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UM PROCESSO PARA A PRODUCAO DE UMA ESTRUTURA DE BASE DE COMPOSITO DE

COLAGENIO/HIDROXIAPATITE (HA) COMPREENDE OS PASSOS DE FORMAGAO DE UMA
SUSPENSAO HOMOGENEA DE COLAGENIO E HA NUMA SOLUGAO ACIDA, LIOFILIZAGAO DA
SUSPENSAO ATE UMA TEMPERATURA DE CONGELACAO FINAL DESEJADA SER ALCANGADA
PARA PRODUZIR A ESTRUTURA DE BASE DE COMPOSITO E, FACULTATIVAMENTE, A LIGAGAO
CRUZADA DA ESTRUTURA DE BASE DE COMPOSITO, EM QUE A PROPORCAO DE HA PARA
COLAGENIO E PELO MENOS 1:10 (M/M). E TAMBEM PROPORCIONADA UMA ESTRUTURA DE
BASE DE COMPOSITO DE COLAGENIO/HIDROXIAPATITE (HA) COMPREENDENDO UMA
DISTRIBUICAO HOMOGENEA DE HIDROXIAPATITE NO INTERIOR DE UMA MATRIZ DE
COLAGENIO, POROSA, DE LIGAGAO CRUZADA, EM QUE A PROPORCAO DE HA PARA
COLAGENIO E PELO MENOS 1:10 (M/M). ADEQUADAMENTE, A ESTRUTURA DE BASE DE
COMPOSITO TEM UMA POROSIDADE DE PELO MENOS 99% (V/V) E UMA RIGIDEZ
COMPRESSIVA DE PELO MENOS 0,3 KPA. AS ESTRUTURAS DE BASE DE COMPOSITO DA
INVENCAO PODEM SER USADAS PARA PROPORCIONAREM IMPLANTES DE 0SSO
OSTEOCONDUTORES E IMPLANTES DE ENGENHARIA DE TECIDOS.
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RESUMO

"UMA ESTRUTURA DE BASE DE COMPOSITO DE

COLAGENIO/HIDROXIAPATITE E PROCESSO PARA A SUA PRODUQAO

Fig 6:

Um processo para a producao de uma estrutura de base
de compdsito de colagénio/hidroxiapatite (HA) compreende o0s
passos de formacdo de uma suspensadao homogénea de colagénio e
HA numa solucdo 4&cida, 1liofilizacdo da suspensdao até uma
temperatura de congelacao final desejada ser alcancgada para
produzir a estrutura de base de compdsito e, facultativamente,
a ligacdo cruzada da estrutura de base de compdsito, em que a
proporcdo de HA para colagénio é pelo menos 1:10 (m/m). E
também proporcionada uma estrutura de base de compdsito de
colagénio/hidroxiapatite (HA) compreendendo uma distribuigédo
homogénea de hidroxiapatite no interior de uma matriz de
colagénio, porosa, de ligacdo cruzada, em que a proporgao de
HA para colagénio € pelo menos 1:10 (m/m). Adequadamente, a
estrutura de base de compdsito tem uma porosidade de pelo
menos 99% (v/v) e uma rigidez compressiva de pelo menos
0,3 kPa. As estruturas de base de compdsito da invencdao podem
ser usadas para proporcionarem implantes de o0sso osteocon-—

dutores e implantes de engenharia de tecidos.
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DESCRICAO

"UMA ESTRUTURA DE BASE DE COMPOSITO DE

COLAGENIO/HIDROXIAPATITE E PROCESSO PARA A SUA PRODUQA "

CaMPO TECNICO

A invencao diz respeito a um processo para a
producao de uma estrutura de base de compdsito de
colagénio/hidroxiapatite (HA), e estruturas de base de
compdsito de colagénio/HA obteniveis pelo processo da
invencao. Tais estruturas de base podem ser utilizadas na

regeneracao de 0sso e aplicacgdes de engenharia de tecidos.

TECNICA ANTECEDENTE

Os enxertos Osseos estdo em segundo lugar apenas
precedidos pelas transfusdes de sangue na lista de
materiais transplantados em todo o mundo. Além disso, o
mercado mundial estimado para material de enxerto &sseo é
de cerca de € 650 milhdes por ano. Todos os anos, até 4
milhdes de procedimentos de substituicao 6ssea sao
realizados em todo o mundo, © gque exige o uso de um enxerto
6sseo ou estrutura de base. O tratamento clinico mais comum
é um autoenxerto por meio do qual é tirado osso do corpo do
préprio paciente e reimplantado. Contudo, had uma gquantidade
limitada de osso que pode ser removido a partir de um sitio

dador particular e é necessdria cirurgia invasiva adicional
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para a reimplantacdao. Uma outra opg¢ao € a utilizacado de um
aloenxerto por meio do gqual o osso € removido de um dador
de o6rgaos. Problemas com esta abordagem derivam da origem
do osso de um dador separado. Um maior risco de transmissao
de doencas infeciosas estd associado com tal material. Além
disso, menos fatores de crescimento estdo presentes em tal
osso do dador porque ele nao contém células vivas. Estes
fatores de crescimento auxiliam o crescimento de 0Ss0O novo.
Uma estrutura de base implantavel ideal que iria promover a
formacao de osso, enquanto facilita o carregamento da
carga, reduziria a necessidade de aloenxertos ou
autoenxertos. Contudo, presentemente estas abordagens
tradicionais constituem mais de 90% de todos 0S
procedimentos de enxerto bsseo. A razao para esta
diferencga, apesar dos problemas acima descritos, € que uma
estrutura de base osteocondutora, mecanicamente competente,
vascularizada que poderia ser usada para produzir 0SSO 1in
vitro ou causar completa osteogénese in vivo, persiste em
ser desenvolvida. Um tal produto deverd ter um potencial

comercial significativo.

Varias tentativas tém sido feitas wutilizando
numerosos materiais sintéticos para produzir estruturas de
base viadveis para enxerto oésseo. O0s exemplos incluem
polistireno, titénio, dcido polilatico (PLLAZA), acido
poliglicélico (PGA) e 4cido polilaticoglicdélico (PLGA).
Contudo, todos estes materiais tém associados problemas e
desvantagens, incluindo o risco de infecao e dificuldades

que permitem a reabsorgcao adequada para promover a
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vascularizacao e o crescimento para dentro de 0sSso novo.
Materiais bioldgicos tais como colagénio, gelatina,
quitosano, agarose e glicosaminoglicano (GAG) a Dbase de
substrato, também tém sido utilizados. No entanto, estes
materiais ndo possuem propriedades mecédnicas suficientes
para permitir o suporte de carga apds o implante. WO 2006
095154 descreve compdsitos de fosfato de calcio colagénio
que sdo produzidos usando mistura mecédnica ou por

precipitacao in situ de uma fase do tipo HA.

AFIRMAGCOES DA INVENGAO

De acordo com a i1invencdo, ¢é proporciocnado um
processo para a producao de uma estrutura de base de
compdsito de colagénio/hidroxiapatite (HA) de acordo com as

Reivindicacgdes 1 a 9.

Tipicamente, a solugdo &acida ter uma molaridade
de pelo menos 0,05 M. Numa forma de realizacao preferida da
invencdo, a proporgao de HA para colagénio na suspensao é
superior a 1:10 (m/m), e em gque a molaridade da solucgéo
dcida é superior a 0,05 M. Tipicamente, a proporcgado de HA
para colagénio na suspensdo € pelo menos 02:10 (m/m), 3:10
(m/m), 4:10 (m/m), 5:10 (m/m). Numa forma de realizacéo
preferida da invencado, a proporcado de HA para colagénio é
desde 1:10 (m/m) até 50:10 (m/m), adequadamente desde 5:10
(m/m) até 30:10 (m/m). Adequadamente, a molaridade da
solucdao é&cida ¢é de pelo menos 0,06 M, 0,07 M, 0,08 M,
0,09 ™M, 0,10 M, 0,20 M, 0,30 M, 0,40 M ou 0,50 M. Idealmen-

te, a molaridade da solucdo acida estd entre 0,4 M e 0,6 M.
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Numa forma de realizacao preferida da invencao, a
proporcao de HA para colagénio na suspensao € de pelo menos
5:10 (m/m), e em que a molaridade da solucdo acida €& de
pelo menos 0,10 M. Tipicamente, a molaridade da solucao

dcida é de pelo menos 0,50 M.

Numa forma de realizacao preferida da invencao, a
proporgdo de HA para colagénio na suspensao é de pelo menos
6:10 (m/m), 7:10 (m/m), 8:10 (m/m), 9:10 (m/m) ou 1l:1
(m/m) . Numa forma de realizacdo da invencao, a proporcao de
HA para colagénio na suspensdo € superior a 1:1 (m/m).
Geralmente, quando tais niveis de HA sao empregues na suspen-—

sdo, a molaridade da solucdo acida serd de pelo menos 0,5.

Numa forma de realizacado preferida, a quantidade
de colagénio na suspensdao pode variar entre 4,0 g/L e

6,0 g/L.

Tipicamente, a solucdo Aacida compreende uma solu-
cdo de 4dcido acético. Contudo, outros 4&cidos organicos

podem ser empregues para formar a solucdo acida.

Adequadamente, a suspensao homogénea de colagé-
nio/HA é formada em condicbes adequadas para minimizar a
gelatinizagcdo do colagénio. Um método para assegurar a
gelatinizacdo minima do colagénio durante a producgado da
suspensdao homogénea é manter a suspensao a uma temperatura
suficientemente baixa, geralmente entre 1 °C e 5 °C, ade-

quadamente a cerca de 4 °C.
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A liofilizacdao é levada a cabo a uma velocidade
de arrefecimento constante. Isto significa que a velocidade
de arrefecimento durante a liofilizacdo nao vai variar mais
do que +/-10% da velocidade de arrefecimento alvo, isto &,
se a desejada velocidade de arrefecimento for de 1,0 °C/min
e a velocidade atual de arrefecimento variar entre
0,9 °C/min e 1,1 °C/min, esta deverd nao obstante ser ainda
considerada uma velocidade de arrefecimento constante.
Tipicamente, a velocidade de arrefecimento constante esté
entre 0,1 °C/min e 10 °C/min. Preferivelmente, a liofiliza-
cao é realizada a uma velocidade de arrefecimento constante
entre 0,5 °C/min e 1,5 °C/min. Mais preferivelmente, a
liofilizacgédo é realizada a uma velocidade de arrefecimento
constante entre 0,8 °C/min a 1,1 °C/min. Tipicamente, a
liofilizacdo é realizada a uma velocidade de arrefecimento
constante de cerca de 0,9 °C/min. A temperatura da cémara
de liofilizacdo no inicio do processo de liofilizacdo (ou
seja, quando a pasta é colocada na cémara) € usualmente
superior a 0 °C, preferivelmente cerca da temperatura

ambiente.

A temperatura de congelacdo final desejada esta
entre -10 °C e =70 °C. Adequadamente, a temperatura de
congelacdo final desejada estda entre -30 °C e -50 °cC.
Normalmente, a temperatura de congelacao final desejada

estd entre -35 °C e —-45 °C, idealmente cerca de -40 °C.

O processo de 1liofilizacao inclui uma etapa de
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secagem, o qual ¢é realizado depois da temperatura de
congelagao final ser atingida. Este passo envolve o0
aquecimento da cémara de liofilizacdo até uma temperatura
de sublimacao (geralmente de cerca de 0 °C),
preferivelmente a uma velocidade de aquecimento constante.
O processo incluil tipicamente um passo de sublimacao final,
onde uma fase de gelo na estrutura de Dbase formada ¢é

sublimada sob vacuo durante um periodo de tempo adequado.

Numa outra forma de realizacao da invencao, o
processo de liofilizacgao compreende um passo de
recozimento. Tipicamente, este passo envolve o aumento da
temperatura na cémara de liofilizacdo depois da temperatura
final de congelacao ser alcancada, e tipicamente mantendo a
temperatura aumentada durante um periodo de tempo antes de
se iniciar a fase de secagem. Por exemplo, se a temperatura
de congelacao final ¢é de -20 °C, o passo de recozimento
pode ser efetuado elevando em rampa a temperatura até
-10 °C, e mantendo a essa temperatura durante um tempo
suficiente para permitir que os cristais de gelo existentes
crescam, antes de finalmente ocorrer a secagem da estrutura
de base. O tempo de recozimento pode ser variado de acordo
com as caracteristicas de poro desejadas, contudo tempos de

recozimento entre 15 minutos e 120 horas sao preferidos.

Geralmente, a HA empregue na presente invencao
estda na forma de pd. Adequadamente, o pd de HA ¢é
selecionado de entre o grupo compreendendo: pd de HA

sinterizado, e pdé de HA nao sinterizado. Exemplos de pds de
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HA sinterizados e nao sinterizado adequados gque sao
adequados para a presente 1invencao serao conhecidos dos

peritos na técnica e sao fornecidos abaixo.

Tipicamente, o pd de HA tem um tamanho de

particula entre 10 nm e 100 pum.

Adequadamente, o© colagénio empregue na presente
invencao compreende fibras de colagénio. Preferivelmente,
as fibras de colagénio compreendem colagénio microfibrilar,
preferivelmente colagénio de tenddao de bovino microfi-

brilar.

Adequadamente, a suspensao de colagénio € mistu-
rada por centrifugagdo, em que o HA é adicionado no vértice

da suspensao durante a mistura centrifuga.

Tipicamente, o HA ¢é adicionado em aliquotas.
Adequadamente, as aliquotas sdo adicionadas a suspensao de
colagénio em intervalos entre 30 e 240 minutos. Preferivel-
mente, a HA é adicionada a suspensado de colagénio em entre

2 e 5 aliquotas.

Numa forma de realizacao da invencao, a estrutura
de base de compdbdésito & reticulada ou de ligacao cruzada.
Tipicamente, a ligacao cruzada da estrutura de Dbase de
compdsito € feita por meios selecionados a partir do grupo
compreendendo: reticulacgao ou ligacéao cruzada

desidrotérmica e ligacao cruzada quimica. Os agentes e
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métodos quimicos de ligacgdo cruzada adequados serdo bem
conhecidos dos peritos na técnica e incluem hidrocloreto de
l-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodi-imida (EDAC). Quando
a ligacao cruzada desidrotérmica é empregue, a temperatura
de reticulacgao situa-se entre 105 °cC e 180 °cC.
Adequadamente, o processo de ligacao cruzada ou reticulacao
¢ realizado durante pelo menos 24 horas, 48 horas, 72
horas, 96 horas ou 120 horas. Quando ¢é empregue ligacao
cruzada com EDAC, a molaridade da solugao de EDAC é 6 mmol

por grama de compdésito de colagénio/HA.

A invencédo também diz respeito a uma estrutura de
base de compdsito de colagénio/hidroxiapatite (HA) que pode

ser obtido pelo método da invencao.

A invencédo também diz respeito a uma estrutura de
base de compdésito de colagénio/hidroxiapatite (HA) de

acordo com as Reivindicacbes 10 a 13.

Preferivelmente, a estrutura de base de compdsito
da invencdo tem uma porosidade de pelo menos 99% (v/v),
99,1% (v/v), 99,2% (v/v), 99,3% (v/v). Adequadamente, a

estrutura de Dbase de compdsito da invencado tem uma

porosidade de desde 98 até 99,5% (v/v), e mais
preferivelmente desde 98,5 até 99,5% (v/v). O método de

Q

determinacao da porosidade em % é descrito abaixo.

Adequadamente, a estrutura de base de compdsito

da invencao tem uma rigidez compressiva de pelo menos
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0,5 kPa, 0,6 kPa. Adequadamente, a estrutura de base de
compdsito da invencdo tem uma rigidez compressiva de desde
1 a 5 kPa, preferivelmente desde 1 a 4 kPa. As estruturas
de Dbase de compdsito de ligacdo cruzada de EDAC tém uma
rigidez compressiva de pelo menos 1 kPa, 1,5 kPa, 2 kPa,
2,5 kPa, 3 kPa, 3,5 kPa, 4 kPa. O método para determinar a

rigidez compressiva é descrito abaixo.

Tipicamente, a proporcao de HA para colagénio na
estrutura de base de compdésito é desde 1:10 até 50:10
(m/m), e preferivelmente pelo menos 2:10 (m/m), 3:10 (m/m),
4:10 (m/m), 5:10 (m/m), 6:10 (m/m), 7:10 (m/m), 8:10 (m/m),
9:10 (m/m) ou 1:1 (m/m). Numa forma de realizacéo
particularmente preferida da invencao, a proporcao de HA
para colagénio no estrutura de base de compdsito é desde

5:10 até 30:10 (m/m).

A Dbioatividade in vitro da estrutura de base de
compdsito da invencao pode ser caraterizada por
monitorizacao da atividade de osteoblastos MC3T3 na
estrutura de base apds incubacdo de 1 dia (para monitorizar
o grau de fixacao celular inicial), 7 dias, 21 dias e 28
dias (para monitorizar a proliferacao celular). Numa forma
de realizacado da invencado, a estrutura de base de compdsito
da invencdo é caraterizada por um nivel de proliferacao de
osteoblastos MC3T3 na estrutura de base apds 7 dias de
incubacdo de mais do gque o nuUmero inicial de células
semeadas na estrutura de base. Tipicamente, isto é pelo

menos 1 x 10° células por 500 mm’ de volume de estrutura de
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base. Numa forma de realizacao preferida da invencao, a
estrutura de base de compdsito é caraterizada por um nivel
de proliferacao de osteoblastos MC3T3 na estrutura de base
em 28 dias de incubacdo menos o nivel aos 7 dias de pelo
menos 0,5 x 10° células, e adequadamente desde 0,5 x 10° e
1,5 x 10° células. Um método para a determinacdo do nivel
de proliferacdao dos osteoblastos MC3T3 é como segue: Uma
amostra cilindrica de estrutura de base de compdsito de
12,7 mm de didmetro é semeada com 2 x 10° células MC3T3.
Apds 7 dias de incubacao, o numero de células presentes por
estrutura de base é monitorizado utilizando o ensaio de ADN
Hoechst 33258. Isto dé& uma avaliacdo da adesdo celular
inicial. Apds 14, 21 e 28 dias de incubacdao, o numero de
células presentes por estrutura de base € monitorizado
utilizando o ensaio de ADN Hoechst 33258. A mudanc¢a no
numero de células presentes por estrutura de base ao longo
do tempo (numero de células no dia 28 menos o numero de
células no dia 7) é wusada para avaliar a proliferacao

celular.

Numa forma de realizagao, a estrutura de base de
compdsito da invencgao é caraterizada  por ter uma
condutividade de fluxo sob pressdao através da estrutura de
base de pelo menos 1 x 1O{Orﬁ/Ns, adequadamente de
6 x 107 m*/Ns até 1,4 x 10° m*/Ns, preferivelmente de
8 x 10° m*/Ns até 1,2 x 1077 m*/Ns. Tipicamente, a
condutividade do fluxo sob pressdao através do estrutura de

base é pelo menos 10 x 10 '° m*/Ns.
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Idealmente, a estrutura de base de compdsito da
invencao tem um elevado grau de interconectividade dos
poros. Preferivelmente, a estrutura de Dbase tem uma
distribuicdo homogénea dos poros. Tipicamente, a estrutura
de Dbase tem um tamanho de poro homogéneo. Numa forma de
realizacgdo, o estrutura de base é produzida sob a forma de
uma folha. Tipicamente, a folha tem uma espessura meédia de
pelo menos 1 mm, 2 mm, 3 mm, 4 mm, 5 mm, 6 mm, 7 mm, 8 mm,

9 mm e 10 mm.

A invencédo também diz respeito a uma estrutura de
base de compdsito da invencdo, ou obtenivel por um método
da invencado, que ¢é semeada com células. Tipicamente, as
células sao células estaminais gque sao indiferenciadas,
parcialmente diferenciadas ou completamente diferenciadas.
Numa forma de realizacao, as células sao selecionadas a
partir do grupo constituido por: osteoblastos, e células

estaminais mesenquimais.

A invencdo também diz respeito a um implante de
0sso osteocondutor compreendendo uma estrutura de base de

compdésito de acordo com a invengao.

A invencdo também diz respeito a um implante de
engenharia de tecido compreendendo uma estrutura de base de
compdsito de acordo com a invengdo. Assim, a estrutura de
base da invencao pode formar uma base sobre a qual o tecido
pode ser objeto de engenharia. Varias formas de tecido séao
previstas para esta aplicacao incluindo, mas sem constituir

limitacdo, cartilagem, ligamentos, musculos e d6rgaos.
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A invencado também diz respeito a um substituto de
enxerto 6sseo maxilofacial compreendendo uma estrutura de

base de compdsito de acordo com a invencéao.

A invencado também diz respeito a um substituto de
enxerto é6sseo dental compreendendo uma estrutura de base de

compdésito de acordo com a invengao.

A invencado também diz respeito a um implante de
reparacao de defeito de cartilagem compreendendo uma

estrutura de base de compdésito de acordo com a invengao.

A invencado também diz respeito a um implante de
reparacgao do defeito osteocondral compreendendo uma

estrutura de base de compdésito de acordo com a invengao.

A invencdo proposta é produzida a partir de dois
constituintes primdrios do osso, nomeadamente a fase
mineral, hidroxiapatite (HA), e a fase organica, colagénio.
Como tal, é um substrato mais natural do que qualguer dos
materiais anteriormente descritos que promovem a formacgao
de osso. Além disso, através da combinacdo da elevada rigi-
dez mecdnica da HA com a biocompatibilidade, biodegradabi-
lidade e arquitetura dos poros de uma estrutura de base de
colagénio fabricada usando o ©processo especifico da
invencao, foli desenvolvido um produto que satisfaz todos os
critérios requeridos para utilizacdo como uma estrutura de

base osteocondutora, incluindo excelente rigidez compres-
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siva (para facilitar o manuseamento e a carga in vivo), e
um elevado grau de porosidade, interconectividade dos poros

e permeabilidade.

A  hidroxiapatite € um material cerémico. Os
materiais cerdmicos sdo compostos inorganicos, ndo metali-
cos, qgue formam ligacgdes idbénicas e covalentes. Eles séao
caraterizados por uma elevada rigidez mecénica, muito baixa
elasticidade e uma superficie dura e quebradica. Em tecidos
vivos, a HA combina-se com colagénio para formar o©sS
principais constituintes do osso. Como material ela também
exibe uma semelhanca ndo sé quimica mas também cristalina
ao mineral &sseo. Contudo, os construtos de HA pura nao sao
atrativos por numerosas razdes, principalmente a rigidez, a
natureza quebradica e a fraca reabsorbabilidade do material
[1]. Conseqguentemente, a estabilidade e controlo da velo-
cidade de degradacdo do construto € problematica [2], ini-
bindo severamente a reabsorcdo d6tima, o subsequente cres-
cimento interno de tecido e a restauracao da integridade
mecédnica do sitio do defeito, todos o0s quais sao determi-

nantes significativos do implante com sucesso.

Em contraste com a HA, o segundo constituinte da
presente invencdo, o <colagénio, J& preenche todos os
determinantes bioldgicos requeridos para o sucesso da
implantacdo. E um polimero natural presente em numerosos
tecidos do corpo humano, exibindo por conseguinte excelente
biocompatibilidade. Como resultado o colagénio promove a

adesao celular, a proliferacao e a formacao da matriz
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extracelular (ECM). A sua velocidade de degradacao pode ser
controlada in vivo, através da variacadao da densidade de
ligacao cruzada. As ligacgdes cruzadas sao ligacdes quimicas
entre moléculas de colagénio. Elas proporcionam a resistén-
cia mecdnica do colagénio e estabilizam as fibras de
colagénio, d1mpedindo as longas moléculas de colagénio
semelhantes a bastdes ou varetas de deslizar umas sobre as
outras sob tensao [3]. A ligacdo cruzada € também um meio
eficaz de controlar a velocidade de degradacgao de
estruturas de base de colagénio, visto que as ligacgdes
cruzadas tém de ser guebradas antes da estrutura de base
poder ser degradada. Existem varios métodos para aumentar o
nivel de ligagbes cruzadas em estruturas de Dbase de
colagénio. Um outro atributo significativo é a recente
aprovacgao pela FDA e o sucesso clinico de estruturas de
base a base de colagénio utilizadas para a regeneracao de
pele e nervos [4]. A principal desvantagem associada com o
colagénio como uma estrutura de base é a sua falta de
resisténcia mecadnica inerente. Consequentemente, esta in-
vengao combina ambos colagénio e HA para formarem um
construto tridimensional compdsito com as vantagens de

ambos o0s constituintes e nenhuma das desvantagens.

Além dos préprios materiais constituintes atuais,
o processo de fabrico da estrutura de base e subsequente
morfologia do construto é vital para a determinacao do
sucesso do implante da estrutura de base in vivo. O fabrico
da presente invencao envolve a utilizacdo de uma técnica de
fabrico de estrutura de base de colagénio especializada que

tipicamente inclui a liofilizacdo/secagem por congelacéo.
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Tradicionalmente, o fabrico de estruturas de base
porosas utilizando a liofilizacdo envolve a réapida conge-
lagao ou arrefecimento brusco dos materiais constituintes
do estrutura de base misturados em conjunto numa pasta.
Isto resulta numa distribuicao de ©poros extremamente
irregular e elevado grau de variacao de tamanho de poro.
Além disso, o arrefecimento rdpido altera a proporcgdo do
aspeto dos poros criados, conduzindo a formatos de poros
nao equiaxiais em toda a parte. O processo de fabrico de
secagem por congelacao da presente invencao facilita o
controlo global de todas as principais determinantes
morfoldgicas de viabilidade da estrutura de base. Faz isso
precisamente pelo controlo da temperatura e pressaoc no
interior da cémara de secagem por congelacdo durante as
fases nao s de congelagcao mas também de secagem do
processo. A congelacao ou secagem descontroladas em
qualquer ponto durante o processo de fabrico tem sido
mostrado a conduzir a distribuicdes, formas e tamanhos de
poro heterogéneas, todas as quais sao determinantes vitais
da viabilidade das células semeadas. Usando um processo de
secagem por congelagado controlado, estruturas de Dbase a
base de colagénio porosas, reprodutiveis e homogéneas podem
ser repetidamente fabricadas com altas interconectividade,
porosidade e adrea de superficie de poro, todas as gquais séo
vitais para o transporte de massa bem sucedido de células
no interior da estrutura de base e em torno do tecido
hospedeiro e proporcionar espago para a vascularizacgao e

crescimento para dentro de tecido novo. Além disso, o0
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método da invencdo permite o controlo extensivo do tamanho
de poro do construto, facilitando a funcionalidade
especifica da célula. A presente revelagcao descreve o
fabrico de uma estrutura de base de compdsito, através da
utilizacdo do processo da invengao que resulta numa estru-
tura de base porosa tridimensional tendo alta porosidade,
alta interconectividade dos poros e uma distribuicao

homogénea de HA no interior da matriz de colagénio.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

FIG. 1: Rigidez compressiva da estrutura de base de
ligacao cruzada sem EDAC em funcao do tipo de estrutura de
base. (colagénio = estrutura de Dbase de controlo de
colagénio misturada em acido acético 0,05 M, HA 10% (m/m) =

colagénio + HA 10% (m/m) misturados em 4&acido acético

0,05 M, HA (L) 50% (m/m) = —colagénio + HA 50% (m/m)
misturados em acido acético 0,1 M, HA 50% (m/m) = colagénio

+ HA 50% (m/m) misturados em &acido acético 0,5 M).

FIG 2: Rigidez compressiva da estrutura de base de
ligacao cruzada com EDAC em funcao do tipo de estrutura de
base. (colagénio = =estrutura de base de controlo de
colagénio de ligacgdo cruzada com EDAC misturada em &acido
acético 0,5 M, HA 50 = colagénio de 1ligacao cruzada com
EDAC + HA 50% (m/m) misturada em &cido acético 0,5 M,
HA 100 = <colagénio de ligacao <cruzada com EDAC +
HA 100% (m/m) misturada em 4acido acético 0,5 M, HA 200 =
colagénio de ligacdo cruzada com EDAC + HA 200% (m/m)

misturada em acido acético 0,5 M).
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FIG. 3: Porosidade da estrutura de base como funcgéao
do tipo de estrutura de base. (Colagénio = estrutura de
base de controlo de colagénio de estrutura de base de
ligagdo cruzada sem EDAC misturada em acido acético 0,5 M,
HA 50 = colagénio de estrutura de base de ligacao cruzada
sem EDAC + HA 50% (m/m) misturada em &acido acético 0,5 M,
HA 100 = colagénio de estrutura de base de ligacgao cruzada
sem EDAC + HA 100% (m/m) misturada em &cido acético 0,5 M,
HA 200 = colagénio de estrutura de base de ligacdao cruzada

sem EDAC + HA 200% (m/m) misturada em acido acético 0,5 M).

FIG 4: Bicatividade in vitro como uma funcao do
tipo de estrutura de base (¢t = 7, 14, 21, 28 dias).
Densidade de sementeira inicial de 2 milhdes de células
utilizada em todas as estruturas de Dbase (colagénio =
estrutura de base de controlo de ligacao cruzada com EDAC
misturada em 4cido acético 0,5 M, HA 50 = colagénio de
ligagao cruzada com EDAC + HA 50% (m/m) misturada em &cido
acético 0,5 M, HA 100 = colagénio de ligacdo cruzada com
EDAC + HA 100% (m/m) misturada em &cido acético 0,5 M,
HA 200 = colagénio de 1ligacado <cruzada com EDAC +

HA 200% (m/m) misturada em acido acético 0,5 M).

FIG. 5: Bioatividade in vitro como fungao do tipo de
estrutura de base (t = 28 dias - 7 dias). Nova bioatividade
de estruturas de base entre dia 7 e dia 28 (colagénio =
estrutura de base de controlo de colagénio de ligacao

cruzada com EDAC misturada em acido acético 0,5 M, HA 50 =
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colagénio de 1ligacdo cruzada com EDAC + HA 50% (m/m)
misturada em &cido acético 0,5 M, HA 100 = colagénio de
ligacao cruzada com EDAC + HA 100% (m/m) misturada em &acido
acético 0,5 M, HA 200 = colagénio de ligacdo cruzada com

EDAC + HA 200% (m/m) misturada em adcido acético 0,5 M).

FIG. 6: Micro-TC da estrutura de base de compdsito

de acordo com a invencéao.

FIG. 7: Seccao da estrutura de base da Figura 6.

FIG. 8: Imagem de SEM (ou MEV) de estrutura de base
de HA 50% (m/m) destacando a estrutura porosa homogénea e

interconectada.

FIG. 9: Distribuicdo das particulas de mineral da

regiao de interesse definida na Fig. 8.

FIG. 10 e 11: Imagens de SEM de uma estrutura de base
de compdsito de HA 50% (m/m) de ligacdo cruzada sem EDAC em
concordéncia com ampliacdo de 10 wvezes e 100 vezes,

respetivamente.

FIG. 12: Permeabilidade da estrutura de base como
funcdo do tipo de estrutura de base. (colagénio = estrutura
de base de controlo de colagénio de ligacgado cruzada com
EDAC misturada em acido acético 0,5 M, HA 50 = colagénio de
ligagdo cruzada com EDAC + HA 50% (m/m) misturada em &acido

acético 0,5 M, HA 100 = colagénio de 1ligacgdo cruzada com
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EDAC + HA 100% (m/m) misturada em &cido acético 0,5 M,
HA 200 = colagénio de 1ligacado <cruzada com EDAC +

HA 200% (m/m) misturada em acido acético 0,5 M).

FIG. 13: Ralios X de um osso da parte de cima do
crdnio do rato e esguema acompanhante mostrando a posicao
do defeito e as posigdes das secgbes tomadas para as

imagens de tomografia computadorizada (TC).

FIG. 14: Imagens digitalizadas de micro-TC de secgdes
de um osso da calvaria ou calva de rato com um defeito

vazio.

FIG. 15 e 16: Imagens de varrimento por micro-TC de
seccgbes de um osso de calvaria de rato tendo um defeito
preenchido com wuma estrutura de base de compdsito de
HA 50% (m/m) de 1ligagdo cruzada com EDAC da invengao

semeada com células CEM de ratos.

FIG. 17 e 18: Imagens de varrimento por micro-TC de
seccdes de um osso de calvaria de rato tendo um defeito
preenchido com uma estrutura de base de compdsito de
HA 200% (m/m) de 1ligacdo cruzada com EDAC da invencéo

semeada com células CEM de ratos.

FIG. 19 e 20: 1Imagens de varrimento por micro-TC de
seccbes de um osso de calvaria de rato tendo um defeito
preenchido com uma estrutura de base de compdsito de
HA 50% (m/m) de ligacao cruzada com EDAC da invencao (nao

semeada) .
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FIG. 21 e 22: 1Imagens de varrimento por TC de seccgdes
de um osso de calvaria de rato tendo um defeito preenchido
com uma estrutura de base de compdsito de HA 200% (m/m) de

ligacao cruzada com EDAC da invencao (nao semeada).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

O fabrico de estruturas de base de controlo de
colagénio da invencdo e estruturas de base de HA 10% (m/m)
foi feito wutilizando o protocolo descrito na Forma de
Realizacao 1, =especificamente usando uma concentracgao
inicial de 4&4cido acético de 0,05 M. A medida que a
proporgcdao de HA foi aumentada até HA 50% (m/m), a mistura
homogénea dos dois constituintes principais (colagénio e
HA) tornou-se mais problemdtica. Um aumento na concentragao
inicial de 4&cido acético foi encontrada a aliviar este
problema. O efeito desta concentracao de &cido acético
aumentada, foi investigada usando dois aumentos distintos
na concentracado de 4acido acético, especificamente 0,1 M e
0,5 M. Estas formas de realizagcao sao descritas nos
Exemplos 2 e 3, respetivamente. O fabrico de estruturas de
base de controlo de colagénio de ligacao cruzada com EDAC e
estruturas de base de compdsito tendo HA 50% (m/m), HA 100%

(m/m) e HA 200% (m/m), sdo descritos no Exemplo 4.

ExEMpPIO 1

400 mL de uma solucdo de &cido acético 0,05 M (pH

3,05) foi preparada usando &agua destilada e desionizada
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(1,16 mL de &cido acético glacial foram adicionados a

398,84 mL de &gua destilada, desionizada).

Um sistema de arrefecimento de 4&dgua WK1250
(Lauda, Westbury, NY, EUA) foi utilizado para refrigerar um
recipiente de reacdo de vidro até uma temperatura constante
de 4 °C durante uma hora. Este recipiente de reacao foi
utilizado para misturar os constituintes da estrutura de
base, engquanto se manteve a pasta a uma temperatura
constante de 4 °C. Isto impediu a desnaturacao das fibras
de colagénio como resultado da geracado de calor durante o

processo de mistura.

1,8 g de colagénio de tenddo bovino microfibrilar
(Collagen Matrix Inc., NJ, EUA) foram adicionados a 320 mL
da solucdo de 4&cido acético 0,05 M. Esta suspensdo foi
misturada usando um misturador suspenso IKA Ultra Turrax
T18 (IKA Works Inc., Wilmington, NC) a 15 000 rpm durante
90 minutos a 4 °C. 40 mL da solucdo de acido acético foram
misturados com hidroxiapatite (HA) em pdé (Biotal, UK),
especificamente 10% numa base ponderal de colagénio (0,18 g
de HA). Uma aliquota de 10 mL desta solucgdo de 4acido
acético/HA foi adicionada a pasta de colagénio/éacido
acético no recipiente de reacédo arrefecido em 90 minutos. O
método de entrega de suspensao de HA envolveu uma agitacao
vigorosa da suspensaco imediatamente antes da injecao
(assegurando uma suspensao homogénea das particulas
minerais) no centro do vértice do misturador através de uma

seringa. Um tubo de borracha flexivel foi unido ao bocal da
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seringa para facilitar a injecao diretamente no centro do
vértice do misturador. Aliquotas de 10 mL (trés no total)
foram adicionadas subsequentemente a pasta a cada hora.
Apdés a aligquota final da solucdo de HA em acido acético ter
sido adicionada, a pasta foil misturada durante 60 minutos
subsequentes, conduzindo a um tempo total de mistura de 330

minutos (cinco horas e meia).

Uma vez que a fase de mistura foil completada, a
pasta foi transferida para um copo de boca larga limpo, e
desgaseado por vacuo a uma pressdo de aproximadamente
4000 mTorr durante mais 60 minutos. Esta fase removeu
quaisquer bolhas de ar nao desejadas no interior da pasta,
pois isso teria um efeito prejudicial sobre o processo de
secagem por congelacao subsequente. A estrutura de base foi
produzida usando um processo de liofilizacao (secagem por
congelacao). Uma aliguota de 67,5 mL da pasta de cola-
génio/HA foi colocada num tabuleiro de amostras do secador
por congelacao murado fornecido pelo fabricante do secador
por congelacao (VirTis Co., Gardiner, Nova Iorgque, EUA) e
feito de aco inoxidavel de grau 304. As dimensdes internas
do tabuleiro de amostras, eram de 127 mm de largura X
127 mm de comprimento x 38 mm de altura. A espessura da
placa de base do tabuleiro é¢ de 3 mm. O tabuleiro de
amostras foi colocado na cdmara do secador por congelacgdo e
colocado na prateleira de arrefecimento do secador por

congelacao a uma temperatura de 20 °C.

O processo de secagem por congelacao envolveu o
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arrefecimento da cédmara do secador por congelagcdo e o
arrefecimento da prateleira a uma velocidade de arrefeci-
mento constante (0,9 °C/min), com base num estudo prévio,
até a temperatura final de congelacdo (40 °C). O principal
determinante da morfologia do cristal de gelo durante o
processo de secagem por congelacao é a temperatura final de
congelacdo. A temperatura da prateleira e da cémara foli em
seguida mantida constante a temperatura final de congelacéo
durante 60 minutos para completar o processo de congelacao.
A temperatura da prateleira fol em seguida aumentada em
rampa até 0 °C ao longo de 160 minutos. A fase de gelo foi
em seguida sublimada sob um vacuo de aproximadamente
200 mTorr a 0 °C durante 17 horas para produzir a estrutura

de base porosa de colagénio/HA.

O construto poroso de colagénio/HA fol em seguida
colocado num forno de vacuo (Fisher IsoTemp 201, Fisher
Scientific, Boston, MA) para efetuar a ligagao cruzada no
colagénio via um processo de ligacao cruzada desidrotér-
mico. AS estruturas de Dbase foram colocadas no forno a
vacuo a uma temperatura de 120 °C sob um vacuo de 50 mTorr

durante 24 horas.

EXEMPIO 2

400 mL de uma solucgao de &acido acético 0,1 M (pH
2,9) foil preparada usando 4&dgua destilada e desionizada
(2,32 mL de 4&cido acético glacial foram adicionados a

397,68 mL de &gua destilada, desionizada). Um sistema de
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arrefecimento de agua WK1250 (Lauda, Westbury, NY, EUA) foi
utilizado para arrefecer um recipiente de reacao de vwvidro
até uma temperatura constante de 4 °C durante uma hora.
1,8 g de colagénio de tendao bovino microfibrilar (Collagen
Matrix Inc., NJ, EUA) foram adicionados a 320 mL da solucgéao
de &cido acético 0,1 M. Esta suspensdo foi misturada
utilizando um misturador suspenso IKA Ultra Turrax T18
sobrecarga (IKA Works Inc., Wilmington, NC) a 15 000 rpm

durante 90 minutos a 4 °C.

40 mL de solucdo de &cido acético foram mistu-
rados com hidroxiapatite (HA) em pd (Biotal, UK), especi-
ficamente 50% numa base ponderal de colagénio (0,9 g de
HA). Uma aliquota de 10 mL desta solucdo de acido acéti-
co/HA foi adicionada a pasta de colagénio/acido acético no
recipiente de reacdo arrefecido em 90 minutos. Aliquotas de
10 mL (trés no total) foram subsequentemente adicionados a
pasta a cada hora. Apds a aliquota final da solucao de
dcido acético/HA ser adicionada, a pasta foi misturada
durante os 60 minutos subsequentes, conduzindo a um tempo
de mistura total de 330 minutos (cinco horas e meia). Uma
vez que a fase de mistura ser completada, a pasta foi
transferida para um copo de Dboca larga limpo e desga-
seificado em vécuo a uma pressao de aproximadamente

4000 mTorr durante mais 60 minutos.

A estrutura de Dbase foi produzida wusando um
processo de liofilizacao (secagem por congelagao). Uma

aligquota de 67,5 mL da pasta de colagénio/HA foi colocada
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num tabuleiro de amostras de secador por congelacao murado
fornecido pelo fabricante do secador por congelagao (VirTis
Co., Gardiner, Nova Iorque, EUA) e feito de ago inoxidavel
de grau 304. As dimensdes internas da tabuleiro de amostras
eram de 127 mm de largura x 127 mm de comprimento x 38 mm
de altura. A espessura da placa de base do tabuleiro é de
3 mm. O tabuleiro de amostras foi colocado na céamara do
secador por congelagcao e colocado na prateleira de
arrefecimento do secador por congelacao a uma temperatura

de 20 °C.

O processo de secagem por congelacao envolveu o
arrefecimento da camara do secador por congelacdo e o0
arrefecimento da prateleira a uma velocidade de
arrefecimento constante (0,9 °C/min) até a temperatura
final de congelacao (40 °C). A temperatura da prateleira e
da cémara foi em seguida mantida constante a temperatura
final de congelacdo durante 60 minutos. A temperatura da
prateleira foi em seguida aumentada em rampa até 0 °C ao
longo de 160 minutos. A fase de gelo fol em seguida
sublimada sob um vadcuo de aproximadamente 200 mTorr a 0 °C

durante 17 horas.

O construto de colagénio/HA poroso fol em seguida
colocado num forno de véacuo (Fisher IsoTemp 201, Fisher
Scientific, Boston, MA) para efetuar a ligacdo cruzada no
colagénio via um processo de ligacdo cruzada desidrotérmi-
co. AS estruturas de base foram colocadas no forno a vacuo
a uma temperatura de 120 °C sob um vacuo de 50 mTorr

durante 24 horas.
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ExXEMPIO 3

400 mL de uma solucdo de acido acético 0,5 M (pH
2,55) foil preparada usando &gua destilada e desionizada
(11,6 mL de &cido acético glacial foram adicionados a
388,4 mL de &gua destilada e desionizada). Um sistema de
arrefecimento de agua WK1250 (Lauda, Westbury, NY, EUA) foi
utilizado para arrefecer um recipiente de reacao de wvidro
até uma temperatura constante de 4 °C durante uma hora.
1,8 g de colagénio de tendao bovino microfibrilar (Collagen
Matrix Inc., NJ, EUA) foram adicionados a 320 mL da solucgao
de &cido acético 0,5 M. Esta suspensao foi misturada utili-
zando um misturador suspenso IKA Ultra Turrax T18 (IKA
Works Inc., Wilmington, NC) a 15 000 rpm durante 90 minutos

a 4 °C.

40 mL da solucgao de acido acético foram
misturados com hidroxiapatite (HA) em pdé (Biotal, Reino
Unido), especificamente 50%, 100% e 200%, numa base ponde-
ral, de colagénio (0,9, 1,8 e 3,6 g de HA). Uma aligquota de
10 mL. desta solucgdo de &cido acético/HA foi adicionada a
pasta de colagénio/dacido acético no recipiente de reacao
arrefecido em 90 minutos. Aliquotas de 10 mL (trés no
total) foram subsequentemente adicionadas a pasta a cada
hora. Apds a aliquota final da solucdo de acido acético/HA
ter sido adicionada, a pasta foi misturada durante os 60
minutos subsequentes, conduzindo a um tempo total de

mistura de 330 minutos (cinco horas e meia). Uma vez que a
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fase de mistura foi completada, a pasta fol transferida
para um copo de boca larga limpo e desgaseada por VAcCuo a
uma pressao de aproximadamente 4000 mTorr durante mais 60

minutos.

A estrutura de base foi produzida usando um
processo de 1liofilizacao (secagem por congelacao). Uma
aliquota de 67,5 mL da pasta de colagénio/HA foi colocado
num tabuleiro de amostras de secador por congelacao murado
fornecido pelo fabricante do secador por congelacgao (VirTis
Co., Gardiner, Nova Iorque, EUA) e feito de aco inoxidavel
de grau 304. As dimensdes internas da tabuleiro de amostras
foram de 127 mm de largura x 127 mm de comprimento x 28 mm
de altura. A espessura da placa de base do tabuleiro & de
3 mm. O tabuleiro da amostra foi colocado numa cémara do
secador por congelagcao e colocado na prateleira de
arrefecimento do secador por congelacao a uma temperatura

de 20 °cC.

O processo de secagem por congelagcao envolveu o
arrefecimento da cémara do secador por congelacdo o arre-
fecimento da prateleira a uma velocidade de arrefecimento
constante (0,9 °C/min) até a temperatura final de
congelacdo (40 °C). A temperatura da prateleira e da cémara
foi em seguida mantida constante a temperatura final de
congelacao durante 60 minutos. A temperatura da prateleira
foi em seguida aumentada em rampa para 0 °C ao longo de 160

minutos. A fase de gelo foi em seguida sublimada sob um

vdcuo de aproximadamente 200 mTorr, a O °C, durante 17



PE2117617 - 28 -

horas para produzir a estrutura de Dbase porosa de

colagénio/HA.

O construto de colagénio/HA poroso fol em seguida
colocado num forno de véacuo (Fisher IsoTemp 201, Fisher
Scientific, Boston, MA) para efetuar a ligacdo cruzada no
colagénio via um processo de 1ligacao cruzada desidrotér-
mico. AS estruturas de base foram colocadas no forno a
vdcuo a uma temperatura de 120 °C sob um vacuo de 50 mTorr

durante 24 horas.

ExEMPIO 4

400 mL de uma solucdao de &acido acético 0,5 M (pH
2,55) foi preparada usando 4&agua destilada e desionizada
(11,6 mL de 4&cido acético glacial foram adicionados a
388,4 mL de 4&gua destilada e desionizada). Um Sistema de
arrefecimento de agua WK1250 (Lauda, Westbury, Nova Iorque,
EUA) foi utilizado para arrefecer um recipiente de reacao
de vidro até uma temperatura constante de 4 °C durante uma
hora. 1,8 g de colagénio de tenddao bovino microfibrilar
(Collagen Matrix Inc., NJ, EUA) foram adicionados a 320 mL
de uma solucdo de &acido acético 0,5 M. Esta suspensao foi
misturada wutilizando um misturador suspenso IKA Ultra
Turrax T18 (IKA Works Inc., Wilmington, NC) a 15 000 rpm

durante 90 minutos a 4 °C.

40 mL da solucgao de acido acético foram

misturados com hidroxiapatite (HA) em pdé (Biotal, Reino
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Q

Unido), especificamente 50%, 100% e 200%, numa base
ponderal, de colagénio (0,9, 1,8 e 3,6 g de HA). Uma
aligquota de 10 mL desta solucdo de &cido/HA acético foi
adicionada a pasta de colagénio/acido acético no recipiente
de reacdo arrefecido em 90 minutos. Aligquotas de 10 mL
(trés no total) foram subsequentemente adicionados a pasta
a cada hora. Apds a aliquota final da solucdo de HA em
dcido acético ter sido adicionada, a pasta foli misturada
durante os 60 minutos subsequentes, conduzindo a um tempo
de mistura total de 330 minutos (cinco horas e meia). Uma
vez que a fase de mistura esteja completa, a pasta foi
transferida para um copo de boca larga limpo e desgaseada
por vAacuo a uma pressao de aproximadamente 4000 mTorr

durante um adicional de 60 minutos.

A estrutura de base foi produzida usando um
processo de 1liofilizacao (secagem por congelacao). Uma
aliquota de 67,5 mL da pasta de colagénio/HA foi colocada
num tabuleiro de amostras de secador por congelacao murado
fornecido pelo fabricante do secador por congelacgao (VirTis
Co., Gardiner, Nova Iorque, EUA) e feito de aco inoxidavel
de grau 304. As dimensdes internas do tabuleiro de
amostras, foram de 127 mm de largura X 127 mm de
comprimento x 38 mm de altura. A espessura da placa de base
do tabuleiro é de 3 mm. O tabuleiro da amostra foi colocado
numa camara do secador por congelacdo e colocado na
prateleira de arrefecimento do secador por congelacgcao a uma

temperatura de 20 °C.
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O processo de secagem por congelacao envolveu o
arrefecimento da cédmara do secador por congelacdo e da
prateleira de arrefecimento a uma velocidade de
arrefecimento constante (0,9 °C/min) até & temperatura
final de congelacadao (40 °C). A temperatura da prateleira e
da cémara foi em seguida mantida constante a temperatura
final de congelacao durante 60 minutos. A temperatura da
prateleira foi em seguida aumentada em rampa até 0 °C ao
longo de 160 minutos. A fase de gelo foi em seguida
sublimada sob um vacuo de aproximadamente 200 mTorr a 0 °C
durante 17 horas para produzir a estrutura de base porosa

de colagénio/HA.

O construto de colagénio/HA poroso foi em seguida
colocado num forno de véacuo (Fisher IsoTemp 201, Fisher
Scientific, Boston, MA) para efetuar a ligacdo cruzada no
colagénio wvia um processo de ligacao cruzada desidrotér-
mico. As estruturas de base foram colocadas no forno a
vdcuo a uma temperatura de 120 °C sob um vacuo de 50 mTorr

durante 24 horas.

A seguir ao procedimento de ligacgao cruzada DHT,
as estruturas de base foram quimicamente reticuladas uti-
lizando hidrocloreto de etil-3-[3-dimetilaminopropil]car-
bodi-imida (EDAC) como agente de ligagao cruzada. EDAC numa
concentracdao de 6 mmol de EDAC por grama de estrutura de
base foi misturada numa proporcao molar de 5:2 com N-
hidroxissuccinimida (EDAC:NHS = 5:2). As estruturas de base

foram imersas nesta solucdo de EDAC/NHS e incubadas durante
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2 horas a temperatura ambiente. As estruturas de base foram
subsequentemente lavadas duas vezes usando salina tamponada
com fosfato (PBS) e incubadas em PBS durante duas horas

utilizando um agitador orbital para agitar a PBS.

Caraterizagdo de Estruturas de base de Compésitos

Para o) propdésito deste estudo, todas as
estruturas de Dbase de <colagénio/HA fabricadas foram
comparados com uma estrutura de base de controlo feita de
colagénio, fabricada usando o protocolo padrao utilizado
neste laboratdério de investigacao, especificamente em
solucao de 4acido acético 0,5 M e liofilizada a uma
velocidade de arrefecimento constante até uma temperatura

de congelacao final de 40 °C.

1. Rigidez Mecénica

Para assegurar a sobrevivéncia uma vez implantado
num defeito dsseo, um substituto de enxerto de osso deve
possuir resisténcia intrinseca suficiente para poder
resistir as forcas a que estd sujeito a carga completa em
carga no interior do sitio do defeito afetado. A capacidade
do wutilizador fabricar um substituto de enxerto &sseo
osteocondutor com forga intrinseca suficiente para permitir
a 1implantacdao num defeito que carrega uma carga foi o
objetivo principal deste estudo. Através da utilizacao de
tecnologia de compdésito, um construto baseada em colagénio
extremamente biocompativel é combinado com a hidroxiapatite

cerédmica mais forte para desenvolver um substituto de
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enxerto de osso com todas as vantagens de ambos 0s
materiais e nenhuma das suas desvantagens. Todos os testes
foram conduzidos sobre estruturas de base hidratadas com
solucao salina tamponada com fosfato (PBS). A testagem de
compressao das amostras de estrutura de base foi levada a
cabo usando uma méquina de testagem mecadnica Zwick equipada
com uma célula de carga de 5 N. Amostras de 8 mm de
didmetro (4 mm de altura) foram cortados das folhas usando
um puncao de couro afiada por um fio de metal redondo. As
amostras foram em seguida pré-hidratadas com solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) uma hora antes do teste numa
placa de cultura de 24 pogos. O protocolo de teste
consistiu de dois ciclos: um ciclo pré-condigdo e um ciclo
de teste. Para ambos os ciclos uma pré-carga de 0,15 mN foi
aplicada e a posicdo foi mantida durante um minuto. Esta
forca foi selecionada na medida em que era suficientemente
baixa (0,5% da carga em 10% de deformacao) para assegurar o
contacto com a amostra sem compressaoc da amostra antes do
teste. A posicdo do rolo superior nesta pré-carga foili usada
para medir a altura da estrutura de base. As estruturas de
base hidratadas foram colocadas num rolo seco que foi em
seguida submerso antes do abaixamento do rolo superior. Foi
tomado cuidado para assegurar qgque nenhumas bolhas ficaram
presas entre o rolo superior e a estrutura de base. Para o
pré-condicionamento, as amostras foram carregadas a b5%.
Para o teste, as estruturas de base foram carregadas a 10%
e descarregadas. Foi utilizada uma velocidade de deformacao
de 10% por minuto. Depois da testagem o didmetro das

amostras foili medido em trés locails separados usando
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craveiras com ndénio. O médulo foi definido como o declive
de um ajuste linear da curva de stress-deformagao sobre 2-

5% de deformacéao

A Figura 1 mostra o efeito da adigdo de HA a
estrutura de base de ligacao cruzada sem EDAC em rigidez
compressiva. A adicao de HA a 50% numa base ponderal foi
encontrada a aumentar significativamente a rigidez com-
pressiva medida por testes mecédnicos em compressdo nao
confinada. Um aumento da rigidez compressiva de cerca de
300% foi observada em relagao aos controlos de produtos de
estrutura de base de colagénio. De interesse particular foi
o efeito da concentracdo de 4acido acético sobre a
eficiéncia da incorporagao de HA no interior do construto.
Acredita-se que 1isto explica o aumento relativamente
pequeno na rigidez incorporando 10% de HA numa base
ponderal na pasta de colagénio padrao sem aumentar a
concentracao do acido acético em conformidade. Em
conclusao, com tao pouco quanto 50% de HA numa base
ponderal adicionado, um aumento superior a trés vezes na
rigidez ¢é alcancado e ©por ©pequenos ajustamentos a
concentracado de acido acético, ganhos mdximos na rigidez do
construto podem ser conseguidos com a adicao de quantidades
relativamente pequenas de HA. Por conseguinte, isto ira
permitir aumentos significativos na proporgao de HA
adicionada pela alteracdo da concentracdo inicial de &acido

acético de acordo com estudos futuros.

A Figura 2 mostra o efeito da adigao de HA a
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estrutura de base de 1ligacao cruzada com EDAC sobre a
rigidez compressiva. A estrutura de base, colagénio, da
linha de base aumenta na rigidez de 0,2 kPa na Figura 1 até
cerca de 1,5 kPa na Figura 2. A adicao de HA ainda aumenta
a rigidez das estruturas de base conforme pretendido, mas
em quantidades mais baixas de HA, tais como 50% numa base
ponderal de HA, o efeito da reticulacao com EDAC ofusca
isto. Contudo, a 200% de HA numa base ponderal, um aumento
significativo na rigidez é visto como antes. A adicgdo de
todas as quantidades de HA foi mostrado melhorar
significativamente aspetos de biocompatibilidade das
estruturas de base de ligagao <cruzada e estes sao

discutidos nas secg¢des 5 e 7 abaixo.

2. Porosidade da Invencéo

A porosidade de um estrutura de base porosa é uma
medida da proporcao do volume de estrutura de base composto
de espaco aberto, poroso, expresso como uma percentagem. Em
termos mais simples, é a percentagem do volume de poros de
um construto poroso. Um alta porosidade da estrutura de
base ¢é necessdria para a difusdo de materiails nutrien-
tes/residuals para/a partir de células ndo sé in vitro mas
também in vivo. Um dos principais constrangimentos no
desenvolvimento de estruturas de base de engenharia de
tecidos tem sido a questdo da degradacdo do nucleo,
resultante da falta de fornecimento de nutrientes e da
remocao de residuos a partir do centro do construto. Como

resultado, os construtos frequentemente falham uma vez
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implantados devido a necrose avascular no centro da
estrutura de base. Uma das grandes vantagens das estruturas
de base a base de colagénio da presente invencao € a sua
elevada porosidade. A porosidade da estrutura de base foi
determinada pela medicao ©precisa de uma amostra de
estrutura de base de 8 mm seca de 4 mm de profundidade
usando um balanco de massa. Usando a férmula para o volume
de um cilindro, mwr’h, a densidade de cada amostra foi
calculada dividindo a massa pelo volume. A porosidade foi
calculada usando a fdérmula

100 - [100 (pestrutura de base/pmaterial)]

onde Pestrutura de base representa a densidade de uma dada
amostra € Pmaterial representa a densidade ponderada dos
constituintes da estrutura de base (ou seja, Pestrutura de
base HA 10% (m/m) — [mcolagénio + Mya 10% (m/m)]/[mcolagénio/pcolagénio +

+ Mga 10% (m/m) / PHA 105 (m/m) ) ) -

A adicdo de HA aos construtos resultou numa
diminuicdo da porosidade da estrutura de base, mas esta foi
negligencidavel em termos absolutos, como pode ser visto na
Figura 3. Por conseguinte, as estruturas de Dbase da
invencdo incorporam HA no construto enquanto mantém uma
porosidade muito alta para melhorar a migracao celular para
o centro da estrutura de base, para estimular a subsequente
proliferacado celular. Isto foi demonstrado ser verdade nos

dados do estudo com animais in vivo mostrados abaixo.

Especificamente, a nossa gama de porosidades no

interior das estruturas de Dbase presentemente produziu
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gamas desde 99,5% para colagénio puro até 99% para as

estruturas de base de HA 200% (m/m).

3. Estrutura Mineral

A distribuicadao das particulas de mineral por toda
a estrutura de Dbase é um parédmetro/atributo dificil de
quantificar. E um atributo que é muito mais facil de visua-
lizar e por conseguinte é dificil de definir um intervalo
de valores a proteger. Foi visualizada wutilizando dois
métodos diferentes. O primeiro foi micro-TC que é mostrado
na Figura 6, abaixo. O scanner de micro-TC utilizado nesta
andlise usa raios X para detetar tecido mineralizado. Por
consequéncia, a Figura 6 mostra apenas as particulas
minerais no interior duma estrutura de base de
HA 100% (m/m). Sabendo que o colagénio nédo € visivel, pode-
se ver dque as particulas minerais estdao completamente e
uniformemente distribuidos por toda a estrutura de base.
Dado que a estrutura de base &€ de 99% de vazio, esta imagem
mostra evidéncias conclusivas de que a HA estda intimamente
associada com as fibras de colagénio. A Figura 7 mostra uma
fatia ou corte a 2 dimensdes da mesma estrutura de base que

ilustra a distribuicao a partir de outro ponto de vista.

As Figuras 8 e 9 ilustram a distribuicdo de
particulas minerais ao longo de uma estrutura de base de
HA 50% (m/m) usando uma ferramenta de imagiologia distinta,
Microscépio Eletrdénico de Varrimento (MEV ou SEM). Ambas as

imagens mostram a mesma regidao de interesse no interior da



PE2117617 - 37 -

estrutura de base de HA 50% (m/m). A Figura 8 mostra ambas
as fases de colagénio e de HA. As particulas minerais sao
indistinguiveis a olho nu. Contudo, utilizando andlise por
Energia Dispersiva de Raio-X, a particula de mineral pode
ser detetada para a regido de interesse (RDI) idéntica.
Isto €é mostrado na Figura 9 como pixéis Dbrancos,
representando particulas minerais. Em conjunto com os dados
de micro-TC, estas 1imagens provam conclusivamente que as
particulas minerais estdo uniformemente e homogeneamente
distribuidas por toda a estrutura de base e estao

intimamente associadas com os suportes de colagénio.

4. Interconectividade dos poros

A interconectividade dos poros é outro atributo
importante da estrutura de base que é muito dificil de
definir quantitativamente em estruturas de base compostas
principalmente por material bioldgico. No entanto, a
interconectividade dos poros estd fortemente relacionada
com a permeabilidade da estrutura de base. A permeabilidade
é discutida abaixo, mas a condutividade do fluxo esta
dependente da porosidade, tamanho dos poros e interco-
nectividade dos poros em conjunto. Por consequéncia, a per-—
meabilidade da& wuma indicacdo da interconectividade dos
poros quando o tamanho de poro e a porosidade sao defi-

nidos.

As imagens de MEV de estruturas de base da inven-—

¢cao sao proporcionadas para ilustrar os niveis extremamente
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elevados de interconectividade dos poros que podem ser
facilmente observados. A Figura 10 mostra um estrutura de
base HA 50% (m/m) com ampliacdo de 10 vezes e a estrutura
de poros obviamente interconectados a superficie. Isto tem
sido mostrado como sendo idéntico wusando secgdes finas
tomadas a partir de tais amostras. A Figura 11 mostra a
mesma estrutura de base HA 50% (m/m) com ampliacdo de 100
vezes. Esta imagem mostra a interconectividade dos poros. A
esta ampliacdo, a estrutura dos poros estda interconectada

de forma conclusiva.

5. Bioatividade In Vitro

O efeito da adicdo de HA & estrutura de base de
colagénio foi avaliado pela quantificacdo da proliferacéao
de osteoblastos MC3T3El nas estruturas de base apds 7, 14,
21 e 28 dias de incubacao. Foil observado que a adicao de HA
as estruturas de base nao tem qualquer efeito prejudicial
sobre a atividade celular. Na verdade, foi verificado que o
oposto é verdade aos 28 dias apds a sementeira. Aumentando
a proporgadao de HA para HA 200% (m/m) verificou-se a
estimulacao da proliferacao celular mesmo mais do gque com a
estrutura de base de colagénio puro de controlo. A Figura 4
mostra o numero absoluto de células retidas nas estruturas

de base.

Como pode ser visto, as estruturas de base de
HA 50% (m/m) retiveram um nUmero significativamente mais

baixo de células devido a restricgdes empiricas. Consequen-
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temente, a Figura 4 ndo da a melhor indicag¢do da bioativi-
dade. Consequentemente, a Figura 5 ilustra o nUmero médio
de células liquido deixadas no interior dos tipos de estru-
tura de base aos 28 dias. A reducao liquida de 0,5 milhdes
na proliferacao das células ¢é visto nos construtos de
colagénio puro (aproximadamente 20% de redugao), o que nao
¢ surpreendente, dado que o construto de colagénio puro é
favoravel mas ndo otimizado para células osteoblastos. No
entanto, a adicdo de HA 50% (m/m), 100% (m/m) e 200% (m/m)
resulta num aumento da proliferacao celular de aproximada-

mente 500%, 50% e 30%, respetivamente (Figura 4).

6. Permeabilidade da Invengédo

A permeabilidade de uma estrutura de base porosa
é essencialmente a condutividade do fluxo sob pressao
através daquele meio poroso. A alta permeabilidade da
estrutura de base é essencial para a viabilidade a longo
prazo da estrutura de base in vivo, uma vez que permite que
as células migrem para o centro da estrutura de base e
facilita a wvascularizacao in vivo. As estruturas de base de
HA 50% (m/m), 100% (m/m) e 200% (m/m) exibiram uma permea-
bilidade dos tecidos média significativamente aumentada
relativamente as estruturas de base de colagénio de contro-
lo. Isto foi wuma descoberta surpreendente mas positiva
deste estudo uma vez gque mostra que a adicgdao de HA auxilia
de facto o fluxo de fluido através da estrutura de base.
Acredita-se que este aumento na condutividade do fluxo

através da estrutura de base porosa é devido ao aumento da



PE2117617 - 40 -

rigidez da estrutura de Dbase. O protocolo empirico
utilizado para quantificar a permeabilidade da estrutura de
base ¢é descrito em detalhe na referéncia [5] (O'Brien et

al., 2007, Seccédo 2.2, paginas 7-10).

7. Teste em Animal In Vivo

Un ensaio em animal pequeno foi realizado para
determinar o potencial da presente invencao para estimular
a osteogénese e mineralizagdao de um defeito de tamanho
critico no osso. Nove ratos Wistar foram utilizados durante
o ensaio. Um defeito de tamanho critico foi c¢criado na
calvaria dos ratos. Um animal foi deixado com um defeito
vazio como controlo. Os outros oito animais foram divididos
em grupos. Especificamente, quatro dos defeitos foram
preenchidos com estruturas de base de HA 50% (m/m), duas
das quais foram semeados com células estaminais mesen-
quimatosas (CEM) de rato e duas das quais foram deixadas
nao semeadas. Isto foi para investigar o potencial da
engenharia de tecidos versus tipos de estrutura de base
fora de prateleira. Os restantes quatro defeitos em
amostras foram preenchidos com estruturas de base de
HA 200% (m/m) e, uma vez mails, estes quatro foram divididos
igualmente entre estruturas de Dbase semeadas e nao
semeadas. Apds 28 dias nas calvarias dos ratos, os animais
foram sacrificados e os ossos das calvdrias foram remo-
vidos. Estes foram processados e analisados usando micro-TC
para investigar a presenca de estrutura de base no interior

do defeito e para observar o efeito dos tipos de estrutura
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de Dbase sobre o processo de cicatrizacdo, osteogénese e
producdo de matriz mineralizada. Os numeros das secgdes a
seguir mostram fatias 2-dimensionais retiradas do rato com
defeito vazio. As fatias foram secc¢des coronais através do
osso da calvaria. Os defeitos foram de 5 mm de didmetro e
perfeitamente circulares. As secc¢des mostradas nos dados da

micro-TC sao representadas no esquema abaixo na Figura 13.

Defeito vazio (Fig. 14)

Os dados obtidos em animais de defeitos wvazios
mostraram o defeito foi preenchido com tecido fibroso macio
como parte do processo de cura. 1Isso era esperado e tem
sido visto em testes com animais realizados anteriormente
no nosso grupo de engenharia de tecidos. Em alguns pontos
ao longo do defeito apds o julgamento do dia 28, pequenas
particulas de material denso foram observadas dentro do
defeito wvazio, mas estas foram raramente observadas e nao
sao suficientemente densas para indicar a cura significati-
va na amostra de defeito vazio. Exemplos disto sao mostra-

dos nas imagens de raios X de micro-TC mostradas abaixo.

50% (m/m)-Semeada 1 (Fig. 15)

As estruturas de Dbase de HA 50% (m/m) semeadas
com células apresentaram resultados mais promissores. Estas
estruturas de Dbase foram semeadas com células estaminais
mesenquimatosas de rato antes da implantacao. Como pode ser
visto a partir das imagens de raios-X de micro-TC

representativas abaixo, pequenas bolsas heterogéneas de
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material ligeiramente mineralizado foram vistas nao apenas
na periferia da interface defeito-osso, mas também no
centro das estruturas de Dbase. Houve um numero signifi-
cativamente mais alto de casos destas bolsas de
mineralizacdo vistas relativamente aos dados de defeito
vazio e pareciam ser mais brilhantes na sua intensidade

relativamente aos casos observados no defeito vazio.

50% (m/m)-Semeada 2 (Fig. 16)

A nossa segunda estrutura de base de HA 50% (m/m)
semeada com células mostrou resultados muito melhorados
relativamente a primeira estrutura de base de HA 50% (m/m)
semeada com células e consequentemente o defeito wvazio.
Casos significativos de tecido fortemente mineralizado
foram vistos em pontos ao longo do defeito preenchido com
estrutura de Dbase. 1Isto foil especialmente evidente na
periferia da interface estrutura de base-osso. O grau de
mineralizacadao nao foi tao alto como o visto no 0sso
circundante, mas fol muito semelhante. Isto pode ser visto
como os niveis de intensidade quase idénticos do tecido
mineralizado visto no interior do defeito preenchido com

estrutura de base e o do o0sso circundante.

200% (m/m)-Semeada 1 (Fig. 17)

A primeira estrutura de base de HA 200% (m/m)
semeada com células mostrou resultados significativamente
melhorados em comparacao com as estruturas de Dbase de

HA 50% (m/m). Em quase todos os pontos examinados ao longo
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de todo o defeito, foram vistos niveis significativos de
mineralizacdo a partir da periferia do defeito em todo o
caminho para o centro do defeito preenchido com estrutura
de Dbase. Nesta amostra, o nivel de mineralizacgado nao foi
tdo elevado quanto o do tecido désseo envolvente indicado
pela diferenca relativa na intensidade da 1magem das
particulas mineralizadas no interior do defeito preenchido

com estrutura de base.

200% (m/m)-Semeada 2 (Fig. 18)

A segunda estrutura de Dbase de HA 200% (m/m)
semeada com células mostrou resultados significativamente
melhorados em comparacaoc com todas as estruturas de Dbase
anteriores. Num numero significativo de areas examinadas ao
longo de todo o defeito, foram vistos niveis significativos
de mineralizacao a partir da periferia do defeito em todo o
caminho para o centro do defeito preenchido com estrutura
de Dbase. Ao contrdrio da primeira estrutura de Dbase de
HA 200% (m/m) semeada com células, o tecido mineralizado
formado nédo foi de natureza particulada, mas foi continuo
através de todo o defeito preenchido com estrutura de base.
0O mais interessante, esta mineralizacdo continuo foi vista
na parte mais larga do defeito. Nesta amostra, o nivel de
mineralizacdo fol aproximadamente idéntico ao do tecido
6sseo circundante indicado pela intensidade de imagem
semelhante do material mineralizado no interior do defeito

preenchido com estrutura de base.
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50% (m/m)-Ndo Semeada 1 (Fig. 19)

Os resultados de defeitos preenchido com
estrutura de base livre de células para as estruturas de
base de HA 50% (m/m) foram muito semelhantes as das
estruturas de Dbase de HA 50% (m/m) semeadas com células.
Tecido significativamente mineralizado foi visto por toda a
parte dos defeitos preenchidos com estrutura de base, mas
nao era de natureza continua. No entanto, a intensidade do
tecido mineralizado foili marginalmente maior do que a vista
nas amostras semeadas com células. Isto foi visto em todas
as amostras nao semeadas com células que se seguem e
indicou que um construto livre de células pode ter um

melhor desempenho in vivo.

50% (m/m)-Ndo Semeada 2 (Fig. 20)

Esta amostra nao semeada com células de
HA 50% (m/m) mostrou resultados semelhantes a todas as
outras amostras de HA 50% (m/m). Depois de 28 dias de
ensaio, foi observada evidéncia do inicio da mineralizacao
da estrutura de base nadao sé6 na periferia mas também no
centro do defeito preenchido com estrutura de base, mas o0
tecido mineralizado nao era continuo. Contudo, a
intensidade das particulas mineralizadas indicaram uma

mineralizacgdo semelhante a do osso circundante.

200% (m/m)-Ndo Semeada 1 (Fig. 21)

Conforme visto nas amostras semeadas com células

da HA 200% (m/m), a amostra da HA 200% (m/m) ndo semeada
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mostrou niveis significativos de mineralizagao na periferia
e no centro do defeito preenchido com estrutura de base num
numero significativo de 4reas através de todo o defeito.
Este tecido mineralizado foi de natureza continua diferente

daquele visto nas amostras de HA 50% (m/m).

200% (m/m)-Ndo Semeada 2 (Fig. 22)

Conforme visto na amostra nao semeada com células
da HA 200% (m/m), esta amostra de HA 200% (m/m) ndo semeada
mostrou niveis significativos de mineralizac¢do na periferia
e no centro do defeito preenchido com estrutura de base num
numero significativo de 4reas através de todo o defeito.
Este tecido mineralizado foi de natureza continua diferente

daquele visto nas amostras de HA 50% (m/m).

A invengdo ndo estd limitada as formas de rea-
lizacao aqui descritas. Como tal, as trés formas de rea-
lizacao da invencao aqui descritas representam uma pequena
proporgao do numero total de variantes de estruturas de
base possiveis, utilizando o mesmo protocolo de fabrico do
nicleo. Quer os proéprios constituintes quer as fases ou
passos de processo da forma de realizacdo especifica podem
ser variados para produzirem uma gama variada de constru-
tos, otimizados para a utilizacado especifica da aplicacéao.

As variacgdes possiveis incluem:

Concentracao de acido acético: A concentracao

do &cido acético na pasta de colagénio inicial pode ser
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alterada para satisfazer aplicacgdes especificas. Aumentando
a concentracdo encoraja-se uma integracdo mails rapida e
homogénea das particulas de HA no interior da pasta da
mistura. Além disso, esta concentracdo também possui um
efeito significativo sobre ndo sé as propriedades mecénicas
mas também a biocompatibilidade da estrutura de base. Estes
efeitos sao discutidos em detalhe na Seccao "Caraterizacao
da Invencdo" acima. Adequadamente, a concentracdo de &cido

acético pode ser variada entre 0,05 M e 5 M.

Quantidade de Colagénio: A quantidade de cola-
génio pode ser variada dentro da pasta inicial do cola-
génio. O aumento da quantidade de colagénio resulta num
aumento da rigidez mecédnica da estrutura de base resul-
tante. Isto também tem um efeito significativo sobre a
biocompatibilidade da estrutura de base. Adequadamente, a
quantidade de colagénio pode variar desde 0,5 g/L até
50 g/L de solucdo de A&acido acético (1/10 e 10 vezes a

concentracao de colagénio padrao, respetivamente).

Quantidade de Hidroxiapatite: A guantidade de
HA pode ser variada dentro de um intervalo especificado em
relacdo a proporcdo de colagénio no interior da pasta de
estrutura de base antes do fabrico. Especificamente, a
quantidade de HA pode adequadamente variar desde 10 a 1000
por cento numa base ponderal da quantidade de colagénio
utilizada. Verificou-se que aumentando o conteudo de HA se
aumenta significativamente a rigidez mecédnica da estrutura

de base fabricada.
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Tipo de Hidroxiapatite: A presente invengao po-
de ser fabricado usando ambas as formas sinterizadas, nao

sinterizadas, e outras formas do pd de HA.

Adicédo de Hidroxiapatite: Ambos o volume da
aliquota de HA e o intervalo de injecdo podem ser variados
para facilitar a mistura dos dois constituintes primarios
da pasta. Geralmente, o intervalo de injec¢ao pode ser
variada, desde 30 minutos até 240 minutos. Além disso, o
volume da aliquota pode ser adequadamente variado desde
1 mL até 100 mL. Tal 1liberdade facilita a otimizacao de

qualquer forma de realizacao da invencao particular.

Tamanho de Particula da Hidroxiapatite: Tipica-
mente, o tamanho de particula da HA pode ser variado desde

10 nm até 100 um para adaptar a aplicacdes especificas.

Temperatura de Congelacao Final: A temperatura
de congelacao final alcancada durante o processo de secagem
por congelacao determina o tamanho médio dos poros no
interior das estruturas de base fabricadas. Esta
temperatura final de congelacao pode ser variada para
produzir estruturas de base com varios tamanhos de poro
médios especificos para uma aplicacado especifica ou tipo de
célula. Adequadamente, a temperatura final de congelacéao

pode ser variada desde -10 °C até -70 °C.

Interface de Congelacao: A interface de conge-
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lagao colocada entre a pasta da forma de realizacao e a
prateleira de arrefecimento do secador por congelacao pode
ser variada. O tipo de interface de congelacao afeta a
transmissdo de energia por calor de/para a pasta/estrutura
de base e pode alterar a estrutura dos poros da estrutura
de base final. Quatro op¢des principais estdo disponiveis,
especificamente um recipiente com paredes de interface
definida feito de ou metal (1), plédstico (2), uma membrana

polimérica fina (3) ou nenhuma interface (4).

Velocidade de congelacao: A velocidade de con-
gelacao determina a velocidade de nucleacdo de cristais de
gelo no interior da pasta de colagénio/HA durante o pro-
cesso de secagem por congelacao e controla a homogeneidade
do processo de formacdo de poros. A velocidade de
arrefecimento € variada para otimizar o processo de con-
gelacdo para os varios tipos de interfaces disponiveis
entre a pasta e a prateleira de arrefecimento do secador
por congelacdo (por exemplo, metal, plastico, nenhuma).
Tipicamente, a velocidade de congelacdo pode ser variada

desde 0,01 °C/min até 10 °C/min.

Recozimento: Uma fase de recozimento pode ser
empregue durante o processo de secagem por congelacgcao e
permite a criacdo de poros com um didmetro médio signi-
ficativamente maior do que os tamanhos de poro atingiveis
através da variacdao da temperatura final de congelacao
sozinha. O tempo de recozimento pode ser variado desde 15
minutos até 36 horas. Quanto maior o tempo de recozimento,

maior serd o tamanho médio de poro final.
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Método de Ligacdo Cruzada da Estrutura de base:
0O método de ligacdo cruzada ou reticulagcao pode ser um de
numerosas possiveis técnicas, de natureza quer desidrotér-—
mica quer quimica. Além disso, ambas as técnicas podem ser
empregues de forma consecutiva. Opgdes de ligacao cruzada
especificas incluem glutaraldeido, carbodi-imidas (EDAC),
transglutaminase microbiana (mTgase), ligacdo cruzada desi-

drotérmica (DHT) e radiacao ultravioleta (UV).

Temperatura/Concentracdo da Ligacdo Cruzada da
Estrutura de base: O colagénio da estrutura de base seca
por congelacao pode ser sujeito a ligacao cruzada por via
desidrotérmica para aumentar a rigidez mecénica da estru-
tura de base. A temperatura da ligacdo cruzada pode ser
variada desde 105 °C até 180 °C, com um correspondente
aumento na rigidez da forma de realizagdo. Além disso,
quando sao usados métodos de ligacao cruzada quimicos, a
concentracao da solugao de ligacao cruzada pode ser variada

para alterar a extensdo da ligacado cruzada quimica.

Duragcao da Ligacao Cruzada da Estrutura de base:
O tempo de exposicadao a 1ligagao cruzada pode também ser
variado para alterar a extensao do processo de 1ligacao
cruzada através de toda a estrutura de base. Isto pode ser
variado entre 24 e 120 horas para alterar a especificacao

mecédnica final da estrutura de base.
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REIVINDICACOES

1. Um processo para a producao de uma estrutura
de base de compdsito de colagénio/hidroxiapatite (HA), com-—
preendendo o passo de formacao de uma suspensdao homogénea
de colagénio e HA numa solucdo 4acida, liofilizacdo da
suspensdo a uma velocidade de arrefecimento constante até
uma temperatura de congelacao final de entre -10 °C e
-70 °C ser atingida, e o aquecimento da camara de lio-
filizacdo até uma temperatura de sublimacdao onde uma fase
de gelo na estrutura de base formada ser sublimado sob
vacuo durante um periodo de tempo adequado para produzir a
estrutura de base de compdésito, em gque a proporcado de HA
para o colagénio na suspensao € pelo menos 1:10 (m/m), e a
quantidade de colagénio na suspensdo ¢é desde 3 g/L até
8 g/L (m/m), em gque a suspensao homogénea de colagénio/HA é
formada pelos passos de formacdo de uma suspensao homogénea
dcida de colagénio, e subsequentemente a adicdo da HA a
suspensao de colagénio sob condigdes de mistura para
assegurar uma distribuicdo homogénea da HA no interior da
suspensao de colagénio, em que a HA é adicionada na forma

duma suspensdo de HA acida.
2. Um processo de acordo com a Reivindicacgao 1,
no qual em que a suspensao acida de HA é adicionada em

aligquotas.

3. Um processo de acordo com a Reivindicacao 2,
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no qual as aliquotas sdo adicionadas a suspensao de

colagénio em intervalos de entre 30 e 240 minutos.

4. Um processo de acordo com qgqualguer uma das
Reivindicagdes precedentes, no gual a solugdo acida tem uma

molaridade de pelo menos 0,1 M.

5. Un processo de acordo com qualquer uma das
Reivindicacgdes precedentes, no qual a proporcao de HA para

colagénio na suspensdo é desde 1:10 (m/m) até 50:10 (m/m).

6. Un processo de acordo com qualquer uma das
Reivindicacdes precedentes, no qual a liofilizacdo é reali-
zada a uma velocidade de arrefecimento constante entre

0,5 °C/min e 1,5 °C/min.

7. Um processo de acordo com qgqualgquer uma das
Reivindicag¢des precedentes, no qual a temperatura de

congelacdo final desejada estd entre -30 °C e -50 °C.

8. Un processo de acordo com qualquer uma das
Reivindicacdes precedentes compreendendo ainda um passo de
recozimento que compreende o aumento da temperatura na
cdmara de liofilizacdo apds a temperatura final de congela-
cao ter sido alcangada, e que mantém a temperatura aumen-
tada durante um periodo de tempo antes de se iniciar o

passo de secagem.

9. Um processo de acordo com gqualquer uma das
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Reivindicacbes precedentes, no qual a estrutura de base de
compdsito é sujeita a ligacdo cruzada por um meio sele-
cionado do grupo constituido por: 1ligacdo cruzada desi-

drotérmica e ligacdo cruzada quimica.

10. Uma estrutura de base de compdsito de colagénio/-
hidroxiapatite (HA) compreendendo uma distribuicado homogé-
nea de pd de hidroxiapatite no interior de uma matriz de
colagénio porosa, em que a proporgao de HA para colagénio é
pelo menos cerca de 1:10 (m/m), e em qgue a estrutura de
base de compdsito tem uma porosidade de pelo menos 98%

(v/v) e uma rigidez compressiva de pelo menos 0,4 kPa.

11. Uma estrutura de base de compdsito de cola-
génio/hidroxiapatite (HA) de acordo com a Reivindicacao 10

tendo um tamanho de poro homogéneo.

12. Uma estrutura de base de compdésito de cola-
génio/hidroxiapatite (HA) de acordo com a Reivindicacdo 10
ou 11, a qual ¢é sujeita a ligacao cruzada desidrotermi-
camente e com EDAC e tem uma rigidez compressiva de pelo

menos 1,0 kPa.

13. Uma estrutura de base de compdsito de cola-
génio/hidroxiapatite (HA) de acordo com qualgquer das Rei-
vindicag¢bes 10 a 12 na gual a estrutura de base de com-
pbdésito é caraterizada por ter uma condutividade de fluxo
sob pressdao através da estrutura de base de pelo menos 1 X

107 m*/Ns.
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14. Uma estrutura de base de compdésito de cola-
génio/hidroxiapatite (HA) de acordo com qualgquer das
Reivindicacgdes 10 a 13 para utilizacao como um implante de
0sso osteocondutor, um implante de engenharia de tecidos,
um substituto de enxerto de osso maxilofacial, um substi-
tuto de enxerto de osso dental, um implante de reparacao de
defeito de cartilagem ou um implante de reparacao de

defeito osteocondral.

Lisboa, 12 de novembro de 2013
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Fig. 6

Fig. 7



PE2117617 5/21

Fig. 8
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Fig. 14
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Fig. 16
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Fig. 17
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Fig. 18
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