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RESUMO

For mul acbes de hi drogel de dextrino para a regeneracao de
def eitos 6sseos e ndo- uni des de fraturas
A presente invencdo consiste em formnulacgbes, 4 base de
hi drogel de dextrino, que servem de natriz de suporte e
veiculo de substituto O0sseos granulares para regeneracao
O0ssea. Especificanmente, esta invengdo consiste em hidrogéis
injetaveis e biorreabsorviveis, de preparacdo in Situ, o0s
guai s atuam conb um suporte tridinensional (scaffold) para a
col oni zacdo celular. A referida formulagcdo contem granul ados
bi oati vos ost eogéni cos, mai s especi fi canente cerarnicos
bi oati vos @ base de fosfatos de calcio, hidroxiapatite ou
m stura de anbos, que atuam conb agentes osteocondutores,
permtindo assim o crescinento e regeneracao tecidual Ossea,

funci onando a conjugacdo hidrogel -ceram co conb um substituto
0sseo injetavel.



DESCRI CAO

Formul acdes de hidrogel de dextrino para a regeneracao de

defeitos 0Osseos e ndo- uni des de fraturas

Canpo da invencgao

[@0011 A presente invencdo refere-se a uma nova formul acdo de
um hidrogel para a regeneracdo oO0ssea. M s especificanente,
consiste numa matri z de hidrogel de dextrino que contemna sua
conposi ¢do substitutos oOsseos granulares enbebidos, para
tratamento de defeitos 0sseos e nao-uni des de fraturas. Miis
especi fi canent e, 0s substitutos 0sseos granulares sao
ceramcas bioativas & base de fosfatos de calcio,
hi droxi apatite ou m stura de anbos.

[ 0021 Esta solucdo insere-se e sera usada na area da farnacia
e nedi ci na.

Ant ecedentes da i nvencéao

[@0031 O rapido desenvolvinento das tecnol ogias nedicas tem
conduzi do ao aunento da esperanca de vida a nivel nundial. Por
sua vez, o aunmento da incidéncia de doencas degenerativas e o
envel heci nento popul aci onal acarreta um aunmento exponenci al
das doencas oOsseas, a perda de qualidade de vida e faz
di sparar os custos de saude envolvidos no seu tratanento.
Consequent enent e, prevé-se um aunento exponenci al dos
procedi nentos ciruargicos, para recuperacao funcional do tecido
0sseo.



[C0041 A preval éncia de doencas oOsseas afeta centenas de
m | hdes de pessoas em todo o nundo, constituindo a principa

causa de dor e incapacidade, com enornme inpacto sobre
i ndi viduos, fanilias, sociedades e econom as. Especificanmente,
a reparacdo de perda de massa Ossea em defeitos criticos e
ndo- uni des representa um problema clinico inportante no sector
ortopédi co. Estas condic¢cbes clinicas provocam inportantes
probl emas sociais e psicol 6gicos relacionados com a el evada
taxa de incapaci dade tenporéaria ou permanente para trabal har,
causada pela dor cronica ou pelas consequéncias da
i mobi i zacdo que conduzem a uma redugcdo significativa da
qgual i dade de vida das pessoas afetadas (Jager et al, 2009;
Arvidson et al, 2011).

[C0051 Os netodos tradicionais para a regeneragcdo Ossea
envolvem a wutilizacdo de enxertos autdlogos e alogénicos
(al oenxertos) que consistem no transplante de um tecido

simlar do proprio corpo do paciente ou de outra pessoa,

respetivanente (Khan et al, 2005; G annoudis et al, 2005) . No
entanto, estes procedinentos apresentam algumas |imtacdes,
sendo que para o0 enxerto autologo estas incluem |initada

di sponi bilidade do material; dificuldade no ajuste ao defeito
0sseo; problemas associados ao processo de recuperacao do
doente, noneadanente, relacionados com a norbilidade da zona
dadora, ocorréncia de infecdo, dor residual e fraturas na zona
dadora, a necessidade de realizar duas cirurgias e a naior
duracdo do procedinento ciruargico; para o al oenxerto destacam
se as seguintes desvantagens: o0 risco de rejeigao pelo
organisnmo e transm ssdo de doencas (Laurencin et al, 2003;
Fi nkeneier et al, 2002; Stok et al, 2011). Os problenas
associ ados aos procedi nrentos descritos anteriornente traduzem
se no condicionanento da qualidade de vida dos doentes,
aunento de custos pos-cirargicos (eventual necessidade de

mai ores tenpos de recuperacdo, necessidade de intervencdes



cirargicas sucessivas e propensdao para o aparecinmento de
i nfecdes), estando esta ultima ainda rel aci onada com aunento
dos custos na prestacao de servic¢os clinicos.

[O0061 Atendendo as limtacdes inerentes a utilizacdo dos
enxertos oO0sseos tradicionais (autdlogo e aloenxerto) e ao
nunmer o crescente de procedi nentos ciruargi cos para reconstrucéao
0ssea, Ssdo varias as estratégias que tém vindo a ser
desenvol vidas no canpo da Engenharia de Tecidos (ET) para
regeneracédo oOssea. Entre estas, destaca-se o desenvolvinento
de substitutos oOsseos, incluindo a aplicagdo singular ou
conmbi nada de materiais sintéticos ou biol 6gicos, de fatores
bi oativos. Os biomateriais desenpenham um papel central nas
novas tecnol ogi as de ET. No entanto, apesar da rapi da evol ugédo
neste doninio, a translacédo para a pratica clinica tem sido um
dos principais desafios. Por outro lado, a mmioria dos
substitutos O6sseos existentes no nercado € adninistrada na
forma de granulos ou p6, que ndo apresentam capaci dade de
fi xacdo e nol dagem nos defeitos oOsseos, refletindo-se desta
forma em |limtacdes no manuseanento por parte do profissiona
clinico. Esta incapaci dade de nol dagem e fixacdo no |ocal da
| esdo traduz-se assim na mgracdo de particulas granul ares
para outros |ocais ndo desejados e na perda de eficécia do
processo regenerativo. Existe assim unma necessidade gl obal
para o desenvol vimento de novos produtos que possibilitem um
mai or aproveitanmento clinico dos avancos em bionateriais para
regeneracdo Ossea, permtindo simultaneanmente a redugdo dos
seus custos. Esses nateriais devem obedecer a exigentes
requi sitos, ao nivel das propriedades fisicas, facilidade de
manuseanento durante a cirurgia, propriedades estruturais e
bi onmecani cas gue facilitem a ost eoi nt egr acéao e a
bi oconpati bi | i dade.



[ @071 Um dos desafi os at uai s rel aci ona-se com o]
desenvol vinento de substitutos O0sseos injetaveis. Estes
oferecem inportantes vantagens em conparagdo com 0S
bi omateriais pré-fabricados (no formato solido), pois permtem
procedi mentos cirdargicos menos invasivos e o0 preenchinmento
eficaz de defeitos/areas de |esdo, independentenente da sua
t opografia. S&o varios os polineros que tém sido investigados
cono "agentes |igantes" para pronmover a coesdo e fixacdo dos
materiais granulares no |ocal da |esao, bem cono para nel horar
as propriedades de manuseanento e de admnistracdo destes
produtos durante o procedinento cirdrgico. Entre estes, o0s
hi drogéi s apresentamse conb uma classe nuito prom ssora de
biomateriais para as aplicacbes de regeneracdo oOssea. Os
hidrogéis cono matrizes de regeneracdo de tecidos tem
constituido uma &rea de intensa investigacao, devido a
possi bilidade destes materiais reproduzirem as estruturas
qui m cas biol 6gi cas, assistindo o processo de regeneracdo dos
tecidos (CGoncalves et al, 2007; Mreira et al, 2009). No
entanto, entre as solucdes existentes, destacam se polineros
naturais cono por exenplo o col agénio, quitosano e alginato,
cujo desenpenho ndo é satisfatério. Para estas |initacdes
contribuem a bioatividade pré-inflamatoria e a difici
el i mnacdo dos materiais pelo organisno (consequéncia da sua
nao- degr adabi |l i dade) - Al guns destes derivados naturais de
pol i meros (incluindo o dextrano) sao inmunogénicos (Carval ho et
al, 2009; Hu e al, 2010). Por outro lado, nmuitos dos
hidrogéis ateé 4 data conhecidos apresentam tenpos de
gelificacdo denmmsiado |ongos, tornando-os inconpativeis com
uma série de aplicacbBes. Acresce ainda a inviabilidade
econom ca de utilizacdo de al guns nmateriais consi derados mnuito
prom ssores. Adi ci onal nent e, oS scaffol ds at ual ment e
reportados denotam wuma eficacia reduzida no processo
regenerativo, devido a ausénci a de propriedades integradoras e
de vascul ari zacdo (Amni et al, 2012).



[ ©0081 O docunento de patente W2011/ 070529, refere um hidrogel
a base de dextrino, que € produzido através de processos
quimicos sinples e pouco dispendiosos, sem recorrer a
i niciadores toéxicos ou catalisadores. A solucdo proposta
ul trapassa as di fi cul dades associ adas aos pol i mer os
supraci tados, através da utilizacdo do dextrino cono natéria-
prima na producdo de hidrogéis.

[ 00091 O docunento de patente US20140067082 refere una
estrutura de suporte tridinmensional para regeneracdo O0ssea,
utilizando gréanul os de ceram ca. No entanto, esta solucdo aqui
descrita ndo € destinada a solucionar defeitos criticos e néo
uni des de fraturas Osseas. Para sol ucionar os problemas aqui
i dentificados, € necessario um equilibrio entre os processos
de injecdo do biomaterial e sua fixagdo no defeito 0Osseo vs
degradacdo e gradual renpbcdo do biomaterial, a nedida que
ocorre 0 processo de regeneracdao e invasao do defeito pelas
células, com formagdo de novo tecido o6sseo. Este equilibrio
necessita, inpreterivelnente de uma solucdo injetavel que
conbi na o hidrogel de dextrino comuma percentagem adequada de
granul os, sendo que essa percentagem de granulos varia
consoante a granulonmetria utilizada.

[ 0010] No que concerne ao procedinento de aplicacdo, os
produtos 0sseos injetaveis para o tratanento de defeitos
0sseos apresentam se na sua naioria no formato de pré-m stura.
Apesar destas fornul acbes apresentarem vantagens do ponto de
vista da facilidade de aplicacédo, por ndo requererem etapas de
m stura, apresentam limtacBes na pratica clinica, incluindo a
reduzida versatilidade, por apresentarem conposi ¢ao e
quanti dade da fornulacdo j& predefinidas. Para além destas
caracteristicas, consistem em "pastas viscosas" quebradicas,
que inpedem o ajuste da sua viscosidade aos procedinentos
t erapéuti cos al vej ados em cada condi ¢céo cl i ni ca.



Consequent enent e, estes produtos apenas poderdo ser utilizados
em condi¢gbes clinicas nuito restritas, tornando-0s pouco
vidveis no uso dissenmnado em casos diferentes que exigem
ajuste dirigido da quantidade ou conposicado do substituto
6sseo (Bohner (1), 2010). Por outro |ado, estes produtos nao
apresentam a capacidade de incorporar na fornulacdo outros

agent es bi oativos (adjuvantes no processo regenerativo) .

[ 00111 A presente invencdo consiste num hidrogel injetavel que
representa uma plataforma de veiculacdo e |libertacdo de
conpost os bi oati vos, noneadanent e substi tut os 0sseos
granul ares.

Descricédo Cera

[C0121 A presente i nvencdo enquadra-se no canpo dos
bi omateriais com aplicacdo em regeneracdo Ossea, focando nais
especificanente a aplicacdo do hidrogel de dextrino cono
matriz de suporte e veiculo de substitutos Osseos granul ares
para o tratanento de condi¢Bes <clinicas no setor da
regeneracao Ossea, especificanente defeitos 0sseos que podem
resultar de traumas, infe¢cbes ou tunores; bem conb no
tratanmento de néao- unibes de fraturas. A presente invencgao
pode ainda ser utilizada para o preenchinento de pequenos
defeitos Osseos em cirurgia ortopédica, cono por exenplo na
cirurgia de nméo, joelho e pé; ap6s o procedinento de renocédo
de pequenos qui stos 0sseos, bem conp defeitos resultantes de
cirurgia maxil o-facial.

[ 00131 As fornmul acbes desenvol vidas na presente invengao sao
injetavei s e biodegradaveis, apresentando ainda a capaci dade



para inclusdo e transporte de outros agentes bioativos
adj uvantes do processo regenerativo para as | esfes al vej adas.

[ 00141 A presente invengdo conpreende um hidrogel de dextrino
que € bioconpativel, biodegradavel, de origem natural e que
constitui uma matriz de suporte e veiculo de substitutos
0sseos granul ares. Os substitutos O6sseos granulares de
conposi ¢éo A base de fosfatos de calcio, hidroxiapatite ou
m stura de anbos, podem ser enbebidos in Situ a formul acdo do
hi drogel, dando origem a um substituo 6sseo injetavel capaz de
estinmular a regeneracdo e a formacdo Ossea. Os fosfatos de
calcio caracterizamse por serem senel hantes, quinicanente e
estrutural mente, @& parte mineral do tecido O6sseo, sendo
utilizados em regeneracdo Ossea pelas suas propriedades
ost eocondut i vas.

[@0151 Os principais substitutos utilizados sdo: p- fosfato de
tricalcio (P-Z-TCP); Hidroxiapatite e P-TCP;, Fostato de calcio e
Hi dr oxi apatite e P-TCP

[ 0161 A conposi ¢ao desenvol vi da conpr eende:

[@0171 (i) Formulagcdo de hidrogel de dextrino, f or mado
preferencial nrente por 30% (p/v) de dextrino oxidado e 3.76%
(p/v) de agente reticulante - ADH (acido adipico de di-
hidrazida). O hidrogel € capaz de sofrer degradacdo por nmneio
de pr ocessos hidroliticos, ao ni vel das I i gacbes
internol eculares e/ou enzimaticos através da acdo de a -
am |l ases presentes em tecidos humanos ou incluida nas
f ormul agbes de hi drogel .

[ 00181 O dextrino € um polissacarideo constituido por unidades
de glicose-D, mai oritarianente uni das por I i gacdes
glicosidicas a-1,4, contendo tanbém algumas ranificacbes a-
1,6 (-s5%)Nesta invencdo, utiliza-se o dextrino que € oxidado



por acido periodico, sendo sujeito a cli vagem especifica da
ligacdo C2-C3 dos anéis glicopiranosidicos, e originando dois
grupos al dei do por uni dade de glicose.

[00191 A gelificacdo da-se através da reacdo da di hidrazida do
acido adipico com os grupos aldeido do dextrino oxidado,
formando pontes hidrazona e originando uma matriz polinérica
tridi mensional de ligacGes covalentes ~ um hidrogel. Quando
aquel as ligacdes sé@o quebradas, o dextrino pode difundir nos
teci dos hunmanos sendo elimnado por via renal devido ao seu
bai xo peso nolecular que devera variar entre 1200 a 8000Da;
preferencial nente entre 1200 e 3000Da.

[ 0201 Al ém disso, o hidrogel € facilmente degradado LN ViVO:
além das ligacbes glicosidicas, as ligacbes hidrazona
proporci onam um nivel adicional de controlo das propriedades
nmecani cas do hi drogel .

[00211 (ii) cerarnicos bioativos = presentes nunma quantidade
conpreendida entre 0,5% e 50% (v/v), preferivelnente entre
1,0% e 40,0% (v/v), para uma gama de granulonetria
conpreendi da entre 250-1000 pm e preferivelnmente entre 1,0% e

20,0% (v/v) para una gama de granul ometria superior a 1000 pm

[00221 A funcdo do hidrogel enquanto veiculo e matriz de
agregacdo do ceramco granular € muito inmportante, uma vez
que, cono descrito anteriornmente, a aplicagcdo singular dos
ceram cos granulares tem conp desvantagem a nao fixacdo das
particulas granulares no local de |esdo e consequente m gracgéao
das nmesmas para tecidos adjacentes. Esta dispersdo dos
granul os do ceram co poder& provocar efeitos adversos noutros
tecidos e ao nesnp tenpo podera conpronmeter o processo de
regeneracao. Dai, ser necessario que se encontrem enbebi dos no

hi drogel para chegarem ao alvo a atingir.



[ 00231 Para assegurar um nivel de coesédo Otino entre o hidrogel
e 0 ceramco para aplicacdes em defeitos 0Osseos, para una
granul onetria de 250-500 pm a proporcao deve ser de 60
(v/v) de matriz polinmérica para 40% (v/v) de ceram co

[@0241 As caracteristicas da fornulacdo final poderdo ser
aj ustadas em funcdo da viscosidade, a qual pode ser nodul ada
pela conposicdo da formulacdo do hidrogel de dextrino,
vari ando-se as percentagens em peso dos conponentes, e pela
fase inorgéanica, ou seja, a quantidade de ceranica presente na
formul acdo. A conbinacdo de materiais com uma granul onetria
mai or obriga ao ajuste da concentracdo de gréanul os, para que a
gelificacdo e consequente injetabilidade ocorram e seja
possivel o preenchinento total dos canais entre a matriz
polimérica e os granul os do ceram co.

[ 0251 A vi scosi dade do substituto 6sseo injetavel € dependente
da aplicacdo, isto € da disfuncdo oO6ssea a ser tratada
(defeitos criticos e/ou ndo uni des de fraturas). Sendo assim
no caso da condicdo clinica de ndo unides de fraturas,
tratando-se de |esdes de mmior dificil acesso, um substituto
0sseo injetavel nenos viscoso sera preferivel para a
penetracdo da formnul acdo neste tipo de |esdo. Por outro |ado,
para defeitos 6sseos nais contidos, unma solucdo injetavel mais
vi scosa pode facilitar a sua nol dagem e consol i dagcdo final, de
forma mais rapida, no |local da |esdo. Assim a viscosidade da
formul agdo apresentaréa essencial mente efeitos no procedi nento
de aplicacdo, e poderd ser ajustada dependendo da condicéo
clinica a alvejar.

[ 0261 Al ém di sso, outras propriedades sao tanbém essenciais e
i gual mnente dependentes da conposic¢do desta invencdo, conp a
est abi | i dade nmecéani ca e o tenpo de bi orreabsor c¢éo.



[00271 s ensaios preé-clinicos realizados com a fornul acédo
conbi nada do hidrogel de dextrino com um substituto ésseo
granular permtiram fornecer uma garantia de seguranca e
conprovar a eficacia do hidrogel de dextrino para o0 uso
pr et endi do. Adi ci onal nente, foi possivel reunir um conjunto de
evidéncias técnicas e terapéuticas que a formulacao final
executa no anbito do processo de regeneracdo do tecido 6sseo
(ver exenplo 3) .

100281 A conposi ¢ao desenvol vida e descrita no presente pedi do
de patente oferece inportantes vantagens em conpara¢gdo com as
sol u¢cdes atual nente existentes. Com a conbinacdo hidrogel-
ceramco garante-se a estabilidade e fixacdo in Situ dos
granulos no local da |esdo, uma vez que esta conbinacgéo
permite tornar a formul agcdo granular ceramica, que € rigida e
guebradi ¢ca, numa fornulacdo de féacil manuseanento e nol dave
ao defeito do tecido 6sseo. Adicional mente, é possivel ajustar
a concentracdo dos conponentes, de acordo com os requisitos da
condi ¢édo clinica a al vejar.

[00291 Com esta conbinacdo o hidrogel permte assistir o
processo de regeneracdo. Nunma prineira fase, o hidrogel serve
de suporte estrutural e tridinmensional para a retencao de
células, fatores de crescinento e proteinas essenciais a
formacdo do tecido Osseo, permtindo obter de forma mais
rapi da uma vascul ari zagcdo necessari a a renodel acdo do tecido.
Tal situacdo deve-se ao facto do hidrogel apresentar
caracteristicas semelhantes @ matriz extracelular, o gue
permte criar o anbiente favoravel para a mgracdo celul ar,
assim cono conop a permuta de nol écul as de sinalizacdo (para a
guimotaxia de células estamnais e respetiva diferenciacédo
celular) .

[ 00301 Posteriormente, os ides presentes nos ceramcas Vao

criar um efeito positivo no conportanento do bionaterial,

an



pronovendo a osteointegracdo e a osteocondutividade para a
i nducdo de formacdo de novo o0sso, através da ativacdo de
célul as O0sseas. Todas estas funcionalidades reuni das no nesnp
sistema vdo permitir obter um processo de regeneracdo 0Ossea
eficaz.

[00311 O aunento rapi do da porosi dade, aconpanhando o processo
de degradacao, permte com que o hidrogel seja rapidanente
i nvadi do por células, depois de injetado. Face a estas
caracteristicas, trata-se de unma nmatriz que vai sendo
reabsorvi da, & nmedida gue ocorre a regeneracdo e renodel acédo
do tecido.

[0321 A nedida que ocorre o processo de regeneracdo 6ssea, O
ceram co granul ar tanbém vai sendo reabsorvido de forma |lenta

e control ada, contri bui ndo para a renodel acdo natural do osso.

[00331 Deste nodo, destacamse inportantes beneficios da
aplicacdo desta conposicdo de hidrogel no tratanento de
def ei t os 6sseos criticos e nao-uni des:

[Q0341 - Procedinmentos «ciruargicos mnimnmente invasivos,
reduzi ndo a dor do paci ente;

100351 - Reducao do tenpo de cirurgia e prevencao de perda de
mat eri al y

[00361 -~ Os defeitos de dificil acesso poderédo ser preenchi dos
de forma facil;

[0371 - O0s granulos bioceréam cos permanecerdo no defeito
0sseo nesnb durante a irrigacéao;

[C0381 - Preenchinento total do defeito, nesno aqueles com
formato mai s irregul ar;

11



[@0391 - Possibilidade de control o de viscosi dade, dependendo
da regi ao a ser aplicada.

[@0401 - O hidrogel permte constituir uma ponte de |igacéo
O6tima entre o ceram co bioativo e o teci do 6sseo.

Breve descricdo das figuras

[ Q0411 As segui ntes figuras referemse a real i zagdes
preferenciais para a ilustracdo da descricdo e ndo devem ser
consi deradas cono |imtativas do anbito de protecéo.

[@0421 Figura 1. Resultados obtidos da analise Mcro-CT dos
ensai os Ln V@VO reali zados no nodelo animal cabra = analise
gualitativa.

[ 00431 Figura 2: Resultados obtidos da analise Mcro-CT dos
ensai os N VIVO realizados no nodel o animal cabra, semanas
Apresentacdo quantitativa do volune de osso e volune de
gr anul os.

[Q0441 Figura 3: Resultados obtidos da analise Mcro-CT dos
ensai os LN VIVO realizados no nodelo animal cabra ap6s 12
senmanas.
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Descri ¢cdo Det al hada

L00451 Segui danente, a presente invencdo € descrita com maior
detal he e especificamente com referéncia aos Exenplos, os

quais, no entanto, ndo visam limtar a presente invencgéo.

Exenmpl o 1: Preparacdo do hidrogel de dextrino

[ 0461 A preparagcdao do hidrogel de dextrino envolve as

segui ntes et apas:

[00471 a) Oxidacdo do dextrino com &cido periddico. Esta etapa
consiste na clivagem especifica da ligacdo C2-C3 dos anéis
gl i copiranosidi cos, originando dois grupos aldeido por unidade
de glicose. Os frascos contendo a solucao deverdo ser isol ados
com folha de aluminio; a reacdo de oxidacdo decorrera durante
20h em agitacdo a 15-20°C.

[C0481 b) Renocdo do periodato que nédo reagiu, através da
adicdo de uma quantidade equinolar de dietilieno glicol. A
solucdo resultante € posteriormente filtrada através do
processo de ultrafiltragcdo (Unidade Utrafiltracdo MIIipore),

no qual se utiliza uma nenbrana com di nrensdo de poros ~=l kDa.

[ 00491 c) Desidratacdo da solucao obtida através do processo de
liofilizacgdo.

[ 0501 d) Apés a etapa da liofilizagcdo, o dextrino oxidado é

di ssolvido em tanpdo fosfato (30%/v) a tenperatura anbiente

e arnmazenado emviais a 4°C.

19



Para a preparagdo do Hdrogel e mstura do ceramco sao

real i zados as segui ntes et apas:

[0511 a) Para a preparacdo de 1 nL de hidrogel € adicionado
0,3 nL de solucdo de ADH de 3,76%p/v, previanente filtrada, a
0,7 nL de solucdo de dextrino oxidado (30%p/v).

[00521b) E inportante assegurar uma rapida honpgeneizacéo
destes conponentes, antes de inpregnar o0 ceramco com O
hi dr ogel -

[ Q0531 c) adicionamse os granulos de ceramca, a tenperatura
anbi ent e.

[ Q0541 Na perspetiva de aplicacdo clinica, 0 seguinte
procedi nento devera ser realizado da seguinte fornma: = Unir
a dual seringa (que contem as solugdes constituintes do
hi drogel ~ dextrino oxidado e o ADH) a seringa que contem oS
granul os do ceram co;

- Separar a seringa coma fornul acdo final;

- Aguardar cerca de 6-8 mnutos para a gelificacao da
formul acédo final ocorrer;

by

- Proceder @ injegdo da fornulagdo final no defeito
0sseo a preencher.

[0551 Note-se que a mistura do hidrogel-ceranico € senpre
efetuada in situ, i medi atanente antes do procedi nento
cirurgico. Esta tipologia de fornulagdo pernmite ultrapassar as
limtacdes descritas anteriornente, nonmeadanente em rel acdo as
formul agbes pré-m sturadas, uma vez que através da mistura in
situ, €& possivel o controlo da viscosidade e conposigdo das
f or mul acdes.
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Exenpl o 2: Analise estrutural do dextri no oxi dado e irradiado

[ 00561 Nesta analise foram usados dextrino nao irradiado,
irradiado a 10 e 20 kG (2 k=y/'h ) dextrino oxidado (ODEX) néao
irradiado e irradiado a 20 kG (2 kGy/h) .« Os agucares neutros
foram determ nados conp acetatos de alditol com base no
descrito em Nunes et al. (2012). As anostras (2-3 ng)
comecaram por ser hidrolisadas em 200 pL de H2S04 72% a
tenperatura anbiente durante 3 h. De seguida foi adicionado
1,0 n de agua destilada e as anobstras foram incubadas a 120
oC, durante Ilh. A 0,5 nL do hidrolisado foram adi ci onados O, 2
nL de padrdo interno (2-desoxiglicose) e 200 pL de NH3 a 25%
As anostras foram reduzidas com 100 pL de NaBH4 (15% mv em
NH3 3 M, durante 1 h, a 30°C e o excesso de BH4- foi
elimnado com 100 pL de &cido acético glacial. Para a
acetilacdo das anostras, foi adicionado 450 pL de 1-
metilimdazol e 3 nL de anidrido acético a 300 pL de anobstra
reduzida. Estas foram incubadas a 30°C durante 30 mn. De
seguida foram adicionados 3,0 nm de agua destilada, para
deconpor o excesso de anidrido acético, e 2,6 nL de
dicl oronmetano para extrair os acetatos de alditol. As duas
fases foram separadas por centrifugacdo e fase aquosa
descartada e o dicloronetano evaporado. Os derivados de
acetato de alditol foram analisados por GC-FID (gas
chromat ography - flame ionisation detector) (Pekin El ner,
Clarus 400) . O GC foi equipado com uma col una capilar DB-225
(3w Scientific, Folsom CAl USA) com dinmensdées 30 m de
conprinento, 0.25 nmm de dianetro e 0.15 pm de espessura) . Para
a analise foi usado o seguinte programa de tenperaturas:
tenperatura inicial de 200°C e sobe ate 220°C a uma taxa de
2000 mn e manteve-se nessa tenperatura durante 1 mn. A
tenperatura de injecdo e de detecao foi de 220 3 230 oC,
respetivanente. A taxa de fluxo do H2 (fase novel) foi de 1,7
nmL/ m n. Neste ensaio foramusadas 2 réplicas de cada anostra.
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[ 00571 Para a andlise de acido urénicos, as anostras (2-3 ng)
foram hidrolisadas em 200 pL de H2S04 72% a t enperatura
anbi ente durante 3 h. De seguida foi adicionado 2,2 nL de &agua
destilada (concentracdo final de H2S04 1 M e as anostras
foram i ncubadas a 100 oC, durante |h. 0,5 nL do hidrolisado
foi diluido em 3 nL de &4gua destilada. A 0,5 nL de anpbstras
di luidas foram adicionados 3 nL de borato de sédio 50 mMm
preparado em acido sulfdrico concentrado e depois de agitadas
foram i ncubadas num banho de agua a ferver, durante 10 mn.
Depoi s de arrefecidas as anostras, foi adicionado, no escuro,
100 p de MFF (mifenilfenol 0,15 %» mMv em 0,5 % mv NaOH) .
Est as permaneceram protegidas da luz durante 30 min e por fim
lida a absorvancia a 520 nm Neste ensaio foram usadas 2
replicas de cada anostra.

[C0581 A ligacdo dos nmonéneros de acucares foi analisada
através da netilacdo destes conp descrito em C ucanu and Kerek
(1984), com ligeiras alteragbes. Sumarianmente, as anostras de
dextrino (1-2 ng) foramdissolvidas em 1 nL de DMSO Cerca de
40 ng de pallets de NaOH foram triturados em atnosfera de
azoto e adici onados & sol ucdo. As anostras foramnetiladas com
80 pL de CH31, durante 20 m nutos com agitacao vigorosa (passo
repetido 2x). As anostras foram dissolvidas em 3 nL de
cl or of 6r m o: net anol (1:1, v/v) e dialisadas contra uma sol ugcéo
de etanol : 4gua 1..1y v/v) . Foram usadas menbranas com cut - of f
de I kDa. Apd6s a dialise, as anostras foram concentradas até a
secura, re-dissolvidas em 1 nL de DMSO e repetidos todos os
passos supranenci onados. As fracdes netiladas foram tanbém
reduzidas no termnal carboxilico através de uma nodificacao
do met odo descrito por Nunes et al . (2012). Cs
ol i gossacarideos netilados foram hidrolisados com 500 pL de
TFA (é&cido trifluoroacético), durante 1 h, a 1210C e por fim
foram reduzidos e acetilados tal conp descrito na analise de
aclcares neutros. Os acetatos de alditol parci al mente



metilados foram separados e analisados por GC acoplado a
espectroscopi a de massa (Ms). O GC foi equi pado com unma col una
capilar DB-1 (sew Scientific, Folsom CAl USA) com dinensdes
30 m de conprimento, 0.25 mm de dianetro e 0.15 pm de

espessura.

Tabela 2: Efeito da oxidacdo e irradi acdo gama na percentagem

de aclUcares neutros e aci dos uroni cos.

%Aclcar es %Aci dos
Anostra o
neut r os ur 6ni cos
Dextri no nao
, , 76,8 + 1,2 2/ 67 + 0,21
i rradi ado
Dextrino 10 kGy 75,0 + 5,1 2/ 33 + 0,56
Dextrino 20 kGy 74,0+ 5,0 1786 + 1,11
ODEX nao
) ) 42,7 + 1,9 1,98 + 1,37
i rradi ado
ODEX 20 kGy 41,3 + 7,1 2/04 + 0,63

[Q0591 A irradiacdo de nmateriais poliméricos com irradi acdo
i oni zante leva @ formacdo de internediarios reativos, de
radicais livres, de ifes e de atonos no estado excitado. Estas
espécies quimcas desencadeiam uma série de reacgdes que
cul m nam na abstracao de hidrogéni os, rearranjos e/ ou formacéao
de novas |igacbes intra- e inter-noleculares provocando
alteracbes no peso noléculas do polinmero. O grau de
transf ormagcbes depende da estrutura do polinero, bem cono das
condi ¢bes de irradiacdao (Gaeppi, 2010)- A irradiacdo de
sol ugcdes poliméricas produz ainda radicais livres resultantes
da radiolise da agua, cuja sua pernmanéncia podera |levar a
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alteragcbes estruturais do polinmero a longo prazo (Kanjickal,
2008) . Por observacdo da Tabela XV, verifica-se que a
irradiacdo gama ndo afeta a percentagem de residuos de

glicose, de acidos uronicos, nemo grau de oxi dacdo do ODEX.

Exempl o 3. Denobnstracdo do desenpenho Lrl vivo da fornul acédo

conbi nada hi drogel - cer am co

[ Q0601 A eficacia IN VIVO foi avaliada recorrendo ao model o
animal da cabra, que cria um anbiente funcional junto dos
i npl antes conparavel com o que acontece nos humanos. Sendo
assim foi testada a conbinacdo do hidrogel de dextrino com o
ceram co granular constituido por hidroxiapatite e trifosfato
de <calcio para as condi¢cdes clinicas correspondentes a

defeitos 6sseos criticos e nao-uni des de fraturas.

[@0611 Alguns dos animais utilizados apresentaram defeitos
0sseos no osso frontal com uma dinmensdo de 14mm de dianetro
externo. Os defeitos foram preenchidos com as fornul agcdes
conbi nadas  hidrogel -ceranmica, de forma a testar a sua
eficacia. Sera realizado um aconpanhamento, nonitorizagcdo e
aval iacdo geral dos animais diarianente, tendo particular
atencdo aos sinais de dor e infecdo. Sera realizada, por
rotina, uma  nedi cacao anal gésica  por 2-4 dias e unm

anti bioterapia por 7-10 dias apds o procedi mento cirdargico.

L00621 Cs resul t ados guantitativos obt i dos encontram se
apresentados nas Figuras 1 e 2.

[ Q0631 Durante o procedinento cirargico, a fornulacdo conbi nada
do hidrogel -ceréanico f oi injetada nos defeitos 0Osseos,
preenchendo eficaznente os nesnos. Verificou-se ainda que o

hi drogel apresentou uma adaptacdo e noldagem eficazes no
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defeito, permtindo o preenchinmento conpleto no defeito, bem
cono uma eficiente coesdo dos granulos no local do defeito

evitando assim a ocorréncia de dispersdo destes para o0s
tecidos adjacentes. Durante o0s ensaios foi realizada a
conparagao com a utilizagdo do substituto 6sseo granular, sem
a associ acdo do Hidrogel, isto é, os granulos foram aplicados
apenas com sangue. Nessa situacdo, e unma vez que o0s granul os
apenas se encontravam humedeci dos com sangue verificou-se a
di fusdo dos nesnops para |ocais adjacentes ao |ocal da |eséao,
sendo dificil o seu manuseanento e consequente preenchinmento
dos defeitos. Neste sentido, confirmu-se que a presenca do
hidrogel constitui uma plataforma eficaz e adequada para o
manuseanento de substitutos oOsseos granulares. Durante a
aval i agcdo pos-cirurgica nao foram observados quai squer sinais
de inflamacdo ou reacdes adversas do tecido (necrose),
permtindo val i dar a bioconpatibilidade da f or mul acéo
apl i cada.

[C0641 A Figura 1 apresenta os resultados obtidos da analise
M cro-CT dos ensaios LN VIVO realizados no nodel o ani mal cabra
T analise qualitativa;, sendo que em A) visualiza-se o controlo
ap0s 6 senmnas; B) o Hidrogel apés 6 semanas; C) o Hi drogel +
substituto Gsseo granular apés 6 semanas; D) o control o apés
12 semanas; E) o Hidrogel apdés 12 senmnas e F) o Hidrogel +

substituto 6sseo granul ar (apds 12 senanas)

[ 0651 Ap6s 6 semmnas, a conbinacdo especifica da matriz-
Hidrogel com o substituto granular resultou num aunento
significativo de novo osso emrelacdo ao controlo, conforne se
pode ver qualitativanmente na Figura 2, e quantitativanente na

Figura 3 - aunento do osso formado de 25mmB para cerca de
195m3B.

Gui nar des, 28 de Junho de 2016
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REI VI NDI CACOES

1. For mul acéo para uso no tratanento de regeneracdao Gssea

caracteri zada por conpreender:

a. Hidrogel de dextrino oxidizado com dihidrazida do acido

adi pico, de peso nolecular entre 1200 a 8000Da;

\

b. Ceram cos bioativos granul ados A base de fosfatos de
calcio, hidroxiapatite ou nmistura de anbos, enbebidos
no referido hidrogel, em que a granulometria € i gual ou

superior a 250 pm

2. Formul acéo, de acordo com a reivindicacgéo anterior,
caracterizada por os ceranmcos bioativos granul ados estarem

numa quanti dade entre 0,5 a 50% (v/v) -

3. Fornul agéo, de acordo com a reivindicagao anterior,
caracterizada por a quantidade dos ceram cos bioativos estar

entre 1,0% a 40% (v/v) para granulonetria entre 250 a 1000

l.im

4. For nmul agéo, de acordo com a reivindicagao anterior,
caracterizada por a quantidade dos ceram cos bioativos ser,
preferencial mente 40% (v/v) para granulonetria entre 250 a
500 pm

5. Formul acéo, de acordo com as reivindi cacdes 1 a 4,
caracteri zada por per cent agem de hi dr ogel ser,
pref erenci al nent e 60% (v/v) quando a granulonetria dos

cerarnicos bioativos varia entre 250-500 um

6. For mul acao, de acordo com as reivindicacgdes 1 e 2,
caracterizada por a quantidade de ceramcos bioativos estar
entre 1,0% a 20% (v/v) para granulonetria superior a 1000

Fim



7. Formul aga0, de acordo com as reivindicagbes anteriores,
caracterizada por o0s ceramcas bioativos granul ados a base
de fosfatos de calcio, hidroxiapatite ou mstura de anbos
serem preferencialnmente, p- fosfato de tricélcio (p--TCP)
Hi droxi apatite e P-TCP; Fostato de cé&lcio e Hidroxiapatite e
P-TCP.

8. Formul acdo, de acordo com as reivindicacdes anteriores,
caracterizada por o peso nolecular do hidrogel wvariar,
preferencial mrente entre 1200 a 3000 Da.

9. Formul acd0, de acordo com as reivindicacgdes anteriores,
caracterizado por ser injetéavel.

10. Formul acdo, de acordo com as reivindicagdbes 1 a 9,
caracterizada para ser usada in-situ para o tratanmento de
def ei t os 6sseos e ndo uni 6es de fraturas.

Gui nar aes, 28 de Junho de 2016
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