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(57) Resumo: COMPOSICAO VITREA, FIBRAS
E TECIDOS VITREOS BIOATIVOS E ARTIGOS.
E descrita uma composic&o vitrea conforme a
Tabela Elemento Quantidade em % peso SiO2
43-52 Na20 4-9,5 K20 20,5-32 MgO 0,5-2,5
CaO 15-20 Au 0,1-3,5 Ag 0,1-3,5 B203 1,5-4
P205 1-6 ZnO 0,1-3,5 SrO 0,1-3,5 Fibras vitreas
continuas séo obtidas por downdrawing da dita
composicao fundida, com comprimento desde
milimetros até quildmetros, e diametros entre 2 ?
m e 3 mm. As fibras s&o recobertas por
colageno e formam tecidos vitreos, Os tecidos
formam artigos com varias aplicacdesmédicas.
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COMPOSIGAO VITREA, FIBRAS E TECIDOS ViTREQS BIOATIVOS E
ARTIGOS '
CAMPO DA INVENGAO |

A presente invengao pertence ao campo das composicdes vitreas
e dos tecidos bioativos que se podem obter a partir dessas composicdes,
mais especificamente, a uma composicao para obtengéo de tecido vitreo
altamente bioativo e a artigos para aplicagbes médicas e odontologicas
fabricados com o tecido vitreo.

FUNDAMENTOS DA INVENGAO

Durante as ultimas décadas, pesquisadores e profissionais da
saude vém buscando um material que possa ser aplicado como um
enxerto aloplastico que, além de se integrar aos tecidos. que ele pretende
substituir, também induza a regeneracéao do tecido danificado e sejam
reabsorvidos na mesma taxa com que o0 novo tecido e formado, estes
materiais sdo recentemente classificados como biomateriais de terceira
geracao.

Os materiais ceramicos vém se destacando nesse campo de
aplicacéo biolégica e tém sido amplamente estudados devido a sua alta
biocompatibilidade e propriedades osteocondutivas. |

Atualmente, existe uma grande diversidade de materiais vitreos ou
ceramicos bioativos ou biocompativeis, tais como ceramicas
odontolégicas, enxertos 6sseos granulados ou em forma de scaffolds
para substituicdo 6ssea, etc. Suas aplicagdes clinicas incluem reparagéo
de tecidos duros como ossos, dentes e eventualmente, tecidos moles,
vide Hench, L. L.; Wilson, J. An Introduction to Bioceramics. Advanced
Series in Ceramics. Singapore: World Scientific Publishiﬁg Publishing Co.
Pte. Ltd., 1993.

Dentre os materiais mais comumente utilizados para as aplicagdes
citadas, os vidros bioativos tém se tornado cada vez mais requisitados,
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pois possuem maior bioatividade e, portanto, sdo vantajosos quando
comparados a outros materiais aplicados como enxertos sintéticos
(também conhecidos como enxertos aloplasticos). '

Estes vidros fazem parte de uma classe de biomateriais baseados
em compostos vitreos de silicatos, conforme o artigo por Cerruti, M. G;
et al.,. An analytical model for the dissolution of different particle size
samples of Bioglass in TRIS-buffered solution. Biomaterials, v. 26, p.
4903-4911, 2005, que possuem excelentes propriedades
osteocondutivas e bioativas, vide a respeito o artigo por Oonishi et al.,
Particulate bioglass compared with hydroxyapatite as a bone graft
substitute. Clin Orthop Relat Res, p. 316-325, 1997. Eles foram
desenvolvidos por Hench, L. L. e colaboradores no inicio da década de
1970, conforme citagcao acima e, desde entao, o comportamento desses
materiais e diversas possiveis composicdes bioativas vem sendo
estudados. | ‘

No entanto, para aplicagdes in vivo, este material tem se limitado a
pequenas pegas monoliticas, a forma particulada ou scaffolds rigidos, o
que impossibilita sua utilizagdo em todos os casos clinicos, ja que a
escolha do enxerto 6sseo a ser utilizado depende de muitos fatores como
tamanho do defeito, nimero de paredes circundantes, etc. Isto acontece, -
pois a vasta maioria das composicées vitreas bioativas desenvolvidas até
entdo tém uma altissima tendéncia a cristalizacdo e com isso, um
processamento que utilize tratamentos térmicos é inviavel. Portanto, o
desenvolvimento de novas composicdes vitreas que sao capazes de
passar por taxas de aquecimento/resfriamento sem’ perderem sua
caracteristica vitrea e suas propriedades bioativas é extremamente
recente e importante.

Com estes diferentes processamentos € possivel a obtencéo de
fibras, que podem dar origem a malhas, tecidos, scaffolds ou curativos



10

15

20

25

3/24

bioativos. E isso representa um avango bastante promissor para os
materiais aloplasticos, pois alarga ainda mais o espectro de utilizagdo
dos vidros bioativos e possibilita seu uso em casos que necessitem de
um ou mais tipos de material osteocondutor e/ou osteoindutor.

O desenvolvimento de fibras e tecidos a partir deste tipo de
biomaterial possibilitaria a criagdo de enxertos extremamente reativos
com os fluidos corpéreos, de mais facil manipulacao, ajuste a loja 6ssea
e de boas propriedades mecanicas.

Os vidros bioativos podem encontrar um campo de aplicacao
bastante vasto quando apresentados como fibras, malhas e tecidos. Este
tipo de conformacao poderia ter seu uso principal como enxerto sintético
(aloplastico) com o intuito de atuar como um guia para a neoformagao
dos tecidos moles e/ou duros. |

Na odontologia, por exemplo, estes tecidos de fibra vitrea podem
ser utilizados como reforgos em cirurgias periodontais, procedimentos
cirurgicos de aumento do volume 6sseo do rebordo alveolar para
cirurgias periodontais, procedimentos cirurgicos de aumento do volume
6sseo do rebordo alveolar para possibilitar a reabilitacao com implantes,
cirurgias dos seios maxilares etc.; e na medicina estes tecidos poderiam
ser utilizados em cirurgias ortopédicas em geral, fraturas, deformidades
craniofaciais e na regeneracao de tecidos moles em geral.

Os tecidos e malhas de fibra de vidro bioativo também poderiam vir
a substituir as malhas de titanio (Figura 1), que vém sendo bastante
utilizadas atualmente em cirurgias de fraturas que envolvem assoalho
orbitario (fraturas na regiao ocular, tipo blow-out), vide Pinto, J. G. S. et
al. Enxerto autégeno x biomateriais no tratamento de fraturas e
deformidades faciais — uma revisdo de conceitos atuais. RFO, v. 12, p.
79-84, 2007. e também em associagao a enxertos 6sseos autdégenos ou

alégenos particulados para a manutengao e estabilizacdo dos mesmos
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no local desejado, como citado em Cortez, A. L. V et al., Reconstrucéo
de Maxila Atrofica utilizando Osso Autogéneo e Malha de Titanio para
Posterior Reabilitagdo com Implantes— Caso Clinico. Revista Portuguesa
de Estomatologia, Medicina Dentaria e Cirurgia Maxilofacial, v. 45, p.
163-167, 2004. |

Outros campos de aplicacao recentemente descobertos para fibras
bioativas sdo: sua utilizacdo em feridas e ulceracbes dermatolégicas,
como Uulceras varicosas e/ou lesdées de pele devido a doengas crbnicas,
como a diabetes, que demoram a cicatrizar ou até mesmo néo
conseguem sua regeneracao sozinhas.

Entretanto, a grande maioria das composi¢cdées de vidros bioativos
até agora desenvolvida apresenta alta tendéncia a cristalizacao e faixa
de trabalho bastante estreita, vide a patente U.S. 6.054.400, uma vez
que normaimente possui grandes quantidades de alcalinos e alcalinos
terrosos (R). Estes elementos sdo considerados modificadores de rede,
pois criam oxigénios nao-ponteantes (-Si-O-R) e unidades estruturais
menores; isto deixa as composi¢cdes vitreas mais susceptiveis a
cristalizagdo, ja que a energia provinda do aquecimento durante os
processos de manufatura da fibra ja é suficiente para causar o
rompimento das ligacbes quimicas, que sdao mais fracas do que as
ligacbes ponteantes de Si-O-Si, possibilitando assim, o rearranjo dos
atomos e conseqiiente devitrificacdo, vide Arstila, H. et al. Factors
affecting crystallization of bioactive glasses. Journal of the European
Ceramic Society, v. 27, p. 1543-1546, 2007.

Outro comportamento deste tipo de formulacéao vitrea, que tende a
dificultar a obtencdo de fibras, é seu comportamento viscoso
caracterizado pela rapida mudanga com pequenas variagbes de
temperatura, isto é, esses vidros formam fundidos “frageis”, conforme

citado no artigo de Arstla, H. et al., acima.
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Portanto, estes materiais geralmente néo podem ser
manufaturados por meio dos métodos convencionais, como o processo
de downdrawing, e por este motivo, as fibras obtidas com composicdes
vitreas bioativas tradicionais sdo atualmente conformadas, na maioria
dos casos, pelo processo de melt spinning. Contudo, esta técnica
somente é capaz de produzir pequenas fibras ou amostras em forma de
fita bastante finas, vide /Melt_spinning;<http://en.wikipedia.org/wiki >,

As composicdes vitreas mais conhecidas pela obtencéo de fibras
por este processo sdo: o vidro 13-93 e o 9-93, e isto & possivel, pois
ambas as formulagdées possuem uma quantidade significativamente
maior de silica em relagcao as composicdes vitreas bioativas tradicionais,
sendo de 53%-p e 54%-p, respectivamente; enquanto o Bioglass® 4555
possui aproximadamente 45%-p, conforme citado nos artigos por
Pirhonen, E. et al. Manufacturing, Mechanical Characterization, and In
Vitro Performance of Bioactive Glass 13-93 Fibers. Wiley InterScience,
2005. DOI: 10.1002/jbm.b.30429 e Pirhonen, E, et al. Mechanical
Properties of Bioactive Glass 9-93 Fibres. Acta Biomaterialia, v. 2, p. 103-
107, 2006.

Isto representa um grande ganho de estabilidade frente ao
fendbmeno de cristalizacao, ja que a silica é considerada um formador de
vidro. No entanto, essa maior faixa de trabalho do vidro bioativo 13-93
que permite a obtencao de fibras, leva-o a ter uma cinética das reagdes
superficiais mais lentas que o vidro Bioglass 45S5. Este vidro demora
aproximadamente sete dias em solugdo de SBF-K9 para que a camada
de hidroxicarbonatoapatita (HCA) se forme, enquanto que para o
Bioglass® isto acontece em apenas de 6 a 8 horas, vide o livro por
Pirhonen, E. et al. Manufacturing, Mechanical Characterization, and In
Vitro Performance of Bioactive Glass 13-93 Fibers. Wiiey InterScience,
2005. DOI: 10.1002/jbm.b.30429 e Hench, L. L. Bioceramics: From
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Concept to Clinic. Journal of the American Ceramic Society, v. 74, p.
1487-1510, 1991.

Outro processo de conformacéao de fibras que vem sendo estudado
é o eletrospinning. Esta técnica necessita da utilizacdo do processo de
sol-gel para obtencdo do material vitreo e, portanto, € muito mais
dispendiosa do que a tecnica de downdrawing, além de ser utilizada
preferencialmente para obtencido de fibras submicrométricas para
conformacéo de scaffolds porosos, vide Lu, H. et al. Electrospun
submicron bioactive glass fibers for bone .tissue scaffold. J Mater Sci:
Mater Med, v. 20, p. 793-798, 2009 e Hong, Y. et al. Fabrication and Drug
Delivery of Ultrathin Mesoporous Bioactive Glass Hollow Fibers. Adv.
Funct. Mater., v. 20, p. 1503-1510, 2010. Portanto, a pfodugéo de fibras
por meio do método de downdrawing traz vantagens como a producéo de
fioras continuas de variados e controlados didmetros e ser menos
onerosa que as técnicas acima citadas.

Com relacao a interacao e resposta celular, uma grande variedade
de células pode ser cultivada sobre fibras ou sobre mantas, pois suas
estruturas abertas facilitam o crescimento do tecido organico desejado e
melhoram o processo de difusdo de nutrientes e excrétas provenientes
destas celulas, Clupper, D. C. et al. Bioactive Evaluation of 45S5
bioactive glass fibres and Preliminary Study of Human Osteoblast
Attachment. J. Mat Science: Materials in Medicine, v. 15, p. 803-808,
2004, o que possibilita uma cura rapida as injurias e defeitos ésseos.

No estudo de Clupper, D.C. et al. foi observada uma rapida
interacdo entre células 6sseas (osteoblastos) e a superficie das fibras
puxadas a mao do vidro 45S5; apds quinze minutos as células ja haviam
aderido ao material, e seu numero crescia com o passar do tempo.

Brown, R. F. et al. Growth and differentiation of osteoblastic cells
on 13-93 bioactive glass fibers and scaffolds. Acta Biomaterialia, v. 4, p.
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387-396, 2008 comprovaram que scaffolds obtidos por meio de fibras do
vidro 13-93 combinaram propriedades que melhoram a deposicao,
ligacao, diferenciagao e crescimento de osteoblastos no material.

Moimas L. et al. Rabbit pilot study on the resorbability of three-
dimensional bioactive glass fibre scaffolds. Acta Biomaterialia, v. 2, p.
191-199, 2006 verificaram, em um estudo preliminar, que scaffolds feitos
de fibras obtidas por melt spinning, quando implantados em defeitos
fabricados em ossos de coelho mostraram sua total reabsorcdo em 6
meses e obtiveram bons resultados quanto a reparagcao e remodelacao
do defeito 6sseo.

Quanto as propriedades mecanicas das fibras, Cl‘upper, D.C. et al.
demonstraram que a resisténcia a tracdo de fibras do vidro 45S5 com
diametro médio de 79 um foi de 340 £ 140 MPa, o que é compativel com
outros estudos, como o de De Diego L. et al., Tensile Properties of
Bioactive Fibers for Tissue Enginneering Applications. J. Biomed. Mater.
Res., v. 53, p. 199, 2000, que encontrou uma resisténcia de 200 e 150
MPa para fibras do 4555 de 200 e 300 uym, respectivamente. Esses
estudos indicam que a resisténcia da fibra é funcao do. seu diametro, e,
portanto, quanto mais fina a fibra, mais resistente ela sera.

Deste modo, o uso de formulagdes vitreas que combinem
propriedades como: uma rapida interagdo com os fluidos corpéreos, isto
€, uma alta bioatividade, e mais estabilidade vitrea, com larga faixa de
trabalho, viabilizam a obtengao de fibras pelo processo de downdrawing.

O processo de downdrawing (puxamento) é largamente utilizado
para producdo de fibras de vidro em escala industrial, porém para as
composi¢des vitreas bioativas existentes até o momento este tipo de
processamento ndo € viavel, ja que a baixa estabilidade vitrea e a alta
taxa de cristalizacdo descontrolada apresentada por estes biomateriais

geram uma degradacdo de suas propriedades mecanicas e bioativas
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fazendo com que as fibras se rompam rapidamente, dificultando ou até
impossibilitando a obtencao de fibras continuas.

Portanto, atualmente para obtencdo de fibras de composicoes
bioativas sao necessarios processos m'uito mais onerosos e complexos
como melt spinning, eletrospinning e laserspinning. Sendo que nestes
processos ha somente a obtengdo de pequenos pedagos de fibras, ou
seja, elas nao sao fibras continuas como as obtidas por downdrawing.

A falta de perspectiva e o alto custo atrelado a estas outras
técnicas limitam a utilizacéo clinica destes biomateriais em pé e
particulados, portando o desenvolvimento de uma nova formulagao vitrea
que possibilitasse a manufatura de fibras continuas e, em seguida, a
obtencao de tecidos altamente bioativos é bastante inovador.

Por outro lado, as composi¢cdes desenvolvidas até o momento s6
permitem a fabricacido de dispositivos que nao neéessitem de um
tratamento térmico posterior, pois a energia térmica provinda destas
etapas ja é suficiente para que o vidro tenha seus atomos rearranjados
na forma de cristais, portanto, a industria de vidros bioétivos se limita a
fabricagéo de pés e granulados. ,‘

A literatura de patentes também apresenta documentos pertinentes
ao estudo de vidros bioativos.

Assim, a US 6.517.857B2 descreve uma malha de fibras de vidros
bioativos obtida a partir de duas composicdes vitreas diferentes, uma de
maior bioatividade e outra com menor bioatividade. A faixa de
composicao principal informada é de 6%-p da Na,O, 12%-p de K,0, 5%-
p de MgO, 20%-p de CaO, 4%-p de P,Os e 53%-p de SiO, para a
composicao vitrea mais bioativa e de 6%-p da Na,0, 12%-p de K;0, 5%-
p de MgO, 15%-p de CaO, 4%-p de P,O5 e 58%-p de SiO, para

composi¢cdo menos bioativa.
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A composicao geral da patente US 6.517.857B2 é informada na
tabela a seguir:

TABELA
Elemento %-peso
SiO, 53-60
Na,O 0-34
K;O 1-20
MgO 0-5
CaO 5-25
B.O; 0-4
P05 0,5-6

Posteriormente, as fibras obtidas recebem um tratamento
superficial para deixa-las mais reativas. Nesta patente ndo é especificado
0 meétodo utilizado de obtencao dessas fibras bioativas, simplesmente é
citado que as fibras se obtiveram “per se”. O tecido obtido tem suas
fibras néo cosidas, sendo pequenos ou maiores pedagos de fibras que
sofrem processo de spray para formarem o tecido e as fibras neste tecido
possuem diferentes diametros.

Ja no presente pedido ha apenas uma composicdo Vvitrea
altamente bioativa - que difere das composi¢des utilizadas na patente
acima citada - e por esta caracteristica ndo necessita de qualquer
tratamento superficial para deixar as fibras mais reativas, o que diminui
etapas de processamento, reduzindo custos e tempo de manufatura. O
método com que nosso estudo obtém as fibras bioativas, o downdrawing,
€ o método menos oneroso e de mais simples processamento, levando
entdo a facil manufatura do presente tecido vitreo altamente bioativo.

Outras diferengas residem na composicao, conforme sera visto a
seguir no presente relatério.

A fibra obtida pelo método utilizado no presente pedido é continua

e nao em pedacos, podendo ter de milimetros a . quildmetros de
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comprimento sendo que nao é necessario, portanto, utilizar mais uma
técnica para fazer o tecido (como é utilizado o spray na patente acima
citada), com a prépria maquina de downdrawing é possivel obter um
tecido nao-cosido com orientagcdo ou nao das fibras e porosidade
controlada podendo também ser o didmetro das fibras previamente
determinado, possibilitando a escolha de apenas um diametro fixo em
todo o tecido ou de diferentes didmetros de fibras. |

A patente US 6.743.513B2 trata da utilizacdo de camadas de
vidros bioativos e polimeros para reforgo mecanico de materiais
metalicos ducteis.

O documento de patente brasileiro publicado BR0605628A refere-
se a producdo de uma matriz ceramica rigida, porosa e bioativa
composta por alumina, hidroxiapatita e biovidro.

O documento de patente brasileiro publicado BR0O900608A2 trata

da utilizagao de biovidro genérico, tendo este a mesma composi¢cao do

4585, e sua versao cristalizada, utilizando NaPO; como fonte exclusiva

de foésforo, portanto, bastante diferente do objeto do presente pedido.

O documento de patente brasileiro publicado BR0711988-7 refere-
s€ a uma composicao vitrea para revestimento de implantes.

A publicacao internacional WO1995014127A1 relata um composito
que possui em sua composicdo fibras de vidro bioativo ou fibras
ceramicas intercaladas com fibras estruturais como fibras de carbono em
uma matriz polimérica. Este compésito tem aplicacdo em recobrimento
de implantes ortopédicos. A composicdo das fibras de vidro bioativo
difere da composicao objeto do presente pedido, assim como o meétodo
de obtencao das fibras (spinning) e sua aplicacao.

E a publicacao internacional WO1996021628A1 trata de um vidro
bioativo com a mesma faixa apresentada pela patente US 6.517.857B2,
isto é: SiO, 53 - 60 p.%; Na,O 0 - 34 p.%; K;O 1 —20 p.%; MgO 0 -5
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p.%; CaO 5 - 25 p.%; B,O; 0 - 4 p.%; P,05 0.5 - 6 p.%, portanto diferente
em composicédo e em aplicagcdo do material objeto das pesquisas da
Requerente que levaram ao presente pedido.
SUMARIO DA INVENGAO

De modo amplo, a composicao da presente invencdo é conforme a
Tabela abaixo:

TABELA 1
Elemento | Quantidade em %-peso

SiO, 43-52
NaQO 4-9,5
K>O 20,5-32
MgO 0,5-2,5
CaO 15-20
Au 0,1-3,5
Ag 0,1-3,5
B,0O; 1,5-4
P,0s5 1-6
ZnO 0,1-3,5
SrO 0,1-3,5

A composicao da Tabela 1 é processada por downdrawing,
produzindo fibras vitreas e tecido vitreo.

O tecido vitreo permite a obtencdo de artigos para utilidades
variadas na area médica e odontoldgica.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS ;

A FIGURA 1 anexa é uma foto que mostra a) Malha de Titanio
conformada para o preenchimento de defeito 6sseo orbitario ou uso
odontolégico; e b) Malha de titanio em uso em procedimento cirtrgico
odontologico.

A FIGURA 2 anexa é um gréfico obtido por meio do ensaio de DSC
com amostras monoliticas (de aproximadamente | 20 mg) para
formulacées de Bioglass 45S5 (curva 1, controle), e BAGF (curva 2,

invencao).
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A FIGURA 3 anexa é um grafico obtido por FTIR com os espectros
de infravermelho dos testes de bioatividade para vidro de formulagéo
BAGF nos periodos de 4 a 16 horas (FIGURA 3A) e de 24 a 168 horas
(FIGURA 3B).

A FIGURA 4 anexa € uma fotografia de Tecido de fibra de vidro
bioativo obtida por downdrawing da composic¢éo da invengao.

A FIGURA 5 anexa é um difratograma de raios X da amostra em
forma de p6 da formulagdo BAGF utilizando-se o tratamento térmico para
crescimento dos cristais a 700°C por 120 minutos. '

A FIGURA 6 anexa sao imagens obtidas por meio do ensaio de
Microscopia de Aquecimento para amostras monoliticas da composicéao
BAGF. As temperaturas sao: Sinterizacdo — 708°C; Amolecimento —
712°C; Esfera — 722°C; Meia Esfera — 820°C e Fusao — 859°C.

A FIGURA 7 anexa sao imagens obtidas por meio do ensaio de
Microscopia de Aguecimento para amostras em p6é6 das composicoes
BAGF e Bioglass 45S5. P6 com faixa granulométrica entre 25-75u. a)
BAGF com temperaturas s&o: Sinterizagdo — 575°C; Amolecimento —
576°C; Esfera — 709°C; Meia Esfera — 802°C e Fusdo — 838°C b)
Bioglass 45S5 o qual nido apresenta estas etapas pois o p6é nao
consegue ser sinterizado devido a cristalizagao.

A FIGURA 8 anexa é um grafico da viscosidade em Poise em
relagao a temperatura para amostras dos vidros BAGF, 13-93 e 45S5.

A FIGURA 9 anexa é um grafico de barras mostrando um ensaio
de viabilidade celular (MTT) de osteoblastos UMR 106 nos periodos de 1,
3 e 5 dias (dados sem diferenca estatistica).

A FIGURA 10 anexa mostra as Micrografias correspondentes ao
ensaio de viabilidade celular (MTT) de osteoblastos UMR 106 nos
periodos de 1, 3 e 5 dias. |

A FIGURA 11 anexa € uma fotografia do ensaio com a cepa
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Staphilococcus aureus, imagem referente a primeira diluicdo A) Controle
(apenas vidro de janela) e B) Tecido bioativo.

A FIGURA 12 anexa mostra em um grafico de barras da
proliferagéo celular de fibroblastos nas diferentes diluicbes do extrato
obtido por meio da submersao do tecido bioativo em meio DMEM (100%,
50%, 25% e 12.5%), sendo (#)p < 0.05 versus CG, (#)p < 0.05 versus
CG, e (*)p =0.05 versus 50%, 25%, e 12.5%. |

A FIGURA 13 anexa mostra em um gréﬁco de barras da

- proliferacéo celular de osteoblastos nas diferentes diluicées do extrato

obtido por meio da submerséo do tecido bioativo em meio DMEM (100%,
50%, 25% and 12.5%), sendo (#)p < 0.05 versus CG, (*)p < 0.05 versus
12.5%, (a)p = 0.05 versus CG, (#)p =< 0.05 versus 25% e 12.5%, (b)p <
0.05 versus CG, (1)p = 0.05 versus 50%, 25% e 12.5%, e (**)p = 0.05
versus 25% e 12.5%.

A FIGURA 14 anexa mostra cortes histolégicbs do implante
subcutdneo corados com Hematoxilina-Eosina pelos periodos
experimentais de 15 (A-B), 30 (C-D), e 60 dias (E-F). Barras de escala
representam 1 mm para a magnificacdo de 10x. Células Inflamatérias
(IN), Tecido de Granulacao (G), Fibras de vidro bioativas (S), Capsula
Fibrosa (F), e Células Gigantes Multinucleadas. Barras de escala
representam 100 um para a magnificacéo de 100x.

‘A FIGURA 15 anexa mostra a analise histolégica da lesao tibial
nos periodos de 15 (A), 30 (B) e 60 dias (C). Barras de escala

representam 1 mm para a magnificacdo de 10x. Material: scaffold

preparado a partir de fibras obtidas por downdrawing. As fibras foram
implantadas em defeitos de 3 mm nas tibias de ratos.

A FIGURA 16 anexa mostra cortes histolégicos da lesdo tibial
corados com Hematoxilina-Eosina para os grupos GC (grupo controle) e
BG (grupo tratado com o biomaterial da invengado) pelos periodos
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experimentais de 15 (A-B), 30 (C-D), e 60 dias (E-F). Células Inflamatérias
(IN), Tecido de Granulagdo (G), Fibras de vidro bioativas (S), Capsula
Fibrosa (F), Células Gigantes Multinucleadas, Neoformacgao 6ssea (B) e
Borda da lesdo (D). Barras de escala representam 100 ym para a
magnificacao de 100x.

Na FIGURA 17 anexa tem-se uma imagem obtida durante o
procedimento cirargico para implantacao do material da invengao em um
defeito de 6mm na calota craniana de ratos Wistar.

Na FIGURA 18 anexa mostra os resultados obtidos por meio de
cortes histolégicos corados com Hematoxilina-Eosina para os grupos
controle (a) e tratados com BAGF (b) por 2, 4, 8 e 16 semanas.
DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO

A partir de uma composicao vitrea altamente bioativa sdo obtidas
fibras bioativas continuas de diametro controlado pelo processo de
downdrawing, assim como a manufatura das fibras em um tecido
altamente bioativo, ndo cosido, com fibras orientadas e apresentando
uma certa porosidade.

A composicao vitrea bioativa objeto do presente pedido permite a
obtencdo nao somente de fibras, mas também de diferentes formas de
apresentacdo como estruturas 3D, scaffolds (estruturas rigidas altamente
porosas), malhas, tecidos e similares.

Um aspecto da invencao € a composic¢ao vitrea conforme a Tabela

1 a seguir.
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TABELA 1
Elemento Quantidade em Quantidade em
%-mol %-peso
SiO; 46-52 43-52
Na,O 5-10 4-9,5
K20 15-32 20,5-32
MgO 0,5-2,5 0,5-2,5
CaO 15-20 15-20
Au 0,1-3,5 0,1-3,5
Ag 0,1-3,5 0,1-3,5
B,0O3 1,5-4 1,5-4
P20s5 1,5-3 1-6
Zn0O 0,1-3,5 0,1-3,5
SrO 0,1-3,5 0,1-3,5

Um outro aspecto da invengcdo compreende as fibras obtidas a
partir da dita composicao por downdrawing.

Ainda um outro aspecto sao os artigos obtidos a partir das fibras,
incluindo tecidos e scaffolds fibrosos, e artigos obtidos a partir de
particulados, como estruturas 3D obtidas por impressdo 3D, scaffolds e
artigos diversos com aplicacdo na area meédica e odontoldgica.

O uso de formulagdes vitreas que combinem propriedades como:
uma rapida interacdo com os fluidos corpéreos, isto €, uma alta
bioatividade, e mais estabilidade vitrea, possuindo uma larga faixa de
trabalho, viabiliza a obtencao de fibras pelo processo de downdrawing.

A composicdo proposta na presente invencdo confere ao vidro
elevada reatividade e baixa durabilidade quimica, como € esperado para
um vidro altamente bioativo. Sua maior estabilidade vitrea permite que o
vidro seja manipulado e que passe por tratamentos térmicos e/ou
sinterizacdo sem apresentar uma cristalizagao descontrolada, permitindo,
portanto, que processos simples, mas que exijam baixa tendéncia de
cristalizacao, sejam utilizados.

Para manter o tecido vitreo com suas fibras orientadas é utilizado
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um coating bioreabsorvivel. Este coating pode ser feito de diversos
polimeros bioreabsorviveis, porém preferencialmente de uma camada de
colageno tipo | bastante fina que cobre a superficie das fibras, dando
suporte ao tecido vitreo e também o protege contra a reacdo com a
umidade do ar.

O colageno tipo | € a proteina mais abundante do corpo humano,
estando presente nos tecidos conjuntivo, pele, tenddes, 0ssos,
cartilagem fibrosa e etc. Além do que, € um composto vastamente
conhecido por auxiliar inicialmente nos processos de regeneracao
tecidual.

A formulagao da invencado demonstra resultados 6timos em relacao
a estabilidade, quando ensaiada por meio da técnica de Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC) e nao apresenta picos evidentes de
cristalizagdo quando comparada a formulacdo 45S5, como pode ser
observado na Figura 2.

Apresenta também o6timas propriedades bioativas quando
analisada em ensaio in vitro utilizando-se a solugao SBF-K9, formando a
camada de hidroxiapatita (HCA) em apenas 12 horas. A Figura 3A e 3B
mostra as curvas obtidas pelo ensaio de FTIR (Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier) evidenciando a formacéo de
HCA apo6s somente 12 horas de ensaio em solugdo para pastilhas do
biovidro BAGF. O ensaio foi conduzido de 4 a 168 horas de exposicao do
vidro BAGF a solugéo. _

A partir desta composicao também foi possivel obter fibras por
downdrawing e também um tecido vitreo, como ilustrado na Figura 4.

A fibra obtida pelo método da invencdo é continua e ndo em
pedacos, de comprimento desde milimetros a quildbmetros, obtida em
uma etapa, isto &, dispensando a utilizagdo de técnicas adicionais para

obter o tecido (tal como o spray na patente acima citada), ja que com a
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propria maquina de downdrawing € possivel obter um tecido néo-cosido
com orientacao ou nao das fibras e porosidade controlada.

Os artigos manufaturados a partir das fibras obtidas por
downdrawing podem ter de 5 a 90% de porosidade dependendo do
arranjo das fibras e se ha ou nao o uso de polimeros bioreabsorviveis.

Além disso, é possivel determinar previamente o diametro das
fibras, com possibilidade de eséolher se apenas um diametro fixo sera
utilizado em todo o tecido ou alternativamente diferentes diametros.

A partir do processo de downdrawing € possivel obter fibras de
variados didmetros dependendo da velocidade de rotacdo do tambor
coletor. Os didmetros obtidos variam entre 2 ym a 3 mm.

A técnica de downdrawing ou puxamento é bastante consolidada e
conhecida pela obtencéao de fibras de vidro em escala industrial de forma
simples e pouco onerosa. Conforme esta técnica, o vidro em alta
temperatura e viscosidade ajustada passa por orificios localizados no
fundo de cadinhos ou dispositivos de platina, formando assim filamentos
que sao rapidamente resfriados, obtendo a forma de fibras.

A partir da composicao informada na Tabela 1, apta ao processo
de obtencdo de fibras, sao efetuados ensaios com a maquina de
downdrawing. Com o auxilio da técnica de Difracdo de raios X sao
obtidas informagdes sobre os cristais eventualmente formados durante a
utilizagdo da maquina, o didmetro médio das fibras e também se
estabelecem parametros de processamento como taxa de aquecimento,
viscosidade do vidro e velocidade de puxamento.

A Figura 5 mostra o ensaio de Difragao de raios X, a partir de uma
amostra cristalizada do vidro bioativo da invencdo. Uma amostra de vidro
BAGF saida da maquina de downdrawing (apdés 7 horas de
processamento) foi tratada em mufla a temperatura de 700°C por 120

minutos para crescimento e identificacao dos cristais que eventualmente
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se formam durante o processamento. Porém, deve-se lembrar que o
mesmo € feito de forma que este tipo de acontecimento seja evitado, ja
que isto dificultaria a obtencao de fibras pelo processo deldowndrawing.
Apesar da grande quantidade de material amorfo ainda presente na
amostra, foi detectado o cristal KCaPO,. |

Outro ensaio realizado que evidencia a estabilidade vitrea da
composi¢cao da invencao € a técnica de microscopia de aquecimento
(Figuras 6 e 7), com a qual foi possivel observar que durante todo o ciclo
de aquecimento/resfriamento nao houve formacéao de cristais € o material
continuou vitreo, o que ndo ocorreu para o Bioglass 45S5, ja que este
nao apresentou sinterizacao devido ao processo de cristalizacao.

A Figura 8 € um grafico da curva de viscosidade para o vidro
bioativo da invengéo e para os vidros bioativos 13-93 e 45S5. Neste
grafico é possivel observar novamente que a obtencdo de dados de
viscosidade para o vidro Bioglass 45S5 é inviavel em temperaturas
menores que 1200°C devido ao processo de cristalizacdo que ocorre
rapidamente no mesmo. Ja o vidro 13-93 apresenta-se mais viscoso que
o BAGF e isto se deve a maior quantidade de silica em sua formulacao
porém, também se apresentou inviavel a obtengao de pontos a partir de
1100°C devido ao inicio do processo de cristalizacdo. Por meio deste
grafico é possivel a delimitacdo das temperaturas de trabalho para o
vidro BAGF da invengao.

No decorrer das pesquisas que levaram ao desenvolvimento do
presente pedido foram pesquisados varios métodos de aplicagdo de um
coating polimérico bioreabsorvivel. O coating selecionado foi o colageno
tipo |, pois além de possuir as propriedades necessarias ao coating este
tecido de fibras vitreas também participa de varias etapas do processo

de regeneracao e cicatrizagao tecidual.
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Para obtengéo das fibras bioativas pelo processo de downdrawing
(ou puxamento) uma quantidade do vidro bioativo, na forma monolitica
resultante do processo de fusdo da mistura das matérias primas em um
forno a 1000-1350°C é aquecida no interior do forno da maquina de
downdrawing até sua completa fusdo, sendo esta temperatura entre
1000-1250°C.

Em seguida, a temperatura do forno é reduzida para temperaturas
entre 700-950°C para o ajuste da viscosidade do fundido, obtendo-se
uma massa vitrea com viscosidade entre 10*° a 10%° Poise. Esta faixa
de viscosidade é considerada a ideal para obtencao de fibras em escala
industrial, tomando-se o cuidado de manter a temperatura do forno, no
minimo, 20 graus Celsius acima da temperatura /iquidus.

No decorrer do processo de puxamento, o coating selecionado é
aplicado simultaneamente, com auxilio de um aplicador. Assim, as fibras
s&o envolvidas pelo polimero e, em seguida, coletadas por um tambor de
rotagéo controlada, possibilitando assim, a determinagéo e controle do
diametro das mesmas.

A espessura do coating também pode ser controlada sendo esta
da escala de nandmetros a milimetros (resultados obtidos até o momento
indicam espessuras a partir de 250 nanémetros).

O tecido vitreo é obtido simultaneamente a coleta das fibras de
vidro bioativas. O tecido é formado com auxilio de um dispositivo
presente na maquina de downdrawing.

A espessura do tecido vitreo, assim como o entrelace das fibras
podem ser controlados com o auxilio de dispositivos presentes na
magquina e variando-se o tempo de coleta das fibras.

Séao obtidos tecidos vitreos com apenas uma camada de fibras,
portanto a partir de 2um, até de mdultiplas camadas, chegando a

centimetros de espessura. A faixa 6tima de trabalho para tecidos vitreos
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de altissima flexibilidade e de rapida taxa de degradacao é de 0,05mm a
1 mm de espessura.

Em resumo, a espessura do tecido vitreo, o didmetro da fibra, a
espessura do coating podem variar e serem ajustados dependendo da
aplicagdo que se queira para o produto final. Estas, entre outras
caracteristicas do produto vao conferir o controle da taxa de degradacéao
tanto do polimero quanto do vidro bioativo em procedimentos in vitro e in
vivo.

Os tecidos vitreos obtidos foram, até o momento, ensaiados in vitro
utilizando-se osteoblastos. Foram realizados ensaios de viabilidade
celular nos quais o vidro desenvolvido apresentou resultados bastante
favoraveis e similares ao biovidro mais tradicional conhecido no mercado,
o 45S85. Isto &, o vidro bioativo da invencdo permite a adesao e
viabilidade de células do tecido ésseo assim como o biovidro golden
standard 45S5.

Os resultados podem ser observados na Figura 9 e Figura 10.
Propriedades Antibacterianas

Ensaios piloto para verificagdo da capacidade antibacteriana do
novo tecido vitreo foram conduzidos seguindo as orientacbes presentes
na norma JIS 2801:2010. Nestes testes foram utilizadas cepas de E. coli
e Staphilococcus aureus.

O material foi capaz de interagir e eliminar unidades formadoras de
coldnias viaveis em ambas as cepas em todas as diluigbes e, portanto,
este possui propriedades antibacterianas (Figura 11).

Ensaios de Citotoxidade

Foram realizados ensaios de citotoxidade (MTT) com fibroblastos
L929 e também osteoblastos OSTEO-1 com tempos experimentais de
24, 72, e 144 horas para diluicdes obtidas a partir do material submerso
em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), sendo
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100% a solugdo extraida diretamente do material submerso e as
porcentagens apresentadas, diluicbes provenientes desta solugdo. Os
resultados sao ilustrados nas Figuras 12 e Figura 13.

Os ensaios das Figuras 12 e 13 permitem observar um maior nivel
de proliferacéo celular tanto para os fibroblastos quanto para os
osteoblastos principalmente no grupo de 100%. Indicando uma
aceleracao no metabolismo celular em relagdo ao grupo controle e
evidenciando a nao citotoxidade do material.

Resultados In Vivo I

Foram realizados ensaios in vivo para avaliacdo da genotoxidade,
citotoxidade e averiguacao do auxilio na capacidade de regeneracao
tecidual do biomaterial da invencao.

Ensaio de Genotoxidade

Foram realizados testes Comet Assay Il para fibroblastos e
osteoblastos, a partir de amostras implantas subcutdneamente na parte
dorsal de ratos Wistar, pelos periodos de 15, 30 e 60 dias.
| A partir deste ensaio e da analise histologica foi possivel verificar
que nenhum dano ao cédigo genético celular foi identificado e que o
material proporcionou o crescimento de um tecido organizado sem a
presenca de cdapsula fibrosa. O material mostrou-se também
reabsorvivel, como pode ser observado na Figura 14.

Para os ensaios de averiguacado de auxilio na regeneragao ossea
foram realizadas lesbes de 3 mm de didametro nas tibias de 60 ratos
Wistar. Os periodos experimentais selecionados foram de 15, 30 e 60
dias. Os resultados indicam uma reabsorcado do material e a
neoformacdo de tecido ésseo na area da lesdo, possibilitando até o
desaparecimento da borda do defeito 6sseo, 0 que ndo ocorreu para o
grupo controle (onde o defeito ndo foi preenchido com nenhum material).

Esses resultados podem ser verificados nas Figuras 15 e 16.
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Tambeém foram realizados ensaios para averiguagdo da
capacidade de auxilio na regeneracdo 6ssea em defeitos na calvaria de
ratos. Foram realizados defeitos 6sseos de 6 mm de diametro na calota
craniana de 48 animais (ratos Wistar). A Figura 17 mostra o
procedimento cirdrgico com a implantagdo das fibras da composicdo da
invencao obtidas por downdrawing.

A Figura 18 mostra os resultados obtidos com este estudo. Os
animais tratados com o biomaterial da invencdo apresentaram a
neoformacgéo de um tecido mais organizado, com o crescimento bastante
acelerado em relagéo aos animais do grupo controle (sem o material da
invencao) e novamente pode-se verificar a degradacdo acompanhando o
processo de regeneracgao tecidual, indicando que o material se degrada a
uma taxa aproximada da regeneracao do tecido.

O tecido desenvolvido permite um grande avan¢co no campo da
engenharia tecidual, jd que este biomaterial, em principio, podera ser
aplicado como enxerto para auxilio do processo de cicatrizacdo e
regeneracgao in situ de diferentes tecidos do corpo humano assim como
processo de engenharia de tecidos extracorpérea.

Sua aplicagdo e manipulagao também apresentam uma vantagem
em relagao a outros materiais aloplasticos, pois, por possuir flexibilidade
se ajusta a diferentes contornos de fratura, loja 6ssea ou lesdo de
variados tecidos.

Outra clara vantagem € que seu uso em procedimento de enxertia
também podera levar a diminuicado de passos cirdrgicos ja que este
material é reabsorvivel e, portanto ndo necessita de remocéao posterior,
diminuindo assim o desconforto do paciente, risco de contaminagao e
custo total do procedimento.

Os tecidos vitreos desenvolvidos sao classificados como

biomateriais de terceira geracao e apresentam um variado campo de
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aplicacdo, podendo ser utilizados em regeneracdo do tecido 6sseo,
tecido tegumentar (pele) e tecidos moles em geral em procedimentos
tanto médicos quanto odontologicos.

Em outras formas de apresentacdo essa composicdo vitrea
também pode ser utilizada como scaffolds e granulados para
regeneragao o6ssea e em forma de p6é de diferentes faixas
granulométricas pode ser utilizada para remineralizacido de tecidos
dentais pés-erosao quimica ou clareamento dental.

Abaixo sao listadas variadas maneiras de utilizagdo deste novo
biomaterial.

- Como pd com faixa granulométrica de 1-10um para
remineralizacdo do esmalte dental, ap6s processos erosivos quimicos ou
mecanicos e também pés-clareamento dental.

- Como p6 com faixa granulométrica de 1-25um para obliteracao
de canaliculos dentinarios para tratamentos de hipersensibilidade
dentinaria.

- Como particulados com faixa granulométrica de 60-700um para
auxilio de regeneracdo oOssea em procedimentos de enxertia
odontolégicos para recuperacao de doenca periodontal.

- Como particulados com faixa granulométrica de 100um -1,5mm
para procedimentos de enxertia, em pré-procedimento de implantodontia,
para enxertia em procedimentos bucomaxilofaciais e para tratamento de
enxertia de condi¢des traumaticas.

- Como tecido vitreo em procedimentos médico ortopédicos, pés-
condi¢des traumaticas como fraturas do tecido 6sseo.

- Como tecido vitreo em procedimentos médicos e odontoldgicos
qgue necessitem de malhas, tecidos ou membranas para reabilitagao ou

contencao de outro material aloplastico, xenégeno ou autégeno.
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- Como tecido vitreo ou malha funcionando como uma membrana
para guia de regeneracao de tecidos duros e/ou moles. -

- Como tecido vitreo para substituicio das malhas de titanio, pois
esta necessita ser removida ap6s a consolidagao .ésséa, ja o presente
tecido é reabsorvivel, ndo necessitando deste segundo passo cirurgico.

- Como tecido vitreo na utilizagcao de “wound pads”, podendo ser
aplicados para regeneracao de feridas cutaneas, tanto em pacientes de
perfeita saude, como em pacientes que apresentem um quadro clinico de
dificuldade de regeneragao da pele devido a alguma enfermidade como
diabetes tipo | ou Il, osteoporose etc.

- Como tecido vitreo para regeneracao e protecéo de queimaduras
da derme. |

- Como tecido vitreo para regeneracdo de condrécitos, isto €,
tecido cartilaginoso. '

- Como scaffolds manufaturados a partir de um emaranhado de
fibras embebido ou ndo em uma matriz polimérica altamente porosa ou
ainda sinterizados a partir do p6, para a regeneracao o6ssea em
procedimentos que nao exijam suporte de carga, isto &€, ndo exijam alta
resisténcia mecanica do material.

- Como tecido em procedimentos ambulatoriais ou cirlrgicos que
necessitem de enxertos e/ou curativos com propriedades

antimicrobianas.
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1. Composigao vitrea, caracterizada por ser conforme a Tabela
Elemento | Quantidade em %-peso
SiO; 43-52
Na,O 4-9,5
K.O 20,5-32
MgO 0,5-2,5
CaO 15-20
Au 0,1-3,5
Ag 0,1-3,5
B.O; 1,5-4
P,0s 1-6
Zn0O 0,1-3,5
SrO 0,1-3,5

. Composicgao vitrea de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada

por a dita composicdo em ensaios in vitro com solugdo SBF-K9
formar a camada de hidroxiapatita (HCA) em 12 horas.

. Composigao vitrea de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada

por compreender um pé de distribuicado de tamanho de particula

entre 1-10um.

. Composicao vitrea de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada

por compreender um pé de distribuicado de tamanho de particula

entre 1-25um.

. Fibra vitrea preparada a partir da composicdo de acordo com a

reivindicagao 1, caracterizada por ser obtida aquecendo entre 1000-
1250°C em forno de maquina de downdrawing as matérias primas
ou o material vitreo previamente obtido, reduzir a temperatura para
entre 700-950°C, mantendo a temperatura do dito forno, no minimo,
20 graus Celsius acima da temperatura liquidus, obtendo uma
massa vitrea com viscosidade entre 10*° a 10%° Poise, e efetuar

puxamento, aplicando simultaneamente um coating de colageno | e
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coletar as fibras vitreas desejadas por um tambor de rotacédo

controlada.

. Fibra vitrea de acordo com a reivindicagao 5, caracterizada por a

espessura do coating ser de pelo menos 250 nanémetros.

. Fibra vitrea de acordo com a reivindicagao 5, caracterizada por ser

continua.

. Fibra vitrea de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizada por

apresentar comprimento desde milimetros até quildmetros.

. Fibra vitrea de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizada por

apresentar didmetros entre 2um a 3 mm.

Fibra vitrea de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizada por
formar tecidos vitreos.

Fibra vitrea de acordo com a reivindicagédo 5, caracterizada por
formar scaffolds. |

Tecido Vitreo preparado a partir da fibra vitrea de acordo com a
reivindicacao 5, caracterizado por apresentar porosidade entre 5 e
90%.

Tecido vitreo de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado por
ter espessura de pelo menos 2um (0,002 mm). ,

Tecido vitreo de acordo com a reivindicagao 13, caracterizado por a
espessura do dito tecido estar compreendida entre 0,05mm e 1mm.
Artigo preparado a partir da composi¢ao vitrea de acordo com a
reivindicagéo 1, caracterizado por dito artigo ser obtido a partir de
um particulado, submetido ou ndo a processos de sinterizacao.
Artigo de acordo com a reivindicacido 15, caracterizado por ser
processado em impressoras 3D.

Artigo de acordo com a reivindicagao 16, caracterizado por dito

artigo ser selecionado dentre pecas 3D e scaffolds.
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Artigo de acordo com as reivindicagbes 1 e 15, caracterizado por
compreender um particulado de distribuicdo de tamanho de
particula entre 60um-700um.

Artigo de acordo com as reivindicagdes 1 e 15, caracterizado por
compreender um particulado de distribuicdo de tamanho de
particula entre 100um-1,5mm.

Artigo de acordo com a reivindica(;éo 11 e 15, caracterizado por um
emaranhado de fibras em uma matriz, polimérica ou néo.

Artigo de acordo com a reivindicacao 20, caracterizado por
compreender scaffolds.

Artigo de acordo com as reivindicacdes 15 a 21, caracterizado por
ser empregado em aplicagbes médicas incluindo arte dentaria,
fraturas 6sseas, regeneracao de tecidos duros e moles , enxertos e

curativos com propriedades antimicrobianas.
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RESUMO
COMPOSIGAO VITREA, FIBRAS E TECIDOS VITREOS BIOATIVOS E
ARTIGOS

E descrita uma composicéo vitrea conforme a Tabela

Elemento | Quantidade em %-peso
SiO, 43-52
Na,O 4-9,5
K;O 20,5-32
MgO 0,5-2,5
CaO 15-20

Au 0,1-3,5

Ag 0,1-3,5
B,O; 1,5-4
P,0Os 1-6
ZnO 0,1-3,5
SrO 0,1-3,5

~ Fibras vitreas continuas séo obtidas por downdrawing da dita
composi¢ao fundida, com comprimento desde milimetros até quildmetros,
e diametros entre 2 um e 3 mm. As fibras sado recobertas por colageno e
formam tecidos vitreos. Os tecidos formam artigos com varias aplicacdes

10 médicas.
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