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(57) Abstract : The present invention relates to
a process for producing an asymmetric
glucomannan membrane without using organic
solvents. The invention further relates to an
asymmetric glucomannan membrane produced
using this process. The invention has
applications in the field of biomedicine, and
more particularly in regenerative medicine and
tissue engineering as a scaffold for the
regeneration of various types of tissues, such as,
inter alia, skin, cartilaginous tissue and muscle
tissue.

(57) Resumo : A presente invengdo refere-se a
um processo de obtencdo de membrana
assimétrica de glucomanana sem utilizagdo de
solventes organicos. Adicionalmente, a invengéo
refere-se 4 membrana  assimétrica  de
&q.t glucomanana obtida a partir do processo. A

X .‘\\;: 3 \\ TS invencdo tem aplicagles na area biomédica, mais
SRR o &\\\\\\“ R X 5‘\\ especificamente, medicina regenerativa ¢
\\\\\\\:\ PRI “‘”“"“\\\\‘&\\\\&‘\\\\}&&‘\% engenharia tecidual como scaffold para

'Fj' - T regeneracdo de diversos tipos de tecidos, tais
R q ura L como pele, cartilaginoso, muscular, entre outros.
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PROCESSO DE OBTENCAO DE MEMBRANAS ASSIMETRICAS, MEMBRANAS
ASSIM OBTIDAS E USO
CAMPO DA INVENCAQ

[001] A presente invencgdo refere~-se a um processe de

831

obhtencdo de membrana assimétrica de glucomanana genm

utilizagdo de sclventes orgéniceos. Adicionalmente, &

+ & &

invencdo refere-ge a membrana assimétrica de glucomanana
obtida a partir do processo.

10021 A invencao tem aplicacdes na area bilomédics, mais
especificamente, medicina regenerativa & engenharia

(e

tecidual come scaffold para regeneragdc de diversos tipos
de tecidos, tailis como pele, cartilaginoso, nuscular, entre
outros.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[Q033 A pele & o malor orgdo nes vertebradoes, ocupa uma
drea de aproximadamente 2 m?, e representa aproximadamente
um décimo da massa corporal. Tem uma estrutura complexa em
trés camadas, epiderme, derme e hipoderme, que c¢onstitul
uma barreira externa para a protecdo dos orgdcs internoes da
contaminacio por patdgencs wicrobianos, das dinjurias
gquimicas e mecénicas, além de regular a temperatura do corpe

e previnir a desidratagdo.

(0047 A perda da integridade da pele pode ocorrer por
diversos fatores, entre os quails desordens gensticas,
traumas agudos, feridas crénicas ou interverncgdes
cirtGrgicas. Queimaduras sdo a causa mals comum de perda de
pele e podem resultar em ferimentos profundos Qque

comprometem a imunidade e a imagem do corpo, além de induzir
a perda de fluidos e deixar cicatrizes, ¢ por fim poden
deizar o paciente incapaz ou até mesmoe levar a morte.

(0057 Entre as alternativas nos casos de  perdas

t
extensivas de pele, tem-se o enxerto de pele autdlogo, porém
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locals doadores de tacide gaud

limitados; & o transplante de um individuoo para o outyo,
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entretanto seu usc depende da disponibilidade em bancos de
pele, motivos religiosos, varredura para doengas virals e
L

vizada para reduzir o8 riscos
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Durante as Ultimag décadas, encrmes esforgog tém
sido feitos para tornar o processo de clcatrizacdc de

3y
ALY

-
_0)

feridas Menos doloroso & mals rapido. nte o

desenvolvimento de mnoves curativos para gleatrizacico de

Q,,
{2
j432

ferimentos e  guelmaduras  tem  se  buscado imitar as
propriedades da pele.
(007 Como  resultads de intensa pesguisa, diversoes

substitutos para a pele foram desenvolvidos, 2 alguns de

F
{
2

J4 estis disponivels para uso clinico. Estes podem ser
livres de células bem comg conter ¢élulas, desta forma estes
substitutos da pele protegem da perda de fluldeos e da
contaminacis, a0 wesme tempo aem gue realizam & entrega de
componentes da matriz extracslular, citocinas e fatores de

crescimento, favorecendo a cicatrizacgido da ferida. Estes

0O

rativos podem ser usados como uma cobertura temporaria

atd um auvtotransplante estar disponivel, ou até mesmo

permanecer na ferida durante ou apds a cilcatrizagio.

=1
(]
[en3
fs 3]
(A

Estdc disponivels para use clinico substitutos do

tipo epidermal, dermal e epidermal/dermal, a escolha
dependerd da gravidade da ferida. Os substitutos do tipo

epidermal buscam restaurar a camada epildermal da pele, =am
geral sio de dificil manipulagio devido a sua natureza fina

e fragil, ndc sdo capazes de tratar feridas de gueimadura

de terceiro grau e sua producdo & demorada. Os substitutcs
dermais sio biomatrizes gue atendem todos os reguerimentos
da camada dermal, s8o Utels para reparar defeitos de maior
profundida na pele, afetam epiderme = derme, além de
melhorar a gualidade da cicatriz, prevenir & contracdo da

ferida « fornecer suporte necanico. Porédm este tipoe de
t

substituto nidc & capaz de mimetizar de modo eficiente as
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camadas da derme & da eplderme. J& os substitutos do tipo

para uso clinico, pois contem guervatindcitos e fibroblastos
enm uma matriz 3D, agregande potencial para regenerar & derms

N

1
e a epiderma. Entretanto o custo de produgde é elevade e

[069) Esforgos recentes tem como chietivo ¢
desenvelvimento de memnbranas gegimétricas terntands

mimetizar toda as camadas da pele. Entre os substitutos

1

degcrltos anteriormente apenas

#

o tipo epidermal/dermal
apresenta geometria assimétrica. As camadas spidermal e
dermal correspondem respectivamente & camada densa e a3
camada interior esponjcosa das membranas assimétricas.

[G10] FPesguisadores envolvidos na medicina regenerativa
comegaram desenvolvends curatives oclusivos conmo Opsite®,

Cmiderm® ou Spandre®, gue s&o impermeéveis =

4]

congssguentemente, ndo permitiram a absorcdo de exsudato,
resultande em um processe de clceatrizacio demorada.
Posteriormente, desenvoliveram curatlivos com macroporos {por
azemplo Coldex® e Surfasoft®), eficientes na drepnagem do
exsudato da ferida. Porém, estes ndo foram capazes de evitar
a invasdo de microrganismos e desidratacdo da ferida. Entdo,
chegou~-se & conclusdo de gue a combinacdo de ambos 0s

sistemas seria o ideal, uma vez gue poderia lmpedir a
penetracdo de bactérias, e ao nesne tempo, permitinr a

apsorcido do exs
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udato & Lroca gs

{

a curativos com uma sub-camada de um hidrogel macroporosoe,
aszociada & uma camada superior hidrofobica micreporosa qu
densa, resultando em uma membrana assimétrica. Lyofoam@ e
Epigard®, por exemplo, pertencem a esse tipo de curativo.

no estado da técnica

(453

011] Entre og métodos dsscrito
para obtencido de membranas assimétricas o método mais comum

de preparc & inversdo de fases por imersdo-precipitacio.

3o
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Primeiramente, a sclucgdo de polimero é colocada em um molde

3
%

ormEcan de um filme fino. Na seguéncis o filme &

imerso em solugcdo nado sclvente, onde o coagulante ocupa o

iugar do golvente, ocorrendo a pregipits
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processo ndo permite controle sobre a estrutura formada,
sendo necegsarias algumas modificacdes para obter o produto
como desejado. Mudar a composicgdo da solugdo a ser moldada,
ou do banhe de coagulagdo, ou ainda adicionar etapas como
evaporacdo (conhecide como inversdo de fases saco/dmide)

40 opedas para se obter um maior controle da estrutyra ¢

8%

ser formada. A principal desvantagem desse método & o uso

de solventes orgdnicos tdxicos, com geragdo de residuocs

12y

¢ tempo de preparc, visto gque geralmente o panho de imersdo
4

[01z] No sstado da técnica entre os principais

utilizados para obtengdo de membranas asgssimdtricas tem—-ge

o polivretane (PU) & a celulose {CS). Ag membranas oblidas
jalahid oS8 polimeros relatados apresentan diversas
caractaristicas COMO atividade antimicroblana,

biocompatibilidade, propriedades hemastaticas, permeagio a
dgua € gas. Entretanteo, & Lécnica de inversidc de Ifases

utilizada para obter estas membranas assimétricas reguer,

0,

como ja descrito, o uso de solventes orgénicos tdxicoes que

podem ser removidos apenas com etapas de purificacdo
adicionais ao processo de producido destas membranas.

(0137 0 documento CN101816525~A de 23/04/2010
Manufacturing wmethod of double-sided Theterogeneous
gluceomannan sponge, Jianhui Huang) relata uma esponja
heterogénea de dupla face = o métode de fabricacdc desta.
A preparacdo de uma mistura contendo glucomanana & colocada
em um recipiente, aguecida e retirada. A seguir had a
preparacdo da outra mnmigstura de  glucomanana gue @
posteriormente adiciconada ao reciplente. As duas menbranas

a0 entao unidas. O processo apresenta etapas de aguecimento
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e resfriamento, o usc de zolugdes distintas para o prepars
da membrana heterogénea, e os poros sic feltos através do
uso de agulhas come wolde. Entretanto, a etapa de
reticulagdo (processe de ligacdo cruzada antre as
moléculas), essencial para conferir estabilidade e diminulr
a solubllidade em Adgua, por exemplo, ndo € bem descorita no
documento, n&co € conhecldo se usa agente aleslino ou sutros

documento & come esponja de

obtendo-se
solucdo de

A aplicagé
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congelada em
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CN1IQ3214 /13 tern-se a
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cmanana © un agente

ntes formadores de espuma. O produto

ce congelamento, congelamanto

A invencido pr

principalmente

hidrogel assimétrica ¢ ndo uma
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conseguente formagdo de cristais de gelo, que formam o8

BOTOs, 14 noe  dooumentoe (CN103214497-2A usa-se agentes
formadores de espuma e choque térmico (aguecimento a altas
temperaturas seguide de congelamento). O processo descrito
para o documento CNi03214697-A possul uma série de etapas

& reagentes, diferentemente da inovacio proposta gue apenas

X

utiliza hidedzido de sddio como agente formador do ge

-t

secagem Yarcial para formacio de camadas c¢om diferentes
quantias de &gua e congelamento para formar cristais de
gelo e consequentemente poros apds ¢ degelo. A menbrana
assimétrica apresenta wvantagem sobre espenias (matsrial
poroso) para use como curativo,

apresenta faces com fungdes distintas: Face porosa, para

83!
oy
[¢5]
O
o

rcédo de exsudato e fage densa pard controle de invasio
pacteriana ¢ umidade. O processo também € mais simples, uma
vez qua ndo exige outros reagentes além de glucomanana e
hidréxido de sédic, além disgo ndoc exige temperaturas téo
elevadas para © preparc.

[C15] 0O documento TW201134833-A de 06/04/10 {(Method of
manufacturing double-sided heterogeneous glucomannan spongs
application thereof have two surfaces of different
roughness degrees and can be adapted for different skins of
human bodlies, HUANG ) relata um método de produgdo de uwma
membrana de  glucomanana com lades heterogéneos. A
preparacdo de uma mistura contende glucomanana £ colocada
gm um reciplent aquecida e retirada. A seguir ha a3
preparacidc da outra mistura gue & posteriormente adicionada
ac recipiente. As duas membranas sdo entao unidas e

34

congeladas. As srentes densidades dessa membrana €

devide ac tempo de reacio diferente gue sido submetidas as

misturas. A invengdo proposta difere do descrite ne

documente TW201134833-2 principalmente pelo fato de ser um
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material assimétrico, lado denso e outro porosc, e nao
somente diferenca de densidade, o invento &€ uma nembrana de
nidrogel feita de uma Unica solugdo de glucomanana na
presenga de hidroéxido de sdédic. O processo do documento
TW201134833~A ndc wusa secagen, apenas aguecimento para
favorscer a reticulagdo. Engquanto no invente proposto

utiliza-se secagem para obter partes da membrana oon

&

N

diferentes quantias de Agua e apds congelamento ter poros

4

maiores na

arte mals Umida da membrana, o documento

TW201134833~A wusa tempo de reacdo diferente para as

isturas, e com ilsso densidade de pores diferentes. A

aplicacdc no caso da invencdo & preferencialmente como

curativeos e ndo como =2sponia para higiene pessoal. Para
t

aplicacdo comg curativo, mnembrana assiné

poroesa, para absorgdo de exsudato,
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controle de invasioc bacteriana e umidade. A eszponja & um

o

material porcso, por mals gue apresente lados com densidade

de poros diferentes, ndo apresenta uma face densa. Qutra
vantagem ¢ ¢ fato do processo ser mais simples, exige menos

nanipulagdo uma vezr gue uma Anlca solugdo é utilizada, sega

parcialmente em sgtufa e congelada em freezer convencional
[0le] No decumento CN102389584-a de 08/11/11 descreve-
s& a preparacdo de curativos de glucomanana, cujo processo
de preparg ocorre através da agltagdo sob aguscimento da
solugdo de  glucomanana, segulda de pré-resfriamento,

banho de
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coagulagde. A invencdo proposta difere do  documento
CN102388584~A principalmente pelo fato de ser uma membrana
gel, assimétrica. O método de producdo & nmals simples, sendo
apenas secagem parcial em estufa e congelamento. O banho de
coagulagdc (solugdo com pH elevado), utilizado noe processo
do documente CNLO2389584-A & uma etapa adicional que gera

mais residuos &, oonseguente, exige maior controle e
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tratamento desses residucs. Na invencdoe proposta, G
hidréxido de sdédic @ adicionado na solucgdo, entdo o gel £
Tormado durante a etapa de secagem, dispensando etapas de

tablilizacdo po

i

teriores. A mewmbrana assimdtrica, tem suas

w
ot

vantagens na ap.

Y]
2]
o]
e
18]
{2
&

mo curativos pols apresents uma
face porosa para absorcdo do exdesse de exsudate da ferida
e também uma face densa para controle de umidade e invasdo
de microrganismos. No documento CN102389584-A membrana
formada € porosa como um todo, a membrana obtida na presente
inveng&oc & assimétrica, com duas faces distintas uma porosa
¢ outra densa.

77 O documente CN103388150R de (04/07/12 se refere a
um métodoe de preparo 2 a aplicacdce de uma membrana (£ilma)

t

2 de glucomanana, guitosana e acideo hialurdnico, gque

engrgético). A invengdo proposta difere do doocumento
CN1033861508 principalmente pelo fate de ser uma membrana
gel, assimétrica = produzida apenas a partir de glucomanana.
Q métode de producdo é mals simples, sendo apgnas secagenm
rarcial & congelamento. O fato de ser produzido apenas de
glucomanana, torna © material mails barato & o preparo
simplificadeo. A menmbrana assimétrica tem suas vantagens na
cdc comp curativos pols apresenta uma face porosa
nara absorcéo do excesso de exsudate da ferida e também uma
face densa para controle de umidade & @ ilnvasdo
microrganismos. ¢ material do documento CNL03386150B & um
filme, ou seja, uma membrana densa, enquanto o osbhisgto da
presente invengdo € uma membriana assinétrica com duas fages
distintas, uma porosa & outra densa.
[018] £ opossivel verificar que nenhuma das patentes
descritas anteriormente como estado da técnica apresenta
come produto uma mewmbrana com face densa e cutra porosa, @

também o processo de produgdc & sempre diferente ape
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conter etapas semelhantes, o obijetivo das etapas &

diferente. Nenhum processo utiliza secagem parcial, para

obter partes de uma mesma membrana com  guantidades
diferentes de Agua, para postericr formacgcido de porog a

partir de degelo dos c¢ristals de gelo formados no
ongelamento.
[019] O método proposto € atdzmico & apresenta pougas

etapas, gem a4 necessidade de etapas adicionais de

purificacédo. A presente tecnologia propde inovacdo tanto no
método de preparo das memhranas como no pelimero & ser
utilizado para esse fim. O polimero & lucomanana de konijac
(KGMY , onument extraida de tubérculas da planta

das mananas,; wulto abundante na natureza. CGlLucomananas séo

hemiceluloses encont

iat

adas em madelras moles e gepresentam

cerca de 16 a 18% da parede das células lenhosas .
(0207 Camo biomaterial; a glucomanana pode ser utilizada

na libesragdc de farmacos, devide a sua bigdegradabilidade e
capacidade de formaglo de gel. A glucomanana & um material

que apresenta caracteristicas interessantes para aplicacio

como  curativo, visto que & conhecida por possulr boa
elasticidade 2 capacildades de formacdo de gel ¢ filmes. Como

curative, KGM pura e combinada com guitosapa foram preparados
na forma de filme. Estes materials apresentara
caracteristicas satisfatdrias para a aplicacdo em questio.
102171 Diante do exposto, seria Gtil se a técnica
dispusesse de uma mnembrana assimétrica oom duas faces

distintas, uma face denga e outra poresa, PCLsS para uso Como

curative cada uma dessas faces tem um papel fundamental para
a vicatrizacdo da lesdo a ser tratada. A face denza controla

a passagen de microrganismos & também a peéerda excessiva de
umidade. A face porosa, por sua ver, absorve O excesso de
exsudato da ferida. O seu processo de cobiencdo & atdxico e

apresenta poucas etapas, sen a necessidade de etapas
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adicionais de purificacio. A matéria prima é

utilizada em pequenas gquantidades.

& simples, sendo apenas necessario etapas
congelamento, sem & necessidade de pés-trat

gerag¢do de resgiduos. Ndo se farz uso de altas

rocesso de secagem, nem temperaturas muito
congelamento. As membranas obtidas sioc biodegra
téxicas e possuem baixo custo de obtencio.

BREVE DESCRICAQ DA INVENCEO

O processo de ob
de
amentos

e

temperaturas

PCT/BR2016/000130

de baixo custo

{

3
143}
£

noe

balxas para o

dévels, ndoc

(0227 A presente invencidc refere-se a um processo de
chtengdoc de membrana assimétrica que compreende as seguintes
atapas:

a. Adicicnar 1,1 g de KGM para cada 100 mlL de A&gua

daestilada;

b. Homogenelzar por agitacdo;

¢. Adicionar solugédo 1 mol/L de WaOR &
em {b) até gue a concent 30 final de
prraeferencialments de konijac, seia
geja 0,1 mol/L;

d. Verter 0,95 g da solucgde cobtida em

solugéo

s
obhtida

glucomanana,

e de NadH

cada

on? do molde utilizado;

¢, Secar a solugdo contidas ro molde ardé gue resulte
em uma menmbrana com Z0-~25%, preferencialments 20%,
da masgsa inicial;

f. Congelar a membrana

7. Descongelar & membrana

h. Lavar com agua destilada até a neutralizacido do
pH; e
i, Obter as membranas assimétricas.
(0231 A membrana assimétrica obtida pelo processo &

maledvel, ocom uma face densa e

outra pPorosa,

atdxica,

de alongamento (E) de

regsisténcia a tracdo (T8} & percentual
U,58L & 0,12 MPa e 80,84 £ 23,27%, respsctivamentea.
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[G24] Adicionalmente & membrana assimétrica possud
aplicacdo na Aarea biomédica, principalimente na area de

medicina regenerativa e engenharia tecidual, como scaffold
para regeneragdc de tecidos, tals como pele, cartilaginoso,
muascular, entre cutros.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1: FRepresenta uma imagem da merbrana de KM
(giucomanana de konjac).

Figura 2: Micrografias de membranas de KGM a) superficie de
tope & b)) face inferior {(fundo).

Figura 3: Imagens de microscopiza confocal das membranas de
KGM nos dias (a} 1 e (k) 4 de cultura celular
Figura 4: Imagens de microscopia eletrdnica de warredura da
cultura c¢elular nos dias (a)y 1 = (b)) 4 nas membranas.

DESCRICAC DETALHADA DA INVENCEO

(0257 A invengdc se refere a um processo de obtengdo de
rica de glucomanana, a nembrana assimétrica
asgim obtida & seus usos.

02¢] 0 processc de obtencdos da membrana assimétrica
a&. Adicionar 1,1 g de KGM para cada 100 mlL de &guna

b. Homogeneizar por itacdo a 600 rpm
preferenclalmente por 4 horas;

o. Adicionar salucdo 1 mol/L de NaOH a sclugio obtid
em {b) até gue a concentracdo final de KGM seia 1%
e de NaOH seja 0,1 mol/L;

3 T
3

. Verter 0,95 g da solugde obtida =2m {(z) para cada
cm? do molde utilizado;
e. Secar a solugdc contida no molde em astufa a

temperatura entre 60-70°C, preferencialme:

o
)
e
®
&

Qo

C, até gue resulte em uma membrana com 20-25%,

preferencialmente 240%, da massa inigcial;



WO 2017/100878 PCT/BR2016/000130
12

f. Congelar a membrana obtida sm (e) a temperatura -

"C a -8°C, prefe cialmente -6°C, por até 24 h;
g. Descongelar a membrana obtida em (£) a temperatura

27

f.J
[#]
;.1 .
o
I3

cadn a masga ind

>
m
ol
}..
2
3]
o
)
=
8
"
.
=
o
}__{
®
2
et
D
i
Y

™~

0

i
B
!
L

apdés a secagan caracteristicas da

D
@D
|42
%)
(T
3
9

s
2

i
g
833
~
{5))
33
3

membrana final, pols estabelece a porgdo de membrana com
maicr guantidade de &gua, se secar mals cbtém-se uma membrana

densa por completo e se secar menos, a nembrara fica mals

sgpessa, mals gelatinos

[028] Adiclonalmente ¢é objeto da presente invencdo a
membrana assimétrica e sewus usos.
(02917 A nembrana assimétrica de hidrogel @ maleavel, com

ume face densa e outra porosa, que apresenta resisténcia a
T3) e percentual de alongamento (B} de 0,51

8,84 & 23,27%, respectivamente. NIo apresenta
toxicidade celular.

(0367 A membrana obtida tem aplicacdo na adrea bhiomédica,
principalmente na &rea de medicina regenerativa e engenharia
tecidual, pois pode ser utilizade como scaffold para
regeneracio de diversos tipos de tecides, tais como pele,
rartilaginoso, muscular, entre ottros.

Exemplo de concretizacio

—
(o]
(¥94

Jo

Para preparar membranas assimétrlcas, contendo uma
RN £

D
«
=%
Qr
9]
Py
=3
foi)
[oF
4

camada de topo (voltada ao ambiente) mais densa
infericr (em contato com a ferida) mais porosa, preparou-se
o material de maneira a formar um hidrogel fino durante a

eta

de agem {casting}l.

a
321 Ne

()
(/J
(8]
73

rocesso de secagem parcial, ocorres a formacao
de uma pelicula na superficie da membrana, onde o material

encontra-se mais concentrade devido 4 perda da umidade para
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o melc. Essa face da membrana fica com poros mencres am

relagade & face infericor da membrana. Por fim, a utilizacdo

-

da técnica de congelamento/descongelamento, possibili a
obtengdo de poreos malores na porgdoe da membrana gue fol
parclalimente seca (menor cgoncentracdo). O malor wvolume de

tal porgdo engloba malor guantidade de moléculas de Agua gus

4

formam ¢ristails a0 serem congeladas. Durante o)
descongelamsnto de material, os cristais de Agua d&c lugar
ang poros, cujo tamanho depende diretamente da taxa de

~

congelamento aplicada.

10333 4 membrana obtida é um materia bastante
resistente ao panuseio com aspecto multoe Interessante

{(Figura 1) para a aplicacdo como curative de alto desenpenha.

0347 A andlise da nmorfologlsa das membranas por MEV

{Figura 2) mostra gque as membranas apresentam face mais

i
D
0]
ot
Py
o
'S
o
i
£33
2

densa e outra mals poreosa, Ccom ume pores bem
definidos, apreseptando a estrutura gue se almeiava.

10357 Para comprovar a baixa citotoxicidade dessas
astos LSZR foram semeados na congcentracao
de 2 % 10% ¢é&lulas por pogo. As cdlulas foram cultivadass a
37 °C e 5% de CO:.

1036] As Figuras 3 e 4 apresentam imagens das
amostras durante a cultura celular. A Figura 3 apresenta

imagens de microscopia confocal & a Figura 4 imagens de

r037] Na  Figura 3 vpodemos observar em verde O
citnesqueleto das células {corados c¢om faloidina) e em
vermelho o ntcleo {corados com lodeto de propides).

dia de cultura, a concentracdo celular era balixa e as

apresentavam-se arvedondadas, o gue pode sger Justifi
pelo fato das células ainda estavem se adaptando ac material
e também acs sfeitos da tripsina (utilizada para descolar as
lulas do fundo da placga de cultura). J& no guarto dia d=

cultura as células proliferaram, a populagic de células
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aumentou consideravelmente e apresentavam formato alongado,
ipico de células de fibroblastos bem instaladas,
(6381 Na Figura 4 novamente podemos observar que a

populacido de células no primeiro dia de cultura era baixa @
gque  as células proliferaram bem ao longo do pericde de

cultura, sendo gque no Quarto dia as células j& ocupavam quase

gue totalmente a superficie da membrana de KGM. A morfologia
das c¢élulas também pode ser obssrvada nas imagens de
microscopia eletrénica de varredura (Figura 4) e confirma as

caracteristicas descritas na imagem de confocal (Figura 3},
10383 Um  bom curative deve resistir a tragdc e &
deformacdc natural exercida pela pele sem ser danific
membranas foram anallsadas guanto & sua capacidade de
resisgtir & Lracdo e percentual de alongamento.

[C40] C ensailo fol realizado em um texturdmetro TALXTZ

{Stable Microsystems SMD), com célula de carga de 30 kg. A

forga exercida pelo equipaments por area da membrana (drea
= espessura x largura) no momento de ruptura € considerada
a forga de resisténcia & tragdo desse material. O percentual

de alongamento é a distédncia percorrida pelas garras até o©
momento da ruuvu?a pelo comprimento Iinicial da membrana. A
resisténcia a tracido {TS) e percentual de alongamento (E)
das membranas foram de 0,51 % 0,12 MPa e 80,84 % 23,27%,
respectivamente. A pele humana normal, apresenta valores de

T8 de 2,5 & 16 MPa. Os testes foram reallizados sm amestras

)
=
o)

adas e a Agus age comec um plastificante natural
0

polimero, aunentande a sua flexibllidade e,

O

portanto, diminuinde os ssus valeores de TS. O alongamento

das membranas fol adeguado para o objetivoe proposto, wvisto

o
gue a elasticlidade da pele normal humana & de aproximadaments

e ¥a )
! (Y
(0411 Dagta formd, a membrana obtida & partir do progesse

daescorite possul as seguintes caracteristicas: nmembrana de

hidrogel, maleadvel, com uma face den

[63)

a & oultra porosa, ques

5}
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resisténcia & tragdo (T8) e 9percentual da
(B} de 0,51 % 0,12 MPa & 80,84 =+ 23,37%,
ente. N3¢ apresenta toxicidade para as células

{fibreoblastes LSZ29).
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REIVINDICACORS

-

1. Processo de obtencgdo de membrana asgimétrica

caracterizado por compreendsar as seguintes e=tapas:

a. Adlcicnar 1,1 g de KGM para cada 100 nmlL de agua
degtilada;

b. Homogeneizar por agitacio;

¢. Adicionar solucgde 1 mel/L de NaOH a solucio obtida

3

em () até gue a concentraciao final de glucomanana

(

seja 1% e de NaCH seija &,1 mol/L;

2,
=
4]
o
-
It
[
>
o
O
8
W2

da scolucdo obitlida em (o) para cada
cm? do molde uvtilizado;
. Secar a sclucdo contida ne molde até que rasulte

-

em urna membrana com 20-7

[
Pt

5%, preferencialnente 20%,

P

2]

. Congelar a membrana cbtida em (e) por até 24 hy
g. Descongelar a membrana obtida em (f):
h. Lavar com agua destilada até a neutralizacdoe do
PpH; e
i. Obhter as menbranas assimétrica
o, de acorde com & reivindicagda 1, caracterizado
pelo fato de glucomanana ser preferencialmente de konjac.

3. Processo, de acorde com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato da agitagéo (etapa o) ser realizada
preferencialmente a 600 rpm por 4 horas.

4. Processa, de acordo com a reivindicacgdo 1, caracterizado

tu

pelo fato da secagem (etapa e} ocorrer preferencialmente em

, - . . o
estufa a wna temperatura varidvel entre 60 e 7T07C,

a reivindicacéc 1, caracterizado
pelo fato do congelamento (etapa £) ccorrer a uma temperatiura
varidvel entre —6°C e -8°C, preferencialmente -6°C.

6. Processo, de acorde com a reivindicacdo 1, caracterizado
pele fato do descongelamento {(gtapa £} ocorrer  a uma

temparatura variavel entre 20 e 2Z57C.
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7. Membrana assimétrica cavacterizada por ser obtida pelo
processgo descrito nas relvindicacdes de 1 a 6 & zer maleavel,
com uma face densa e outra porosa, atdxica, resisténcia a
tragae (T8) e percentual de alengamente (B de 0,531 £ 0,12
MPa e €0,84 x 23,27%, respectivamente.

8. Membrana assimétrica caracterizada por ser maledvel, com

uma face densa & outra porosa, atdzica, resisténcia a tragio

)

(811

(T8} & percentual de alongamento (E) de 0,31 & 0,12 MPa =
50,84 & 23,27%, respectivamente.
9. Uso da membrans assimétrica descrita na reivindiessagic 7

ou 8 caracterizado por ter aplicagdc na Aarea bilomédics,

o

principalmente na area de medicina regenerativa e engenharia
tecidual, como scaffold para regeneracdo de tecidos, tals

cone pele, cartilaginoso, muscular, entre outros.
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