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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "PARAFUSO
DE IMPLANTE OSSEO, PROCESSO PARA PREPARAGAO DO MESMO E
USO DO ACIDO HIALURONICO".

A presente invencgao refere-se a um dispositive de implante no
osso, particularmente para préotese dentaria e prétese ortopédica na coluna
vertebral, provendo uma ostecintegragao mais rapida do que os dispositivos
da técnica anterior.

Antecedentes da invencéo

O uso de dispositivos de metal permanentemente implantaveis
no tecido do osso é difundide em varios ramos da medicina. Por exemplo, a
cirurgia de implante dentario prové o uso de parafusos, geralmente feitos de
titanio, na mandibula inferior ou ossos do maxilar para artificialmente substi-
tuir as raizes de osso perdidas ou ndo mais funcionais. Na ortopedia, varios
dispositivos para fixagao de fratura, redugao da mobilidade vertebral, cirurgia
da coluna vertebral sdo geralmente implantados no tecido do osso.

Nessas aplicagbes, o dispositivo implantado é firmemente man-
tido no local do implante devido ao crescimento, até o contato direto com o
dispositivo, de tecido no osso recentemente formado. Esse fendmeno, que &
conhecido como a ostecintegracao, tem sido amplamente estudado e des-
crito na literatura técnico-cientifica do setor, particularmente quando se refe-
re & cirurgia de implante no osso por meio de dispositivos de titanio. Contra-
riamente aos outros processos de implantacao de material estranho nos te-
cidos, que acarretam a encapsulagao em um material fibroso, isto e, a inte-
gracao da fibra, o crescimento do tecido no osso diretamente em contato
com o dispositivo oferece um apoio firme, que torna ¢ dispositivo adequado
para suportar as cargas e executar tarefas estruturais.

Embora as disciplinas baseadas na osteointegracao estejam
recentemente tendo grande sucesso e aplicagdes cada vez mais crescentes,
varios problemas ainda permanecem para serem resolvidos. Particularmen-
te, € importante acelerar o processo de osteointegracao tanto quanto possi-
vel, dessa maneira reduzindo o tempo entre a insercac do implante e a car-

ga real sobre ele. Por exemplo, na odontologia, o implante geralmente n&o &
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"carregado”, dessa maneira 0 paciente ndo pode executar a sua fungédo de
mastigagdo por meio desse implante, por um periodo de tempo variando de
1 a 4 meses depois da interveng&o, de modo a permitir a cura do tecido do
0sso e induzir a osteointegragéo. Além do mais, embora 0s 0ssos normal-
mente curem bem com pessoas saudaveis e jovens, a cura é freqlentemen-
te muito lenta com pessoas idosas e com osteoporose, isto &, esses mais
provéveis de necessitar dessas intervengdes e sendo uma porgao significati-
va de pacientes que precisam de operagdes de implante para trauma ou fi-
xagéo da mobilidade espinhal.

Como ¢ geralmente conhecido que as propriedades de superfi-
cie dos dispositivos de implante exercem uma fungdo basica na resposta do
tecido ao implante, um grande nuimero de pesquisas tem sido executado
para melhorar 0 processo de osteointegragdo modificando a superficie dos
dispositivos implantaveis. Um quadro detalhado dessas pesquisas é apre-
sentado no "The bone-biomaterial interface" por Puleo e Nancy, Biomaterials
1999; 20:2311-2321, ou o livro Bone Engineering, Davies, publicado por EM
SQUARED, Toronto, 2000. A partir do estudo desses livros ¢ a 'avaliagéo
dos dispositivos sendo comercializados, é entendido que ¢ aperfeigoamento
das propriedades de superficie é freqlientemente procurado por meio do en-
crespamento de superficie, por exemplo, por meio de jatos de areia, depdsi-
to de puliverizagdo com plasma ou tratamentos com dacidos. O depdsito de
camadas de materiais ceramicos com alta afinidade com o osso, tal como a
hidroxiapatita ou o assim chamado biovidro, também tem sido estudado e
aplicado.

Além desses métodos, surgiu um grande interesse na introdugédo
na superficie dos dispositivos de implante de moléculas biolégicas capazes
de estimular o crescimento do 0sso. Entre as molécutas mais estudadas,
tem sido relatado que o coldgeno, quando imobilizado na superficie de um
parafuso de titanio do implante, pode aumentar a velocidade da osteointe-
gragdo. Peptidios particulares, isto é, pequenos fragmentos moleculares
compondo moléculas proteinicas, que s8o capazes de interagir particular-
mente com células do 0sso, também provaram ser efetivos quando testados
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in vivo. Para essa finalidade, o artigo acima mencionado por Pulec e Nancy
estuda as varias moléculas usadas para a execugdo da modificagéo bioqui-
mica das superficies do implante.

Embora a modificagdo bioquimica das superficies do implante
seja um setor de grande interesse cientifico e especulativo, sua aplicagéo
préatica ainda tem problemas consideraveis. O colageno, por exemplo, tem
problemas de contaminagéo quando ele se origina de fontes animais duvido-
sas (particularmente, colageno bovino) ou rejeicdo devido a possiveis rea-
¢oes de incompatibilidade entre espécies diferentes. Os peptidios acima
mencionados s8o um tanto onerosos e fracamente estdveis de um ponto de
vista quimico, tal que recorrer para os procedimentos tipicos do setor, por
exemplo a esterilizagéo, no tratamento das superficies de implante é dificil-
mente praticavel.

O &cido hialurénico € um glicosaminoglicano difundido em todos
0s tecidos de seres vivos, sem qualquer variagao entre as espécies. Ele tem
caracteristicas bioquimicas e de hidratagdo muito interessantes e por essa
razéo ele é amplamente estudado e usado em vérias especialidades dentro
do campo biomédico. Um resumo completo da aplicagéo do ultimo é apre-
sentado, por exemplo, em alguns trabalhos contendo as minutas das confe-
réncias principais sobre acido hialurénico: "The Biology of Hyaluronan®, D.
Evered e J. Whelan, Eds. Wiley, Chichester, 1989, "The Chemistry, Biology
and Medical Applications of Hyéluronan and its Derivatives", T. C Laurent,
Ed., Portland Press Ltd, Londres, 1998, "Redefining Hyalurchan", G. Aba-
tangelo e P. H. Weigel, (Eds.), Elsevier, Amsterdé, 2000, "Hyaluronan, J. F.
Kennedy, G.O.Pnhillips, P.A. Williams, V. Hascall, Eds., Woddhead Publishing
Limited, 2002.

O &cido hialurénico, como uma molécula na fase homogénea,
exerce uma fungéo ativa no processo de formagéo do 0sso, tal como descri-
to, por exemplo, por Bernard e outros no trabalho acima mencionado "Rede-
fining Hyaluronan", G. Abatangelo e P. M. Weigel, (Eds.), Elsevier, Amsterda,
2000, p. 215.

Por essa razdo, tém sido usados com sucesso os géis com base
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em acido hialurénico embebidos de proteinas morfogenéticas do osso ou
fatores de crescimento, nos testes de estimulagao do 0sso. Aléem do mais, foi
demonstrado que as solugdes de &cido hialurdnico, opcionalmente unidas
com o fdrmaco dexametasona tendo propriedades osteogénicas, exercem
um efeito positivo na especializagéo das células do osso das células estro-
mal da medula, tal como descrito por Zou e outros, Biomaterials, 2004; 5375-
5385, 25.

Entretanto, a potencialidade osteogénica interessante do acido
hialurénico, tanto como um gel quanto em solugédo, ou o acido hialurdnico
presente nos tecidos ndo pode ser imediatamente usado nos dispositivos de
implantagdo de tecido no 0sso como descrito acima. Na realidade, o acido
hialuronico é muito soluvel em solugdes aquosas e seu tempo de permanén-
cia in situ é muito curto. Técnicas quimicas que favorecem a permanéncia do
acido hialurdnico no local do implante, tais como reticulagdo, modificagdo
quimica ou imobilizagdo de superficie, podem alterar a estrutura e a confor-
magéo molecular do acido hialurdnico e afetar negativamente as interacdes
especificas de receptor-ligante, dessa maneira comprometendo o compor-
tamento bioativo da molécula. Na realidade, as propriedades bioativas do
4cido hialurdnico derivam da sua capacidade de interagir com receptores
especificos localizados na parede da célula, tal como CD44 ou RHAMM. Tal
como descrito por J. Lesley e outros, J Biol Chem. 1 de set de 2000;
275(85):26967-75, esse tipo de interagdo é altamente cooperativo e, de mo-
do a ser efetivo, exige a interagdo simu_|ténea de muitas repetigbes do 4acido
hialurdnico com um unico reéeptor. A natureza cooperativa da interagdo im-
plica na mobilidade tipica das moléculas na solugéo, portanto a imobilizagdo
do &cido hialurénico nas superficies do material, tal como descrito por Morra
e Cassinelli, Journal of Biomaterials Science, Edigdo de Polimero, 1999;
10(10):1107-24, leva a superficies que ndo permitem qualquer adesado da
célula devido a incapacidade de estabelecer interagbes especificas sendo
suficientemente fortes. A adesdo reduzida das células ou biomoléculas em
superﬁéies com &cido hialurdénico imobilizado é confirmada em vérios artigos
de literatura cientifica e é usada, como apresentado por Witt e outros, "Hya-
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luronan", J. F. Kennedy, G. O. Phillips, P.A. Williams, V. Hascall, Eds., Wod-
dhead Publishing Limited, 2002, volume 2, p. 27, para reduzir 0s fendmenos
de adesdo subsequentes as operagdes cirdrgicas. A imobilizagdo do 4cido
hialurénico em substratos de metal e dispositivos foi relatada por Pitt e ou-
tros, no artigo : "Attachment of hyaluronan to metallic surfaces", emitido no
Journal of Biomedical Materials Research, vol. 68, p. 95, 2004. De acordo
com o conhecimento geral, tal como descrito acima, no artigo citado as su-
perficies com o &acido hialurénico imobilizado sobre elas séo projetadas co-
mo sendo "biopassivas" ou com fraca adesdo de célula. Os autores do artigo
evidenciam como a fraca ades&o biolégica concedida pela camada de acido
hialurénico imobilizado pode ser usada para prevenir a adesao nédo especifi-
ca; e como, para obter um efeito de bioadeséo especifico, é necessario unir
peptidios de adesdo nessa matriz ndo-adesiva.

Essencialmente, é geralmente reconhecido que as camadas de
acido hialurénico imobilizadas nas superficies sélidas tém caracteristicas de
resisténcia a adesao bioldgica, o que é contrario ao que alguém desejaria
obter por meio da agédo bioativa do acido hialurénico imobilizado nos disposi-
tivos de implantagdo, em que a adesao especifica da célula do implante no
tecido do osso ¢ crucial para a osteointegragéo.

E também reconhecido que o processo de neoformagdo do osso
exige uma etapa de estimulagdo da mineralizag&o pela unido dos ions de
célcio na superficie. Como descrito por Bernard e outros no trabalho acima
_mencio_nado, o 4cido hialurbnico, por natureza, tem um efeito ativo nessa
etapa, dessa maneira significativamente contribuindo para o processo de
calcificaggdo. Os grupos carboxilato do acido hialurénico podem, na realida-
de, formar queiantes ou complexo dos fons de céicio exercendo uma acao
positiva no processo de mineralizagao. Entretanto, a imobilizagdo do acido
hialurénico na superficie dos dispositivos de implante normalmente implica
na unido dos grupos carboxilicos de acido hialurdnico com funcionalidades

aminicas ou de hidroxila presentes no substrato, com a perda consequente, -

‘no acido hialurdnico unido, dos grupos carboxilicos sendo disponiveis para
quelagéo com os fons de célcio. Dessa maneira, a imobilizag¢éo do acido hia-
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lurdnico na superficie desses dispositivos pelos métodos conhecidos néo
leva a qualquer aperfeigoamento no processo de osteointegragéo.

Por outro lado, o presente requerente verificou surpreendente-
mente que o acido hialurbnico imobilizado em parafusos de implante, de a-
cordo com o que é apresentado nas reivindicagdes anexas, tem um efeito
ativo no processo de osteointegragdo in vivo, sem qualquer exigéncia de
imobilizagéo de peptidio adicional, e que as propriedades desses dispositi-
vos sendo implantéveis pelo contato no tecido do osso tendo uma camada
de acido hialurdnico imobilizado de acordo com a invengdo sao definitiva-
mente apereigoadas comparadas com os dispositivos convencionais.
Descrigédo da invengéo

Na sua modalidade mais ampla, a presente invengao refere-se a
um dispositivo de implante no tecido do osso (definido como o "dispositivo
de implante" aqui abaixo), de hatureza de metal ou polimero, uma camada
de acido hialurénico sendo guimicamente unida na sua superficie, tal como
definido na reivindicagéo 1 anexa. Nenhuma limitagéo foi estabelecida quan-
toa fo'rma ou natureza do dispositivo, com a condi¢gao que ele seja destinado
a aplicagbes provendo o crescimento do tecido do 0sso em contato com ele
ou, de forma geral, a estimulagdo do crescimento do tecido do osso.

Em uma modalidade particularmente vantajosa dessa invengao,
o dispositivo consiste em um parafuso de implante dentario, de preferéncia
feito‘de'titénio ou ligas do mesmo, ou um parafuso, de preferéncia feito de
titanio ou ligas do mesmo, para fixag&o na espinha ou esqueleto, ou de um
disco interve'rteb'ral, de preféréncia feito de titanio, ligas do mesmo ou ligas
de cobalto-cromo ou ligas de metal geralmente usadas com essas aplica-
¢des, ou uma gaiola, de preferéncia feita de titanio ou ligas do mesmo.

Uma camada fina de 4cido hialurénico, dée preferéncia de 0,5 a
10000 nm, mais preferivelmente 1 a 1000 nm, ainda mais preferivelmente
1,5 a 100 nm, é imobilizada na superficie dessas ligas.

O processo de imobilizagdo do 4cido hialurdnico em um disposi-
tivo de implante de acordo com a inveng¢éo prové a introducéo de grupos
funcionais amina na superficie do dispositivo e a ligagdo conseqlente do
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acido hialurbnico nos ditos grupos amina por meio da funcionalizagdo dos
grupos hidroxila do 4cido hialurénico. O &cido hialurénico é, na realidade, um
mucopolissacarideo de um peso molecular compreendido entre 50.000 e
8.000.000, em que estéo presentes repeticdes da formula:

QOH CHZOH coC

NHCOCHg CH OH

contendo grupos aicool primario que podem ser faciimente funcionalizados.

Dessa maneira, um objetivo da presente invengao é um disposi-
tivo de implante compreendendo uma cobertura de substrato tendo grupos
amina, em que o acido hialurbénico é unido no dito substrato pela funcionali-
zagao dos grupos hidroxila do dito acido hialurénico.

O substrato contendo 0s grupos amina pode ser acomodado na
superficie do dispositivo de implante de acordo com os métodos amplamente
conhecidos no campo. A técnica provendo a introdugéo do substrato tendo
grupos funcionais amina na superficie do dispositivo de implante por meio do
depoésito de plasma de moléculas contendo grupos amina é particularmente
vantajosa. Exemplos tipicos de moléculas sendo usados para a finalidade
sao alilamina, alquilamina tal como hexil- ou heptil-amina e, geralmente, as
moléculas organicas com funcionalidade de amina tendo as caracteristicas
requeridas de volatilidade na fase do plasma. O depésito do plasma da ami-
na é executado nas condigbes seguintes: pressdo compreendida entre 80 e
300 mTorr, poténcia de entrada compreendida entre 5 e 200 W, tempo de
depdsito compreendido entre 1 ms e 300 s. O depdsito do plasma pode tam-
bém acontecer em condigdes de plasma pulsado, com ciclos de plasma ativo
e inativo compreend'idos entre 1 e 100 ms,'para minimizar a fragmentagéo
molecular € manter a maior densidade possivel dos grupos amina. O trata-
mento do depdsito de plasma da amina pode ser precedido bor outros trata-
mentos por plasma, por exemplo, ar ou plasma de oxigénio para limpar a
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superficie e aumentar a adesao no substrato.

O &cido hialurénico pode ser unido na camada de amina por $o-
lugdo solvente aquosa ou adequada tal como dimetilsulféxido ou mistura
desse com agua, dimetilformamida ou mistura dessa com agua, N-metil pir-
rolidona ou mistura dessa com agua, pelos métodos conhecidos na técnica
para a funcionalizagao dos grupos hidroxila e particularmente para a substi-
tuicao de um grupo de hidroxila com uma ligag¢éo do tipo de amina:

" lal~ OH + Sub-NH -> R-NH-R’
em que lal é o residuo do acido hialurénico e Sub é o residuo do substrato
tendo funcionalidades de amina. Po que foi declarado acima, é entendido
que o processo da invengéo pode prover a funcionalizagao de todos 0s gru-
pos de hidroxila reativos do acido hialurdnico bem como somente alguns
deles, de acordo com a reagao sendo utilizada e as condigdes de reagéo
sendo aplicadas de caso a caso. Entretanto, & necessario e suficiente que a
reagdo de funciohalizagéo dos grupos hidroxila do &cido hialurdnico leve &
formagéo de uma camada de &cido hialurdnico sendo unida com uma cober-

" tura fracionaria, isto é, a por¢ao de superficie coberta pelo acido hialurénico,

maior do que 0,6, quando avaliado por meio da espectroscopia fotoeletronica
de raio X, conhecida pelo acrénimo XPS ou ESCA. O método de teste é rela-
tado no artigo por Marco Morra e Clara Cassinelli: "Simple model for the XPS
analysis of polysaccharide-cdated surfaces", emitido na revista Surface and -
Interface Analysis, 26, 742-746 (1998).

A reagéo de funcionalizagdo dos grupos hidroxila do acido hialu-
rénico com a amina do Asubstrato pode ser executada de acordo com varios
métodos conhecidos para aqueles versados na técnica, tais como os seguin-
tes (sendo listados por meio de exemplos nao-exaustivos):

- ativagdo do grupo hidroxila pela formagéo de mesilatos, tosila-
tos ou grupos de saida similares, por exemplo, pela reagéo do &cido hialurd-
nico com cloreto de mesila ou tosila, € a reagdo subseqgliente dos grupos de
hidroxila ativados com a amina;

- substituigdo do grupo hidroxila com um halo, tal como cloro,
bromo ou iodo, por exemplo, pela reagao do acido hialurénico com cloreto de
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tionila ou tetrabrometo de carbono e trifenilfosfina € uma reagao subseqlien-
te do acido hialurénico halogenado com a amina;

- reag@o Mitsunobu do acido hialurdnico com amina, na presen-
¢a de dietilazadicarboxilato e trifenilfosfina;

- oxidagao dos grupos hidroxila primarios para aldeidos e amina-
¢ao redutora subseqente.

Entre os métodos citados acima, a trajetdria sintética provendo a
oxidacdo dos grupos hidroxila do acido hialurdnico para aldeido e a amina-
¢ao redutora subseqliente do assim formado aldeido deve ser preferida.

A reagdo de oxidag&o do grupo alcool primério para aldeido po-
de ser executada usando qualquer agente de oxidagédo seletivo de um grupo
alcool, tal como trioxido de cromo ou periodato de sédio ou potdssio. Perio-
dato de sédio é o reagente preferido nessa reagéo.

Os grupos aldeido assim formados reagem com os grupos ami-
na da alquil- ou alil-amina pela aminagdo redutora na presenga de um agen-
te de redugdo adequado, tal como por meio de exemplo nao-limitador: hidro-
génio na presenga de um catalisador adequado tal como niquel Raney ou
PtO,; aluminio, amalgama de aluminio ou Al/HgCl,; boranos tais como de-
caborano; cianoboroidreto de sédio ou um boroidreto imobilizado na resina
para sintese da fase sdlida, tal como MP-cianoboroidreto, MP-
triacetoxiboroidreto na presenga de um purificador adequado tal como por
exemplo PS-isocianato, PS-benzaldeido ou MP-TsOH.

Um reagente preferido para a aminagéo redutora é cianoboroi-
dreto de sédio.

As condig¢des de reagdo utilizadas para a oxidagédo do grupo hi-
droxila para aldeido e para a aminagéo redutora do aldeido sdo essas nor-
malmente utilizadas nesses tipos de reagdo, tais como exemplificados na
se¢ao experimental abaixo.

A vantagem de funcionalizar os grupos hidroxila do acido hialu-
ronico ao invés dos grupos carboxila é que esse método permite deixar os
grupos carboxila totalmente disponiveis para a interagdo com os ions de cél-
cio, dessa maneira maximizando a atividade do 4cido hialurdnico da estimu-
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lagéo da mineralizagao do 0ss0.

De acordo com uma modalidade preferida da invengéo, além da
camada de d4cido hialurdnico unida, o dispositivo de implante pode compre-
ender farmacos liberaveis ou agentes bioativos que sdo capazes de estimu-
lar o crescimento do tecido do 0sso. Nessa modalidade, o dispositivo sera
em primeiro lugar revestido, de preferéncia, com um polimero ou camada de
ceramica que é capaz de abranger, absorver ou adsorver ao farmaco ou in-
grediente bicativo, em cuja camada o 4cido hialurénico sera entdo imobiliza-
do de acordo com as técnicas descritas acima.

Entre os farmacos ou principios bioativos sendo utilizados de
acordo com a presente invengdo, particularmente favorecidos séo esses e-
xercendo uma fungdo como estimuladores de crescimento do osso. Entre
eles, o fdrmaco dexametasona, o fosfato de dexametasona ou forma solivel
do acetato do mesmo, a vitamina D nas suas varias formas, fatores de cres-
cimento, a familia de proteinas conhecidas como as proteinas morfogenéti-
cas do 0sso, moléculas do tipo polissacarideo tais como eparina, sulfato de
condroitina e acido hialurdénico sao particularmente preferidas.

Além da auséncia da toxicidade inerente, ndo existe limite qui-
mico quanto & natureza da camada englobando o farmaco ou ingrediente
bioativo, a sua composi¢éo pode ser adaptada as caracteristicas do farmaco
ou principio bioativo e a liberagéo cinética desejada. Exemplos ndo exausti-
vos s&o polimeros de silicone, olefina, tipo acrilico tat como polimetildissilo-
Xano, polimetilmetacrilato de polibutadieno, polietiimetacrilato, polibutilmeta-

‘crilato, poliuretanos, polimeros fluorados, poliésteres, acrilatos hidrofilicos

tais como polihidroxietiimetacrilato ou polihidroxibutiimetacrilato; a camada
de ceramica opcional pode consistir em ceramicas inertes com base em a-
lumina ou silicato ou silico-aluminato, ou ceramicas bioativas tais como fos-
fatos de calcio ou hidroxiapatita. Essa camada pode ser na forma compacta
ou porosa, de acordo com o que € exigido pelo controle cinético da libera- -
¢&0. |

As camadas de polimero ou ceramica podem ser depositadas de
acordo com as técnicas convencionais, por imerséo, pulverizagéo, tanto por
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pistola de pulverizagdo convencional quanto pulverizagdo ultra-sénica, pelo
depdsito da fase de vapor ou plasma. No caso das camadas de ceramica, a
técnica de sol-gel pode também ser usada.

O farmaco ou o ingrediente ativo sera depositado, englobado,
absorvido ou adsorvido na camada de suporte de acordo com técnicas con-
vencionais, tais como pulverizagéo de solugdes comuns, suspensdes, emul-
sdes ou por processos comuns de imersdo em solugdo, suspensdes, emul-
soes. ‘

Dentro do espirito da presente inveng¢do, a camada englobando
o farmaco ou o ingrediente ativo sera, por sua vez, modificada pelo deposito
de um substrato transportando grupos amina e ligagao covalente subse-
quente do &cido hialurénico no dito substrato, de acordo com o esquema
descrito acima. Por exemplo, depois de ter aplicada a camada englobando o
farmaco ou ingrediente ativo, é executado um processo de depdsito do
plasma de alilamina ou alquilamina, &cido hialurénico na solugdo aquosa
sendo.entdo ligada nele. A liberagdo opcional e a perda do farmaco nessa
etapa serdo equilibradas por uma overdose medida inicial, englobando um
excesso de farmaco ou ingrediente bioativo na matriz de polimero ou ceré-
mica. Esse excesso serd geralmente até 30% da quantidade estequiométri-
ca, mais preferivelmente até 10% da quantidade estequiométrica.

Como sera entendido a partir dos testes experimentais relatados
aqui abaixo, foi verificado surpreendentemente que, contrério ao que teria
sido esperado de acordo com os dados de literatura, o acido hialurénico i-
mobilizado em um dispositivo de implante implantado no osso executa uma
acdo osteointegrativa marcante. Portanto, € um objetivo adicional da presen-
te invengdo usar o acido hialurnico para preparar um dispositivo de implan-
te em contato com o 0sso, em que o dito acido hialurénico é imobilizado na
superficie do dito dispositivo de implante, tal como o agente de estimulagdo
da osteointegragéo.

SECAQ EXPERIMENTAL

Exemplo 1
Amostras de titdnio com uma camada de acido hialurénico imo-
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bilizado

Trés amostras de titdnio a 99,7% (Sigma-Aldrich), na forma de
guadrados de 1 cm de lado, sdo submetidas a um processo de depdsito com
plasma de alilamina, pelo uso de um reator Gambetti Kenologia para o tra-
tamento com plasma. Particularmente, o processo de depésito € executado
pelo plasma pulsado, usando ciclos de 10 ms, na pressdo de 100 mTorr. A
poténcia de entrada é 50 W, o tempo de tratamento é 30 s. No fim do trata-
mento, O parafuso' € imerso em uma solugdo de &cido hialurénico pré-
tratada, em 0,5% de concentragdo de agua. O acido hialurénico é fabricado
por Lifecore Biomedical, Chaska, Minnesota, USA e é identificado pelo lote
n? B22157. A solugéo aquosa do acido hialurdnico tinha sido pré-tratada por
16 horas em tampédo de fosfato com periodato de sédio (16 mg/100 cm®) e
fnisturada, com a reagdo, com um volume igual de tampéo acético contendo

1 mg/cm® de cianoboroidreto de sédio. As amostras sdo mantidas na solu-

¢ao durante a noite, a seguir lavadas com agua e secas sob uma capela de
fluxo laminar.

Exemplo
Avaliacéo da ndo-adesividade da célula das amostras

As trés amostras do exemplo 1, junto com trés amostras simi-
larmente dimensionadas de titanio ndo modificado sdo submetidas a testes
de adesdo de célula com células do tipo osteoblasticas (MG-63), sendo su- -
pridas por Brescia Institute de Zooprophylaxis. As células, sendo cultivadas
de acordo com os métodos tradicionais, sdo semeadas em duas amostras
modificadas com acido hialurdnico e dois controles consistindo de titdnio nao
modificado. Depois de uma cultura de 3 dias, as amostras séo delicadamen-
te lavadas com tampao de fosfato, as células aderidas sdao removidas com
tripsina e contadas com um hemocitdmetro. Os resultados seguintes séo
obtidos:

Amostra N2 de células (desvio médio e padrao)
Controle 3,4x10%+1,1x10°
Revestida com HA 1,1x10°+£0,8 x 10°

QOs dados confirmam a redugéo consideravel do nimero de célu-
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las presentes na superficie sendo modificada pelo acido hialurénico, de a-
cordo com os dados de literatura sendo citados acima.

Exemplo 3
Parafusos de titdnio com camada de acido hialurdnico imobilizado

O experimento do exemplo 1 é repetido em um parafuso de im-
plante de titanio fabricado por Agliati s.r.l. O parafuso é testado pela espec-
troscopia fotoeletronica de raios X (XPS), uma técnica de teste de superficie
capaz de prover a composigdo quimica de uma camada de superficie do
material até aproximadamente 8 nm de profundidade. Os resultados seguin-
tes séo obtidos (os dados sdo expressos em % atdmica):

C 0O N Outros < 1%
70,5 18,1 10,1 Si, S, P

A estequiometria observada, particularmente a presenc¢a de ni-
trogénio e as razdes de C/O e C/N, é consistente com a presenga de uma
camada de superficie fina do &cido hialurénico, tal como esperado pela tipo-
logia da reagao de ligagdo e de acordo com os dados de literatura.

Exemplo 4

Confirmacgao in vivo das caracteristicas de osteointegracdo aperfeicoadas
Para avaliar as caracteristicas in vivo dos dispositivos implanta-

veis de titanio obtidos de acordo com a invengdo, varios testes em coethos
sao executados. Particularmente, parafusos de 2 mm de didmetro e 10 mm
de comprimento s&o implantados no 0sso cortical do disfise femorat de 10
coelhos adultos, para um total de 10 parafusos revestidos e 10 controles néo
revestidos. Os animais sa@o sacrificados depois de quatro semanas e os fé-
mures sao preparados para exame histoldgico e testes mecénicos. Particu-
larmente, os pardmetros medidos sao:

- 0 indice de afinidade, isto é, a razdo de comprimento do osso
diretamente oposto & interface, sem a intervengdo do tecido fibroso, e o
comprimento total da interface, multiplicado por 100.

- 0 crescimento do 0sso, isto €, a razdo de porcentagem da area
cheia com 0sso e a area total envolvida entre o parafuso e os vértices de um
pinaculo, tal como observado na se¢éo de exame histoldgico.
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Além do mais, por meio de uma maquina de teste de retirada, a
forca maxima requerida para extrair o parafuso do 0sso é medida (forga de

retirada).
Os resultados seguintes sdo obtidos:
Parametro Parafuso
Néo- Revestido com acido
revestido hialurénico
indice de afini- Desvio médio 55,0 69,7
dade (%)
Padréo 52 2,9
(Min-Max) (42,7 — 66,9) (62,3 - 80,3)
crescimento do  Desvio SEM 84,5 91,0
0850 (%) medio
Padrdo 3,3 0,7
(Min-Max) (70,1 — 88,8) (89,7 — 93,7)
forga de retirada  Desvio médio 185,3 232,2
(N)
Padrao 10,7 18,4
(Min-Max) (130,6 - (197,3 — 299,5)
185,6)
5 Ambos os dados histomorfométricos e os testes mecanicos ‘indi-

cam claramente que os parafusos revestidos com o &cido hialurénico, im-
plantado no osso, ndo exercem o efeito biopassivo e antiadesivo como teria
sido esperado de acordo com o conhecimento atual sobre &cido hialurénico
imobilizado, mas eles definitivamente melhoraram, de maneira surpreenden-

10 te, as caracteristicas de ostebintegragéo comparadas com os parafusos néo-
revestidos.

Exemplo 5
Parafuso de titanio com uma camada para liberacéo de farmaco e imobiliza-

céo do acido hialurénico sobre ele ‘
15 Varios parafusos de titdnio sdo inicialmente submetidos a um

processo de depbsito com plasma de propeno, pelo uso do reator descrito
no exemplo 1. Subseqiientemente, os parafusos sdo revestidos com uma
camada de polimero fina e com dexametasona, usando uma pistola de pul-
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verizacao (Conrad-Bartoli), carregada com a seguinte solugao:

0,5% de polibutiimetacrilato e 0,1% de dexametasona (ambos
supridos por Sigma Aldrich) em uma mistura de 50-50 de acetona e alcool
metilico.

Os parafusos assim obtidos sdo submetidos ao processo descri-
to nos exemplos 1 e 3, dessa maneira provendo um parafuso de titdnio com-
binando as caracteristicas de liberagdo de um farmaco de estimulagdo de
crescimento do osso e tendo uma superficie bioativa revestida com &cido
hialurénico.

Exemplo 6

Liberacdo de dexametasona de um dispositivo de tithnio com uma camada
imobilizada de &cido hialurénico

Um parafuso obtido tal como descrito no exemplo 5 é mergulha-
do em 2 cm® de solugdo salina e mantido em uma incubadora em 37°C. Em
dados momentos, a solugéo é retirada e o espectro de absorvéncia de UV-
Vis é medido em 242,4 nm, que é o comprimento de onda de absorvéncia

méaximo da dexametasona. A curva de liberagéo € obtida como uma fungéo

" do tempo, como mostrado na figura 1.

O dispositivo de implante no tecido do 0sso assim obtido é entéo
capaz de reunir a liberagao de um farmaco afetando o processo de formagéao
do 0ss0 na bioatividade da superficie revestida com &cido hialurénico sendo
descrita acima. -

Entre as variagdes possiveis que podem ser providas para o
dispositivo de implante sem se afastar do escopo da presente invengéo, e-
xistem dispositivos de implante feitos de materiais diferentes de titénio, suas
ligas ou cobalto-cromo, tais como por exemplo ago inoxidavel comum. Isso é
permitido pelo efeito ostecintegrador particular obtido com os dispositivos da
presente invengao.
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REIVINDICAGOES

1. Parafuso de implante ésseo de uma natureza de metal ou po-
limero, caracterizado pelo fato de que compreende uma cobertura de um
substrato tendo grupos amina, e uma camada de acido hialurénico, onde o
acido hialurénico é unido no dito substrato pela funcionalizagdo dos grupos
hidroxila do dito acido hialurdnico.

2. Parafuso de implante 6sseo de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que o dito parafuso é um parafuso de implante
dentario ou um parafuso de fixagao na espinha ou esqueleto..

3. Parafuso de implante ésseo de acordo com a reivindicagao 2,
caracterizado pelo fato de que os ditos parafusos sao feitos de titanio ou li-
gas dos mesmos.

4. Parafuso de implante 6sseo de acordo com a reivindicagéao 1,
caracterizado pelo fato de que o dito substrato tendo grupos amina compre-
ende unidades de alilamina ou de alquilamina, de preferéncia selecionadas
de hexil- ou heptil-amina.

5. Parafuso de implante 6sseo de acordo com a reivindicagéo 1
ou 4, caracterizado pelo fato de que a camada do dito acido hialurdnico tem
uma espessura compreendida entre 0,5 e 10000 nm.

6. Parafuso de implante ésseo de acordo com a reivindicagéo 1
ou 4, caracterizado pelo fato de que a camada do dito acido hialurdnico tem
uma espessura compreendida entre 1 e 1000 nm.

7. Parafuso de implante ésseo de acordo com a reivindicagéo 1
ou 4, caracterizado pelo fato de que a camada do dito acido hialurénico tem
uma espessura compreendida entre 1,5 e 100 nm.

8. Parafuso de implante 6sseo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que a camada do dito acido
hialurénico tem uma cobertura fracionaria maior do que 0,6, avaliada por
meio da técnica de espectroscopia fotoeletronica de raios X.

9. Parafuso de implante ésseo de acordo com qualquer uma das
reivindicagcbes 1 a 8, caracterizado pelo fato de que o dito parafuso também

compreende farmacos liberaveis ou agentes bioativos que sao capazes de



10

15

20

25

30

estimular o crescimento do tecido no osso.

10. Parafuso de implante 6sseo de acordo com a reivindicagao
9, caracterizado pelo fato de que os ditos farmacos ou agentes bioativos sao
englobados, adsorvidos ou absorvidos em uma camada biodegradavel ou
solavel em agua.

11. Parafuso de implante 6sseo de acordo com a reivindicagéao
10, caracterizado pelo fato de que a dita camada biodegradavel é feita de
acido hialurénico, acido hialurénico reticulado ou derivados de acido hialurd-
nico, tais como ésteres de acido hialurdnico totais.

12. Parafuso de implante 6sseo de acordo com a reivindicagao
9, caracterizado pelo fato de que os referidos farmacos ou agentes bioativos
séo englobados, absorvidos ou adsorvidos em uma camada de polimero ou
ceramica.

13. Parafuso de implante ésseo de acordo com a reivindicagao
12, caracterizado pelo fato de que o dito substrato no qual o acido hialuréni-
co é imobilizado é depositado na dita camada de polimero ou ceramica na
qual o dito farmaco ou ingrediente bioativo é englobado, absorvido ou adsor-
vido.

14. Parafuso de implante 6sseo de acordo com a reivindicagéao
9, caracterizado pelo fato de que o dito farmaco ou farmaco bioativo é sele-
cionado de dexametasona, o fosfato de dexametasona ou formas soluveis
de acetato do mesmo, a vitamina D nas suas varias formas, fatores de cres-
cimento, a familia de proteinas conhecidas como as proteinas morfogenéti-
cas do osso, moléculas do tipo polissacarideo tais como heparina, sulfato de
condroitina e acido hialurdnico.

15. Parafuso de implante 6sseo de acordo com a reivindicagéo
12, caracterizado pelo fato de que o dito substrato de polimero compreende
polimeros de silicone, do tipo de olefina ou acrilico, que séo preferivelmente
selecionados de polimetildissiloxano, polibutadieno, polimetiimetacrilato, po-
lietiimetacrilato, polibutiimetacrilato, poliuretanos, polimeros fluorados, poli-
ésteres, poliacrilatos hidrofilicos preferivelmente selecionados de polihidroxi-

etilmetacrilato ou polihidroxibutiimetacrilato.
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16. Parafuso de implante ésseo de acordo com a reivindicagao
12, caracterizado pelo fato de que a dita camada de ceramica compreende
ceramicas inertes com base em alumina, silicato ou silico-aluminato ou ce-
ramicas bioativas tais como fosfatos de calcio ou hidroxiapatita.

17. Parafuso de implante 6sseo de acordo com a reivindicagao
16, caracterizado pelo fato de que a dita camada de ceramica esta na forma
compacta ou porosa.

18. Processo para a preparagdao de um parafuso de implante
6sseo como definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 17, caracteri-
zado pelo fato de que compreende as etapas de:

- prover um parafuso de implante 6sseo de metal ou polimero;

- revestir a superficie do dito parafuso de implante ésseo com
um substrato tendo grupos amina;

- unir o acido hialurénico nos grupos amina do dito substrato pe-
la funcionalizagéo dos grupos hidroxila do dito &cido hialurdnico.

19. Processo de acordo com a reivindicagdao 18, caracterizado
pelo fato de que a dita etapa de revestir a superficie do dito parafuso de im-
plante 6sseo com um substrato tendo grupos amina compreende as etapas
de:

- selecionar uma amina tendo caracteristicas de volatilidade na
fase do plasma;

- depositar a dita amina na fase do plasma na superficie do dito
parafuso de implante ésseo tal como para criar uma camada de substrato
contendo grupos amina que podem ser funcionalizados.

20. Processo de acordo com a reivindicagdo 18, caracterizado
pelo fato de que o dito depdsito com plasma da amina é executado nas con-
dicdes seguintes: pressdao compreendida entre 80 e 300 mTorr, poténcia de
entrada compreendida entre 5 e 200 W, tempo de depdsito compreendido
entre 1 ms e 300 s.

21. Processo de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizado
pelo fato de que o dito depdsito com plasma da amina é executado em con-

dicées de plasma pulsado, com ciclos de plasma ativo e inativo compreendi-
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dos entre 1 e 100 ms.

22. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
18 a 21, caracterizado pelo fato de que o dito tratamento de depdsito com
plasma da amina é precedido pelo tratamento com ar ou plasma de oxigénio
para limpar a superficie e aumentar a adesao no substrato.

23. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
18 a 22, caracterizado pelo fato de que a dita amina é selecionada de alila-
mina, hexilamina e heptilamina.

24. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
18 a 23, caracterizado pelo fato de que a dita etapa de ligar o acido hialurd-
nico nos grupos amina do dito substrato pela funcionalizagdo dos grupos
hidroxila do dito acido hialurénico compreende as etapas de:

- seletivamente oxidar grupos alcool acido hialurénico nos gru-
pos aldeido;

- unir os ditos grupos aldeido do acido hialurénico nos ditos gru-
pos amina do substrato pela aminacgao redutora.

25. Processo de acordo com a reivindicagao 24, caracterizado
pelo fato de que a dita etapa de oxidagao seletiva dos grupos hidroxila nos
grupos aldeido é executada na presencga de periodato de sédio.

26. Processo de acordo com a reivindicagao 24 ou 25, caracteri-
zado pelo fato de que a dita reacdo de aminagao redutora é executada na
presencga de cianoboroidreto de sdodio.

27. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagcoes
24 a 26, caracterizado pelo fato de que o dito acido hialurénico é unido por
uma solugdo aquosa ou solucdo de solvente adequada tal como dimetilsul-
féxido ou misturas desse com agua, dimetilformamida ou mistura dessa com
agua, N-metil pirrolidona ou misturas dessa com agua.

28. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
18 a 27, caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

- prover um parafuso de implante dsseo de metal ou de polime-
ro;

- revestir a superficie do dito parafuso de implante ésseo com
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uma camada de polimero ou de ceramica;

- englobar, absorver ou adsorver na dita camada de polimero ou
de ceramica, um farmaco liberavel ou ingrediente bioativo que é capaz de
estimular o crescimento do tecido no 0sso;

- depositar um substrato tendo grupos amina na dita camada de
polimero ou de ceramica na qual o dito farmaco ou composto bioativo é en-
globado, absorvido ou adsorvido;

- unir o &cido hialurénico nos grupos amina do dito substrato pe-
la funcionalizagéo dos grupos hidroxila do dito &cido hialurdnico.

29. Processo de acordo com a reivindicagao 28, caracterizado
pelo fato de que a dita etapa de revestir a superficie do dito parafuso de im-
plante 6sseo com uma camada de polimero ou de ceramica é executada por
imersao, pulverizagéao por ambas pistola de pulverizagao convencional e pul-
verizagao ultra-sonica, depdsito da fase de vapor ou plasma, ou, no caso de
camadas de ceramica, de acordo com a técnica de sol-gel.

30. Processo de acordo com a reivindicagcéao 28 ou 29, caracteri-
zado pelo fato de que o dito farmaco ou principio bioativo é englobado, ab-
sorvido ou adsorvido na dita camada de polimero ou de ceramica pela pulve-
rizacao de solugbes comuns, suspensoes, emulsées ou por meio de proces-
sos de imersdo em solugées comuns, suspensdes, emulsdes.

31. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
28 a 30, caracterizado pelo fato de que a dita etapa de englobar, absorver ou
adsorver um farmaco ou ingrediente bioativo na dita camada de polimero ou
de ceramica é executada na presenca de um excesso de farmaco ou ingre-
diente bioativo até 30% da quantidade estequiométrica, de preferéncia até
10% da quantidade estequiométrica.

32. Parafuso de implante ésseo de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 17, caracterizado pelo fato de que é obtenivel por
meio do processo como definido em qualquer uma das reivindicagdes 18 a
31.

33. Uso do acido hialurdnico para a preparagdao de um parafuso

de implante dsseo capaz de estimular a osteointegracéo, caracterizado pelo



fato de que o dito acido hialurénico é imobilizado no dito parafuso de implan-
te 6sseo pela funcionalizagdo dos grupos hidroxila do dito acido hialurénico,
e unindo o dito acido hialurdnico funcionalizado aos grupos amina de um
substrato depositado na superficie do dito parafuso.

34. Uso de acordo com a reivindicagdo 33, caracterizado pelo
fato de que o dito parafuso é como definido em qualquer uma das reivindica-

coes 1 a 17.
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RESUMO
Patente de Invencéao: "PARAFUSO DE IMPLANTE OSSEO, PROCESSO
PARA PREPARAGAO DO MESMO E USO DO ACIDO HIALURONICO".

A presente invencgao refere-se a um dispositivo de implante no
0ss0, particularmente para prétese dentaria e ortopédica na coluna vertebral,
tendo uma osteointegragdo mais rapida comparada com os dispositivos da
técnica anterior. Particularmente, a presente invengao refere-se a um dispo-
sitivo de implante, de natureza de metal ou polimero, uma camada de acido
hialurénico sendo quimicamente unida na sua superficie, para uso em apli-
cagdes em contato com 0 0sso, com atividade de estimulagao de crescimen-

to do tecido no osso, bem como um processo para a preparagao do mesmo.
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