caracterizado por a etapa de acelularizacdo das escamas de

peixe ser realizada antes da etapa de desidratacdo das

referidas escamas de peixe.

1l6. Método, de acordo com a reivindicacéo 12,

caracterizado por a etapa de acelularizacgdo das escamas de

peixe ser realizada antes da etapa de limpeza das referidas

escamas de peixe.

17. Método, de acordo com a reivindicacéo 10,

caracterizado por compreender adicionalmente uma etapa de

embeber as escamas de peixe em Aagua antes da extrusdo das

referidas escamas de peixe.

18. Método, de acordo com a reivindicacdo 10,

caracterizado por a etapa de extrusdo das escamas de peixe

ser realizada para a obtencdo da forma de flocos, em que as

escamas de peixe possuem um didmetro médio menor que 20 cm.

19. Método, de acordo com a reivindicacdo 10,

caracterizado por compreender adicionalmente uma etapa de

limpeza das escamas de peixe até que um valor de LAL do
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referido dispositivo de reparo de tecido seja menor que 1000
Eu/ml.

20. Dispositivo de reparo de tecido preparado a partir

das escamas de peixe caracterizado por compreender uma

mistura de tecido fibroso e pd preparados pela trituracdo
das escamas de peixe acelularizadas, em que a maior parte da
albumina e poucos glicosaminoglicanos sdo removidos e a
caracteristica do dispositivo de reparo de tecido é um valor

de LAL menor que 1000 Eu/mL.

21. Dispositivo, de acordo com a reivindicacdo 20,

caracterizado por as escamas de peixe possuirem um didmetro

médio menor que 20 cm.

22. Dispositivo, de acordo com a reivindicacdo 20,

caracterizado por a mistura das formas de tecido fibroso e

em pbd possuirem um didmetro médio menor que 10.000 um.

23. Dispositivo de reparo de tecido preparado a partir
de escamas de peixe pelo método conforme definido em qualquer

uma das reivindicagdes 1 a 19 caracterizado por compreender

uma forma de flocos preparada por extrusdo de pelo menos uma

escama de peixe.

24. Dispositivo, de acordo com a reivindicacédo 23,

caracterizado por ser adicionado a etapa do processo de

extrusdo um reagente de ligacdo cruzada.

25. Dispositivo, de acordo com a reivindicacdo 23,

caracterizado por o referido dispositivo de reparo de tecido

possuir uma caracteristica de wvalor de LAL menor que 1000

Eu/mL.
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